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研究成果の概要（和文）：AAA シャペロンの分子機構を解析し、種々の AAA シャペロンに共

通する分子機構や p97/VCP/CDC-48/Cdc48p の D2 ドメインの ATPase 活性の正の協働性の重

要性を明らかにしたほか、ATP 依存的 p97 リングの回転運動を高速原子間力顕微鏡で観察した。

酵母や線虫を用いた解析により、p97・fidgetin・Bcs1p などの細胞機能や発生における役割を

明らかにし、これらが関連するヒト疾患の発症機序への示唆を与えた。 
 
研究成果の概要（英文）：Systematic analysis uncovered the mechanism common to several 
AAA chaperones. The importance of cooperativity of the ATPase activity of D2 in 
p97/VCP/CDC-48/Cdc48p has been demonstrated. High-speed atomic force microscopy 
revealed repeated rotational movements of the p97 ring in the presence of ATP. Using 
yeasts and nematodes, cellular and developmental roles of AAA chaperones such as p97, 
fidgetin, and Bcs1p were elucidated. These results shed light on the molecular mechanisms 
of human diseases related to these AAA chaperones. 
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１． 研究開始当初の背景 
   AAA ファミリータンパク質は、タンパ

ク質の立体構造をエネルギー依存的にダ
イナミックに変換する 6 量体リング構造
の分子シャペロンで、基質タンパク質の
unfolding 、 タ ン パ ク 質 複 合 体 の
disassembly や凝集体の disaggregation
など通常のシャペロンにはない活性を持
ち、様々な細胞機能に関わることが報告さ
れてきた。また、AAA タンパク質に起因

するヒト遺伝性疾患が相次いで報告され、
医学的観点からも注目されている。 

 
２．研究の目的 
   AAA シャペロンの分子機構について、

共通のエンジン AAA ATPase の分子基盤
に立脚し、異なる AAA タンパク質を比較
解析して、様々な機能を支える作動原理を
明らかにする。特に、まだ分子機構におい
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て不明な点が多い。
unfolding/disassembly/disaggregation
に焦点を当てる。また、出芽酵母や線虫を
モデル系として、AAA シャペロンによる
品質管理機構を解析し、その破綻に起因す
る疾患モデルを作製し、それらの病態を解
析し、予防・治療戦略の確立に寄与する。 

 
３．研究の方法 
   AAA シャペロンの分子機構の解析には、

精製タンパク質を用いた in vitro の生化
学的手法や分光学的手法及び高速原子間
力顕微鏡（AFM）による高時空間分解能
の構造生物学的手法を用いた。細胞機能の
解析には、出芽酵母を用いた遺伝学的・細
胞学的手法、発生における機能や病態解析
には、線虫を用いた発生生物学的・病態生
化学的手法を用いた。 

 
４．研究成果 
（１）AAA ファミリーATPase の分子機構の

解明 
  AAA プロテアーゼ FtsH によるモデル

基質フラボドキシンの分解効率とフラボ
ドキシンの物理的安定性には、負の相関が
あることを明らかにした（Ayuso-Tejedor 
et al., 2010）。微小管切断酵素 spastin・
katanin の 6 量体リング構造の中央の孔
に位置する保存された芳香族残基や周辺
の塩基性残基が機能に重要であることを
証明した（Matsushita-Ishiodori et al., 
2007; 2009; Ogura et al., 2008）。p97（ヒ
トでは VCP、線虫では CDC-48、酵母で
は Cdc48p）は、N 末端ドメインと２つの
相同なAAA ATPaseドメイン（D1とD2）
からなるホモ 6 量体である。N 末端ドメ
インには基質タンパク質やアダプタータ
ンパク質が結合し、D1 ドメインは弱い
ATPase 活性を示すが、その ATPase 活性
は機能に必須ではなく、6 量体形成に重要
である（Esaki & Ogura, 2010）。一方、
D2 ドメインは高い ATPase 活性を示し、
正の協働性がある。この D2 の ATPase 活
性の正の協働性は、D1 のヌクレオチド状
態による制御を受け、p97 の機能に重要で
あることを明らかにした（Nishikori et al., 
2011）。 

（２）AAA タンパク質の作用のナノ動態観察 
  AAA タンパク質およびその基質の動的

変化を金沢大学の安藤研究室が開発した
高速原子間力顕微鏡（AFM）を用いて観
察した（Yamamoto et al., 2010）。ATP 加
水分解のサイクルで、p97 がどのような構
造変化をするか、高速 AFM で観察したと
ころ、ATP 存在下で、N-D1 リングが D2

リングに対して、25°時計回りに回転し、
すぐに元の位置に戻るという構造変化を
繰り返し起こすことが分かった。変異体を
用いた解析から、この構造変化には ATP
の結合が必須で、加水分解は必要ないこと
を明らかにした。 

（３）AAA タンパク質の細胞機能 
 ①線虫の p97 ホモログ CDC-48.1 と

CDC-48.2：p97 ホモログは、様々な細胞
機能に関与している。多数のアダプタータ
ンパク質が p97 に結合して、これらの多
彩な機能が発揮される。ヒト p97 ホモロ
グ VCP は筋萎縮性側索硬化症（ALS）や
骨パジェット病と前頭側頭葉型認知症を
伴う封入体筋炎（IBMPFD）の原因因子
として同定されている。線虫の p97 ホモ
ログが、小胞体関連分解（Sasagawa et al., 
2007a）、減数分裂（Sasagawa et al., 
2007b）、性決定（Sasagawa et al., 2009）、
精子形成（Sasagawa et al., 2010）などに
おいて重要な役割をもつことを明らかに
した。性決定においては、p97 は CUL-2
複合体と結合し、性決定因子 TRA-1 のポ
リユビキチン化を促進し、ATP 依存的に
複合体を脱会合して、ポリユビキチン化
TRA-1 をプロテアソームに受け渡す。 

 ②線虫の fidgetin ホモログ FIGL-1：マウ
スの頭部（特に内耳や眼）の形成が異常と
なる fidget 変異の原因因子として同定さ
れた fidgetin の線虫のホモログ FIGL-1
について解析し、FIGL-1 が翻訳後修飾因
子 SUMO と特異的に相互作用することを
明らかにした（Onitake et al., in press）。
FidgetinとSUMOはともにマウスで口唇
裂・口蓋裂、小眼症・無眼症などの発症に
関わる因子である。口唇・口蓋、眼や内耳
の形成に関わる複数の転写因子が SUMO
化されることが分かっている。Fidgetin
は SUMO 化転写因子を制御してこれらの
疾患に関わる可能性が示唆された。 

 ③酵母の BCS1L ホモログ Bcs1p と p97
ホモログ Cdc48p：BCS1L はミトコンド
リアの呼吸鎖複合体 III の会合に必要で、
Rieske 鉄イオウタンパク質を複合体に挿
入するシャペロンと考えられている。ヒト
BCS1L 変異は、GRACILE 症候群などの
重篤な疾患を引き起こす。酵母を用いた遺
伝的解析により、Bcs1p の N 末端の膜間
配列が機能に重要であることを明らかに
した。 

  酵母の p97 ホモログ Cdc48p が、ミト
コンドリア外膜タンパク質の分解系に働
き、ミトコンドリアの形態形成と維持に重
要であることを見つけた（Esaki & Ogura, 
in press）。 



（４）AAA タンパク質とアミロイド線維 
  線虫の p97 ホモログ CDC-48.1 が、ハ

ンチンチン断片の凝集を ATP 非依存的に
抑制することを明らかにした（Nishikori 
et al., 2008）。同様に、大腸菌の ClpX が
細胞分裂に必須の FtsZ タンパク質に直接
相互作用して、その線維形成を抑制するこ
とを明らかにし、FtsZ 線維のダイナミク
スを高速 AFM で観察した（Sugimoto et 
al., 2010）。 

  ヒト p97ホモログ VCPの変異によって
発症する ALS や IBMPFD では、細胞内
にRNA結合核タンパク質TDP-43の不定
形の凝集体やアミロイド線維が異常に蓄
積する。VCP が TDP-43 に直接作用して
これらの凝集体形成を制御している可能
性について検討し、ATP 非存在下で VCP
が TDP-43 凝集体に結合すること、ATP
存在下では結合しないことを明らかにし
た。 

   また、アミロイド線維を形成する細菌の
細胞質タンパク質をスクリーニングし、ポ
リヌクレオチドホスホリラーゼ PNPase
を同定した。PNPase は ADP 存在下でア
ミロイド線維を形成する。 

（５）得られた成果のインパクト 
   種々の AAA シャペロンについて、生化

学的・分光学的・遺伝学的・細胞生物学的・
分子生物学的・生物物理学的手法等を駆使
して、多角的に比較解析を進め、当該分野
の進展に寄与した。特に、空間分解能と時
間分解能の問題を同時に解決する高速
AFM の導入により、従来の手法では得る
ことができなかったデータを取得するこ
とが可能となり、分子機能の解明がめざま
しく進んだ。 

（６）今後の展望 
   さらに分子機構の解明を進めることで、

AAA シャペロンのもつ独特の分子機能が
明らかとなり、これらの変異に起因するヒ
ト疾患の発症機序の解明と、予防・治療戦
略の確立への道が拓ける。 
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