
 

様式Ｃ－１９ 

 

科学研究費助成事業（科学研究費補助金）研究成果報告書 
平成 24 年 3 月 31 日現在 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

機関番号：３４５０６ 

研究種目：若手研究（B） 

研究期間：2009～2011   

課題番号：２１７７０１５１ 

研究課題名（和文） 脱凝集活性を持つ分子シャペロン ClpB の構造変化と機能 

                     

研究課題名（英文） Structural change and function of ClpB chaperone disaggregase 

 

研究代表者 

渡辺 洋平（WATANABE YO-HEI） 

甲南大学・理工学部・講師 

 研究者番号：40411839 

研究成果の概要（和文）：ClpB は凝集したタンパク質を再生（脱凝集）できる。N ドメインの

動きをジスルフィド結合で制限すると、ClpB の脱凝集活性が低下するが、その原因は基質を結

合した後の糸通し過程にあることを明らかにした。また、ClpB6 量体の隣り合うサブユニット 2

つ、あるいは 6つ全てをジスルフィド結合でつないだ変異体をそれぞれ作成した。これらの変

異体を用いた実験により、ClpB による効率的な脱凝集には、6量体の適度な解離会合が必要で

あることが分かった。 

 
研究成果の概要（英文）：ClpB can rescue the aggregated proteins (disaggregation). When 
the motion of N domain was restricted by the disulfide bond, the disaggregation activity 
of ClpB reduced. We found that the cause is in the threading-through process following 
the substrate-binding process. Moreover, we made two ClpB mutants in which two or six 
adjacent subunits of ClpB hexamer were cross-linked by the disulfide bond(s). Using these 
mutants, we found that the efficient disaggregation by ClpB required the moderate 
dissociation/association of the hexamer. 
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１．研究開始当初の背景 私たちは以前、ClpBが別の分子シャペロン

であるDnaKとその補因子と協力し、熱などの

ストレスにより変性、凝集したタンパク質を

再生できる特異な分子シャペロンであること

を見出した。 

分子シャペロンはおもに、立体構造の崩れ

たタンパク質を認識、結合し、凝集体の形成

を抑制することで、そのタンパク質の立体構

造の形成を助ける。しかし、分子シャペロン

の多くは一度凝集してしまったタンパク質を

ほぐし（脱凝集）再生することはできない。 
また私たちは、アメリカの研究グループと

共同で、ClpBの立体構造を原子レベルで決定



し、ClpBのサブユニットが、Nドメイン、AAA1

モジュール、ミドルドメイン、AAA2モジュー

ルからなり(図1)、それがリング状の6量体を

形成していることを明らかにした。AAA1、AAA2

の両モジュールは、AAA+タンパク質ファミリ

ーに共通してみられる構造で、ClpBはここで

ATPを結合・加水分解し、そのエネルギーを利

用して働く。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図１）ClpB 単量体の立体構造（PDB accession: 

1QVR） 

 

さらに私たちは、ミドルドメインとAAA1モ

ジュールの近接する部分にそれぞれシステイ

ン残基を導入した変異体を作成した。この変

異体を用いた実験で、ミドルドメインがClpB

のATP加水分解サイクルに応じて、大きく構造

変化すること、この構造変化がClpB の脱凝集

活性に必須であることなどを明らかにした。 

一方、ドイツのBukaらのグループは、大腸

菌のClpBに変異を導入して、ClpPというプロ

テアーゼを結合できるようにした。ClpP存在

下では、この変異ClpB（BAP）の6量体リング

の孔を通り抜けたタンパク質はClpPによって

分解される。Bukaらはこの変異体を用いて、

ClpBが脱凝集する際、凝集タンパク質を6量体

リングの孔に通す（糸通し）ことを示した。

さらに、凝集した基質がうまく通らないとき

は、6量体を一度解離させ、再集合させること

で目詰まりを解消するというモデルを提唱し

た。 

私たちは、本研究で用いる好熱菌のClpBに

ついても糸通し活性の検出を行えるよう、好

熱菌型のBAP（TBAP）を作成した。 

 
２．研究の目的 
ClpB は、2つの AAA モジュールでの ATP 加

水分解サイクルに共役した構造変化によっ
て、脱凝集反応を直接的に進めると考えられ
る。本研究では、こうした構造変化の過程で

現れる様々な反応中間体が、それぞれどのよ
うな性質を持つのかを調べ、脱凝集反応の分
子機構の全容を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
具体的には、ClpB の結晶構造情報をもとに

システイン残基を変異導入し、ジスルフィド
結合により反応中間体と考えられる構造を
固定する。得られた反応中間体候補について
生化学的解析を行い、それが真の反応中間体
か、反応中のどのタイミングで現れるかなど
を評価する。多数の中間体候補について評価
を行い、ClpB の反応シーケンスモデルを構築
する。 
 
４．研究成果 

結晶構造解析や電子顕微鏡像の単粒子解析

の結果から、ClpB のNドメインは非常に可動

性が高いと考えられている。私たちはこれま

でに、Nドメインを、ジスルフィド結合により

AAA1モジュールに固定することで、その動き

を制限すると、基質との親和性はそのままで

、脱凝集活性が低下することを示している。

今回、このNドメイン固定変異とTBAP変異を組

み合わせ、Nドメインの動きと糸通し活性の関

係を調べた。その結果、Nドメインの動きを制

限することにより、糸通し活性が大きく低下

することが分かった(図２)。この結果は、こ

れまで見られていた脱凝集活性の低下の原因

のひとつが、糸通し活性の低下によるもので

あることを示している。 

AAA1 モジュール 

ミドルドメイン 

AAA2 モジュール 

N ドメイン

 

図２）Nドメイン固定変異体の糸通し活性 
 

ClpBの6量体リングは不安定で、タンパク質

濃度、塩濃度、温度、ヌクレオチドの結合状

態に応じて、解離会合を繰り返している。こ

の不安定さは、ClpBが効率的に脱凝集を行う

ために必要といわれているが、一方で、ClpB

の機能解析を非常に複雑で困難にする。そこ

で今回、ClpB6量体中の隣り合うサブユニット

をジスルフィド結合で固定することにより、

サブユニット2つをつなげた固定化2量体ClpB

、サブユニット6つ全てをつなげた固定化6量

体ClpBを作成した。 



まずはこれらを用いて、脱凝集反応におけ

るClpBサブユニットの解離会合の重要性を検

証した。ゲルろ過HPLCによる分析から、固定

化2量体ClpBは野生型に比べ6量体構造を安定

に維持できることが分かった。生理的な条件

において、固定化2量体の脱凝集活性は野生型

よりも低かったが、6量体構造がより不安定に

なる高塩濃度条件下では、野生型よりも高く

なった。一方、固定化6量体では、いずれの条

件においても脱凝集活性は著しく低下してい

た。以上の結果より、効率的な脱凝集反応に

はClpB6量体の適度な解離会合が重要である

ことが示唆された。 

固定化6量体で脱凝集活性が著しく低下し

ていることから、この変異体を用いての反応

中間体の解析は難しいことが分かった。一方

で、固定化2量体は有意な脱凝集活性を持つ。

この固定化法を応用することで、ClpB6量体中

で、異なる変異を持ったサブユニットを隣合

わせて並べることができる。今後、様々な反

応中間体を特定の組み合わせで隣合わせるこ

とで、各中間体がとなりのサブユニットに及

ぼす効果を検証できると期待される。 

 

様々な反応中間体をATP加水分解サイクル

と対応させて理解する上で、AAA1、AAA2それ

ぞれのATP加水分解サイクルを制御する変異

も重要である。これまで、WalkerA、WalkerB

と呼ばれる保存配列に変異を導入することで

、各AAAモジュールのATP結合を阻害する変異

体、加水分解のみを阻害する変異体を得てい

る。ところでClpBは、WalkerA、WalkerB保存

配列の他に、各AAAモジュールにアルギニンフ

ィンガーと呼ばれる高度に保存されたアルギ

ニン残基を持つ。アルギニンフィンガーは、

隣接するサブユニットに結合したATPのγリ

ン酸の近くに位置しており、ここに変異を導

入することで、新たな性質を持った、ATP加水

分解サイクル制御変異体が得られると期待さ

れる。これらの保存アルギニンをアラニンに

置換した変異体を作成したところ、ATPの結合

には影響せず、隣のサブユニットでのATPの加

水分解を阻害することが分かった。さらに、

AAA1のアルギニンフィンガーは、AAA1へのATP

の結合に依存したClpBの6量体構造の安定化

に重要であることも明らかになった。 

今回作成したアルギニンフィンガー変異体

は、今後、様々な反応中間体とATP加水分解サ

イクルとの関係を明らかにする上で、有効な

ツールになると期待される。 
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