
 

様式 C-19 

科学研究費補助金研究成果報告書 

 

平成２１年 ６月９日現在 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要： 
超好熱性古細菌 Thermococcus strain KS-1由来グループ 2型シャペロニンは、ATPに

より頂点ドメインに位置する helical protrusionを中心とした構造変化が引き起こされ、
open構造から closed構造へと変化することで、補足した変性タンパク質をシャペロニ
ン内部空洞に閉じ込め、foldingを促進する。この ATP依存的な構造変化はサブユニッ
ト間の協同した作用により引き起こされるが、その詳細は解明されていない。我々は、
シャペロニンリング内の特定の位置に、「ATP加水分解部位に変異を導入した変異体サ
ブユニット」と「helical protrusion欠損変異体サブユニット」をそれぞれ様々に導入し
たシャペロニンを作成し、これらのシャペロニンの folding活性や ATP依存的な構造変
化を生化学的実験および X線小角散乱実験などを用いて解析し、サブユニット間の協
同性を解析した。本解析の結果、2型シャペロニンの ATP依存的な open構造から closed
構造への変化では、最初にATP結合・加水分解により各サブユニットのhelical protrusion 
を中心とした局所的な構造変化が起こり、その後、隣接した helical protrusion 間の相
互作用が起こることで closed構造を形成するようになることを明らかにした。また、
常温での機能解析を可能にするため、低温適応変異体を構築した。この変異体の変異
アミノ酸は構造変化の情報伝達に重要な役割を持つことが示唆されている。 
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１．研究開始当初の背景 
 細胞内におけるタンパク質の構造形成
と品質管理は，分子シャペロンと呼ばれ
る一群のタンパク質により制御されてい

る。シャペロニンは，分子シャペロンの
最も代表的なメンバーであり，２層のリ
ング状構造を形成し、非天然構造のタン
パク質と結合し，ATP 依存的にそれらの
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正常なフォールディングを促進する。シ
ャペロニンは，アミノ酸配列の相同性な
どからグループ１型とグループ２型に大
別される。原核生物やミトコンドリア，
葉緑体に存在するシャペロニンは，大腸
菌のシャペロニンであるGroELとその補
因子 GroESに代表されるグループ 1型に
分類される。これまでの研究の結果，グ
ループ 1型の分子機構については詳細な
モデルが提唱されており，GroES が重要
な役割を担っていることが分っている。
一方，真核生物の細胞質や古細菌に見出
されるグループ２型シャペロニンには，
GroES に相当する補因子が存在せず，グ
ループ 1 型には存在しない Helical 
protrusion 領域が GroES と類似の機能を
担っている。しかし，グループ２型シャ
ペロニンに関する研究は 1型と比較して
遅れており，詳細な分子機構は解明され
ていなかった。真核細胞由来２型シャペ
ロニンは多数のサブユニットから構成さ
れていると同時に精製も困難であること
から、詳細な分子機構の解析は遅れてい
る。一方、古細菌由来２型シャペロニン
のほとんどが in vitroでのタンパク質フォ
ールディング能を示さないという問題が
あった。我々は、超好熱性古細菌
Thermococcus strain KS-1（T. KS-1）由来
２型シャペロニンが in vitroで高いフォー
ルディング能を示すことを有効に利用し、
その分子機構解明につながる重要な発見
を行ってきている。国際的に見ても、２
型シャペロニンの詳細な分子機構の解明
では先頭を走っていると評価されている。
我々の成果をまとめると以下のようなも
のになる。(1) T. KS-1由来２型シャペロ
ニンのX線結晶構造の解明（Shomura et al. 
J. Mol. Biol. (2004) 335, 1265）、(2) ATPの
結合によるBuilt-in Lidが閉じることの証
明 (Iizuka et al. J. Biol. Chem. (2003) 278, 
44959)、(3) Helical Protrusionが閉じるこ
とによるタンパク質がフォールディング
することの証明(Iizuka et al. J. Biol. Chem. 
(2004) 279, 18834)、(4) フォールディング
サイクルにおいて２つのリングが非対称
的に機能している事実の証明(Iizuka et al. 
J. Biol. Chem. (2005) 280, 40375)、（5） 補
因子プレフォルディンとの協調作用機構
の解明（Okochi et al. J. Biol. Chem. (2004) 
279, 31788, Zako et al. FEBS Lett. (2005) 
579, 3718, Zako et al. J. Mol. Biol. (2007) 
364, 110-120.）。 
我々の研究などの成果により、グルー

プ2型シャペロニンがATPの結合･加水分
解に伴う構造変化によりタンパク質のフ
ォールディングを行うことが明らかにな
っている。しかし、ATP結合部位からの構

造変化情報の伝達機構やリングを形成し
ている８つのサブユニットが協調して開
閉するメカニズムなどは明らかになって
いない。 
 
 
２．研究の目的 
 本研究では、上記のモデルを基盤に２
型シャペロニンによるタンパク質フォー
ルディング機構の詳細な分子機構の解明
を目的としている。具体的には、以下の
課題の解決を目的とした。 
(1) リング内及びリング間の協調機能の
解明 
 シャペロニンの機能を制御するリング
内、リング間の協調機構のメカニズムを
明らかにする。ATPの結合・加水分解や
Built-in Lid の開閉に伴う構造変化の協
同性を明らかにし、その詳細な分子機構
を解明する。 
(2) ATPの結合・加水分解に伴う Built-in 
Lid開閉の分子機構 
 ATP 結合・加水分解部位と Built-in 
Lidは離れているので、ATP結合・加水
分解に伴う構造変化がどのようなメカニ
ズムで Built-in Lidの開閉につながるの
か、特にそれに関わるアミノ酸のネット
ワークを明らかにする。 
(3) Built-in Lidの Closeに伴う構造変化 
 X 線小角散乱による解析の結果、２型
シャペロニンの構造変化は単純に
Built-in Lid が開閉するだけでなく、そ
れに続く大きな構造変化があることが予
想されている。その構造変化が、Built-in 
Lidを構成する Helical Protrusion間の
相互作用に由来するものであるという仮
定を検証する。 
 
３．研究の方法 
 リング内及びリング間の協調機能の解
明を行うには、リング内の特定の部位に
変異体を含むオリゴマーを作成すること
が必要である。しかし、変異体と野生型
を同時に生産するだけでは、ランダムに
組み込まれた複合体が作成されるだけで
ある。そこで、リング内において隣接す
るサブユニットのＮ末とＣ末が近傍に存
在することに着目し、サブユニットが結
合した連結シャペロニンを作成し，リン
グ内の特定サブユニットの位置に変異を
導入した。シャペロニンサブユニットの
C 末端配列をプロテアーゼ認識配列に置
換した後，隣接するサブユニットの N末
端側と連結した発現系を作成し、タンパ
ク質を発現および精製後に，プロテアー
ゼを用いてリンカー配列を切断すること
で，余分な結合を有さないシャペロニン



 

 

を作成した。この系を用いて，野生型サ
ブユニットと 3 種類の変異体サブユニッ
ト（①ATP 加水分解能はあるものの構造
変化が起こらない変異体：G65C，②ATP
加水分解能を欠失した変異体：ΔATPase，
③helical protrusionを欠失した変異体：Δ
helical）でそれぞれ構成される様々なヘ
テロオリゴマーを作成し，機能解析を行
った。機能解析としては、ATP 加水分解
能、豚由来クエン酸合成酵素の凝集抑制
機能、酸変性 GFPのフォールディング機
能、変性クエン酸合成酵素のフォールデ
ィング機能、Ｘ線小角散乱及びプロテア
ーゼ分解による構造変化の解析、蛍光プ
ローブによる構造変化の解析などを行っ
た。構造変化の詳細な分子機構を解明す
ることを目的に、比較的低温での物理化
学的解析が可能な、低温適応かシャペロ
ニン変位体を作成した。具体的には、好
熱性及び常温性の 2 型シャペロニンのア
ミノ酸配列を比較し、好熱性と常温性で
特異的に異なっているアミノ酸を探し、
T. KS-1 シャペロニンにそのアミノ酸変
異を導入した変異体を作成し、様々な温
度におけるフォールディング活性及び構
造変化機構の解析を行い、低温適応化を
解析した。 
 
４．研究成果 
 これまでの研究の結果、T. KS-1 シャ
ペロニンサブユニットの 9 残基目と隣接
するサブユニットの 526 残基目を直接連
結することにより作成した連結シャペロ
ニンは，野生型と同様のオリゴマー構造
を形成するものの，変性タンパク質を捕
捉できず，シャペロニンとしての機能を
失っていた。活性を失った原因は，連結
部分の構造変化の自由度が失われたこと
であると考え，野生型サブユニット全長
（548アミノ酸残基）の C末端側と N末
端側を 4または 6アミノ酸残基のリンカ
ーを介して直接連結した， 2連結および
4 連結シャペロニンを作成し，シャペロ
ニンの活性の回復を試みた。しかし，リ
ンカーを繋いだ状態では，シャペロニン
の活性を野生型シャペロニンと同程度ま
で回復することは困難であった。そこで，
プロテアーゼによりリンカー部位を切断
することにした。長時間処理を行っても
シャペロニンが切断されず，シャペロニ
ン空洞内部に入ることの出来る大きさの
プロテアーゼとして Thrombin を選択し
た。全長サブユニット（548 アミノ酸残
基）の C末端配列をプロテアーゼ認識配
列に置換して隣接する Thrombin の N 末
端側と連結した発現系を作成し、タンパ
ク質を発現および精製後に，プロテアー

ゼを用いてリンカー配列を切断すること
で，活性のあるシャペロニンを得ること
に成功した。そこでこの系を用いて，ホ
モオリゴマーとしては変性タンパク質の
フォールディング機能を失う 3 種類の変
異体サブユニット（①ATP 結合・加水分
解に伴う構造変化がおこらない変異体サ
ブユニット（G65C）(C)、②ATPase 欠損
変異体サブユニット（D64A/D393A：
ΔATPase）(A)、③変性タンパク質をシャ
ペロニン空洞内部に閉じ込める役割をす
る helical protrusion を欠損させた変異体
サブユニット（Δ245-276：Δhelical）(H)
を野生型サブユニットと様々な配列で並
べた変異シャペロニンを構築し、その機
能の解析を行った。 
 G65C または D64A/D393A と野生型サ
ブユニットを交互に含むシャペロニンは、
野生型のシャペロニンとほぼ同程度のフ
ォールディング活性を有していた。この
結果は、ATPの結合･加水分解に伴うサブ
ユニット間の協調機構はないことを示し
ている。この結果は、ATP の結合や加水
分解活性に関する協同性の効果が少ない
という結果と整合している。フォールデ
ィング活性はリング内の変異体の数に対
応している。また、興味深いことに、サ
ブユニットの配列にも関係していた。4
連結で２つの野生型と変異体が連結する
ことで構築したシャペロニン（WWCCま
たはWWAA）のフォールディング活性は、
野生型と変異体が交互に結合させて構築
したシャペロニン（WC または WA）と
比較して活性が低かった。この結果は、
変異体サブユニットの構造変化が隣接す
る野生型のサブユニットの効果によるも
のであることを示唆している。一方、
Δhelical (H)の影響は顕著である。野生型
と Δhelical を交互に配置した WH，野生
型 3 つに Δhelical を 1 つ導入したシ
WWWH のいずれもがフォーディング活
性を示さなかった。しかし、予想に反し
て、Ｘ線小角散乱、プロテアーゼ切断及
び構造変化に伴う蛍光色素の蛍光強度の
変化の解析から、これらの変異体シャペ
ロニンは ATP 依存的に構造変化をする
ことが示唆された。しかし、クエン酸合
成酵素の熱凝集に対する効果を調べる実
験では、ATP存在下でもクエン酸合成酵
素の熱凝集を抑制することができた。こ
れらの結果から、以下のような構造変化
モデルを提唱した。すなわち、最初に ATP
結合・加水分解により各サブユニットの
helical protrusion を中心とした局所的な
構造変化が起こり、その後、隣接した
helical protrusion 間の相互作用が起こる
ことで closed構造を形成する。最後の構



 

 

造変化がタンパク質のフォールディング
に重要であり、ATP 加水分解のエネルギ
ーは closed構造から open構造への変化に
必要だと考えられる。 
 
図１ 本研究で明らかになったグループ
2型シャペロニンの反応機構 
 

 
低温適応に関与するアミノ酸残基を推
定するために、26種の好熱性生物種およ
び 17 種の常温性生物種由来のⅡ型シャ
ペロニンのアミノ酸配列の比較を行った。
好熱性と常温性の生物種間で保存されて
いる残基の違いに注目し、好熱性生物種
が低温環境に適応するために選択したと
思われる３つの残基（E187, K323, A523）
を推定した。推定されたアミノ酸残基に
ついて T. KS-1 由来シャペロニン遺伝子
に変異を導入し、３種の Single mutant  
E187D, K323R, A523K を作製した。これ
ら変異体に関して、クエン酸合成酵素
（CS）を用いた蛋白質フォールディング
活性やアレスト活性の測定、および X線
小角散乱実験によるATP依存的な構造変
化を解析し、野生型シャペロニンと比較
した。熱変性させたCSの 40ºC, 50ºC, 60ºC
における酵素活性の回復を指標として、
各変異体の蛋白質フォールディング活性
を評価した。その結果、60℃では全ての
変異体の活性が野生型に比べ低下した。
一方、40ºC, 50ºCにおいては、K323Rの
みが野生型より高いフォールディング活
性を示した。CSの熱凝集抑制効果を観察
することにより、変異体のアレスト活性
を測定した。その結果、50 ºCにおいて、
全ての変異体のアレスト活性が野生型に
比べ上昇することが示された。特に
K323Rでは、大幅な活性上昇が見られた。
X線小角散乱曲線より、変異体の ATP依
存的な構造変化について解析した。散乱
曲線の結果から、全ての変異体が 40ºC, 
60ºCで野生型と同様に構造変化すること
が確認された。そこで、散乱曲線から慣
性半径を算出して構造変化の度合いを調
べたところ、60ºCにおいて、野生型の慣
性半径は構造変化により 7.3Å変化した。
各変異体について慣性半径を求めると、
60ºCでは全ての変異体が野生型と同様の
値を示した。一方、40ºC においては、
E187DとK323Rが野生型に比べ大きく構

造変化することが示唆された。アミノ酸
一次配列情報の比較のみから低温適応化
を試みた結果、低温で野生型に比べ活性
が上昇するK323R変異体を得ることに成
功した。低温におけるアレスト活性や構
造変化能が野生型より上昇することが、
K323Rのシャペロニンとしての活性を上
昇させたと考えられる。また、本研究で
は Single mutant の結果をもとに３種の
Double mutant E187D/K323R, 
E187D/A523K, K323R/A523Kを作製して
活性評価を行った。フォールディング活
性に関して、40ºCにおいて野生型と同程
度の活性が示された変異体があったもの
の、全体的には大きな活性の上昇は見ら
れず、二残基の変異を導入することによ
る相乗効果は観察されなかった。E187D
と K323R の変異部位は ATP 構造変化の
経路の途中にあり、ヒンジ領域に存在す
ることから、このアミノ酸変化が低温で
の構造変化の促進の効果があることから、
これらが ATP の結合･加水分解に伴う構
造変化に関与する重要なアミノ酸である
ことが明らかになった。 
以上の結果は、これまで未解明であっ
たグループ 2型シャペロニンのタンパク
質フォールディング機構の解明につなが
る重要な成果であり、国際的に高く評価
されている。また、本研究を進める仮定
で、プレフォルディンとの相互作用部位
の特定などに関する重要な成果も得るこ
とに成功した。 
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