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研究成果の概要（和文）： 
細胞内全タンパク質の約１５％の構造形成（フォールディング）を助けるタンパク質である

シャペロニン GroEL の作用機構を明らかにするため、重要な中間体であるフットボール型複
合体の性質を生化学的に調べ、２つの反応槽の非対称性を明らかにした。また、細胞内で形成
された複合体を単離・検出する手法を確立するとともに、基質タンパク質を空洞内に閉じ込め
た状態の複合体の構造解析を行った。 

 
研究成果の概要（英文）： 
Chaperonin GroEL is involved in the folding of ~15% of newly translated protein in the 
cell. To clarify the chaperonin reaction mechanism, we analyzed in detail the 
symmetric football complexes which is critical intermediate in the reaction cycle, and  
demonstrated asymmetric diversity of two reaction chambers in the football complexes. 
We also established key techniques for isolating and detecting the chaperonin 
complexes formed in the cell, and determined the solution structure of the complexes 
encapsulating its substrate proteins. 
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１．研究開始当初の背景 
それまでの研究から、シャペロニン GroEL

の反応サイクルは 2つのリングが交互に機能
しながらはたらくことが通説として定着し

ていた。ところが、申請者らにより、これま
での作用モデルに反するいくつかの事実が
明らかとなり、それに加えて、これまでの作
用機構モデルでは存在しえないフットボー

研究種目：若手研究（スタートアップ） 

研究期間：2008～2009 

課題番号：２０８７００３５ 

研究課題名（和文） シャペロニンＧｒｏＥＬの新しい反応モデル構築と細胞内動態 

                     

研究課題名（英文） Modeling of an novel reaction cycle and analyses of cellular dynamics 

of chaperonin GroEL 

研究代表者 

小池 あゆみ（KOIKE AYUMI） 

神奈川工科大学・応用バイオ科学部・准教授 

 研究者番号：20454176 

 
 



 

 

ル型反応中間体を単離した。そのため、この
反応中間体を組み込んだシャペロニンの新
しい作用モデルの確立が必要であった。 

 
２．研究の目的 
（１）フットボール型反応中間体を経由する
GroEL の新しい作用機構モデルを立案・検証
する。 
（２）in vitroで構築した新たな作用モデル
が、細胞内における GroEL の作用機構にもあ
てはまることを検証する。 
 
３．研究の方法 
（１）ATP 加水分解を遅くした GroEL の変
異体を用いて、反応の素過程を解析するこ
とで、フットボール型複合体に結合した２
つの GroES は完全に等価なのか、あるいは
不等価なのかを調べる。これにより、同時
に活性化された２つの反応槽の協同性が保
たれているのかどうかが検証できる。 
 
（２）T.thermophilusの GroEL-GroES 複合
体は細胞内で変性タンパク質を閉じ込めた
まま複合体として精製できることがわかっ
ている。この基質を閉じ込めた GroEL 複合
体の電子顕微鏡観察を行い、反応途中のシ
ャペロニン複合体の構造を決定する。 
 
（３）in vivo クロスリンク技術を使って、
大腸菌の細胞内からフットボール型中間
体を単離することを目指す。、フットボー
ル型複合体が細胞内で形成されているこ
とが確認できれば、GroEL が細胞内でも新
モデルに従って作用している可能性が示
唆される。 
 
４．研究成果 
（１）ヒスチジンタグを融合させた GroES
（His-GroES）を Ni-NTA に結合させ、GroES
カラムを作成した。そこへ ATP 加水分解が遅
くなった GroEL 変異体（D398A）を ATP 共存
下で結合させ、一定の時間の後に蛍光色素で
ラベルした２つめの GroES を結合させた。カ
ラムから外れてくる分子種を HPLC ゲル濾過
クロマトグラフィーで分析したところ、９
０％以上が先に結合した側の、His-GroES と
GroEL(D398A)の間の結合が解離したもので
あることがわかった。このことより、フット
ボール型複合体の２つの反応槽は一見対称
であるように見えるが実は等価ではなく、先
に結合した GroES が必ず先に解離することが
わかった。つまり、フットボール型複合体の
２つの GroES の結合と解離の順序は正しく守
られていることが明らかとなった。 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（２）Thermus thermophilus から精製した
Gro-EL-GroES-ADP 複合体を用いて低温電子
顕微鏡法を用いた単粒子解析により，基質を
取り込んだGroEL-GroES 複合体の構造を明ら
かにした。天然から得たシャペロニン複合体
の立体構造では，cis 空洞の中央付近に，取
り込まれた基質と考えられる密度を観測する
ことができた．これは，天然に存在する多様
な基質の平均と考えられる．また，大腸菌か
ら別々に精製したGroEL とGroES を用いて，
GroEL-GroES-ADP 複合体を再構成した場合に
は，このような密度を観測することはできな
かった．また、cis リングは7 回対称性をも
たず非対称であることが観測された。このよ
うな対称性の破れは，基質により起こると考
えられ，空洞内部の基質とシャペロニン複合
体の内壁との間に何らかの相互作用が存在す
ることを示唆しており，基質の効率的なcis 
空洞からの放出に関係している可能性がある．
このように，基質が実際にシャペロニンの空
洞内に取り込まれて，フォールディングを行
っている中間状態が低温電子顕微鏡により可
視化された． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
（３）光反応性のアミノ酸アナログであるパ
ラベンゾイルフェニルアラニン(pBpa)を
GroES に取り込ませるために、GroES の GroEL

図１ シャペロニンの反応機構 

図２ シャペロニン基質複合体の構造 



 

 

結合部位のアミノ酸残基に相当するコドン
にアンバー変異を導入したいくつかの変異
型 GroES 遺伝子を作製し、これをアンバーサ
プレッサーtRNA、pBpa 特異的アミノアシル
tRNA 合成酵素とともに大腸菌内で発現させ
た。宿主大腸菌にはゲノム上の GroES の発現
をアラビノースの有無によって制御可能な
MGM100 株を使用し、大腸菌内で発現したほと
んどの GroES が変異型 GroES となるようにし
た。pBpa 含有培地内で大腸菌がある程度生育
した後、菌体培養液に紫外線を照射して、細
胞内 GroEL/GroES 複合体を光架橋し、
SDS-PAGE にてクロスリンク産物の量を比較
した。これにより、大腸菌内で GroEL と GroES
はクロスリンクすることが可能であること
を示し、最もクロスリンク効率の良い GroES
のアミノ酸残基を決定した。これにより、細
胞内で形成された GroES-GroEL-GroES フット
ボール型複合体の単離を可能とする実験系
が構築できた。  
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