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研究成果の概要（和文）：精製したヒトの翻訳関連因子群を試験管内で混合することで「ヒト因子由来の再構成
型タンパク質合成システム」を構築した。このシステムに精製したヒトの主要シャペロン群を添加することで、
ヒトの新生タンパク質の立体構造形成に必須となるシャペロン因子を特定するするための試験管内解析システム
を樹立することに成功した。このシステムは神経変性疾患などタンパク質の立体構造異常に起因する疾患の分子
機構の解析のための技術基盤となる。

研究成果の概要（英文）：In this study, we established an in vitro protein synthesis/folding coupled 
system reconstituted with purified human translational factors and molecular chaperones. Using this 
system, we successfully identify the molecular chaperones that are essential for co- or 
post-translational folding of human nascent proteins. Thus, our in vitro approach can be a useful 
tool to analyze the molecular mechanisms of protein conformational disorders such as Alzheimer’s 
disease, Parkinson's disease and Huntington's disease.

研究分野：タンパク質工学

キーワード： 合成生物学
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１．研究開始当初の背景 
タンパク質のフォールディングは新生鎖が
リボソームから出た瞬間からペプチド鎖の
伸長に伴ってシャペロン群と相互作用しな
がら起こる。Niwa らはバクテリア由来の再構
成型タンパク質合成システム（PURE システ
ム）を駆使することにより、原核細胞におけ
る新生ポリペプチド鎖とシャペロン群との
機能的相互作用を in vitro で網羅的に解析
することに成功している (引用文献①)。一
方、真核細胞においては、リボソームなどの
翻訳関連因子の構造や大きさ、シャペロン因
子の種類が原核細胞のそれらと大きく異な
り精製が困難であるため、PURE システムの様
な再構成型の in vitro タンパク質合成シス
テムが開発されていない。従って、真核細胞
においては原核細胞と同様の in vitro 網羅
的解析が実行されていないが、細胞や細胞抽
出液を利用した実験系で必須シャペロンで
あるCCTに対するインタラクトームが同定さ
れている。Dekker と Yam らはそれぞれ酵母細
胞とウサギ網状赤血球由来セルフリータン
パク質合成システムを駆使して、酵母の CCT
とウサギのCCTに対するインタラクトームを
同定しており、どちらも細胞内タンパク質の
約 10%が CCT のインタラクトームであること
を明らかにしている(引用文献②③)。これら
の解析は細胞内環境そのもの、あるいは細胞
内環境に近い状態で解析を行っているので、
同定された基質は真にCCTの基質であると言
える。しかしながら、どちらの解析も CCT と
結合している基質を検出するので、ベータシ
ート構造をある程度含み、疎水性が強く、フ
ォールディング速度が遅いタンパク質、すな
わちCCTと長く強く結合するタンパク質が優
先的に選択されている。もちろん、その様な
タンパク質がCCTの優良な基質であることは
間違いないが、それ以外の性質を持ち CCT の
基質と成り得るタンパク質は見逃されてい
る。また Yam らは、CCT インタラクトームの
フォールディング解析を行い、CCT がフォー
ルディングさせ易い物とさせ難い物を構造
と物理的特徴に基づいて詳細に分類してい
るが、これも細胞抽出液中でブラックボック
ス的に行われたフォールディング反応の結
果を解析しているため、個々の基質のフォー
ルディングがCCTだけの介助によって達成さ
れたものなのかどうか明らかではない。なぜ
なら、細胞抽出液中には CCT 以外のシャペロ
ン群も存在し、お互いに連携したネットワー
クの中で様々なタンパク質のフォールディ
ングを介助しているからである。 
 
２．研究の目的 
上に揚げた問題点を克服し、Niwa らがバクテ
リアに対して行った網羅的解析を真核生物
に対して展開するには「シャペロンを含まな
い真核細胞由来の再構成型タンパク質合成
システムの構築」と「精製した真核細胞由来
のシャペロン因子」が必要となる。 

そこで申請者は、ヒト因子由来再構成型タン
パク質合成システムを樹立した。これは、精
製したヒトの翻訳伸長因子複合体（eEFs）、
翻訳終結因子複合体（eRFs）、40S・60S リボ
ソーム、tRNAs、20 種類のアミノアシル tRNA
合成酵素（ARSs）、アミノ酸、ATP などのエネ
ルギー源から構成されている。特徴として、
HeLa 細胞抽出液由来試験管内タンパク質合
成システム（引用文献④⑤⑥⑦）で採用した
C型肝炎ウイルスのIRES依存性発現ベクター
を用いることにより、翻訳開始因子群の非存
在下で翻訳が進行するように工夫されてい
ることが挙げられる。このタンパク質合成シ
ステムは非常にシンプルな in vitro タンパ
ク質合成システムであり、20kDa-100kDa のモ
デルタンパク質を合成することができる。さ
らに申請者は、以前から大腸菌由来の必須シ
ャペロンであるGroELの研究（引用文献⑧⑨）
に取り組んできたが、最近では、これを発展
させ、ヒトの必須シャペロンである CCT をリ
コンビナント体として発現・精製するシステ
ムの構築に成功しており（引用文献⑩⑪）、
その他のシャペロン（NAC、PFDN、HSP110、
HSC70、HSP40）についても同じ手法で発現と
精製が可能である。上記 2つを組み合わせた
システムを利用すれば、未だ明らかにされて
いない真核細胞、特にヒトの新生鎖のフォー
ルディングにおけるシャペロン群の機能的
相互作用を網羅的に解析することが可能で
あり、将来的には「ヒトのシャペロンネット
ワークの全体像」を描くことを目的として本
研究を提案した。 
 
３．研究の方法 
(1)ヒト因子由来再構成型タンパク質合成シ
ステムの維持（構成因子の精製）：再構成型
タンパク質合成システムの構成因子は
HeLaS3 細胞からネイティブの因子（40S リ
ボソーム、60S リボソーム、eEF2、tRNAs）、
及びシャペロン群と同じ手法を利用してリ
コンビナントの因子（ eEFs 、 eRFs 、 
T7RNApolymerase、ARSs）を精製した。最終
的に系に投入する因子の数が数十種類にな
るため、いかに各因子をできる限り濃縮し高
濃度の精製産物を得た。また、翻訳関連因子
群には精製の際に、細胞由来のシャペロン群
が混入していないことが前提となるため、精
製の度に個々のシャペロンに対する抗体を
用いたウエスタンブロット法でシャペロン
混入が無いことを確認した。 
(2)ヒトのリコンビナントシャペロン群の発
現・精製：シャペロン群に関しては申請時に
予定していた NAC、PFDN、CCT、HSP110、HSC70、
HSP40 の 6 種類に加え、HSP90、P23 につい
て、動物細胞、昆虫細胞、大腸菌発現系を駆
使して発現系の構築および精製方法の確立
を行った。 
(3)ヒト因子由来再構成型タンパク質合成シ
ステムとリコンビナントシャペロン群を組
み合わせた翻訳系を利用したシャペロンネ



ットワークの解析： ヒトのベータアクチン、
ダイニンインターメディエイトチェイン 2、
を合成し、これらのフォールディング状態の
解析をネイティブページのゲルシフトアッ
セイで行った。また、グルタミン長の異なる
ヒトのハンチンチンを合成し、フィルタート
ラップアッセイに供することで合成された
ハンチンチンの凝集を抑えるシャペロン群
の特定を行った。 
 
４．研究成果 
研究課題である「新生タンパク質とシャペロ
ン関連因子との機能的ネットワーク」を解
析・達成するために、まず、反応系として利
用するヒト因子由来再構成型タンパク質合
成システムを安定に供給するための手法確
立を行った。具体的には、構成因子群の精製
法を見直し、シャペロンフリーのシステム構
築に成功した。一方、シャペロン関連因子に
関しては、ヒトの主要シャペロンである NAC
（NAC alpha、NAC beta）、RAC（Hsp70L1、
Hsp70A1A、MPP11）、Hsp40、Hsc70、Hsp110、
Hsp90、p23、PFD（PFD1、PFD2、PFD3、PFD4、
PFD5、PFD6）、CCT（CCT1、CCT2、CCT3、CCT4、
CCT5、CCT6A、CCT7、CCT8）に着目し、これ
ら全ての遺伝子をクローニングし、大腸菌発
現系、昆虫細胞発現系、真核細胞発現系など
を駆使し、リコンビナント体の発現・精製方
法を確立した。ヒト因子由来再構成型タンパ
ク質合成システムで、ヒトのベータアクチン
やダイニンインターメディエイトチェイン 2
（IC2）を合成する際に、シャペロン群を様々
な組み合わせで添加することで、シャペロン
因子の機能的ネットワークが新生鎖のフォ
ールディングに与える影響を解析した。その
結果、ベータアクチンに関しては、PFD と CCT
のみの協奏的ネットワークが必須であり、そ
の他のシャペロンの介助はほとんど受けて
いないことが証明できた。このとき PFD は新
生アクチンにコトランスレーショナルに結
合し、アクチンのフォールディング中間体を
安定化させ、これを CCT へと受け渡すことで
アクチンのフォールディングが達成される
ことを明らかにした。また IC2 に関しては、
リボソームからリリースされた新生 IC2 に
CCT のみが結合し、その安定性を向上させて
いることを新規に発見した。さらに、精製し
たシャペロン群を様々な組み合わせで添加
したタンパク質合成システムで、96 個の連続
したグルタミンを持つヒトのハンチンチン
タンパク質を合成し、フィルタートラップア
ッセイで凝集体の形成度合を解析した結果、
Hsc70s（Hsc70、Hsp40、Hsp110 の共存下）あ
るいは CCT の存在下において、ハンチンチン
タンパク質の凝集体形成が顕著に抑制され
ることを見出した。以上の研究成果は、本研
究で提案した「ヒト因子由来の再構成型タン
パク質合成システム」と「ヒトのシャペロン
因子群」を組み合わせた解析システムならで
はのものである。本解析システムは全てヒト

由来の因子で構成しており、世界的にも似た
ような研究例はなく独創性が高い。また、本
解析システムが、ヒトの病気に関連するタン
パク質の凝集を抑制する因子の解析にも応
用可能であることを示すことに成功したた
め、将来的には、神経変性疾患などタンパ
ク質の立体構造異常に起因する疾患の分子
機構の解析のための技術基盤になると期待
できる。 
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