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研究成果の概要（和文）：シアノバクテリアのHtpG（Hsp90）は、高温等のストレス下で必須の働きをする。我々は、H
tpGがDnaK2（Hsp70）と直接相互作用すること、HtpGは、ATP依存的あるいは非依存的に、DnaK2と共同で変性タンパク
質を再活性化することを明らかにした。DnaJ2（Hsp40）やGroEL（Hsp60）もHtpGと相互作用した。我々は、Hsp90/HtpG
のATPase活性を増大させる化合物を発見したが、ATPase活性の増大によりDnaK2との協調的シャペロン作用は阻害され
た。この協調的シャペロン作用が起こるには、HtpGのATPase活性が適切に調節される必要があるものと考えられた。

研究成果の概要（英文）：HtpG, a bacterial heat shock protein 90 (Hsp90), is essential for thermotolerance 
in some prokaryotes. HtpG functioned with DnaK2 (Hsp70)/DnaJ2/GrpE to assist unfolding/folding of 
denatured proteins in both ATP-dependent and -independent fashions. The cooperative action of HtpG and 
DnaK2 might play a key role under stress. DnaJ2 and GroEL also interacted with HtpG physically. We found 
that a naturally occurring styryl-lactone goniothalamin activates the ATPase activity of Hsp90. 
Unexpectedly, it inhibited the activity of HtpG that assists refolding of a non-native protein in 
cooperation with the DnaK2 chaperone system. It indicates that the ATPase activity of HtpG has to be 
controlled so that it can co-operate with DnaK2 effectively.

研究分野： 分子生物学・生化学
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１．研究開始当初の背景 
真核生物の Hsp90 は、単独で機能するので

はなく、他のシャペロンやコシャペロンと複
合体を形成して機能するが、原核生物におい
ては（Hsp90 の原核生物ホモログである）HtpG
を含む複合体が検出されてこなかったため
に、一体どのようにしてシャペロン作用する
のか不明であった。 
我々は、シアノバクテリア Synechococcus 

elongatus PCC7942株のHtpGとDnaJ2（Hsp40）、
HtpG と DnaK2（Hsp70）、DnaJ2 と DnaK2 が相
互作用し複合体を形成することを酵母ツー
ハイブリッド法、プルダウン法等で初めて明
らかにした。真核生物とは異なり、Hop など
のコシャペロンを介せず、HtpG は DnaK2 と直
接結合した。 
DnaJ2 や DnaK2 は、シアノバクテリアに複

数種存在する DnaJ や DnaK ホモログの一つで、
HtpG と同様にストレス誘導される。高温スト
レス下におけるシアノバクテリアの生育・生
存にとって HtpG が必須の働きをすることを
我々は明らかにした（i）が、HtpG は
DnaK2/DnaJ2 と協同でシャペロン作用して熱
耐性に貢献するのではないかと考えた。大腸
菌等の DnaK はコシャペロン（シャペロン補
助因子）である DnaJ 及び GrpE とシャペロン
系を形成することが明らかにされているが、
我 々 は シ ア ノ バ ク テ リ ア の
DnaK2/DnaJ2/GrpE シャペロン系を初めて確
立した。DnaK2 は、コシャペロンである DnaJ2
と ATP に依存して、熱変性したリンゴ酸脱水
素酵素や尿素変性した乳酸脱水素酵素の再
折り畳み（refolding）を行い、GrpE（ヌク
レオチド交換因子）がこのシャペロン活性を
増大させた。 
この DnaK2 シャペロン系と HtpG の協調的

シャペロン作用を調べた。HtpG に結合した変
性タンパク質は、DnaK2 シャペロン系に受け
渡され、折り畳まれることを初めて明らかに
した。このような HtpG-DnaK2 シャペロンネ
ットワークと協調的シャペロン作用の発見
は、原核生物 Hsp90（HtpG）の作用機構解明
に向けた第一歩となった。 
我々は S. elongatusの htpG変異株が高温

に加え低温にも感受性であることを見出し、
HtpG が低温下においても重要な働きをする
ことを明らかにした。野生株は低温下で
GroELとDnaKが含まれる複合体を蓄積するの
に対して、htpG変異株はこの複合体を蓄積し
なかった（ⅱ）。この複合体のサイズは 450kDa
であり、約 60kDa の GroEL が大腸菌のような
ホモ 14 量体を形成しないで、DnaK や HtpG と
複合体を形成するのではないかと推察され
た 。 さ ら に 、 好 冷 細 菌 の Shewanella 
frigidimarina などの HtpG が GroEL や DnaK
と相互作用することが免疫沈降法によって
明らかにされた（ⅲ）。これらの結果は、低
温ストレス下では、GroEL-HtpG-DnaK2 複合体
が存在し、HtpG が DnaK に加えて GroEL とも
ネットワークを構築していることを示唆す

るものである。 
 
２．研究の目的 
（1）我々が発見した新規 HtpG-DnaK2 シャペ
ロン系における HtpG と DnaK2 の協調的作用
機構を解明する。 
 
（2）HtpG と DnaK2 の協調的シャペロン作用
において、DnaJ2 は DnaK2 のみならず HtpG の
コシャペロンとしても機能するのではない
かと仮定し、それを実証する。 
 
（3）HtpG のシャペロン機能を調節する小分
子化合物を探索し、HtpG の ATPase 活性が、
そのシャペロン機能に及ぼす影響を明らか
にする。 
 
（4）低温ストレスで形成されることが示唆
された新規 HtpG-GroEL シャペロン系を（生
化学的に）検証する。 
 
３．研究の方法 
（1）S.elongatus の HtpG、DnaK2、DnaJ2、
GrpE、GroEL1、GroEL2 及び種々の Jドメイン
タンパク質（JDP）を大量発現する大腸菌株
を構築し、各タンパク質を高度に精製した。 
 
（2）ATPase 活性は、ピルビン酸キナーゼ反
応と乳酸脱水素酵素反応を共役させること
で、NADH の減少速度として分光光度計により
経時的に測定した。 
 
（3）変性タンパク質の凝集反応の解析は、
360 nm の見かけの吸光度の増加（溶液濁度の
増加）を分光光度計を用いて経時的に測定す
ることによって行った。 
 
（4）タンパク質間の相互作用は、免疫沈降
法、プルダウン法、native-PAGE 等によって
解析した。 
 
４．研究成果 
（1）HtpG と DnaK2 間の基質（変性タンパク
質）の移動は両方向で起こり、方向により
HtpGのシャペロン作用におけるATP依存性が
異なる（ⅳ）。 
3 種類のタンパク質基質の折り畳み反応を

解析した。熱変性させたリンゴ酸脱水素酵素
（MDH）に HtpG や DnaK2 シャペロン系を其々
単独で加えても折り畳まれる（再活性化され
る）ことはなかったが、MDH を HtpG 共存下で
熱処理し MDH-HtpG 複合体を形成させると、
変性 MDHは DnaK2 シャペロン系に依存して活
性化した。ATPase 活性を失った HtpG 変異体
（D79N や E34A）や Hsp90/HtpG の阻害剤ラデ
ィシコールを用いた実験の結果から、HtpG か
ら DnaK2 への変性 MDHの転移反応には ATPが
必要ではないことが明らかになった。 
次に、熱変性させたグルコース-6-リン酸

脱水素酵素（G6PDH）や尿素変性させた乳酸



脱水素酵素（LDH）を用いて折り畳み反応を
解析した。熱変性 MDH とは異なり、これらの
酵素はDnaK2シャペロン系に依存して活性化
した。HtpG 単独では、これらの基質の折り畳
みを助けなかったが、HtpG は DnaK2 シャペロ
ン系を介した折り畳み反応を促進した。この
促進はラディシコールによって完全に阻害
されたので、HtpG の ATP 加水分解反応に依存
して起こることが明らかになった。 
これらの結果から、HtpG と DnaK2 の協同的

シャペロン作用は、二つの異なる機構で起こ
ることが示された（図１）。 

 

図 1．真核生物及び原核生物 Hsp90/HtpG と
Hsp70/DnaK2 との協調的シャペロン作用（ⅳ）。
A.真核生物の Hsp90 と Hsp70 は、コシャペロ
ン Hop を介して物理的に相互作用する。非天
然タンパク質（D）は Hsp70 のシャペロン作
用を受けた後に、Hsp90 の（ATP 依存的）介
助を受けて天然構造に折り畳む。B.我々が確
立した原核生物の HtpG と DnaK2 の協調的シ
ャペロン作用（ⅳ）。真核生物と異なり二つ
のシャペロンは直接相互作用する（DnaJ2 は
HtpG と DnaK2 の両方に結合するので、３者複
合体が形成される場合にはDnaJ2が相互作用
を仲介することも考えられる）。Dは、図 Aと
同様に DnaK2 のシャペロン作用を受け、最終
的に、（ATP 依存的に）HtpG の介助を受けて
天然構造に折り畳む（B-1）。あるいは、D は
まず HtpG にリクルートされて、(ATP 非依存
的に)DnaK2 に転移し、その介助を受けて天然
構造に折り畳む（B-2）。 
 

（2）DnaJ2 による HtpG のシャペロン機能の
調節 
真核細胞 Hsp90 と Hsp70 は、Hop と呼ばれ

るコシャペロンに仲介されて相互作用する
が、Hop はこれらシャペロンの ATPase 活性を
制御し、協奏的シャペロン作用を可能にして
いる。Hop のホモログは原核細胞では見つか
っていない。 
上記のHtpG-DnaK2シャペロン系において、

DnaJ2 はコシャペロンとして、DnaK2 のシャ
ペロン機能にとって必須の働きをするだけ
ではなく、HtpG のコシャペロンとしても重要
な働きをするのではないかという新規な仮

説を立てて、その実証を試みてきた。プルダ
ウン法等により、HtpG は J ドメイン（DnaK
との相互作用ドメイン）以外の領域と相互作
用することを明らかにし、さらに DnaJ2 は
HtpG と基質との相互作用を弱めることを示
唆する結果を得た。これらの結果は、DnaJ2
が HtpG のコシャペロンとして、HtpG の基質
解離を促してそのシャペロン作用を調節す
ることを示唆するものである。 
DnaJ2 は、Jドメインタンパク質（JDP）フ

ァミリーのメンバーで、メンバーは三つのタ
イプ（I型～III 型）に分類される。DnaJ2 は
II 型 JDP であるが、S.elongatusゲノムには
10種類のJDPをコードするORFが存在するの
で、これらを単離・精製して、果たしてある
種の Jタンパク質（例えば DnaJ2）のみが HtpG
と DnaK2の協同作用に関与するのかどうかを
調べた。 
 大腸菌で発現し、精製が可能であった JDP
の中で、DnaJ1（I型 JDP）と DnaJ2（II 型 JDP）
のみが DnaK2 の（変性タンパク質の再折り畳
み反応における）コシャペロンとして機能し
た。これは、HtpG と DnaK2 の協調的シャペロ
ン作用に関与しうるJDPの種類は限定的であ
ることを示唆するものである。今後、
DnaK2/DnaJ1/GrpE と HtpG が協調的にシャペ
ロン作用するかどうかを調べる予定である。 
 
（3）HtpG のシャペロン作用を調節する小分
子化合物の探索とその調節機構（ⅴ） 
HtpG の ATPase 活性を増大させる新規天然

小分子化合物 goniothalamin を発見した。多
数の報告がされている阻害剤に比べると、活
性化剤はほとんど知られていなかった。
GoniothalaminをHtpG-DnaK2シャペロン系に
加えて、HtpG の ATPase 活性（だけ）を増大
させると、（予想に反して）変性タンパク質
の再折り畳み反応は阻害された。この結果は、
HtpGとDnaK2の協調的シャペロン作用が高効
率で起こるには、これら二つの分子シャペロ
ンの ATPase 活性のバランスが重要であるこ
とを示すものである。 
 

（4）HtpG-GroEL シャペロンネットワーク 
Native-PAGE 法によって、S.elongatus の

二種類の GroEL の一つと HtpG の間に新規な
物理的相互作用を検出した。この相互作用に
よって、GroEL と HtpG の両方の ATPase 活性
が 10～20％増大し、GroEL あるいは HtpG の
シャペロン機能（変性タンパク質の凝集抑制
活性）が活性化した。 
  
以上から、ストレス誘導性の HtpG、GroEL、

DnaK2、DnaJ2 はネットワークを形成し、共同
で、変性タンパク質の凝集を阻止し、元の機
能的構造に折り畳むのを助けるものと考え
られた。 
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