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研究成果の概要： 
 本研究は当初予定していた光分解性クロスリンカーでは問題があり、代わりにジスルフィド結合を用い

て還元剤にて分解を行った。この結果、GroELによるフォールディングは「空洞内に隔離された後も

GroELに変性状態のまま結合しており、フォールディングがある程度進んだところで完全にGroELから

解離して即座にフォールドする」という過程を経ていることがわかった。これは現在のモデルを大きく書き

換える発見である。 
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１．研究開始当初の背景 

細胞内では分子シャペロンと呼ばれる蛋白質

が、熱などにより変性した蛋白質のフォールディ

ングを援助することで細胞機能を維持している。

分 子シ ャ ペロ ン の 一 つで あ る シ ャ ペ ロ ニ ン

GroEL は変性蛋白質の露出した疎水性残基と

疎水相互作用によって結合し、続いて ATP と

GroES が 結 合 す る こ と で 変 性 蛋 白 質 を

GroEL/GroES 複合体の空洞内に閉じこめ、フォ

ールディングを促進する。これまでシャペロニン

の ATP 加水分解サイクルについての多くの研究

がなされてきた。しかし、最も解明すべき点であ

る、シャペロニンが蛋白質のフォールディングを

促進するメカニズムについてはいまだ十分に解

明されていない状況である。 

現在までに報告されたシャペロニンのフォー
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ルディングへの効果についての知見を以下にま

とめる。①空洞内への隔離によって凝集体の形

成を阻害する効果はフォールディングを促進で

きない(Lin, Z. & Rye, H. S., Mol. Cell, 16 : 

23-34, (2004))。②変性蛋白質は GroEL に結合

するとよりアンフォールドした状態になる(Lin, Z. 

& Rye, H. S., Mol. Cell, 16 : 23-34, (2004))。③

空洞表面に露出した残基の変異体がフォール

ディングに与える影響は限定的であり、空洞表

面は親水性であれば機能的に十分であると考え

られる(Wang J. D. et al. : Cell, 111, 1027-1039, 

(2002); Tang, Y-C. et al. : Cell, 125, 903-914, 

(2006))。④計算によるシミュレーション実験から、

空洞と比べてある適当な大きさをもつタンパク質

が安定化されることが予想されている。実際に

GroEL の C 末端配列の増加によって空洞を小さ

くすると、一部のタンパク質のフォールディング

が速くなることが示されている(Takagi, F. et al., 
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 100 : 11367-11372, 

(2003); Tang, Y-C. et al. : Cell, 125, 903-914, 

(2006))。これらの結果から、シャペロニンがフォ

ールディングを促進する原因として、①GroEL

への結合によるアンフォールドの作用、②空洞

によって空間的制限を受ける作用が予想され

る。 

近年、蛋白質にFRETを導入し、フォールディ

ング過程を蛍光分子間距離の変化で観察する

方 法 が 注 目 さ れ て い る 。 実 際 、 藍 藻 由 来

Rubisco に FRET を導入し、自発的とシャペロニ

ン依存的フォールディングが比較された(Lin, Z. 

& Rye, H. S., Mol. Cell, 16 : 23-34, (2004))。

Rubisco は自発的フォールディングではコンパク

トな状態に陥ったままフォールディングが進まな

い速度論的トラップと呼ばれる状態に陥った。一

方、シャペロニンによるフォールディングでは

Rubisco が空洞内に閉じ込められると、自発的フ

ォールディングと異なる FRET 変化を示した。し

かし、シャペロニン依存的フォールディングに見

られた FRET 変化は Rubisco が自発的にフォー

ルドできる条件でも観察される可能性があり、

FRET 変化のうちどれがシャペロニンによるもの

なのか判別できない問題が残されている。 

そこで私は自発的フォールディングが可能な蛋

白質について観察することで上の問題点を解決

でき、自発的とシャペロニン依存的フォールディ

ングのフォールディング経路の違いについて詳

細に議論できると考えた。蛋白質にはシャペロ

ニン研究でよく用いられる GFP を用いた。GFP

の構造変化を緑と赤の蛍光色素による FRET で

モニターするため、GFP 固有のシステインを他

の残基に置換し、GFP を BFP に変更した。 

 蛍光分子を導入する残基はネイティブ状

態と変性状態で大きく距離が変わると予想され

る、ネイティブ状態で距離が近いがアミノ酸配列

が離れている組み合わせを選択し、システイン

に置換した。２つのシステインに緑色と赤色蛍光

分子を一つずつラベルさせる方法を開発し、標

識サンプルを得た(BFPnearAT)。自発的、シャ

ペロニン依存的フォールディングに おける

BFPnearAT の蛍光分子間距離変化は次のよう

になる。BFPnearAT は自発的フォールディング

ではコンパクトな状態(A)からフォールディングが

始まっていた。一方、シャペロニン依存的フォー

ルディングでは、BFPnearATはGroELへの結合

によって大きくアンフォールドした状態になり(B)、

GroES/ATP の結合直後も自発的よりもアンフォ

ールドした状態(C)からフォールディングが始ま

っていた。さらにフォールディング速度は自発的

の３倍程度に上昇した。したがってシャペロニン

は GFP のフォールディング経路を大きく変化さ

せており、この変化は GroEL への結合によるア

ンフォールディングが原因であることが示唆され

た。 

 

 
２．研究の目的 
この研究では GroEL への結合によるアンフ

ォールディングの重要性を指摘できたが、空

洞内部への隔離がフォールディングに及ぼ

す作用については説明できない。制限空洞の

作用を証明するためには、GroEL による変性

作用を経ずに変性蛋白質を空洞内に閉じ込

める必要がある。 
 
 
３．研究の方法 
 そこで私は、変性蛋白質のシステインを光

分解性クロスリンカーで架橋することで変

性状態を維持し、シャペロニン空洞内に閉じ

込めた後に UV 照射によってフォールディン

グをスタートさせることで、GroEL による変

性作用を排除し、空洞の影響だけを反映した

フォールディングを観察できると考えた（図

１）。これまで光分解性試薬によってフォー

ルディングを開始させた例はチトクロム C
において報告されている(Okuno, T. et al, 
Biochemistry, 39, 7538-7545 (2000))。しか

しこの方法では GFP をグローバルにアンフ

ォールドすることができないと予想される。

２つのシステインに反応する光分解性クロ

スリンカーは Christopher A. Hunter 教授

（英国）らが報告している(図２：Milanesi, L. 
et al., Chem. Eur. J., 10, 1705-1710 (2004))。
この実験計画を彼らに提案したところ、快諾

して頂き共同研究を行うことになった。 



 
 

 
 
 
４．研究成果 

 本研究はGroELによる変性作用を排除し、空

洞の影響だけを反映したフォールディングを観

察することを目的である。当初予定していた光分

解性クロスリンカーによる研究は、タンパク質との

標識によってクロスリンカーの性質が変化するた

め光による分解ができなかった。代わりにジスル

フィド結合によってGroELと変性タンパク質を固

定化し、これを還元剤DTTによって切断すること

でフォールディングをトリガーすることを試みた。 

 GroELと変性タンパク質クロスリンクした状態で

空洞内に閉じ込めた後、一定時間後DTTを加え

てフォールディングを開始した。クロスリンクした

部位によってDTT投入前にフォールディングが

開始できたもの、できなかったものがあった。フォ

ールディングできないものはDTTを入れることで

フォールディングが開始したが、これはDTTを投

入する時間によらず一定だった。この結果はタン

パク質のフォールディングに重要な残基が

GroELに結合している場合、全体のフォールディ

ングが始まらないことを示している。つまり空洞内

でフォールディングの律速になっているのはフォ

ールディングに重要な残基の空洞内への解離で

あると考えられる。 

 これらの実験と以前の結果を考え合わせると、

GroELによるフォールディングはこれまで考えら

れてきた「空洞内への隔離の後フォールディング

が開始する」のではなく、「空洞内に隔離された

後もGroELに変性状態のまま結合しており、フォ

ールディングがある程度進んだところで完全に

GroELから解離して即座にフォールドする」という

過程を経ていることがわかった。このとき、空洞内

への隔離はフォールディングに必須であり、誤っ

て空洞外に出たものは一から自発的フォールデ

ィングが始まることも確認した。以上のことから、

GroELによるフォールディング促進作用の最も重

要な因子はGroELが空洞内で変性タンパク質と

結合することでアンフォールド状態を保つことで

あると推測された。これらの結果から、GroELへ

の結合に伴う変性作用はフォールディングの律

速段階に関わること、空洞はGroELから解離後

のフォールディングに必須であることが初めて証

明できた。空洞は必須であるがフォールディング

にどのような効果を発揮しているかについては未

だわかっておらず、今後も研究を進めていく必要

がある。現在以上について論文を投稿するところ

である。 
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図１．光分解性クロスリンカーによる空洞内での

フォールディング開始 

図２．光分解性クロスリンカ

ーの構造 
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