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研究成果の概要（和文）： 
 タンパク質が細胞内で機能を発現するためには正しい立体構造にフォールディングしなけ
ればならない。その一方で、フォールディングしたタンパク質は状況によってはプリオンやア
ミロイドといった異常な構造を形成してしまう。本研究では、いかにタンパク質が正しくフォ
ールディングするのか（タンパク質機能発現システムの再構築）とプリオンの形成機構（プ
リオンなどの構造多形）について 1 分子レベルから遺伝学にいたるまでの幅広いアプロー
チにて研究を推進した。 
 
研究成果の概要（英文）：Protein must fold into unique tertiary structure to achieve its 
function. However, the folding often competes with intermolecular aggregation, which 
usually spoils the protein function. Protein aggregates include prions and amyloids, both of 
which cause fatal neurodegenerative diseases. We investigated following topics; 1) 
comprehensive aggregation analysis of more than 3,000 Escherichia coli proteins by 
using a reconstituted chaperone-free translation system, ii) global analysis of 
chaperone effects, iii) identification of in vivo chaperonin substrates, and iv) in vivo 
structure and dynamics of yeast prions. 
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１．研究開始当初の背景 

 
 本研究では、「タンパク質社会」の理解に
向けて以下の二つのテーマを分担する。 

（１）プリオンを含むタンパク質の構造多形
の生物学的意義の解明 
 「アミノ酸配列が立体構造を唯一規定する」
という Anfinsen のドグマはタンパク質科学
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の根幹をなす基本原理と考えられているが、
プリオンやアミロイドのような秩序を持っ
た凝集（線維）に構造転換する場合や、そも
そも特定の立体構造を持ちえない天然変性
タンパク質（ドメイン）のような「構造多形」
がタンパク質全体を理解する上で極めて重
要なことがわかってきた。特にアミロイドや
プリオンは哺乳類の神経変性疾患の研究か
らわかってきたものであり、タンパク質フォ
ールディングの秩序維持機構の破綻が疾病
につながるという考え方の基礎となってい
る。このような重要な問題でありながら、こ
れらタンパク質の構造多形に関して多くの
問題が手つかずのままである。例えば、プリ
オンが細胞内でどのような実体にて増殖し
ていくのか、というような問題は本質的であ
るが、まったく不明である。そのような背景
の下、我々は出芽酵母内での酵母プリオンタ
ンパク質 Sup35 の動態を蛍光相関分光法
（ FCS ） で 解 析 す る 方 法 を 確 立 し た
（Kawai-Noma et al., Genes Cells 2006） 
（２）構成的アプローチによるタンパク質機
能発現システムの再構築 
 タンパク質の機能発現の源はリボソーム
でのタンパク質合成反応にある。この反応を
試験管内で詳細に調べようと思っても、通常
は細胞抽出液を用いるために、たとえば、
種々のシャペロンの役割分担はどうなって
いるのか、というようなことは調べようがな
かった。しかし、最近実用化されている必須
因子のみからなる無細胞タンパク質合成系
（PURE システム）ではシャペロンが含まれ
ておらず、これまでに我々は大腸菌の生育に
必須のシャペロンであるシャペロニン
GroEL が翻訳時のフォールディングにどの
ような作用を及ぼすのか調べはじめている
（Ying et al., JBC 2005, 2006）。 
 さらに、細胞内での GroEL の基質タンパ
ク質候補が絞られてきたが、我々の研究から
その基質タンパク質が GroEL の発現を抑制
した大腸菌でもフォールディングできるこ
と、すなわち GroEL の真の基質タンパク質
で は な い こ と を 示 唆 す る 結 果 を 得 た
（Fujiwara et al., J. Bacteriol. 2007）。 
 
２．研究の目的 
 
（１）プリオンを含むタンパク質の構造多形
の生物学的意義の解明 
 本研究では、我々のこれまでの酵母プリオ
ンでの実績を背景として、プリオンなどのタ
ンパク質の構造多形が細胞内のタンパク質
社会の中でどのような実体で存在し、どのよ
うな役割を担っているのか、さまざまなアプ
ローチで調べることを目的とする。 
（２）構成的アプローチによるタンパク質機
能発現システムの再構築 

本研究では、PURE システムを使った翻訳に
共役したフォールディング研究をさらに拡
張し、より網羅的な解析を推進するのと、細
胞内での GroEL の基質タンパク質を明確に
することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
 
（１）プリオンを含むタンパク質の構造多形
の生物学的意義の解明 
 FCS や 1 粒子追跡法を駆使して酵母プリオ
ンの伝播機構を明確にする。細胞内でのプリ
オン凝集の構造を電子顕微鏡などで明らか
にする。 
（２）タンパク質機能発現システムの再構築 
 PURE システムで大腸菌の全タンパク質を
個別に発現し、それらの凝集性やシャペロン
の効果について網羅的に解析する。質量分析
と遺伝学を組み合わせることで大腸菌 GroEL
の基質タンパク質を同定する。 
 
４．研究成果 
（１）プリオンを含むタンパク質の構造多形
の生物学的意義の解明 
 本研究課題において我々は、酵母プリオン
やポリグルタミンをモデルとしてアミロイ
ド構造の細胞内での構造や伝播機構につい
て研究を進めた。研究期間内に、酵母プリオ
ン伝播に必須の役割を果たしている Hsp104
の役割の解明、細胞内でのアミロイドの構造
(図 1、Kawai-Noma ら J.Cell Biol. 2010)、
細胞内でのプリオンタンパク質の 1分子追跡
法の開発などを行った。 

 
（２）タンパク質機能発現システムの再構築 
 タンパク質のフォールディングは常に凝
集体形成の危機にさらされている。生体高分
子でひしめいている細胞内で凝集形成がい
かに抑制されているかを解明することが「タ
ンパク質の社会」の理解には必須である。本
研究課題では、再構築型の無細胞翻訳系を用
いた凝集形成アッセイ、凝集を抑えてフォー

図１ 酵母プリオンの細胞内動態と構造 



ルディングを助けるシャペロンの役割、につ
いて研究を進めた。 

 

 

無細胞翻訳系による研究では、大腸菌の全タ
ンパク質の凝集形成のしやすさ（図 2 丹羽
ら PNAS2009）、さらに GroEL や DnaK などのシ
ャペロンを加えたときにどのタンパク質の
凝集が抑制されるかについて大規模な解析
（図 3 丹羽ら PNAS2012）を行った。これら
の結果により、タンパク質の一次配列や立体
構造と凝集しやすさの相関やシャペロン間
の役割分担について新たな知見を得た。 

 

 

細胞の生育に必須のシャペロンであるシャ
ペロニン GroEL の細胞内における基質タンパ
ク質を同定し、その性質を明らかにした（図
4 藤原ら EMBO J.2010）。 
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図４ GroEL 基質タンパク質の可溶性分布 
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