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研究成果の概要（和文）：6量体構造のAAA型シャペロンp97のATP 依存的回転を高速AFM観察で明らかにし、p97の作動
モデルを提唱した。ヒトp97ホモログVCPがTDP-43アミロイド線維に結合することを明らかにした。線虫p97ホモログCDC
-48のC末端アダプターUFD-3が、ポリグルタミン凝集体形成を制御することを明らかにした。酵母p97ホモログCdc48の
変異に起因するミトコンドリア形態の異常について詳細な構造解析を行った。26Sプロテアソーム及びその基質複合体
を高速AFM観察した。Kataninの微小管切断機構を解析し、新しいモデルを提唱した。ミトコンドリア局在Bcs1のN末端
領域の重要性を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：AAA family chaperones/proteases form a hexameric ring structure. ATP-dependent 
rotation of the AAA chaperone p97 was analyzed by high-speed AFM, and a novel model for the p97 action 
against substrate has been proposed. It has been found that VCP, a human p97 homolog, binds to amyloid 
fibrils of TDP-43. UFD-3 is an adapter of CDC-48, a C. elegans p97 homolog, and has been revealed to 
regulate polyglutamine aggregate formation. Abnormal mitochondrial morphology caused by a mutation of 
Cdc48, a yeast p97 homolog, was precisely analyzed by advanced microscopic techniques. Dynamics of the 
26S proteasome and its complex with a substrate were analyzed by high-speed AFM. Microtubule severing by 
katanin was analyzed, and a novel model for the mechanism of katanin has been proposed. Functional 
importance of mitochondrial Bcs1 was revealed.

研究分野： 生物学
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図 1．p97 の ATP 依存的回転運動の高速
AFM 観察。高速 AFM 連続画像（左）と
継時的回転角度（右）。 

１．研究開始当初の背景 
 AAA タンパク質は6 量体のリング構造を
とり、ATP 加水分解のエネルギーを利用して、
基質タンパク質のアンフォールディングやタ
ンパク質凝集体の脱凝集、タンパク質複合体
の脱会合など、通常のシャペロンとは異なる
活性をもったシャペロンであり、様々な細胞
機能に関連し、それらの機能不全は種々の疾
患を引き起こす。申請者は、これまで種々の
AAA タンパク質を研究対象として、それらの
分子機構、細胞機能、発生における役割等の
解明を行ってきたが、なお未解明の問題が山
積している。 

２．研究の目的 

 本研究の目的は、p97/VCP/CDC-48/Cdc48 
を中心に、当研究室が研究を進めてきたAAA 
タンパク質の作動原理・分子機構を生化学
的・分光学的手法に加え、生体分子を高空間・
高時間分解能で画像化できる高速原子間力顕
微鏡（AFM）を駆使して解明することである。
高速AFM は、従来の手法では到達しえなかっ
た画期的イメージングを可能にし、タンパク
質の構造変換の分子機構の研究分野において
新規な概念の確立やパラダイムシフトが実現
することが期待できる。これらのAAA タンパ
ク質の分子機構の解析は、これらに起因する
ヒト疾患の原因解明と予防・治療法の確立に
も資する。 

３．研究の方法 

 解析技術の進歩と革新が、基礎科学の研究
において重要であることは、様々な例から明
らかである。タンパク質科学の研究において
は、構造と機能の解析が重要で、その2 つを
同時に実現する手法の開発が望まれてきた。
その1 つの解答が、高速原子間力顕微鏡（高
速AFM）である。申請者は、科学振興機構
CREST 課題「タンパク質のナノダイナミクス
高速撮影装置の開発（代表者 安藤敏夫）」に、
分担課題「AAA タンパク質の研究」で参画し、
高速AFM による観察と解析を行い、継続して
解析してきた。生化学的手法と高速AFM観察
により、AAA タンパク質の分子機構を解明し
た。 

４．研究成果 

（１）p97 の ATP 依存的構造変化：AAA 型
シャペロン p97 は、N 末端側から、N、D1、
D2 ドメインからなり、D1 と D2 が ATPase
ドメインで、安定なリング状 6 量体構造をと
る。ATP 存在下で、N-D1 ドメインが D2 ド
メインに対して、約 23°時計回りに回転し、
また元の位置に戻る（図 1；Structure, 2013）。
この ATP 依存的回転には ATP の D2 ドメイ

ンへの結合が重要で、ATP の加水分解は必要
ないことを、変異体を用いた解析で明らかに
し、p97 の作動モデルを提唱した。D2 ドメ
インの構造変化を詳細に解析するため、修飾
した基板上にN末端にHisタグを付けたp97
の N 末端側を固定することに成功し、ATP
依存的ポアの開閉を観察した。 

（２）p97 のアミロイド線維への結合と脱凝
集：ヒト p97 ホモログ VCP の変異により、
筋萎縮性側索硬化症や前頭側頭葉変性症を
発症し、患者では TDP-43凝集体が蓄積する。
TDP-43 アミロイド線維に VCP が結合する
ことを生化学的解析で証明し、その様子を高
速 AFM で観察した。TDP-43 アミロイド線
維に及ぼす VCP の効果を検討し、ATP 依存
的線維の脱凝集について再現性のある結果
を得た。 
（３）ポリグルタミン凝集体形成における
p97 の機能：線虫の p97 ホモログ CDC-48 の
C 末端アダプターUFD-2, UFD-3 の機能を解
析した結果、生体内では CDC-48 に UFD-3
が優先的に結合し、UFD-2 はほとんど結合し
ていないことを明らかにした。ufd-3 欠失変
異体においては、精子数の減少、減数分裂異
常、オートファジー阻害剤に対する感受性な
どの表現型を認めた。さらに、伸長ポリグル
タミン鎖発現株において、ufd-3 欠失はポリ
グルタミン凝集体形成能、運動能が低下し、
寿命も短縮した。UFD-3 は凝集体形成を促進
し、中間体オリゴマーの細胞毒性を軽減する
因子と考えられる（BBRC, 2015）。 
（４）ミトコンドリアの形態維持における
p97 の機能：酵母の p97 ホモログ Cdc48 の
変異により、ミトコンドリアの形態異常が起
こることを見つけ、SEM 断面連続観察によ
る詳細な解析を行った（JSB, 2014）。また、
走査透過型超高圧電子顕微鏡による細胞構
造解析を行った（Ultramicroscopy, 2014）。 
（５）26S プロテアソームの基質分解機構：
当初、膜結合型 AAA プロテアーゼ FtsH の
高速 AFM 解析を予定していたが、同じく
AAA 型プロテアーゼである 26S プロテアソ



ームの方がその細胞機能の多様性や多数の
サブユニットから成る構造などから、学術的
重要性が高く、より挑戦的であるため、26S
プロテアソームを高速 AFM 解析することに
した。その結果、観察速度は 1 フレーム/秒と
まだ十分でないが、クライオ電顕の解像度に
近い 26S プロテアソーム画像を取得できた。
また、ポリユビキチン鎖が 26S プロテアソー
ムの制御ユニット上でフラフラと動く様子
の観察に成功した。これにより 26S プロテア
ソームによる基質分解過程の一部始終を高
速 AFM 観察できる可能性が見えてきた。 
（６）AAA タンパク質 katanin の微小管切
断機構：微小管を切断する活性のある AAA
タンパク質 katanin について、ポア領域にあ
る塩基性残基の機能的重要性を明らかにし
た。また、katanin の認識に必要な微小管構
成サブユニットα-およびβ-チューブリンの
酸性残基に富む C 末端領域の重要性につい
て、酵母組換え体を利用して、それぞれの C
末端領域を欠失した微小管を調製して検討
した結果、α/β-チューブリン両方の C 末端
領域が切断活性に必要であることを明らか
にし、6 量体リング構造の katanin 1 分子が
α/β-チューブリン両方の C 末端領域を同時
に引っ張ることでチューブリンα/βヘテロ
2 量体を微小管から引き抜くというモデルを
提唱した（JBC, 2015）。 

図 2．Katanin による微小管切断モデル。(A)
単量体あるいは 2 量体の katanin 分子が、(B)
微小管上で 6 量体を形成し、(C)α/β両チュ
ーブリン分子の C 末端領域をポアに引き込
み、(D) α/βチューブリン 2 量体を微小管格
子から外す。 
（７）ミトコンドリアに局在する Bcs1 の機
能ドメインの解析：酵母のミトコンドリア内
膜に局在し、呼吸鎖複合体形成に関与する
AAA タンパク質 Bcs1 の機能解析を行い、膜
間部に位置する N 末端αヘリックス領域の
機能的重要性を明らかにした（BBRC, 2014）。 
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