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研究成果の概要（和文）：

膜のシャペロンを２種発見した。pspA は、膜のイオン透過性の修復、uncI は疎水的な c-サブ
ユニットの膜組み込みに働く。DnaK-DnaJ-DafA 複合体は、高温になると解離して、DnaK と
DnaJ が ClpB と協力してシャペロン活性を持つことがわかった。GroEL-変性タンパク質に
GroES が結合すると、ポリペプチドの一部が GroEL に繋留している tethering 中間体ができ
て、次に、これが空洞内部あるいは外に放出されることがわかった。

研究成果の概要（英文）：
We found two kinds of new membrane chaperones. pspA repairs the leaks of ions through
damaged membranes, and uncI assists membrane integration of hydrophobic c-subunit of
ATP synthase. DnaK-DnaJ-DafA turns out to be inactive complex. As temperature raises,
the complex dissociates and Dnak and DnaJ start to work as disaggregation chaperone in
cooperation with ClpB. Polypeptide in the GroEL cage capped by GroES spends most time
as tethered state. Then, it is released into the chaperonin cage or outside.
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2008 年度 23,100,000 0 23,100,000
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2010 年度 23,100,000 0 23,100,000
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総 計 109,900,000 0 109,900,000
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１．研究開始当初の背景
分子シャペロンの作用機構研究の残された
中心的な課題の一つは、分子シャペロンが、
基質蛋白質をどのようにハンドリング（操
作）しているか、その分子的理解であると
考えられた。操作には基本的な方式が３つ
あると思われる。第１は、タンパク質をヒ
モにしてリングの穴の中を糸通しする場合

である。ClpB や FtsH などリング状分子シャ
ペロンが知られている。この糸通し方式は、
タンパク質の膜透過においても使われてい
る。第２は、分子シャペロンの分子内空洞
の中に変性タンパク質を閉じこめる場合で
ある。GroEL/GroES がその代表である。第
３は、変性したタンパク質をつかまえて、
はなす、これだけを行う場合である。
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DnaK/DnaJ 系がよく知られている。いずれ
も、ATP のエネルギーで反応が進行する。

２．研究の目的
分子機構として未解決の問題は、それぞれ
（第１）ポリペプチド鎖を一方向に引っ張る
糸通しのメカニズム、（第２）変性タンパク
質を狭い空洞に招き入れる仕組みとその中
での折れたたみ方、（第３）結合と解離の制
御、であると考えられた。これを解明する

３．研究の方法
構造を解いてそれに基づいて、分子機構を研
究する。生化学的研究、FRET などの物理化
学的測定、および決め手となる１分子観察を
行う。ポリペプチドの“穴通し”の開始のよう
す、引き込み力の起源と制御を１分子で観察
する。ClpB の凝集体認識、ポリペプチドの引
きずり出し、可溶化の機構を明らかにする。
GroEL については、基質タンパク質と GroES
がともに GroEL に強く結合している３者複
合体の実体を明らかにする。

４．研究成果
（１）当初予定しなかった膜タンパク質のシ
ャペロンを２種、発見した。PspA は、外来
の膜タンパク質を大腸菌に合成させると大
量に合成が誘導される大腸菌のタンパク質
で機能不明であった。これを調べてみると、
膜のイオン透過性を修復することがわかっ
た。膜の内側表面にメッシュのように結合し
て傷んだ膜の構造を修復するらしい。UncI
は、ATP 合成酵素のオペロンに存在する遺伝
子から合成されるが、その機能は不明であっ
た。私たちは、これが、ATP 合成酵素のサブ
ユニットの中でもっとも疎水的な c-サブユニ
ットの膜組み込みに働く因子であることを
見出した。
（２）ClpB と DnaK-DnaJ-GrpE の協力に
よって、凝集したタンパク質が再び水に溶け
る形にもどり、さらに活性を示すようになる。
好 熱 菌 で は 、 DnaK と DnaJ は 、
DnaK-DnaJ-DafA 複合体として精製される
ので、実験は、この複合体と ClpB と GrpE
の三者を凝集したタンパク質に加える。この
複合体がどんなやり方で脱凝集-再生に関わ
るのか、判然としなかった。今回、DafA は
高温になると変性して複合体は解離して
DnaK と DnaJ は個別に働くことができるよ
うになることがわかった。すなわち、
DnaK-DnaJ-DafA はストレスのない状態の
安定複合体で、この状態では DnaK と DnaJ
は活性を発揮できない。いわば、両者は DafA
によって格納されているわけで、これが高温
になると、解き放たれてシャペロンとして活
躍を始めるわけである。DnaK-DnaJ-DafA
複合体の結晶解析はまだ成功していない。ま

た、ClpB によるポリペプチド引き込みの１
分子観察も追及したが、米国のグループが似
た実験に成功したので中止した。彼らの結果
は、引き込みはパワーストローク（<~20 pN）
であり、1 回の引き込み長さは 5-8 アミノ酸
残基である。
（３）シャペロニン GroEL-GroES の反応サイ
クルは、すでに１０年以上前におもに A.
Horwich のグループによって基本的なところ
は解明された、と考えられており、現在のほ
とんどの生化学・細胞生物学の教科書に
Horwich モデル（下図「今までのモデル」）が
紹介されている。しかし、私たちを含む日本
の研究グループの最近の研究によれば、モデ
ルを支える実験の解釈に誤りがあり、
Horwich モデルは書き変えられる必要がある
（下図「新しいモデル」）。

シャペロニン（GroEL）は２つのリングから
成る。２つのリングは、向かい合って結合し
ていて、それぞれのリングは内部に大きな空
洞を持つ。Horwich モデルにしたがうと、以
下のような素過程でフォールディングを介
助する反応が進む。変性タンパク質（ポリペ
プチド）は１つのリングのへりに結合する→
そのリング（cis-ring）に ATP が結合するとリ
ングの構造が変わる（closed→open）→する
と、フタである GroES が結合できる→GroES
が結合すると、ポリペプチドは外に逃げない
で、閉じられた空洞の中に収納される→ポリ
ペプチドは、空洞の中でただちにフォールデ
ィングを開始する→およそ８秒で ATP が加
水分解されて ADP となる→すると、反対側
のリング（trans-ring）にポリペプチドと ATP
が結合できるようになる→フタ（GroES）が
リング（cis-ring）から離れる、ポリペプチド
は（フォールディングが終わっていても、い
なくても）空洞から外へ放たれる→反対側の
リング（trans-ring）に GroES が結合する。あ
とは、trans-ring を cis-ring と読み変えて繰り
返し。
Horwich モデルは２つの点で変更が必要であ



る。A. Horwich モデルでは、２つのリングで
同時にフォールディングが進行することは
ない。シーソー機構と呼ばれるように、常に
１つのリングだけが働いている。しかし、新
モデルでは、２つのリングで同時にフォール
ディングが進行できる。反応中に出現する
GroEL-GroES 中間体は、Horwich モデルでは、
片方のリングに GroES が結合している弾丸
（bullet）型複合体（電子顕微鏡像、下図左）
である。新モデルでは、GroES は両方のリン
グに結合しているので、フットボール
（football）型複合体（下図右）である。

B.また、Horwich モデルでは、GroES がリン
グに結合したとたんにポリペプチドが空洞
内に収納される。収納されたポリペプチドは、
空洞内部の空間で自由に動ける。しかし、新
モデルでは、GroES が結合した後にもポリペ
プチドは完全に空洞に収納されるわけでは
なく、フタ（GroES）とリングの間のすきま
あたりにゆるく繋（つな）ぎとめられている
（繋留；tethering）（下図）。ポリペプチドの
一部は、空洞の外部にちょろちょろとはみ出
している。繋留が外れてポリペプチドが空洞

内に放出されるとすばやくフォールディン
グは完成する（in-cage folding）。しかし、時
にはポリペプチド全体が外に逃げ出してし
まう。そのときは、ポリペプチドは自分でフ
ォールディングする（out-of-cage folding）（で
きなければ凝集してしまう）。
（４）GroEL-GroES によるフォールディング
サイクルの主要な中間体が football だとする
と、リング間の相互作用や ATP 加水分解の共
同性など、今までの多くの研究が見直される
必要がある。また、GroES やポリペプチドの
量が football を作るには少なすぎる時には、
（今のシーソーモデルとは異なるかもしれ
ないが）bullet 中間体を経るサイクルとなる
ことは考えられるが、その実態もまだわかっ
ていない。
Tethering 中間体の影響はさらに大きい。

GroEL-GroES 空洞内のフォールディングが、
自発的なフォールディング（ spontaneous
folding）とどう違うか、NMR や同位体交換、
質量分析、などの高度な方法で熱心に研究さ
れ、多くの論文が有名ジャーナルに発表され
てきた。Anfinsen の原理「立体構造の情報は
すべてアミノ酸配列に含まれている」につい
て、ひょっとしたら反例を示せるのではない
か、という期待もある。Horwich らは、
GroEL-GroES はフォールディングのために
安全な（凝集の危険のない）小部屋を提供し
て い る だ け だ 、 と 考 え 、 Hartl ら は
GroEL-GroES はもっと積極的にフォールデ
ィングを加速する仕組みを備えている、と主
張している。しかし、両者も含めて今までの
すべての研究は、一部のポリペプチドが外に
逃げ出すとか、空洞内のポリペプチドが
GroEL に繋留されている、などということは
全く想定せずに行われてきた。となると、今
までの解釈は大きな変更を強いられる。
例えば、Hartl らは DMMBP（maltose binding
protein に２つ変異をいれたもの）というタン
パク質のフォールディングが GroEL-GroES
によって数倍早くなる、という実験などから、
GroEL-GroES 空洞のフォールディングの促
進を次のように説明する。A. 狭いところに
閉じ込めた効果と、B. 空洞内表面のマイナス
電荷と空洞の底の適当に疎水的な残基によ
って、C. kinetically-trapped intermediate（一旦
そこに陥るとなかなか抜け出せないフォー
ルディングの中間体）に陥らないで速やかに
フォールドする。しかし、彼らの実験条件で
は、DMMBP ポリペプチドの実に 80~95%が
空洞の外に逃げ出している。彼らが空洞内フ
ォールディングと思ってあれこれ解析して
いたものは、空洞外の溶液中の自発的フォー
ルディング(spontaneous folding)であった。
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