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研究成果の概要（和文）：生体内では、複数のシャペロンが互いに弱い相互作用によってシャペロン複合体を形
成し、新生タンパク質の折りたたみや輸送に置いて協働的に機能している。このようなシャペロンの協働性によ
って、シャペロンは多種の基質タンパク質の成熟を補助し、凝集体の形成を抑制しているが、その詳細なメカニ
ズムは不明である。本研究では、シャペロン間の認識メカニズム、およびシャペロン複合体としての機能発現の
メカニズムに着目し、弱く動的なタンパク質複合体の立体構造解析に優れる溶液核磁気共鳴 (NMR) 法を駆使
し、シャペロン複合体について立体構造解析からシャペロンの多彩な機能のメカニズムを解明することに取り組
んだ。

研究成果の概要（英文）：In the cell, multiple chaperones form chaperone complexes through weak 
interactions with each other and function cooperatively in the folding and transport of newly 
synthesized proteins. Through the weak interactins, chaperones assist in the maturation of various 
substrate proteins and inhibit aggregate formation, but the detailed mechanism is unknown. In this 
study, we focused on the recognition mechanism between chaperones and aim to understand how they 
exert various functions as a chaperone complex. More specifically, we exploited solution nuclear 
magnetic resonance (NMR) and biophysical methods and performed structural and interaction analyses 
for weak and dynamic chaperone complexes. Our study unveiled the mechanisms of the cooperative 
functions for the chaperone complexes responsible for protein degradation.

研究分野： 構造生物学

キーワード： シャペロン複合体　NMR　立体構造解析　常磁性金属

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　タンパク質フォールディングは生命維持に欠かせない根幹的なプロセスであり、その制御不全によって産生す
るタンパク質凝集体は細胞毒性を持ち、神経変性疾患の原因としても注目されている。そのため、シャペロンに
よるタンパク質フォールディングの補助、およびタ変性ンパク質やタンパク質凝集体の除去についてのメカニズ
ムの理解は、神経変性疾患などの治療法・予防法の開発基盤としても期待されている。本研究で明らかにされ
た、シャペロン間の認識メカニズム、および協働的機能のメカニズムは、細胞内タンパク質恒常性維持メカニズ
ムについての理解を深め、ひいては神経変性疾患の治療法開発における新たな知見を与えるものである。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 
多くの生命現象が弱く流動的な分子間相互
作用によって支配されているが，有効な解
析ツールの欠如によって，その大部分は謎
に包まれている．その代表例が，分子シャ
ペロンによる制御である．分子シャペロン
は，新生タンパク質のフォールディングを
制御するのみならず，タンパク質の輸送や
分解などにも深く関与し，細胞内のタンパ
ク質の品質と恒常性を保っている．多くの
場合，シャペロンは単独で機能するのでは
なく，活性や特性が異なる複数のシャペロ
ンが半特異的で promiscuous な相互作用を
介して協働的に機能している．これまでの
研究代表者らの研究によって，シャペロン
は複数かつ特定のシャペロンを認識し，複
合体を形成して協働的に機能することによ
って基質タンパク質を受け渡し，基質タン
パク質を特定の経路へと振り分けることが
明らかになっている (Fig. 1)．しかし，シャ
ペロンがどのようにして半特異的な相互作
用を実現し，どのようにして協働的に機能
するのか，その詳細なメカニズムはほとん
ど明らかにされていない．メカニズム解明のためにはシャペロン複合体の立体構造情報が重要
であるが，シャペロン複合体は KD 数十 μM 程度の弱く動的な相互作用によって成り立っている
ために，相互作用解析や立体構造解析の難易度が高く，研究が遅れている．多くのシャペロンに
ついて，X 線結晶構造解析やクライオ電子顕微鏡解析によって単独での立体構造が明らかにさ
れているが，シャペロン複合体についての立体構造解析は進んでいない．このような弱い相互作
用であっても，数十 μM 程度の高濃度で存在するシャペロンにとっては十分に意味のある相互作
用である．弱く動的なタンパク質複合体に対する構造解析手法の確立と，それによるシャペロン
間相互作用や協働機能についてのメカニズム解明が求められている． 
 
２．研究の目的 
 
 本研究では，大腸菌細胞質のシャペロンネットワークを対象に，Trigger Factor (TF) シャペロ
ンを中心としたシャペロン間の promiscuous な相互作用と，それを介した協働機能のメカニズム
解明を目指した．特に，不良タンパク質の分解に関わるシャペロン ClpX と TF との相互作用解
析・立体構造解析に取り組んだ．特に，溶液中での弱い相互作用や動的複合体の立体構造解析に
優れる，溶液核磁気共鳴 (NMR) 法を主に用いた解析に取り組んだ． 
 
３．研究の方法 
 
 本研究ではまず，TF シャペロンおよび ClpX シャペロンについて，15N または 13C，2H などの
安定同位体で標識した試料を調製するため，大腸菌を用いた強制発現系を用いた．発現させたタ
ンパク質はクロマトグラフィーシステム等を用いて精製した後，NMR測定を実施した．TF と 
ClpX の相互作用を高い分解能で評価するために，全長タンパク質を用いた相互作用解析に加え
て，ドメインに分割したコンストラクト，TF Peptidyl prolyl isomerase domain (PPD),TF substrate-
binding domain (SBD)，ribosome-binding domain (RBD)，ClpX zinc-binding domain (ZBD)，ClpX 
ATPases associated with diverse cellular activities (AAA) domain などについても用いた．NMR 相互
作用解析においては，安定同位体標識した TF および TFドメインに ClpX または ClpXドメイン
を加え，その前後での NMR信号の化学シフト変化および強度変化を評価した． 
 また，本研究では，シャペロン複合体の構造解析のために，常磁性金属を用いて長距離間の情
報を取得することについても計画し，そのための手法開発にも取り組んだ．具体的には，タンパ
ク質表面のシステイン残基を介してキレートタグをタンパク質表面の任意の部位に固定し，常
磁性ランタノイドイオンを固定し，電子スピン共鳴 (ESR) による距離測定について検討した． 
 
 

 
Fig. 1 シャペロンネットワークの概念図 

 



 

 

４．研究成果 
  
 本研究ではまず，NMR 滴定実験により，TF と ClpX の相互作用解析に取り組んだ．全長 TF
および全長 ClpX を用いた滴定実験を行った結果，信号摂動が観測され，両者の相互作用が確認
された．一方で，TF 全長は二量体を形成するため，TF 全長を用いた実験では，ClpX との結合
に伴う信号摂動に加えて，TF の二量体/単量体の平衡の変化に起因する信号摂動を観測する可能
性が考えられた．ClpX との相互作用に起因する信号摂動についてより詳細に観測するために，
TFドメインを用いた滴定実験を行った．その結果，TFドメインに ClpXドメインを加えること
により，複数の NMR信号に摂動 (化学シフト変化および強度変化) が観測された (Fig. 2)．摂動

が観測された信号は，TF PPD-SBD の複数の領域に由来しており，その結果から，TF は複数の
結合面を用いて ClpX AAA を認識することが明らかになった．さらに，ClpX ZBD を用いた滴定
実験においても，TF の複数の領域に由来する信号が観測されたことから，TF は，AAA だけで
はなく，ZBD についても認識することが明らかになった．興味深いことに，TF上の ClpX-結合
面は，TF の基質結合面や TF の二量体化における相互作用面と一部共通していたことから，TF
と ClpX の相互作用は，TF の二量体形成および TF の基質結合と競合する可能性が示唆された．
ClpX は，プロテアーゼである ClpP と複合体を形成し，不良タンパク質などのアンフォールディ
ングと分解を担うことが知られ，TF と ClpX の相互作用が，ClpX によるタンパク質アンフォー
ルディングを促進することも示されている．NMR の結果からは，TF に結合した基質タンパク質
が，TF-ClpX 間の相互作用によって TF から ClpX に受け渡される，というメカニズムが示唆さ
れた．以上の内容を含む研究成果の一部は，国際共著論文として，国際誌に発表した (Kamran et 
al. 2021 Nat. Commun.)． 
 また本研究では，シャペロン複合体の構造解析のための手法開発として，常磁性ランタノイド
イオンを用いた ESR 距離測定の技術開発にも取り組んだ．ここでは，モデルタンパク質である
MurD に対して 2 つの常磁性ランタノイドイオンをそれぞれ特定の位置に固定し，その間の距離
と分布を計測した．ランタノイドイオンを用いた ESR 距離測定においては，最大 8 nm 程度の
の金属間距離についての計測が可能になる．実験の結果，MurD のコンフォメーション多型と，
リガンド結合に伴うコンフォメーション状態の変化を検出することに成功した (Saio et al. 2021 
Biophys. J.)．本手法は，タンパク質の複数のコンフォメーション状態を分布として評価すること
が可能であるが，シャペロンやシャペロン複合体の構造解析においても，このような構造情報は
有用であると期待される． 
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Fig. 2 TF PPD-SBD と ClpX AAA の NMR滴定実験結果の一例．(左) ClpX AAA
の添加によって，TF PPD-SBD の複数のメチル信号が変化した． (右) 信号変化が

観測されたメチル基を赤色でマップしている． 
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