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研究成果の概要（和文）：本研究では変性タンパク質がシャペロニンの空洞と結合した中間状態がフォールディ
ングを促進するか検証した。大腸菌シャペロニンについて空洞内に閉じ込められた変性タンパク質の構造状態を
解析し、自発的フォールディングで形成されるコンパクト状態よりもほどかれた状態であることを明らかにし
た。さらに中間体形成に携わる残基の特定を行い、疎水性残基の場所によってフォールディングおよびescapeへ
の影響は大きく異なることを明らかにした。真核生物由来シャペロニンCCTを大腸菌で組換え体を精製し、結晶
化スクリーニングを行ったが、優位な結晶は得られず、研究は進まなかった。

研究成果の概要（英文）：We tested whether denatured protein encapsulated in the chaperonin cage is 
expanded by using single-pair FRET. All of tested substrate proteins were more expanded in the 
chaperonin cage than those at the initial of spontaneous folding. Mutational analysis revealed that 
hydrophobic residues in the chaperonin cage differently reduced the folding acceleration ability and
 the inhibition of polypeptide escape. To elucidate whether the folding acceleration mechanism can 
be applied to eukaryotic chaperonin CCT, we constructed the recombinant expression system of CCT 
from Cyanidioschyzon merolae. The recombinant CCT bounds fluorescent ATP analog, Cy3-ATP. The 
crystallization condition of CCT was searched in the presence of various nucleotide analogs. 
However, we could not obtain the crystal of CCT.

研究分野：生化学、構造生物物理学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
リボソームにより合成されたタンパク質
がその機能を発揮するためには、アミノ酸配
列により一義的に決まる天然構造を形成（フ
ォールディング）する必要がある。多くのタ
ンパク質がそのフォールディングに分子シ
ャペロンによる援助を必要としている。代表
的な分子シャペロンであるシャペロニンは
必須タンパク質であり、その空洞内に変性タ
ンパク質を隔離してフォールディング促進
を行う。原核生物由来の cpn60/10シャペロ
ニンは様々なタンパク質をフォールディン
グできるが、真核生物細胞質由来のシャペロ
ニン(CCT, TRiC)はアクチン、チューブリン
など特定のタンパク質しかフォールディン
グできず、原核生物シャペロニンとは異なる
フォールディング促進メカニズムが働いて
いると考えられているがその詳細はいまだ
明らかではない。 
大腸菌のシャペロニン GroEL/ESは最も
研究された分子シャペロンである。このフォ
ールディングメカニズムについては長年論
争されており、空洞による空間制限が原因と
するモデルがこれまで支持されていた（図
1a）[1,2]。しかし、我々はこれまでのモデル
とは異なり、シャペロニン空洞内に閉じ込め
られた変性タンパク質はシャペロニン空洞
と疎水性相互作用しており、その一部は空洞
外へはみ出ていることを発見し、新規なモデ
ル(tethering model)を提唱した（図 1b）[3,4]。 

 

 
 
図１．シャペロニン援助フォールディングのモデ
ル。(a) Confinement モデル。空洞内の変性タン
パク質は完全に閉じ込められるとする。 (b) 
Tethering モデル。空洞内の変性タンパク質は完
全に閉じ込められず(Tethering中間体)、空洞内で
フォールドするか、または空洞外に遊離後
(escape)、自発的にフォールドする。 
 
２．研究の目的 
先の研究より、変性タンパク質は空洞内に
結合し、そこから空洞内でフォールディング
するか、もしくは空洞外に escapeすること
がわかっている。変性タンパク質が空洞と結
合した中間状態を明らかにすることで、シャ

ペロニンによるフォールディング促進機構
が明らかになると期待される。そこで本研究
ではこの状態における変性タンパク質の構
造状態、そしてこの中間体の形成に関与する
と予想される空洞内疎水性残基の役割につ
いて検討を行った。 
 
３．研究方法 
 研究１においては熱安定性が高い
single-ring 変異体として、SRKKK2 変異体
を用いた。研究２において、変性タンパク質
の構造変化の観察はするために、１分子内の
２カ所に蛍光色素を標識し、蛍光色素間で起
こる single-pair 蛍光共鳴エネルギー移動
(spFRET)を用いた。研究４におけるシャペ
ロニン変異体によるフォールディング能力
の評価は、single-ring変異体における青色蛍
光タンパク質(BFP)の空洞内フォールディン
グ速度と変性BFPの escape速度の比較によ
り行った。研究５の好熱性紅藻シゾン由来の
CCTの発現は、８つの CCTサブユニットを
大腸菌で同時に発現させ、CCT5に付加させ
た MBPを用いたアフィニティー精製により
行った。 
 
４．研究成果  
(1)中間体の可逆性の検証 
 これまでに提唱されてきた説（iterative 
annealing model）においては、変性タン
パク質がシャペロニン空洞に閉じ込められ
る瞬間に変性タンパク質がアンフォールデ
ィングされ、その後空洞内に遊離されて自
由にフォールディングできるようになると
提唱されていた[5,6]。しかし、我々のモデ
ルでは閉じ込め後の変性タンパク質は常に
空洞と相互作用していると考えられ、閉じ
込め時の構造変化の影響は小さいと予想さ
れた。 
 これを確かめるため、我々は空洞内でフ
ォールディングしたタンパク質を GroES
の結合を維持したまま熱変性させ、常温に
戻したときのフォールディング速度を調べ
ることを試みた。我々はシャペロニン変異
体SRKKK2が高温でもGroES結合状態を
維持していることを発見した。そこでまず
GroES/ATPを加えてSRKKK2空洞に藍藻
由来 Rubiscoを閉じ込め、フォールディン
グ速度を測定した（図 2、青）。その後 45℃
15 分で Rubisco を変性させ、25℃に戻し
たときのフォールディングを観察した。温
度低下によるフォールディング速度は
GroES/ATP 結合によりフォールディング
させた場合の速度とほぼ同じであり、収率
も大きく変わらなかった（図 2、赤）。さら
にRubiscoの一部が空洞外に飛び出した中
間体であることを確認するために、フォー
ルディング開始直後に trap(N265A)を加え
て変性Rubiscoと結合させフォールディン
グを阻害したところ、両者ともに同程度に
trap(N265A)によって阻害された。 



 
図２．SRKKK2空洞内に閉じ込めた Rubiscoの熱
変性と、温度低下によるフォールディング。青：
25℃における 0分での GroES/ATPの投入による
Rubiscoのフォールディング。 赤：フォールディ
ング 60分後（青）のサンプルを 45℃, 15分熱変
性し、0分で25℃に温度低下させたときのRubisco
のフォールディング。フォールディング開始後 1
分で Trap(N265A)を加えると、青、赤の条件共に
フォールディングが約 20％まで阻害される。 
 
 したがって、GroESの結合に伴う変性タ
ンパク質の構造変化はフォールディングの
促進には寄与していないこと、空洞内の変
性タンパク質は常に空洞外に一部飛び出た
中間体を形成することが明らかとなった。
これらの結果から、これまでに提唱されて
いた iterative annealing が正しくないこ
とが明らかとなった（論文①）。 
 
(2)シャペロニン空洞内変性タンパク質の
アンフォールディング 
 これまでの研究よりシャペロニン空洞内
の変性タンパク質の構造がより広がった構
造をしていることを、青色蛍光タンパク質
(BFP)について蛍光共鳴エネルギー移動
(FRET)を用いて確認していた（未発表、図
3A & 3B）。このアンフォールディング効果
が他の基質タンパク質でも見られるかどう
かを確かめるため、DapA（図 3C）とマル
トース結合タンパク質の２重変異体
(DMMBP)(図 3D)について新たにFRETに
よる構造変化測定系を構築し、その構造変
化を確かめた。 

 

 

 

 
図３．Single-pair FRETによる変性タンパク質の
構造変化測定。(A) BFPにおいて蛍光標識に用い
たシステイン変異箇所。B. BFP(K52C/E172C)の
single-pair FRET における FRET 効率変化。
Spont.: 自発的フォールディング、SR398: GroEL 
single-ring 変異体 SR398 によるフォールディン
グ。0分において GroES/ATPを加えてフォールデ
ィング反応を開始。(B) DapA(C20A/T3C/E223C)
の FRET効率変化。(C) DMMBP(D184C・K362C)
の FRET効率変化。 
 
 
タンパク質を２つの蛍光色素で標識する
ために、ネイティブ構造で近接する２つの残
基をシステインに置換した変異体を作成し
た。いずれの基質タンパク質についても、シ
ャペロニンで ATP投入によりフォールディ
ング反応を開始した直後の FRET効率の値



は自発的フォールディングの値よりも低く、
自発的フォールディングはシャペロニンの
時よりもよりコンパクトな状態からフォー
ルディングが開始していることが明らかと
なった。 
これまでシャペロニンの空洞内で変性タ
ンパク質はコンパクト化されると考えられ
ていたが[1,2]、実際には逆にアンフォールデ
ィングされることが明らかとなった（研究
①）。これらの結果は Tethering model（図
1b）が正しいことを示している。 
 
 
(3)フォールディング促進に貢献する
GroEL/ESの空洞の疎水性残基の網羅的解
析 
 シャペロニンのサブユニット界面だけで
なく[3]、空洞内に露出した疎水性残基がフ
ォールディング促進に影響している可能性
を検証した。予備実験において GroEL 変
異体を発現する大腸菌の生育を指標に評価
し た と こ ろ 、 GroES(Y71C), 
GroEL(Y203C), GroEL(F281C), GroEL 
(Y360C)は生育に影響することがわかった
（図 4）。 
 
 

 
 
図 4．シャペロニン空洞内の疎水性残基。赤：変
異により生育に変化が見られた残基、青：生育の
変化なし 
 
 
これらの変異体についてシャペロニンの

single-ring 体を精製してフォールディン
グへの影響を in vitroで解析した。基質タ
ンパク質として BFP を用いたところ、
GroES(Y71C)はわずかにフォールディン
グ速度が低下する程度だったが、Y203C変
異体ではフォールディング速度(kin)が半分
程度に減少し、escape速度は 2倍に上昇し
た。F281C 変異体と Y360C 変異体では
Y203C変異体ほどではなかったが、同様の
変化が見られた。これらの結果から、空洞

中心部に近い疎水性残基はフォールディン
グを促進すると共に escape を防ぐのに重
要な役割があることが明らかとなった。こ
れらの結果は現在論文にまとめているとこ
ろである。 
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(4)高感度かつ短時間なSDS-PAGE染色方
法の開発 
 
 本 研究を通じてシャペロニンを
SDS-PAGEで解析する必要があり、より効
率的な CBB 染色方法について検討を行っ
た。様々な条件を検討した結果、高電圧の
電源装置を用いて、CBB 染色・脱染を 30
分以内に終了させる方法を見つけた。この
方法では従来のメタノールに代わり、エタ
ノールを使用することから、安全性も増し
ている（図 6）。この方法は従来の方法より
も約 2 倍高感度で、5ng 以上の GroEL を
検出できた（論文②）。 
 

 
図 5．電気泳動染色法。赤：変異により生育に変
化が見られた残基、青：生育の変化なし 
 
 
(5)組換え真核生物由来シャペロニン(CCT)
の活性 
 我々は好熱性紅藻シゾン来 CCTを大腸菌
で発現させることに成功しており、精製 CCT
は基質タンパク質であるアクチンに結合で
きることを確認している。この精製 CCTの



フォールディング活性を調べたが、大腸菌シ
ャペロニンの基質タンパク質である
rhodanese, GFP, luciferaseには結合せず、
フォールディングを促進できなかった。 
 精製CCTがATPを結合できるかを確かめ
た。蛍光標識された ATPである Cy3-ATPを
CCTと混ぜゲル濾過すると、Cy3-ATPは
CCTの溶出位置に現れ、結合していることが
確認できた（図 6）。 

 
図 6．ゲル濾過による CCT に結合した Cy3-ATP
の検出 
 
 
(6)組換え真核生物由来シャペロニン(CCT)
の結晶化 

CCT について結晶化スクリーニングを行
った。しかし CCT については微少な結晶し
か現れず、ヌクレオチドやヌクレオチドアナ
ロ グ （ ATP, AMP-PNP, ADP+AlFx, 
ADP+BeFx）を加えた条件下でも結晶化スク
リーニングを行ったが、結晶を得ることがで
きなかった。 
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