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研究成果の概要（和文）：タンパク質の構造柔軟性がその機能とどのように関わるかを天然変性

タンパク質であるαシヌクレインタンパク質やシャペロニン等を用いてタンパク質化学的，生

化学的，生物物理化学的な側面から詳細な研究を行った。その結果，構造的柔軟性が引き起こ

す本来のタンパク質が持っている構造特性や構造変化がアミロイド線維凝集を引き起こす引き

金となっていることが明らかになり，その機能と深い関係にあることが確かめられた。 
 
研究成果の概要（英文）：In order to understand the relationship between flexibility and 
function of protein, we investigated intrinsically disordered protein, alpha-synuclein 
and molecular chaperone, chaperonin in detail from protein chemistry, biochemistry, and 
biophysical chemistry points of view. We found that the intrinsic flexibility, structural 
property, and structural changes of polypeptide triggered amyloid fibril formation and 
also were involved in the function closely.   
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１．研究開始当初の背景 
   遺伝子が規定している産物である酵素・
タンパク質が細胞内で合成され，正しい場所
で活性を発揮するためには，それぞれの特異
的な立体構造をとることが必須であるとこ
れまでは考えられてきた。しかし，ヒトゲノ
ム解析がなされた後，そのタンパク質産物の
実態が分かりつつある現在，その立体構造を
必ずしも形成せずに機能を果たすタンパク
質も多く存在していることが分かってきた。
これらのタンパク質は総称して天然変性タ
ン パ ク 質 （ Intrinsically Disordered 
Protein (IDP)）と呼ばれている。これらの

天然変性タンパク質（IDP）は遺伝子発現調
節タンパク質や DNAと相互作用するものが多
いが，脳神経細胞内に多量に存在しているも
のもある。その一つはαシヌクレインタンパ
ク質である。このαシヌクレインタンパク質
は IDPでありながら，アミロイド線維を形成
し，パーキンソン病発症と密接に関連してい
るが，その本来の機能はまったく分かってい
ない。 
 また一方，タンパク質がいかに安定にその
活性を正しく維持できるかは，タンパク質そ
のものの特性とそれらを取り巻く環境に深
く関係している。大部分のタンパク質は特異
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的な立体構造を形成するが，その途中で正し
い立体構造ができない場合，アグリゲーショ
ンを形成したり，プロテアーゼに分解された
り，病気の引き金となるアミロイド線維を形
成したりする。しかし，これらの現象は細胞
内の様々な環境維持システムによって高度
に制御されており，いわば，細胞内でタンパ
ク質のクオリティーコントロールが厳格に
働いている。この役割を担っているのが分子
シャペロンである。細胞内でのタンパク質の
コンフォメーション変化（揺らぎ）と凝集・
不溶化，さらにそれらに起因する病気の間に
は密接に分子シャペロンの働きが関係して
いる。従って，生体内で重要な働きをしてい
るタンパク質の大きなコンフォメーション
変化と病気との関連性を理解するためには
分子シャペロンの機能解析も重要である。 
 
２．研究の目的 
 本研究では天然変性タンパク質の構造と
本来の機能を明らかにするため，細胞内での
構造変化に大きな働きをしている分子シャ
ペロンの新規機能開発と共に，天然変性タン
パク質の本来の機能的意義に焦点を当てて
研究を行い，タンパク質の構造柔軟性と機能
との関連を明らかにすることが目的である。 
 
３．研究の方法 
 シャペロニン GroELや細胞質内型であるグ
ループ II型シャペロニンタンパク質を主に
用いて，そのフレキシビリティ，すなわち天
然変性領域の新たな機能を遺伝子変異手法，
蛋白質工学的手法，生物物理化学的手法など
を駆使して，詳細に明らかにする。一方，ア
ミロイド線維形成を起こす典型的な天然変
性タンパク質として，パーキンソン病原因タ
ンパク質であるαシヌクレインと我々が独
自に発見した変性 GroESタンパク質を材料と
して用い，NMRや AFMを駆使しながら，原子
レベル，アミノ酸レベルで構造特性や柔軟性
について調べた。 
 
４．研究成果 
（１）シャペロニン GroELの柔軟性とその機
能特性との関連性 
 大腸菌由来のシャペロニン GroELのサブユ
ニットは赤道ドメイン，中間ドメイン，頂上
ドメインの３つからなり，頂上ドメインは中
間ドメインと頂上ドメインをつなぐヒンジ
の働きによって柔軟性に富んでいる。このヒ
ンジ部分の Gly192 をかさ高い Trp 残基に変
異すると柔軟性に富んだ頂上ドメインの動
きが固定され，コシャペロニンである GroES
を ATP非存在下でも結合することが分かった。
これはこのヒンジ部分が頂上ドメインの柔
軟な動きを制限し GroELの機能に影響を与え
ることを示している。 

 また，GroEL の C 末端領域に存在している
天然変性ペプチド領域中にある KNDAAD 配列
をタンデムに繰り返して導入した場合，３回
まではシャペロニン機能はあまり変化しな
かったが，４回繰り返した場合，シャペロニ
ンのオリゴマー構造に変化が起こり，機能低
下が起こることが分かった。このことは，
GroELの C末端の柔軟性と KNDAAD配列が重要
で，シャペロニン機能に大きな影響を与える
ことを示している。 
 さらに，シャペロニン GroELの本来の N末
端と C末端をリンカーで連結し，新たな N末
端と C末端を導入することで，シャペロニン
の機能特性がどのように変化するかを調べ
た。GroEL の頂上ドメイン内に，新たな N 末
端，Ｃ末端を異なる位置に導入したところ，
すべての変異体で ATPase 活性は野生型の
80-90%を保持することが分かった。しかし，
GroES存在下では ATPase活性は野生型と異な
り，あまり抑制効果が見られなかった。ロダ
ネーゼを用いたリフォールディング活性も
若干低下するものの活性は保持されていた。
しかしながら，頂上ドメインの動きは，スト
ップドフロー解析から新たな N末端とＣ末端
の導入による柔軟性の向上によって，野生型
と大きく異なっていることが明らかになっ
た。 
 これら一連の実験結果はすべてシャペロ
ニン GroELのポリペプチド鎖の柔軟性がその
機能に大きく関わっており，有用であること
を示している。 
 
（２）天然変性タンパク質αシヌクレインの
構造柔軟性とアミロイド線維形成 
 天然変性状態のタンパク質の代表である
αシヌクレインは，その構造が変化して次第
にアミロイド線維を形成し，それが原因とな
ってパーキンソン病を発症する。このタンパ
ク質は溶液中で柔軟性に富んでおり，塩濃度
を高くするとコンパクトなコンフォメーシ
ョンをとり，アミロイド線維を形成すること
が分かった。そのアミロイド線維核部位ペプ
チドを蛋白質化学的に同定することに成功
した。また，その中でも特に 94 番目の Phe
残基がアミロイド線維形成に重要であるこ
とが明らかになった。更にこのペプチドの特
性を調べた結果，他のタンパク質のアミロイ
ド線維形成伸張材料として役に立つことが
発見した。さらに，このペプチドはアミロイ
ド線維伸張ペプチドとして，脳神経変性病の
診断材料として役に立つ可能性があること
を示し，応用面においても興味深い結果であ
ることを明らかにした。 
 
（３）変性させた GroESタンパク質のアミロ
イド線維形成中間体の同定とアミロイド線
維形成機構の解明 



 

 

 タンパク質のポリペプチドに柔軟性をあ
えて持たせるために，変性剤である塩酸グア
ニジン中で完全に変性させ，ランダム構造を
とらせた GroESタンパク質を天然変性タンパ
ク質のモデルとして用いて研究を行った。こ
の変性 GroESは典型的なアミロイド線維を形
成することが分かっている。この GroES タン
パク質の NMR 構造を明らかにするとともに，
そのアミロイド線維形成反応の初期構造を
同定することに成功した。GroES タンパク質
は時間の経過とともにランダム構造からア
ミロイド線維核を形成し，その初期に，
Asn-Gly 部位においてペプチド結合が主鎖か
ら側鎖に転移が起こることを明らかにした。
その部位の Asn残基を Ala残基に変異させる
と転移中間体が観測されず，アミロイド線維
の形成が抑制されたことからも裏付けられ
ている。この Asn-Glyの構造転移が引き金と
なってアミロイド線維核形成を誘導してい
ることは，天然変性タンパク質の特徴の一つ
として大いに注目される。以下の図にその結
果の概要をまとめた。 

 
（４）Thermoplasma acidophilum 由来の単量
体シャペロニンのアミロイド線維凝集抑制
に対する効果 
 古 細 菌 の 一 種 で あ る Thermoplasma 
acidophilum 由来のシャペロニンの単量体タ
ンパク質蛋は，マンガンやコバルト金属イオ
ン存在下で，様々なヌクレオチド加水分解活
性を有していることを発見した。特に，AMP
加水分解活性は初めての例である。通常のオ
リゴマー構造から単量体に解離することで
柔軟性が増加したためであると考えられた。 
 また，T. acidophilum由来のシャペロニン
は細胞内で単量体として多く存在している
ことを明らかにしており，この意義を天然変
性タンパク質の一つである Sup35タンパク質
のアミロイド線維形成と絡めて研究した。す
なわち，この単量体シャペロニンの機能を
Sup35 タンパク質のアミロイド線維形成抑制
効果を指標にして蛋白質化学的に詳細に調
べた。その結果，Sup35 タンパク質のアミロ
イド線維形成を抑制する働きがあることを
発見した。単量体シャペロニンは３つのドメ
インからなっており，その中の頂上ドメイン
が Sup35のアミロイド線維形成抑制効果に効
いていること，さらにその中に存在するヘリ

カルプロトルージョン部分に相当するペプ
チドだけでも効果があることを明らかにし
た。これらの結果は，シャペロニンのサブユ
ニットとしての新たな機能を示しており，大
いに注目すべき例である。以下の図にこの結
果の概要をまとめた。 
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