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研究成果の概要（和文）：本研究課題では超好熱性古細菌（Thermococcus sp. KS-1）の生産す
る 6種類のプレフォルディンのうち、alpha1-beta1 ヘテロヘキサマー複合体ならびに beta2ホ
モテトラマーの結晶化を行い、alpha1-beta1 ヘテロヘキサマーならびに beta2ホモテトラマー
複合体の構造を決定した。また、β2 テトラマーと変性インスリンとのドッキングシミュレー
ションを行い、PFDのもつ構造多様性、基質認識機構について明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）：In this study, we have determined the crystal structure of 
Thermococcus sp. KS-1 D12E14 hetero-hexamer complex prefoldin and E2 homo-tetramer 
complex prefoldin. In addition, we examined the substrate binding mode of TsPFD E2 
tetramer complex by molecular dynamics (MD) simulation. Our results showed that the 
substrate binding mode of tetramer complex is different from that of PFD hexamer 
complex.    
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１．研究開始当初の背景 

PFD は古細菌や真核細胞の細胞質に存在
する分子シャペロンであり、変性状態のタン
パク質を基質として捕捉し、グループ II型シ
ャペロニンへと受け渡す役割を担っている。
古細菌の PFDは 2つの αサブユニット及び 4
つの β サブユニットからなる 6 量体であり、
各サブユニットのN末端及びC末端領域には

長い αへリックスが存在してコイルドコイル
構造を形成している。一方、いずれのサブユ
ニットも中央部に βストランドが存在し、各
サブユニットはこの β ストランドを介して
会合し、コイルドコイル構造がこれにぶら下
がるようなクラゲ様構造をしている。電子顕
微鏡実験などから、PFDは可動性の高いコイ
ルドコイル構造を変化させて空洞内部の大
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きさを調節し、様々な形、大きさの変性タン
パク質を捕捉し、凝集を抑制することがわか
っている。しかし、PFDはその運動性の高い
構造から結晶化が困難であり、また、結晶構
造が得られても基質結合に関わるコイルド
コイル先端の構造は揺らいでいるため、基質
認識機構に関する構造情報は多くない。 
申請者らのグループは、超好熱性古細菌

Pyrococcus horikoshii PFD（PhPFD）を材料と
した生化学的解析により、変性タンパク質結
合部位、グループ II型シャペロニンへの結合
部位について明らかにしている。超好熱性古
細菌 Thermococcus sp. strain KS-1 PFDには 2
種類のDサブニット(alpha1、alpha2)とEサブユ
ニット(beta1、beta2)遺伝子が存在することが
明らかとなった。申請者らは各サブユニット
の組換え体発現系を作製し、in vitroで 4種類
の 複 合 体 を 形 成 さ せ （ alpha1-beta1 、
alpha2-beta1、alpha1-beta2、alpha2-beta2）、全
てが分子シャペロン活性を有していること
を明らかにした。さらに、beta1、beta2 サブ
ユニットは単独で 4量体を形成し、シャペロ
ン活性を示すことも明らかにした。これらの
結果は、Thermococcus sp. strain KS-1では、
PFDサブユニットの組み合わせを変え、生育
環境、基質タンパク質の種類に応じた多様性
を生み出していることを強く示唆していた。 

 
２．研究の目的 
本研究課題では、真核細胞と同様に複数のサ
ブユニット遺伝子をもつ Thermococcus sp. 
strain KS-1 由来 PFDを材料とし、(1)様々な
サブユニット組成のPFDの結晶構造解析、(2)
分子動力学計算による変性タンパク質捕捉
時におけるダイナミックな構造変化を伴う
基質認識の多様性の解明によりPFDのもつ共
通基質認識機構について明らかにすること
を研究目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1)様々なサブユニット組成の PFDの結晶構
造解析 

Thermococcus sp. strain KS-1は6種類のPFD
（alpha1-beta1、alpha2-beta1、alpha1-beta2、
alpha2-beta2：ヘテロヘキサマー、beta1なら
びに beta2：ホモテトラマー）を生産する。そ
のため、Thermococcus sp. strain KS-1生育環境、
基質タンパク質の種類に応じて機能の異な
る PFDを発現させている可能性が高い。そこ
で、それぞれの PFDの構造について X線結
晶解析を用いて明らかにする。 

 
(2) 分子動力学計算による変性タンパク質
捕捉時におけるダイナミックな構造変化を
伴う基質認識の多様性の解明 
 PFD の基質である変性タンパク質は、立

体構造が不均一であるとともに高い運動性

を有している。それに対応して PFD の基質認
識部位も柔軟な立体構造を有するはずであ
り、両者の相互作用を X線結晶構造解析で詳
細に解析することは容易ではない。MD 計算
プログラム Amber8の sanderモジュールを用
いて、分子シャペロンの活性評価によく用い
られる基質タンパク質（インスリン）につい
て、その結晶構造から変性状態モデルを構築
する。計算による変性条件は PFDの活性測定
条件と同じ温度である 330K で行うことで、
疎水性残基が表面に露出した擬似的な熱変
性状態のモデルを作製する。得られた変性状
態の基質タンパク質モデルと PFD とのドッ
キングはmanualで行い、エネルギー極小化計
算により最適化したものを初期構造とする。
この初期構造の周囲に半径 40Å の球状の水
を発生させ、330K にて MD シミュレーショ
ンを行ない、基質結合に伴う構造変化、分子
間相互作用について観測する。同様に異なる
初期構造、基質タンパク質を用いてMDシミ
ュレーションを行い、共通してみられる構造
変化から PFD の基質認識機構について考察
を行なった。 
 
４．研究成果 
(1)様々なサブユニット組成の PFDの結晶構
造解析 
 6 種類の PFD の精製、結晶化を行ったとこ
ろ全ての PFD の結晶が得られたが、①
alpha1-beta1ヘテロヘキサマーと②beta2ホ
モテトラマーの結晶からのみX線回折データ
が得られた。 
①alpha1-beta1 ヘテロヘキサマーの結晶構
造解析 
alpha1-beta1 ヘテロヘキサマーの初期位相
の決定はPhPFDの構造を用いた分子置換法に
より行い、分解能 3.0Åの構造を決定した（図
1(a),(b)）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
alpha1-beta1 ヘテロヘキサマーは 2 つの
alpha1サブユニットと4つのbeta1サブユニ
ットからなるヘテロヘキサマー構造をして
いた。得られた構造は我々が既に報告してい
る PhPFD の構造と大変類似しており、各サブ
ユニットの両末端にあるαへリックス部が
ペプチド鎖中央部のβストランドを介して
会合した六本のCoiled-Coilヘリックスが突
き出たクラゲ様構造を形成していた。得られ
た構造から、alpha1-beta1 ヘテロヘキサマー

 

(a)    (b)     (c) 

図 1 alpha1-beta1 ヘテロヘキサマーの
全体構造(a) side view (b)bottom view (c) 
モデリング 



(a)  (b) 

図3  beta2ホモテトラマーと変性インスリ
ンのドッキングシミュレーション(a)全体構
造(b)ヘリックス先端における基質認識 

はbeta1サブユニット末端の疎水性の溝で変
性タンパク質と相互作用し、6 本のコイルド
コイルヘリックスで形成される空洞内部に
基質タンパク質を捕捉すると考えられた。一
方、得られた構造の alpha1 サブユニットは
末端領域の揺らぎが大きく電子密度が観測
されなかったため末端領域まで構造を決定
することができなかった。そこで alpha1 サ
ブユニット単独の構造解析を行った。得られ
た高分解能 alpha1 サブユニット構造（1.7Å
分解能）は末端まで電子密度が観測され、
alpha1 サブユニット全長の構造を決定した。
得られた構造と alpha1-beta1 ヘテロヘキサ
マー複合体の alpha1 サブユニットの部分を
重ね合わせることで alpha1-beta1 ヘテロヘ
キサマー構造をモデリングにより構築した
（図 1(c)）。得られた構造において、alpha1
サブユニットのコイルドコイル領域は beta1
サブユニットに比べ、疎水性の溝が存在して
おらず、基質タンパク質捕捉には関与しない
可能性が示唆された。 
②beta2 ホモテトラマーの結晶構造解析 
beta2 ホモテトラマーの初期位相の決定は

重原子オスニウム置換体結晶を用いたSAD法
により行い、分解能 1.7Åの構造を決定した。
beta2 ホモテトラマーは、alpha1-beta1 ヘテ
ロヘキサマーから alpha1 サブユニットが抜
けた構造に相当するテトラマー構造を形成
しており、ヘキサマーと同様 4つのコイルド
コイルヘリックスからなるクラゲ様構造を
していた（図 2(a),(b)）。コイルドコイル末端
領域には疎水性アミノ酸によって形成され
る疎水性の溝が存在している。また、N末端
側ヘリックスの Tyr7 残基が空洞内に張り出
しており、空洞の底を形成しているような構
造をしていた。その結果 beta2テトラマーの
空洞は大変浅くなっている。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
このbeta2ホモテトラマーとalpha1-beta1

ヘテロヘキサマーの構造を比較すると、
beta2 ホモテトラマーはαサブユニットが抜
け落ちているため、末端に位置する疎水性の
溝の向きが alpha1-beta1 ヘテロヘキサマー
とは異なっていた（図 1(b)、図 2(b)）。また、
空洞内のサイズも大きく異なっており（50×
90Å；alpha1-beta1 ヘテロヘキサマー、36
×36Å；beta2 ホモテトラマー）、ヘキサマー
複合体とテトラマー複合体では基質特異性、

基質認識機構が異なる可能性が示唆された。
また、beta2 ホモテトラマーのシャペロン活
性測定の結果、beta2 ホモテトラマーは低分
子量基質タンパク質に対してのみ活性を示
した。 
 
(2) 分子動力学計算による変性タンパク質
捕捉時におけるダイナミックな構造変化を
伴う基質認識の多様性の解明 
結晶構造解析の結果、ヘキサマー複合体と
テトラマー複合体では基質特異性、基質認識
機構が異なる可能性が示唆された。そこで、
beta2 ホモテトラマーの基質認識機構を検討
するために、beta2 ホモテトラマーと変性蛋
白質（インスリン）との分子動力学法による
ドッキングシミュレーションを行った。イン
スリンは計算科学的に 350Kで変性させたモ
デルを用いた。変性させたインスリンを
beta2 ホモテトラマー空洞近傍に配置し、ド
ッキングシミュレーションを行った。MD計
算の結果、変性インスリンは空洞内部の方へ
移動し、基質結合時における beta2 ホモテト
ラマーの構造変化、分子運動を観測すること
ができた。シミュレーションを行っている間、
空洞内部に張り出した 

Tyr7 残基が常に変性インスリンと強く相
互作用しており、インスリンの空洞内部への
侵入を防いでいた（図 3(a)）。 
 
 
 
 
 
 
 

これらのことから、Tyr7は基質認識と同時に
基質の空洞内進入に伴う構造崩壊を防ぐ重
要な残基であることが示された。また、コイ
ルドコイルヘリックス先端に位置する疎水
溝は基質結合に関与しておらず、ヘリックス
先端に位置する 3つの疎水性残基によって変
性蛋白質の表面に露出した疎水性残基と相
互作用、認識していた（図 3(b)）。以上の結
果より、ヘテロヘキサマーとホモテトラマー
では基質認識機構が異なっていることが示
された。また、超好熱性古細菌 Thermococcus 
sp. KS-1 は極限環境下において、その環境、
また基質の種類に応じて、プレフォルディン
の種類を使い分け、適応している可能性が示
された。 
 本研究では、超好熱性古細菌 Thermococcus 
sp. KS-1 の生産する多種多様な PFDの構造と
機能について解析を行った。構造解析につい

(a)  (b) 

図 2  beta2 ホモテトラマーの全体構造
(a) side view (b)bottom view  



ては、alpha1-beta1 ヘテロヘキサマーならび
にbeta2ホモテトラマーの結晶構造を決定し
た。alpha1-beta1 ヘテロヘキサマーの構造は
既に構造が報告されている 2種類のPFD と同
様の構造をしており、ヘテロヘキサマー構造
である PFD の基質認識機構、基質認識部位は
種に関係なく同様なものである可能性を示
した。また、beta2 ホモテトラマーの構造を
決定した。beta2 ホモテトラマーの構造は
alpha サブユニットを持たない新規の構造で
ある。beta2 ホモテトラマーはヘテロヘキサ
マーとは空洞内部の大きさ、コイルドコイル
末端の疎水性の溝の配向が異なっており、
PFD の持つ構造・変性タンパク質認識の多様
性について構造学的に初めて示した。また、
beta2 ホモテトラマーと変性タンパク質のド
ッキングシミュレーションを行い、変性タン
パク質認識機構について考察を行った。この
分子シャペロンであるPFDと変性タンパク質
認識について計算科学的に可視化・考察を行
う試みは、我々のグループ以外に報告例はな
い。今後、PFD のような多様な構造変化を示
すシャペロン、新規分子シャペロンの機能解
析に関する研究が飛躍的に展開されること
が期待される。  
本研究成果は基礎科学的なものであるが、

今後、ヒトを含め真核生物のもつ多様で複雑
な PFD の構造、機能を理解する上で重要な意
味を持つことが期待される。 
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