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第 1 章 序論 
1）分子シャペロンとは 
 生物が健康を維持して生きていくためには、生体内の恒常性（ホメオスタシス、

homeostasis）の維持が重要となる。ホメオスタシスの維持に重要な役割を担っ

ている因子として、タンパク質の恒常性維持がある[1]。哺乳類細胞において典

型的に発現しているタンパク質は 1 万種を超えており、これらのタンパク質は

アミノ酸配列によって定められた正しい構造（Native 構造）に折りたたまれ（フ

ォールディング、folding）、単一もしくは他の折りたたまれたタンパク質と共に

固有の立体構造を形成し（アッセンブリ、assembly）、活性状態を維持すること

で、生体にとって重要な多くの生理機能を提供し、ホメオスタシスを維持する。

タンパク質の立体構造は生体内外のストレスによって容易に崩壊し、タンパク

質の恒常性が崩壊する。タンパク質の立体構造は生体内の pH 変化や熱変化な

どのストレスによって容易に崩れ（変性）、タンパク質の活性を失う（失活）。タ

ンパク質恒常性の崩壊はホメオスタシスに悪影響を及ぼし、その崩壊と共にが

んや神経変性疾患といった各種疾患を引き起こす。 
 タンパク質の恒常性維持に深くかかわっているタンパク質の一群を分子シャ

ペロン（molecular chaperone）と呼ぶ。分子シャペロンは原核生物から真核生

物まで広く保存されたタンパク質群であり、その局在箇所や大きさ（分子量）な

どによって非常に多くの種類に分類される（Fig. 1）。分子シャペロンの機能は

非常に多岐に渡っており、リボソームで合成された新規合成ポリペプチドの

folding、Native 構造の維持、ストレス等によって変性したタンパク質（損傷タ

ンパク質）の refolding、assembly 補助、各種細胞小器官への輸送補助など、多

くの細胞内反応過程に関わっている（Fig. 2）。 
 特に有名な分子シャペロンとしては熱によって誘導されるものがあり、その

ため HSP（熱ショックタンパク質：Heat Shock Protein）とも呼ばれている。

HSP はその分子量によって種類分けされており、よく知られているものとして

HSP60、HSP70、HSP90 などがある。この中で、HSP60 は大腸菌の GroEL や

真核生物の CCT と共に、分子シャペロンのシャペロニンファミリーに属してお

り、タンパク質の folding に対する重要な分子として知られている。 
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Fig. 1   生物種を渡る分子シャペロンとその種類 

 代表的な分子シャペロンのファミリーを示す。これら典型的なシャペロンは

原核生物から真核生物まで生物種を超えて広く保存されていることがわかる。

図の表は「分子シャペロンによる細胞制御 永田和宏、森正敬、吉田賢右」より

一部改変したのを使用している。 

 
 

 

Fig. 2  生体内における分子シャペロンの機能 
 分子シャペロンの機能は「ゆりかごから墓場まで」とも称されるように、タン

パク質が合成されてから分解・再利用されるまでのすべての生体反応に関わっ

ている。図は「タンパク質の一生 集中マスター （羊土社）」より一部改変し

たのを使用している。 
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2）シャペロニン 
 分子シャペロンの中でも、特にタンパク質のフォールディングに重要である

分子がシャペロニンである。シャペロニンはそのアミノ酸配列や構造的特性を

基に大きく二つのグループ（グループⅠおよびグループⅡシャペロニン）に分け

られる。グループⅠシャペロニンには原核生物の GroEL や真核生物のミトコン

ドリア HSP60、グループⅡシャペロニンには真核生物の細胞質シャペロニン

CCT や古細菌グループⅡシャペロニンなどが存在する。 
 シャペロニンファミリータンパク質の中でも、大腸菌のグループⅠシャペロ

ニン GroEL は、補因子（コシャペロン）GroES と共に、その生理機能・構造的

特長において特に詳細に解析されている（Fig. 3）。GroEL は約 57 kDa からな

る単量体分子が 7 つ集まりリングを形成し、二つの 7 量体リングが背面同士で

結合した 14 量体の巨大なダブルリング構造を形成する（Fig. 3A）[2]。さらに、

GroEL 単量体は、GroES と相互作用部位及び基質結合のための疎水性に富んだ

アピカルドメイン（頂点ドメイン）、リング間の刺激伝達及び ATP 結合部位を

提供するエクアトリアルドメイン（赤道ドメイン）、ATP 結合の刺激を分子内に

伝えるインターメディエイトドメイン（中間ドメイン）という 3 つの重要なド

メインから形成される。また、コシャペロン GroES は約 10 kDa からなる単量

体分子が 7 つ集まったリング状分子である。GroEL はエネルギー通貨である

ATP と結合することによって大きな結合変化を起こし、GroES と結合すること

で、GroEL と結合した新規合成もしくは変性ポリペプチドに対する適切なフォ

ールディングチャンバーを形成する（Fig. 3B）[2, 3]。GroEL/GroES 複合体の

ATP 依存的なタンパク質フォールディングサイクルはよく研究されている(Fig. 
3C)[4]。1：GroEL の片側のリングにポリペプチド及び ATP が結合し、2～3：
GroES が結合することによって基質をポリペプチド内に封入し、4：ATP の加

水分解の間に基質が正しい構造に折りたたまれ、5～6：フォールディングが行

われていないもう片方のリングへの基質、ATP 及び GroES の結合による刺激に

よって、折りたたまれたタンパク質を放出し、新たなフォールディングサイクル

に入る。このように、GroEL/GroES はフォールディング活性化リング（シスリ

ング）とフォールディング不活性リング（トランスリング）を ATP 結合・加水

分解依存的に交互に入れ替えるカノニカルサイクルが一般的に提案されている。 
 GroEL/GroES 複合体によって形成されるフォールディングチャンバーは一

般的に約 60 kDa までの分子を閉じ込めることができる（ケージ内フォールディ

ング; in-cage-folding）[5]。 近の研究で、フォールディングチャンバーに入り

きらない巨大分子に対する、GroEL の GroES 非依存的なフォールディングサ

イクルが報告された（ゲージ外フォールディング; out-of-cage folding）[6]。上

記のようなタンパク質フォールディングに関する知見に加え、アピカルドメイ
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ン上の疎水性部位を用いた神経変性疾患の原因のひとつとしてあげられる 40～
42 アミノ酸残基のアミロイドβの繊維凝集化の抑制[7, 8]、アルファシヌクレイ

ンの凝集を抑制することによる毒性の減少や、β2 マイクログロブリンのような

繊維形成タンパク質の凝集を抑制するといった[9]、単純なタンパク質フォール

ディングマシーンとは異なる機能が示唆されている。これらの報告は、シャペロ

ニンが非常に多くの生体反応に関わりを持っていることを示唆しており、ホメ

オスタシスの維持になくてはならないものであることを強く示唆する。 
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       A 

 
B 

 
C 

 

Fig. 3  大腸菌 GroEL の構造とシャペロニンサイクル 
 A は GroEL の結晶構造を示しており、(a)は真横から、(b)は真上から、(c)は
単量体の GroEL を示している（文献[2]より一部抜粋）。 
 B は ATP 及び GroES 依存的なフォールディングチャンバーの形成を示して

いる（文献[3]より）。 
 C はヌクレオチド依存的な GroEL/GroES のシャペロニンサイクルの模式図

を示している（文献[4]より）。 

Akita University



6 
 

第 2 章 哺乳類分子シャペロン HSP60 の生理機能及び構造変化 
1）緒言 
1－1）哺乳類分子シャペロン HSP60 と補因子（コシャペロン）HSP10 
 大腸菌の GroEL/GroES の分子レベルでの研究が詳細に進んできた一方で、

哺乳類相同体である HSP60、特に、遺伝子組み換えを用いない野生型の HSP60
の研究はほとんど行われてこなかった。HSP60 と GroEL のアミノ酸配列はと

ても類似しており（相同性は約 50%）、基質タンパク質及びコシャペロン結合部

やヌクレオチド結合部位などはとても良く保存されている。細胞生理学知見よ

り、HSP60 は一般的に細胞小器官のミトコンドリアに局在しているといわれ、

ミトコンドリアタンパク質のフォールディング、アッセンブリ、輸送及び安定化

など、ミトコンドリア内のタンパク質恒常性の維持に重要な役割を果たしてい

ると考えられる（Fig. 4）[10]。 近の病理学的な知見は、これら一般的な分子

シャペロンとしての機能に加え、細胞質への HSP60 の集積によるアポトーシス

の制御、細胞の免疫制御機構への関与やがんといった腫瘍細胞等における増加

制御など、各種疾患や生体の重要な反応への HSP60 の関与を示唆している[11-
14]。これらの報告は疾患治療のための分子標的としての HSP60 の潜在的可能

性を強く示唆しており、これまでにいくつかの HSP60 を標的とした免疫抑制剤

や抗癌試薬を用いた研究が報告されている[15-18]。 
 HSP60 の生体内における機能、特にタンパク質フォールディング機能を補助

する分子として重要な役割を担っているのがコシャペロン HSP10 である[19]。
HSP10 は大腸菌 GroES の相同体であり、相同性は約 40%、GroES のような約

10 kDa の単量体が 7 つ集まりリングを形成したドーム状分子であると考えられ

ている。HSP10 の発見は当初、早期妊娠因子（Early Pregnancy Factor; EPF）
として認識され、免疫抑制に関与すると考えられていたが、後に EPF が HSP10
と同一であると同定され、その後も数多くの免疫反応の抑制や生体反応に関す

る知見が報告されてきた[13]。 
 このように、コシャペロン HSP10 を含む哺乳類におけるシャペロニン機能

は、単純なフォールディングマシーン以外の多くの側面を持っている。これらの

報告は哺乳類シャペロニンシステムの疾患治療に対する潜在的可能性を示唆し

ており、分子レベルでの研究が急務になっており、重要な研究テーマのひとつと

なっている。 
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1－2）遺伝組み換え体を用いた HSP60/HSP10 の分子レベル研究 
 HSP60 の分子レベルにおける研究は、大腸菌発現形を用いた遺伝子組み替え

体で行われてきた。通常 14 量体のダブルリング構造で存在している大腸菌の

GroELと異なり、7量体のシングルリング構造で存在していることが判明した。

加えて、ATP の存在下において HSP60 は単量体、7 量体、14 量体間の動的平

衡を行き来することが報告されている[20]。 
GroEL と比較して も興味深いのが、コシャペロンとの相互作用と、それに

よって引き起こされるシャペロニンサイクルの違いである。GroEL は一般的に、

ATP の結合によってダブルリングの片方のリングにのみ GroES が結合する弾

丸状構造（bullet-shape complex）を形成し、二つのリングで交互に反応進める

弾丸型サイクルを行う（Fig. 3）[2~4]。一方 HSP60 はより複雑な複合体遷移を

たどることが示唆されている。 も大きな違いが、HSP60 複合体の動的平衡は

ATP 及び HSP10 の両存在下において 14 量体ダブルリング構造へ大きく傾き、

さらに、両方のリングへ HSP10 が結合したフットボール状複合体（football like 
complex）を形成し、反応サイクルを進める（ここではフットボールサイクルと

呼ぶ）ことである[21]。また、シングルリング HSP60 に HSP10 が結合したシ

ングルリング複合体においてもフォールディング機能を発揮するには十分であ

るという報告もある[22]。 
近の研究より、HSP60 のオープン構造を安定化させ、HSP10 との相互作用

を強くし、安定な複合体を形成させる E321K HSP60 変異体[23]を用いた

HSP60/HSP10 複合体の結晶構造が明らかにされた（Fig. 5）[24]。その結果、

興味深いことに、エクアトリアルドメインのわずか数残基の変化によってリン

グ間相互作用が変化し、GroEL と比較してより複雑な反応サイクルを形成する

ことが示唆された。しかしながら、遺伝子組み換え体を用いたこれらの研究には

落とし穴も考えられる。特に、結晶構造学解析で用いられた変異体は、変異に加

えて、決まった構造を持っていない C 末端 GGM モチーフの除去も行われてい

る。このモチーフは GroEL にも存在しており、これらの除去はシャペロニンの

ATP 加水分解やシャペロン活性に影響を与えることが示唆されている[25, 26]。
このことから、変異体を用いない野生型タンパク質で研究を行い、これらの現象

を確かめることはとても重要な研究であるといえる。 

 
 
 
 
 
 

Akita University



8 
 

 
Fig. 4  ミトコンドリアの哺乳類分子シャペロン HSP60 の生理機能 

 図はミトコンドリアマトリックスにおける HSP60 の生理機能の模式図を表

している。HSP60 を対象とした細胞生物学的研究は、可溶性分画のタンパク質

から膜に存在するタンパク質まで、HSP60 が幅広くミトコンドリアタンパク質

の安定性・機能発現に寄与していることを示してきた（文献[10]より）。 

 

 

Fig. 5  哺乳類 HSP60/HSP10 複合体の結晶構造 
 HSP10 と安定な複合体を形成する HSP60 変異体（E321K HSP60）を用いた

ATP 依存的に形成されるフットボール型複合体の結晶構造。A は結晶を真横か

ら、B は真上（上部の図）及び真下（下部の図）から観察している。 
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1－3）研究目的 
 ここまで述べてきたように、遺伝子組み換え技術を用いた哺乳類分子シャペ

ロン HSP60 の発現・精製から分子レベルでの機能解析は 近になって非常に良

く進んできている。しかしながら、野生型 HSP60 を用いた解析は、過去にいく

つかの報告はなされているが[27, 28]、分子レベルでの詳細な解析にはいたって

おらず、これまでほとんど進んでいない。本研究では、哺乳類野生型分子シャペ

ロン HSP60 の安定な精製方法を確立すると共に、透過型電子顕微鏡や酵素活性

測定法から得られた生理機能・構造変化・複合体遷移に関する分子レベルの基礎

的情報を基に、生体内における野生型 HSP60 の反応モデルを予測することを目

的とする。 
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2）実験材料及び実験方法 
2－1）哺乳類野生型分子シャペロン HSP60 の精製 
ブタ肝臓は、秋田県食肉流通センターから購入したものを使用した 
1．ブタ肝臓 50 g に 3 倍量 (150 ml) の 0.25 M Sucrose, 1 mM PMSF, Buffer 

A (10 mM HEPES-KOH pH7.4, 5% Glycerol, 1 mM EDTA, 1 mM DTT) を
添加し、ホモジェナイザーで破砕する 

2．破砕後、遠心分離機遠心分離機 BECKMAN J2-HS centrifuge を用いて遠心

分離 (13,000 rpm、4℃、30 min) を行う 
3．遠心分離後、上清を回収し、Buffer A で平衡化した Q-Sepharose column (強

陰イオン交換樹脂、Bed Volume 60 ml) に添加する。非吸着成分は別に回収

し、野生型 HSP10 の精製に用いる 
4．300 ml の wash buffer (0.15 M NaCl, Buffer A) で樹脂を洗浄する 
5．0.15 ~0.6 M NaCl, Buffer A で、合計 240 ml になるように勾配溶出を行う。

3 ml/tube となるように分種したフラクションを 9% SDS-PAG, CBB 染色に

て確認後、HSP60 含有フラクションを回収する 
6．回収したフラクションに、40%になるように硫酸アンモニウムを加え、4℃、

30 分間マグネットスターラーで撹拌後、遠心分離 (13,000 rpm、4℃、15 
min) を行う 

7．遠心分離後、上清を回収し、60%になるように硫酸アンモニウムを加え、4℃、

30 分間マグネットスターラーで撹拌後、遠心分離 (13,000 rpm、4℃、15 min) 
を行う 

8．遠心分離後、沈殿を Buffe A で再懸濁し、Buffer A 8 l で一晩透析する 
9．透析後、Buffer A で平衡化した Heparin column (Bed Volume 20 ml) に添

加する 
10．100 ml の Buffer A で樹脂を洗浄する 
11．0 ~0.15 M NaCl, Buffer A で、合計 100 ml になるように勾配溶出を行う。

2 ml/tube となるように分種したフラクションを 9% SDS-PAGE, CBB 染色

にて確認後、HSP60 含有フラクションを回収する 
12．回収したフラクションは Amicon Ultra (Ultracel-50k) を使用し、限外ろ過

にて濃縮後、10 ml になるように回収し、0.2 μm のフィルターに通す 
13．0.1 M NaCl, Buffer A で平衡化した SephacrylTM S-300HR column (Bed 

Volum 120 mL) にサンプルを添加し、0.1 M NaCl, Buffer A で分離溶出す

る。 
14．21 ~80 ml の溶出範囲を、1 ml/tube になるように分取し、そのフラクショ

ンを 9% SDS-PAGE, CBB 染色にて確認後、HSP60 含有フラクションを回

収する 
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15．回収したフラクションに、20%になるように硫酸アンモニウムを加え、4℃、

30 分間撹拌する 
16．撹拌後のサンプルを 20%硫酸アンモニウム、Buffer A で平衡化した Butyl 

FF column (Bed Volume 5 ml) に添加する 
17．30 ml の wash buffer (20%硫酸アンモニウム、20% methanol, Buffer A) で

樹脂を洗浄後、Buffer A で合計 60 ml になるように勾配溶出する 
18．1 ml/tube になるように分取したフラクションを、9% SDS-PAGE, CBB 染

色で確認後、HSP60 含有フラクションを回収する 
19．回収したフラクションは Amicon Ultra (Ultracel-50k) を使用し、限外ろ過

にて濃縮、preservation buffer (50 mM HEPES-KOH pH7.4, 10% Glycerol) 
に置換後、4 ℃で保存する 

 
 
2－2）哺乳類野生型分子シャペロン HSP10 の精製 
1．実験手法 2－1 の工程 3 で得られた陰イオン交換カラムの非吸着成分を 40－

60％の硫安分画にかける。 
2．得られた沈殿を Buffer S（10 mM sodium acetate pH5.2, 1 mM EDTA）で

回収し、Buffer S で一晩透析する 
3．透析後、遠心分離（13000 rpm, 4℃, 20 min）を行い、上清を回収する 
4．上清を Buffer S で平衡化した陽イオン交換カラム (Bed Volume 30 ml) に

添加する 
5．200 ml の Buffer S でカラムを洗浄した後、合計 120 ml となるように、0～

0.7 M NaCl の濃度勾配、2.5 ml/tube の容量で回収する 
6．回収した分画を 12% SDS-PAGE 及び CBB 染色で確認し、HSP10 を含む分

画を回収する 
7．回収した分画に 20%の硫安を加え、20%硫酸アンモニウム、Buffer S で平衡

化した Butyl FF column (Bed Volume 5 ml) に添加する 
8．30 ml の wash buffer (20%硫酸アンモニウム、Buffer S) で樹脂を洗浄後、

Buffer S で合計 60 ml になるように勾配溶出する 
9．1 ml/tube になるように分取したフラクションを、12% SDS-PAGE, CBB 染

色で確認後、HSP10 含有フラクションを回収する 
10．回収した分画を、Buffer S で一晩透析する 
11．透析後の溶液を、Buffer S で平衡化した Heparin Sepharose column（Bed 

Volume 30 ml）に添加する 
12．100 ml の 0.2 M NaCl, Buffer S でカラムを洗浄した後、0.2~0.8 M NaCl

の濃度勾配で溶出する 
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13．溶出した分画に対して 12% SDS-PAGE 及び CBB 染色を行い、HSP10 含

有分画を確認する 
14．HSP10 含有分画を Amicon Ultra (Ultracel-10k) を使用し、限外ろ過にて

濃縮、preservation buffer (50 mM HEPES-KOH pH7.4, 10% Glycerol) に
置換後、4℃で保存する 

 
2－3）基質タンパク質ローダネーゼ及びクエン酸合成酵素 
2－3－1）ローダネーゼの発現と精製 
 遺伝子組み換え Rhodanese の発現は、Rhodanese の N-末端に 6 残基のヒス

チジンが付加 (ヒスタグ) するように、以前当研究室で構築した発現ベクター

pCold Ⅰ His-Rhodanese を、発現用大腸菌 shuffle competent cell に形質転換

し、グリセロールストックとして -80℃で保存したものを使用した。His-
Rhodanese の精製には、樹脂に金属イオンを吸着させる固定化金属イオンアフ

ィニティークロマトグラフィーの一種である Ni-NTA (Nickel-nitriloacetic 
acid) 担体を充填した Ni-NTA アフィニティークロマトグラフィーを用いた。 
1．少量のグリセロールストックを、抗生物質アンピシリン (終濃度 50 μg/ml) 

を添加した LB 培地で 37℃、250 rpm で一晩培養する 
2．培養した大腸菌を、100 倍量の新しく用意した LB 培地 (50 μg/ml アンピシ

リンを含む) に添加し、分光光度計を用いて 600 nm における吸光度が 0.5
になるまで 250 rpm、37℃で培養する 

3．吸光度が 0.5 にまで達した後、20 ℃で 30 分間培養する。その後、終濃度 0.1 
mM となるように IPTG を添加し、250 rpm、20℃で 24 時間培養する。 

4．培養後、遠心分離機 BECKMAN J2-HS centrifuge を用いて遠心分離 (13,000 
rpm、4℃、15 min) によって大腸菌を回収し、10 mM Tris-HCl pH7.4 Buffer 
(10 mM THB) で再懸濁し、-80℃で保存する 

5．回収した大腸菌を、TOMY ULTRASONIC DISRUPTOR UD-200 を用いて

超音波破砕する 
6．超音波破砕後、遠心分離機 BECKMAN COULTER AllegraTM 64R centrifuge

を用いて遠心分離 (15,000 rpm、4℃、15 min) を行う 
7．遠心分離後、上清を回収し、平衡化バッファー (20 mM Imidazole, 0.3 M 

NaCl, 10 mM THB) で平衡化した Ni-NTA affinity column (Bed Volume 20 
ml) に添加する 

8．100 ml の wash buffer (50 mM Imidazole, 0.3 M NaCl, 10 mM THB) で樹

脂を洗浄する 
9．0.1 ~0.5 M Imidazol, 0.3 M NaCl, 10 mM THB で、合計 100 ml になるよう

に勾配溶出を行う。2 ml/tube となるように分種したフラクションを 11% 
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SDS-PAGE, CBB 染色にて確認後、His-Rhodanese 含有フラクションを回収

する 
10．回収したフラクションは Amicon Ultra (Ultracel-10k) を使用し、限外ろ過

にて濃縮、preservation buffer (50 mM HEPES-KOH pH7.4, 10% Glycerol) 
に置換後、-80℃で保存する 

 
2－3－2）クエン酸合成酵素の準備 
 ブタ心臓から精製されたクエン酸合成酵素は Sigma-Aldrich から購入したも

のを使用した。 

 
2－4）サイズ排除クロマトグラフィーによる分子量測定 
1．タンパク質の分離に用いる TSK-GEL G3000SW column を assay buffre (10 

mM HEPES-KOH pH7.4, 10 mM MgCl2, 20 mM KCl)で一晩平衡化する

（0.1 ml/min, 16 hours） 
2．精製した HSP60（0.3 mg/ml）を assay buffer に希釈し、100 l のサンプル

を作成し、流速 1 ml/min で分離する 
3 ． Thyroglobulin, Aldolase, Ovalbumin (Gel Filtration Kit HMW, GE 

Healthcare) の分離時間を用いて作成した standard curve と HSP60 の分

離時間を用いて、HSP60 の分子量を算出する 
4．単量体分子量は、ChemiDoc MP System 及び Image LabTM Software (Bio-

Rad) を用いて SDS-PAGE の結果から算出する 
5．サイズ排除クロマトグラフィーを用いて算出された多量体分子量と、SDS-

PAGE によって算出された単量体分子量を用いて、サブユニット数を決す 
る 

 
2－5）透過型電子顕微鏡（TEM）による分子観察 
 透過型電子顕微鏡（TEM）は、秋田大学バイオサイエンス教育・研究センタ

ー分子医学部門、日立 H-7650 TEM を使用し、メッシュにはコロジオン膜張付

メッシュ (日新 EM 株式会社) を真空状態でエッジングしたものを使用した。

2%酢酸ウラン (秋田大学医学部 医学科 構造機能医学講座より提供) を用い

た negative 染色法を用いた。分子観察における拡大倍率は 40000 倍、加速電圧

は 100 kv で分子観察を行った。複合体分子形の統計分析は約 100 分子のサイド

ビューを 3 回に分けて収集することで行われた。 
1．HSP60/HSP10 をそれぞれ終濃度 0.1 μM/0.2 μM になるように、assay buffer 

(50 mM HEPES-KOH pH7.4, 10 mM MgCl2, 20 mM KCl, 1 mM DTT) に
添加し、25℃で 10 分間プレインキュベートする 

Akita University



14 
 

2．ATP を終濃度 1 mM になるように添加し、25℃で 10 分間インキュベートす

る 
3．インキュベート後、2%酢酸ウランで 2 回洗浄後、酢酸ウラン上に静置して、

1 分間インキュベートする 
4．インキュベート後、完全に乾燥させ、透過型電子顕微鏡にて観察する 

 
2－6）グルタルアルデヒド（GA）クロスリンク 
 グルタルアルデヒド（GA）はタンパク質の架橋剤として使われており、HSP60
を含む、多量体タンパク質の安定化、多量体検出のためにも広く使用されている

[29, 30]。本研究においても、HSP60 の ATP 及び HSP10 依存的な高分子形成

を安定的に検出するために用いられた。 
1．HSP60（1.5 M）もしくは HSP60/HSP10（1.5 M/3 M）を 1 mM ATP の

存在もしくは非存在下における assay buffer（50 mM HEPES-KOH pH 7.4, 
10 mM MgCl2, 20 mM KCl, 1 mM DTT）に希釈し、25℃で 5 分間インキュ

ベートする 
2．0.1% GA を添加し、25℃で 10 分間架橋反応を行う 
3．1 M Urea を含む SDS sample buffer を添加し、100℃で 5 分間インキュベ

ートすることで反応を停止させる 
4．作成したサンプルは、ⅰ）2.5－7% SDS-PAGE 及び CBB 染色、もしくは、

ⅱ）Blue Native PAGE (NativePAGETM 3-12% Bis-Tris Gel, Invitrogen) 及
び anti-HSP60 IgG を用いたイムノブロットによって解析する 

 
2－7）ATP 加水分解測定 
 ATP 駆動タンパク質は、ATP を加水分解 (ATP→ADP+Pi) することによって

生まれるエネルギーを利用して固有の機能を発揮する。本研究では、ATP の加

水分解によって産生された遊離リン酸を、マラカイトグリーンによる呈色反応

によって検出することで、HSP60 の ATP 加水分解能を調査した。 
1．0.1 μM の HSP10 存在、非存在下の assay buffer (50 mM HEPES-KOH pH 

7.4, 10 mM MgCl2, 20 mM KCl, 1 mM DTT) に、終濃度 0.1 μM になるよう

に HSP60 を希釈し、25℃で 10 分間プレインキュベートする 
2．ATP を終濃度 1 mM になるように添加し、25℃でインキュベートする 
3．0 min, 60 min 間インキュベートしたサンプル 50 μl を 96 well plate (greiner 

bio-one) へ移し、Biomol Green regent 100 μl (Enzo Life Science, New York, 
USA) を加え、室温で 25 分間インキュベートする 

4．650 nm の波長における遊離リン酸の吸光度を測定し、検量線にて定量化す

る 
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2－8）トリプシン消化耐性実験による HSP60/HSP10 の相互作用の確認 
 トリプシンはリジンおよびアルギニン残基のカルボキシル末端側を特異的に

切断するタンパク質分解酵素である。タンパク質が他のタンパク質と結合する、

もしくは構造変化を起こして露出残基が変化すると、分解酵素によるタンパク

質分解パターンに変化が生まれる。この性質を利用して、HSP60 と HSP10 の

結合解析を行った。 
1．終濃度 1 μM になるように  (トリプシンとヌクレオチドを加えた後 ) 

HSP60/HSP10 を assay buffer (50 mM HEPES-KOH pH7.4, 10 mM 
MgCl2, 20 mM KCl, 1 mM DTT) に希釈し、25℃で 10 分間プレインキュ

ベートする 
2．ヌクレオチドを終濃度 1 mM になるように (トリプシン添加後) タンパク質

溶液に添加し、10 分間インキュベートする 
3．トリプシンを終濃度 10 μg/ml になるようにタンパク質溶液に添加し、25℃

で 15 分間インキュベートする 
4．4×Sample buffer を加えて反応を停止させ、12% SDS-PAGE, CBB 染色に

て結果を確認する 

 
2－9）化学変性基質タンパク質のリフォールディング実験 
2－9－1）化学変性ローダネーゼのリフォールディング実験 
 Rhodanese はミトコンドリアの中に存在し、シアン化物をチオシアン化物に

変換して毒性を減少させる解毒酵素である。Rhodanese はほとんど自発的にフ

ォールディンを行わず、その折りたたみを分子シャペロンに依存している。それ

ゆえ、GroEL の基質タンパク質として もよく使われているタンパク質のひと

つでもある。 
1．終濃度 5 μM になるように Rhodanese を変性溶液 (50 mM HEPES-KOH 

pH7.4, 1 mM EDTA, 1 mM DTT, 6 M Guanidine hydrochloride) に添加し、

25℃で 1 時間インキュベートし、Rhodanese を完全変性させる。 
2．変性 Rhodanese を終濃度 0.025 μM になるように、0.2 μM の HSP60 存在、

非存在下の assay buffer (50 mM HEPES-KOH pH7.4, 10 mM MgCl2, 20 
mM KCl, 20 mM Na2S2O3, 200 mM glucose) に希釈し、よく撹拌した後、

HSP10 (0.4 M) を添加する 
3．タンパク質溶液にヌクレオチドを終濃度 1 mM になるように添加して反応を

開始する 
4．反応開始から、各時間ごとにタンパク質溶液から 10 μL を回収し、Assay 

mixture (67 mM KH2PO4, 83 mM Na2S2O3, 10 mM EDTA, 0.1 mg/ml BSA) 
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に添加し (氷上) 、反応を停止させる 
5．全反応終了後、すべての assay mixture を 25℃で 10 分間インキュベートす

る 
6．すべての assay mixture に 0.25 M KCN を 25 μl 添加し、25℃で 30 分間イ

ンキュベートする 
7．18% ホルムアルデヒドを添加した後、Fe3+溶液 (0.25 M Fe(NO3), 12% 

HNO3) を 100 μl 添加する 
8．反応溶液 200 μl を 96 well plate へ移し、450 nm における吸光度を測定す

る 
9．非変性 Rhodanese の活性を 100% (測定された吸光度を 100%として使用) と

して、酵素活性が何％回復したかを算出する 

 
2－9－2）化学変性クエン酸合成酵素のリフォールディング実験 

クエン酸合成酵素（CS）はミトコンドリアに存在するタンパク質であり、約

45 kDa の単量体同士が結合した 2 量体タンパク質である。CS は 2 量体を形成

することによって、その分子間に活性中心が作られ、酵素活性を発揮する[31]。
CS の GroEL/GroES によるリフォールディングはよく研究されており、温度が

上昇するにつれてその自発的リフォールディングが抑制されることが明らかに

されている[32]。本研究では CS がオキサロ酢酸及びアセチル CoA を基質とし、

反応性生物である CoA-SH を DTNB（5,5'-Dithiobis(2-nitrobenzoic acid)、エ

ルマン試薬）による呈色反応を用いて検出し、CS の酵素活性の回復を調査した。 
1．終濃度 10 μM になるように CS を変性溶液 (50 mM HEPES-KOH pH 7.4, 

1 mM EDTA, 1 mM DTT, 6 M Guanidine hydrochloride) に添加し、25℃で

1 時間インキュベートし、CS を完全変性させる。 
2．変性 CS を終濃度 0.05 μM になるように、0.2 μM の HSP60 存在、非存在下

の assay buffer (50 mM HEPES-KOH pH7.4, 10 mM MgCl2, 20 mM KCl, 
20 mM Na2S2O3, 200 mM glucose) に希釈し、よく撹拌した後、HSP10 (0.4 
M) を添加する 

3．タンパク質溶液にヌクレオチドを終濃度 1 mM になるように添加して反応を

開始し、25℃で 60 分間インキュベートする 
4．インキュベーション後、CS reaction buffer (0.4 mM Oxaloacetic acid, 0.5 

mM DTNB, 10 mM EDTA, 0.01 mg/ml BSA, 50 mM HEPES-KOH pH7.4) 
に添加することで反応を停止させる 

5．反応停止後、CS reaction buffer に 0.1 mM acetyl-CoA を添加し、5 分間室

温で反応させる 
6．412 nm の波長で吸光度を測定し、Native 活性と比較することでリフォール
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ディング率を算出する 

 
2－10）熱変性ローダネーゼのリフォールディング実験 
2－10－1）CD スペクトルによるローダネーゼの熱変性の確認 
 ローダネーゼの熱安定性は 50℃以上の高温で失われ、変性・凝集することが

報告されている[33]。CD スペクトル（円偏光二色性測定）はタンパク質の二次

構造を予測するために非常に良く使われている実験装置であり、ローダネーゼ

の高温による二次構造の現象を確認するために用いた。 
1．ローダネーゼ（15 M）を assay buffer (50 mM HEPES-KOH pH7.4, 10 mM 

MgCl2, 20 mM KCl, 20 mM Na2S2O3, 200 mM glucose) に希釈し、25℃も

しくは 55℃で 5 分間インキュベートする 
2．195 から 250 nm の波長及び窒素存在下において、J-720 spectrophotometer

（日本分光）を用いてローダネーゼの CD スペクトルを測定する 
3．付属の標準解析ソフトウェアを用いて、ノイズ除去及び光学定数演算を行い、

ローダネーゼの CD スペクトルを算出する 

 
2－10－2）リフォールディング実験 
1．ローダネーゼ (0.025 M) を HSP60（0.2 M）の存在もしくは非存在下の

assay buffer に希釈し、55℃で 5 分間インキュベートする 
2．熱変性後、25℃で 10 分間インキュベートする 
3．HSP10（0.4 M）及び ATP（1 mM）を添加し、25℃リフォールディング反

応を行う 
4．リフォールディング反応の停止、ローダネーゼ酵素活性、リフォールディン

グ率の算出は実験方法 2－9－1）と同様の方法で行う 

 
2－10－3）トリプシン消化耐性実験を用いた基質封入化の確認 
 実験方法 2－8）でも述べたように、トリプシンはリジンおよびアルギニン残

基のカルボキシル末端側を特異的に切断する。また、シャペロニン GroEL はコ

シャペロン GroES と共にフォールディングチャンバーを形成し、チャンバー内

に基質を閉じ込め、他の分子から隔離する[34]。この性質を利用して、閉じ込め

られたタンパク質がプロテアーゼによる分解からシャペロニンによって保護さ

れることを確認することによって、タンパク質の封入化を確認する実験が行わ

れた[35, 36]。 
1．ローダネーゼ（1 M）を HSP60（1 M）の存在もしくは非存在下の assay 

buffer に希釈し、55℃で 5 分間インキュベートする 
2．変性反応後、25℃で 15 分間インキュベートする 
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3．HSP10（2 M）及び ATP（1 mM）を添加し、25℃リフォールディング反応

を開始する 
4．リフォールディング開始から 1 分後もしくは 60 分後の反応溶液をトリプシ

ン（2 g/ml）で 25℃、3 分間処理する 
5．すべての反応は SDS-sample buffer の添加によって停止され、12% SDS-

PAGE および CBB 染色によって解析する 
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3）実験結果 
3－1）ブタ肝臓由来の野生型 HSP60 は ATP 非存在下において 7 量体シングル

リング構造で存在する 
 研究のはじめに、ブタ肝臓抽出物からの野生型 HSP60 及び HSP10 の精製を

行った。Fig. 6A は精製した HSP60 及び HSP10 のそれぞれの SDS-PAGE の結

果であり、それぞれ約 60 kDa および 10 kDa の単一バンドとして精製できたこ

とがわかる。Fig. 6B は精製した HSP60 の Native-PAGE の結果を示しており、

安定な多量体を形成していることがわかる。 
 より詳細な情報を得るために、透過型電子顕微鏡を用いた分子の可視化を行

った[Fig. 6C]。白色の三角形で示した分子が HSP60 を真上から観察した画像で

あり（Top view）、白色の矢印で示した画像が真横から観察した画像である（Side 
view）。Top view の拡大図（Fig. 6C, 一番下の 3 つのパネル）は、精製した野

生型 HSP60 がこれまで報告されているグループ I シャペロニンのように、7 つ

のサブユニットから成るリング構造を形成していることがわかる。 
 さらに詳細な分子データを得るために、精製した HSP60 に対してサイズ排除

クロマトグラフィーを用いた分子量測定を行った（Fig. 6D）。サイズ排除クロマ

トグラフィーは分子の大きさ（分子量）に従ってそれぞれの分子を分ける分子ふ

るいとして働く。そのため、あらかじめ分子量既知のサンプルを用いて保持時間

（または溶出時間, retention time）を調べ、分子量と保持時間に関するプロッ

トから検量線を作成し、目的タンパク質の保持時間より目的の分子量を入手す

る。本実験では分子量既知の分子として Thyroglobulin (669 kDa) , Aldolase 
(158 kDa) , Ovalbumin (44 kDa) を用いており、それぞれの保持時間は 13.2 
min, 16.75 min, 18 min であった。HSP60 の保持時間は 14.35 min であり、分

子量は 418.9 kDa であった（Fig. 6D, 右の表）。SDS-PAGE を用いて単量体分

子量を計算し、サブユニット数を決定した結果、精製した野生型 HSP60 は安定

な 7 量体リング構造を形成していることがわかり、TEM 画像の side view はシ

ングルリングを現している。 
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Fig. 6  哺乳類野生型分子シャペロン HSP60 の精製結果 
 A は精製した野生型 HSP60 及び HSP10 の SDS-PAGE を示している。B は

HSP60 の Native-PAGE の結果を示す。C は野生型 HSP60 の透過型電子顕微

鏡画像であり、白の矢印は side view を示し、白の三角は top view を示す。下

の上下３つのパネルは、side view 及び top view を 3 分子ずつ選び、拡大した

画像を示している。top view の拡大図より、HSP60 が 7 つのサブユニットがリ

ング状につながった分子であることがわかる。D はサイズ排除クロマトグラフ

ィーの結果を示す。SDS-PAGE から得られた単量体分子量と SEC 実験より算

出された多量体分子量より、精製した野生型 HSP60 が安定な 7 量体で存在して

いることわかる。 

 

Akita University



21 
 

3－2）ATP 存在下における HSP60 の構造変化 
 HSP60 が ATP の存在によってダブルリングかすることは以前から報告され

ている。この現象が精製した野生型タンパク質でも生じるかどうかを、透過型電

子顕微鏡による分子観察で解析した（Fig. 7A）。ATP 存在下において HSP60 は

シングルリング構造（Fig. 7A, 白色の矢印）に加えて、シングルリングが二つ重

なったダブルリング構造（Fig. 7A, 白色の三角形）を形成した分子も観察され

た。Side view 分子を約 100 分子数えた結果、ダブルリングを形成している

HSP60 は約 40%弱であることが示唆された。 
 ダブルリング化の更なる確証を得るために、グルタルアルデヒド（GA）によ

る分子の架橋・固定化実験が行われた。この分子内及び分子間の架橋・固定化に

よって、動的に不安定な複合体を安定的にすることができる。また、通常、タン

パク質分子は変性・還元条件下においてその構造的特性を失い、変性した単一の

ポリペプチドになる。SDS-PAGE はこの原理を利用しており、安定的に単量体

分子を検出する。しかし、GA によって分子内及び分子間の接触を架橋・固定化

することによって、変性条件下に分子をさらした場合、多量体状態のまま変性さ

せ、SDS-PAGE によって検出することができる。Fig. 7B は GA によって処理

した ATP 存在下及び非存在下における HSP60 の SDS-PAGE の結果を示して

いる。ATP 非存在下において、GA で処理していない HSP60 と比較して、非常

に大きくタンパク質バンドが高分子側にシフトした。このタンパク質バンドは

単一バンドとして現れていることから、安定な 7 量体 HSP60 を示していると考

えられる。ATP の添加によって、さらに高分子側にタンパク質バンドが出現し

ており、これがダブルリング構造を形成した HSP60 だと考えられる。 
次に、Native 状態における複合体遷移を観察するために、Blue Native PAGE

を用いた。Control 実験及び ATP 非存在下で GA 処理を行った HSP60 は 7 量

体のシングルバンドのみで検出され、ATP, GA 両処理によってダブルリングを

示すと思われるタンパク質バンドの出現を確認できた（Fig. 7C）。 
この実験では HSP60 の単量体を示す明確な証拠は検出されず、また、ATP 依

存的なダブルリングかを確認できた一方で、その変化は大きい変化ではなかっ

た（TEM において 40%弱であり、GA 処理によるわずかなバンドの増加）。これ

らの結果は、HSP60 の構造遷移の動的平衡が ATP の結合によってわずかにダ

ブルリング構造に傾くことを示している。 

 
 
 
 
 

Akita University



22 
 

 

Fig. 7  ATP 依存的な野生型 HSP60 の構造変化 
 A は ATP 存在下における HSP60 の TEM 画像を示している。白矢印は 7 量

体シングルリング構造の side view を、三角は 14 量体ダブルリング構造の side 
view を示している。それぞれの拡大図を右の二つのパネルに示し、上部のパネ

ルがシングルリングを、下部のパネルがダブルリング HSP60 を示している。B
及びCはATP存在下及び非存在下におけるHSP60のグルタルアルデヒド（GA）

で処理したサンプルの SDS-PAGE 結果（B）及び Blue Native PAGE 結果（C）

を示している。黒の矢印がシングルリング、三角がダブルリングの HSP60 を示

している。 
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3－3）ATP 及び HSP10 両存在下における HSP60 の構造変化 
 HSP60 の ATP 依存的な複合体遷移はコシャペロン HSP10 の存在下で安定

化されることが、遺伝子組み換え HSP60 を用いた研究結果から明らかになって

いる。本研究においても、精製した野生型 HSP60 を用いた HSP10, ATP 両存

在下における複合体の形成を、TEM 実験にて観察した。ATP 非存在下において

HSP60 は HSP10 と相互作用せず、Fig. 6C のようなシングルリング構造でのみ

存在していた（Fig. 8A、上部の TEM 画像）。一般的な知見として、GroEL は

ATP 存在下において GroES と相互作用し、弾丸方複合体を形成する[2~4]。こ

れまでの遺伝子組み換え HSP60 を用いた分子レベルの知見は、GroEL/GroES
複合体と異なり、HSP60 が ATP 存在下で HSP10 と相互作用し、ダブルリング

化した HSP60 の両リングに HSP10 が結合した巨大なフットボール型複合体を

形成することを示している[21]。この知見と一致して、野生型 HSP60 もまた、

ATP、HSP10 両存在下においてフットボール型複合体を形成することが判明し

た（Fig. 8A, 下部の TEM 画像）。 
 より詳細な構造的情報を入手するために、TEM 画像から得られる分子画像を

用いて統計的解析を行った。HSP60 は ATP, HSP10 両存在下において主にフッ

トボール型複合体（HSP6014-(HSP107)2）を形成するのに加えて、シングルリン

グ構造（HSP607）、シングルリング複合体（HSP607-HSP107）GroEL/GroES の

ような弾丸型複合体（HSP6014-HSP107）という非常に多くの複合体構造を形成

していることが判明した（Fig. 8B、上部 3 つのパネル）。これらの分子観察を踏

まえて、シングルリング構造及びシングルリング複合体をシングルリング構造

種、弾丸型複合体及びフットボール型複合体をダブルリング構造種とした場合、

シングルリング構造種は全体の約 30%であったのに対し、ダブルリング構造種

は約 70%であることが判明した。今回の TEM 観察において、ATP のみの存在

下で見られたようなダブルリング HSP60（HSP6014）を示す明確な画像は入手

することができなかった。 
 次に GA 処理によるクロスリンク実験が行った。シングルリングからダブル

リングへのタンパク質バンドのシフトは ATP のみの存在下と比較して、ATP、
HSP10 両存在下において大きく増加した（Fig. 8C）。この結果は、TEM 観察で

得られた統計学的情報を支持しており、HSP60 のダブルリング化が HSP10 の

結合によって安定化されることを示唆している。 
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Fig. 8  ATP, HSP10 依存的な HSP60 の複合体形成遷移 

 A の上部は ATP 非存在下における HSP60/HSP10 の画像を、下部は ATP 存

在下における画像を示している。上部の白矢印はシングルリングを示しており、

下部の白矢印は HSP60/HSP10 によって形成されたフットボール型複合体を示

す。B の上部はフットボール型複合体の他に観察された HSP60/HSP10 の複合

体を示す。下部はそれぞれの複合体の拡大図であり、これら分子を 100 分子以

上、3 回に分けてカウントし、二つの構造種にクラス分けをして統計学的解析を

行った。C は GA 処理によって固定された複合体を SDS-PAGE にて解析した結

果を示す。黒矢印はシングルリングを、三角はダブルリング複合体を示している。

＊は 7 量体 HSP10 のタンパク質バンドを示している。 
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3－4）HSP60 と HSP10 の相互作用は ATP 加水分解によって制御される 
 これまでの結果は HSP60 と HSP10 の相互作用が ATP によって制御されて

いることを示してきた。分子シャペロンの多くはその生理機能を発揮するため

に ATP 加水分解を利用しており、グループ I シャペロニンも典型的な ATP 加

水分解タンパク質である[2]。ATP によって制御される HSP60 と HSP10 の相

互作用を解析するため、 初にタンパク質分解酵素消化実験を行った。タンパク

質分解酵素にはトリプシンを用いる。HSP60 と結合していない遊離の HSP10
は溶液中のトリプシンによって分解される。しかし、HSP60 と結合した HSP10
はトリプシンによって分解される部位が隠されることによって分解されない。

トリプシンで処理したサンプルを SDS-PAGE で解析することによって、分解の

有無を検出し、相互作用の有無を確認することができる（Fig. 9A）。今回はヌク

レオチドの結合と加水分解によって制御される分子間の結合を調査するために、

ATP に加えて、ADP、加水分解アナログである AMP-PNP 及び ATPS、ADP
の-リン酸位に Al がフッ素を配位することによって加水分解を失速させる

ATP-AlFx（もしくは、ATP の加水分解後に形成されるため ADP-AlFx とも呼

ばれる）を用いて実験を行った。 
 ヌクレオチド非存在下において、HSP10のタンパク質バンドは完全に消失し、

その下にトリプシンによって分解された HSP10 のタンパク質バンドが現れた。

GroEL/GroES 相互作用に関するヌクレオチドの関係は研究されており、ATP に

加えて、ADP, AMP-PNP, ATPS 存在下でも相互作用を確認できる[37]。しかし

ながら、HSP60 と HSP10 の相互作用は ATP に加えて、AMP-PNP 及び ATP-
AlFx でのみ検出された。また、見かけ上の結合力の強さは ATP-
AlFx>ATP>AMP-PNP となった。 
 Fig. 9B は HSP60 の ATP 加水分解能を示しており、HSP10 の結合によって

HSP60 の ATP 加水分解活性が抑制されていることがわかる。加えて、AlFx の

添加はこれらの活性をさらに抑制していることがわかる。Fig. 9A で観察された

ATP 加水分解の失速による見かけ上の結合力の増加を、トリプシン消化耐性実

験でさらに調査した（Fig. 9C）。Fig. 9C はトリプシンによる処理を時間経過毎

に追跡し、nucleotide free, ATP 及び ATP-AlFx 存在下における HSP10 の結合

持続力を調べている。ヌクレオチド非存在下の場合、5 分までにはほとんどの

HSP10 がトリプシンによって分解された。ATP 存在下では、約 20 分でほとん

ど分解された。これらの結果と比較して、ATP-AlFx による HSP60 の ATP 加

水分解の失速は、30分経っても HSP10がほとんど分解されていないことから、

HSP10 の結合を強く増加させていることがわかる。 
 TEM を用いた分子観察は、さらに重要な情報を提供しているように思われる

（Fig. 9）。HSP60 は ATP-AlFx によって明確なダブルリング化の増加が観察さ
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れなかったのに対し（Fig. 9D、上部のパネル）、HSP10 の添加によって、side 
view で観察されるほとんどの分子がフットボール構造を形成した（Fig. 9D 下

部のパネル）。これらの結果は、HSP60 による ATP の結合・加水分解はダブル

リング化よりも優先的に HSP10 結合安定性に寄与しており、HSP10 の結合と

それに伴う HSP60 の構造変化及び ATP 加水分解の制御によって、主にフット

ボール型複合体を含む安定なダブルリング構造を形成していると考えられる。

GroEL の過去の知見より、ATP の加水分解を失速させる変異体 GroEL を用い

た実験や、本研究で用いた ATP-AlFx を応用した実験において、GroEL/GroES
の相互作用の強化と安定なフットボール型複合体の形成が観察されている[35, 
38, 39]。これらの結果はシャペロニンに対するコシャペロンの結合及びそれに

伴う複合体形成が ATP の結合及び加水分解によって厳密に制御されていること

を示している。 
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Fig. 9  HSP60 と HSP10 の相互作用は ATP 加水分解によって制御される 

 A は各種ヌクレオチド条件におけるトリプシン消化耐性実験の結果を示す。

図中の Degradation はトリプシンによって分解された HSP10 のタンパク質バ

ンドである。B は HSP60 による ATP の加水分解活性を測定した。ATP-AlFx は

実験中の溶液中に 0.2 mM AlCl3, 10 mM NaF を添加することによって作成し

た。C はトリプシンによるタンパク質分解を時間ごとに追跡した結果を示す。D
は ATP-AlFx 存在下における HSP60 もしくは HSP60/HSP10 の複合体形成を

TEM にて解析した結果を示す。上部白矢印はシングルリング HSP60 を、下部

白矢印は HSP60/HSP10 によって形成されるフットボール型複合体を示してい

る。 
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3－5）HSP60 による化学変性基質タンパク質のリフォールディング 
 ここまでの結果は ATP 依存的な HSP60 の構造変化及び複合体系性を観察し

てきた。次に、精製した HSP60 の ATP 及び HSP10 依存的なシャペロン活性

であるタンパク質フォールディング能を調査した。 
 初に、ミトコンドリアに存在する解毒酵素である単量体タンパク質ローダ

ネーゼを用いた（Fig. 10A）。ローダネーゼは変性状態からは自発的に折りたた

まれないタンパク質であり、本研究においても確認することができた（Fig. 10A, 
open diamond）。この性質のため、多くのシャペロニンのフォールディング研究

で、典型的な基質タンパク質として実験に用いられている。HSP60 単独の ATP
による構造変化ではローダネーゼをフォールディングすることはできなかった

（Fig. 10A, open circle）。HSP10 の添加によって形成される複合体はローダネ

ーゼのリフォールディングを劇的に増加させた（Fig. 10A, closed square、約

80%）。Fig. 9 より、HSP60 と HSP10 の相互作用は ATP 加水分解アナログ

AMP-PNP でも観察されていることから、リフォールディング活性を発揮する

と考えられる。予想通り、HSP60/HSP10 複合体は AMP-PNP 存在下において、

ATP のそれと同等かわずかに低い割合でローダネーゼをリフォールディングし

た（Fig. 10A, open triangle、約 75%）。AlFx の添加による HSP60/HSP10 の

相互作用強化及び複合体の安定化は、ローダネーゼリフォールディングを大き

く増加させた（Fig. 10A, closed square、約 95%）。 
 次に、2 量体を形成することによって酵素活性を発揮するクエン酸合成酵素

（citrate synthase; CS）を用いてリフォールディング実験を行った。25℃条件

下において、CS は約 45%程度の自発的なリフォールディングを行う。HSP60
及び ATP 存在下において、CS の自発的リフォールディングは強く抑制された

（＜5%）。これは変性した CS のポリペプチドを HSP60 が捕獲することで、リ

フォールディングを抑制していることを示す。HSP10 の添加によって HSP60
の ATP 依存的なフォールディング活性が発揮され、約 80%のフォールディング

活性を示した。単量体タンパク質ローダネーゼのリフォールディングに対して

AMP-PNP 及び ATP-AlFx は ATP と比較して影響しないか増加させる。しかし

ながら、CS に対しては、AMP-PNP は自発的リフォールディングとほぼ同じフ

ォールディング収率を示し（約 40%）、ATP-AlFx においては 16.3%までフォー

ルディング収率を減少させた。 
HSP60/HSP10 の ATP 依存的な CS のリフォールディング活性は自発的リフ

ォールディングの約 2 倍となった。自発的リフォールディングが約 45%の収率

しか示さないのは、おそらく、自発的リフォールディングの間に生じる変性タン

パク質の凝集が原因であると考えられる。HSP60 は変性した CS をアピカルド

メインの疎水性に富む基質結合部位で捕獲することで、他の分子から隔離して
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接触を減らし、凝集と自発的リフォールディングを抑え、HSP10 の結合により

効率的にフォールディングを行うと考えられる。CS のような本質的に 2 量体を

形成するタンパク質のフォールディングが、GroEL/GroES 複合体を安定化させ

る変異体を用いた実験で抑制されることが報告されている[39]。これはおそらく、

複合体の安定化によって、折りたたまれた単量体タンパク質がフォールディン

グチャンバーから放出されず、2 量体形成を行えないためだと考えられる。これ

は ATP-AlFx による HSP60/HSP10 複合体の安定化（Fig. 9）が、単量体である

ローダネーゼのリフォールディングは促進し、2 量体を形成する CS のリフォー

ルディングは著しく抑制するという結果と一致しているように思われる。 
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Fig. 10  HSP60/HSP10 依存的な変性タンパク質のリフォールディング実験 

 A はグアニジンによって化学変性された単量体タンパク質ローダネーゼ（約

33 kDa）の各種ヌクレオチド条件下におけるリフォールディング結果を示して

いる。Bは化学変性された2量体タンパク質クエン酸合成酵素（citrate synthase; 
CS, 単量体分子量は約 45 kDa）の各種ヌクレオチド条件下におけるリフォール

ディング結果を示している。 
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3－6）熱変性タンパク質のリフォールディングとフォールディングチャンバー

への封入 
 次に、熱変性タンパク質に対する HSP60/HSP10 のフォールディング活性を、

単量体ローダネーゼを用いて解析した。熱変性ローダネーゼに対するフォール

ディングを調べるにあたり、まず、ローダネーゼの熱に対する安定性と変性度合

いを確認する実験を、CD スペクトルを用いて確認した。ローダネーゼの熱安定

性は 50℃以上で失われるという報告から、今回の実験では 55℃、5 分のインキ

ュベーションにおけるローダネーゼの構造を解析した。非変性条件（25℃、5 分）

で得られたローダネーゼの CD スペクトル（Fig. 11A、実線）と比較して、熱変

性条件（55℃、5 分）で得られたローダネーゼの CD スペクトル（Fig. 11A、点

線）は変性もしくは凝集によって、溶媒の CD スペクトル（Fig. 11A、破線）と

ほぼ一致しており、ローダネーゼの二次構造が失われていることを示唆する。 
 55℃、5 分の処理によってローダネーゼの二次構造が失われ、そのことによっ

てローダネーゼの酵素活性は約 8%まで失われた。熱変性ローダネーゼのリフォ

ールディングは、熱変性の途中で生じる凝集を防ぐために HSP60 存在下におけ

る溶液中でローダネーゼを熱変性させ、変性種-HSP60 複合体を作成し、ATP 及

び HSP10 を添加することでリフォールディングを開始する。HSP60 単独、及

びヌクレオチド非存在下における HSP60/HSP10 は熱変性ローダネーゼに対す

るリフォールディング活性を発揮しない（Fig. 11B, 左のグラフ、open diamond 
and open square）。化学変性ローダネーゼのリフォールディングと一致して、

HSP60/HSP10 は ATP の添加によって効率的に熱変性ローダネーゼをリフォー

ルディングした（Fig. 11B, 左のグラフ、closed circle、約 90%）。この結果は、

HSP60が熱変性の過程で生じるローダネーゼの凝集を高い割合で抑制しており、

また、HSP60 がローダネーゼの熱変性条件（55℃、5 分）で損傷を受けないこ

とを示している。化学変性ローダネーゼのリフォールディングと一致して、

HSP60/HSP10 は AMP-PNP 及び ATP-AlFx 存在下においても熱変性ローダネ

ーゼを効率的にリフォールディングすることができた（Fig. 11B、右のグラフ、

open diamond and closed square）。 
 後に、精製した野生型 HSP60 の in-cage folding を調べるための実験を行

った。この実験のためにトリプシン消化耐性実験を応用した。実験は変性条件下

で変性種-HSP60 複合体を形成した後、リフォールディングを開始させ、開始か

ら 1 分もしくは 60 分後のサンプルをトリプシンで短時間処理し、SDS-PAGE
を行う。HSP60 上の変性種、もしくはフォールディングチャンバー外のローダ

ネーゼはトリプシンによって分解されるが、チャンバー内で隔離されたローダ

ネーゼは分解されない。この実験を行うにあたり、 初に非変性ローダネーゼの

トリプシン消化パターン及び消化パターンに対して HSP60/HSP10 が影響する
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かどうかを調べた（Fig. 11C）。ローダネーゼはトリプシンの濃度依存的に分解

され、分解産物として未分解ローダネーゼを示すタンパク質バンド（Fig. 11C, 
intact rhodanese）の下に、新たなタンパク質バンド（Proteolytic fragment）
を産生した。タンパク質はアミノ酸配列によって定められた一時配列に従って

固有の構造に折りたたまれている。そのため、タンパク質表面に露出しているア

ミノ酸残基は限られている。ローダネーゼがトリプシンによって完全に分解さ

れなかったのはこれらの理由が考えられ、そのため独特な分解産物を産生した

と考えられる。ATP の存在の有無に関係なく HSP60 はこの分解パターンに対

し影響を示さなかった。 
 トリプシンによる非変性ローダネーゼの分解、分解産物の産生を確認できた

ことから、続いて in-cage folding を調べる実験を行った。ATP 非存在下におい

て、ローダネーゼを示すタンパク質バンドは反応時間に関係なく完全に消失し

た（Fig. 11D, lanes 1 and 2）。非変性ローダネーゼは独特な分解産物を産生し

たことと比較して、変性させたローダネーゼは完全に消化されている。これは、

HSP60 のアピカルドメイン上に捕獲されている変性ローダネーゼが、一本鎖ポ

リペプチド状態で保たれており、トリプシンによって分解されるアミノ酸残基

の露出が増加したからだと考えられる。ATP 添加によるフォールディング反応

の開始から 1 分後のサンプルをトリプシンで処理した場合、未分解ローダネー

ゼを示すタンパク質バンドと、わずかな分解産物を検出した（Fig. 11D, lane 3）。
一方反応開始から 60 分後のサンプルをトリプシンによって処理した場合、未分

解ローダネーゼのタンパク質バンドはほとんど分解され、かわりに非変性ロー

ダネーゼの分解産物が著しく増加したのを確認できる（Fig. 11D, lane 4, 黒矢

印）。この結果は、フォールディング反応開始直後は HSP60/HSP10 によって形

成されたフォールディングチャンバー内にローダネーゼが隔離（封入）され、反

応が進むにつれて折りたたまれたローダネーゼが溶媒中に放出されることでト

リプシンに分解されていることを示している。この封入・放出サイクルは、効率

的な単量体フォールディングと、放出による 2 量体形成を行うという CS リフ

ォールディングの結果と一致しており、HSP60/HSP10 複合体の ATP 依存的な

in-cage folding の存在を如実に表している。AMP-PNP 及び ATP-AlFx 存在下

における実験結果は類似しており、反応経過時間に関係なく、ローダネーゼが分

解されていないことを示している（Fig. 11D, lanes 5 to 8）。この結果は、CS の

リフォールディングにおいて、折りたたまれた単量体が放出されず、引き続く 2
量体形成が行われず、結果としてリフォールディング収率が減少した結果を支

持する。 
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Fig. 11  熱変性ローダネーゼに対する HSP60/HSP10 のフォールディング実験 
 A は 55℃、5 分間のインキュベーションによってローダネーゼが二次構造を

失うかどうかを CD スペクトルで調査した結果を示す。B は熱変性ローダネー

ゼに対する各種ヌクレオチド条件下におけるリフォールディング実験の結果を

示す。C は非変性ローダネーゼに対する各種濃度におけるトリプシン消化のパ

ターン及び、HSP60 が非変性ローダネーゼの分解に影響しないことを調べた結

果を示す。D は熱変性ローダネーゼの各種ヌクレオチド条件下における封入化

と放出を調べるためのトリプシン消化耐性実験の結果を示す。図中の黒矢印は

折りたたまれて放出されたローダネーゼがトリプシンによって分解され、産生

されたタンパク質バンドを示す。 
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4）考察 
 シャペロニンの研究において、大腸菌のGroEL及びコシャペロンGroESや、

近では遺伝子組み換え技術を用いた recombinant HSP60 及び HSP10 の生理

機能や構造に関する情報は数多く報告されてきている。これらの多くにはアミ

ノ酸配列に変異を施し、機能を改善もしくは一つの機能に特化させた変異体タ

ンパク質が用いられている。遺伝子組み換えを用いない野生型 HSP60 の研究は

ほとんど行われておらず、遺伝子組み換え体を用いた実験の信憑性を得るため

にも、重要な領域を残しているといえる。 
 本研究では、ブタ肝臓抽出物から野生型 HSP60 を精製し、生理機能・構造解

析を行った。野生型 HSP60 の研究が進まなかった要因のひとつとして、精製が

困難であったことが挙げられる。従って本研究の初めに、これまで報告されてい

る野生型 HSP60 の精製法を基に、できるだけ短時間で、尚且つ高純度に精製す

る方法の確立を目的として実験を行った。今回用いた方法で精製した野生型

HSP60 は機能・構造両方の面でこれまでの HSP60 の知見と遜色なく、安定的

に精製できているといえる。また、精製の再現度も高く、精製法が確立できたと

いえる。 
 精製した野生型 HSP60 を用いた実験は、これまでの recombinant HSP60 を

用いた実験で報告されているように、GroEL/GroES とは異なる多くの情報を提

供する。GroEL/GroES のシャペロニンシステムは、GroEL ダブルリングの片

方に GroES を結合させ、交互に入れ替えながらタンパク質フォールディングを

行う弾丸型サイクルを行う。今回の TEM 解析を含む HSP60/HSP10 の構造解

析はこれまでの GroEL/GroES で得られている知見とは異なっていることを示

唆する。GroEL/GroES は ATP 存在下では、ダブルリング（GroEL14）もしくは

弾丸型複合体（GroEL14-GroES7）で存在しているとされる。一方、HSP60/HSP10
は ATP 存在下において、主にフットボール型複合体（HSP6014-(HSP107)2）を

含む、弾丸型複合体（HSP6014-HSP107）、シングルリング複合体（HSP607-
HSP107）、シングルリング構造（HSP607）という多様な構造種を形成する。

HSP60 のシングル-ダブルリング構造間の動的平衡は ATP の存在によってダブ

ルリング側にわずかに傾く（TEM 解析よりダブルリングは全体の約 40%であっ

た）。HSP10 の HSP60 への結合は、HSP60 の ATP 加水分解を制御することに

よって、複合体構造を安定化させる。結果として、HSP60/HSP10 の複合体種は

弾丸型やフットボール型複合体を含むダブルリング構造種が全体の 70%を超え

るほど、リング構造間の動的平衡がダブルリング側に大きく傾いていると考え

られる。このように、recombinant HSP60 を用いた他の実験結果でも予測され

ているように、HSP60/HSP10 の ATP 依存的な複合体反応サイクルは

GroEL/GroES のそれとは異なる制御を受けていると考えられる。 
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 今回の構造学的解析結果を基に、HSP60/HSP10 の ATP 依存的な反応サイク

ルを予測した（Fig. 12）。ATP と結合した HSP60 は HSP10 と結合する（Fig. 
12, step 1）、もしくは他の ATP 結合 HSP60 と結合しダブルリング構造を形成

する（step 2）。TEM 解析において明確なダブルリング HSP60 を示す画像は観

察されなかったことから、この構造種は HSP60/HSP10 共存在下において一過

性の構造体であると考えらる。そのため、ダブルリング構造を形成した HSP60
は直ちにHSP10と結合し、フットボール型複合体を形成すると考えられる（step 
3）。シングルリング複合体を形成した HSP60 は、ATP の加水分解の後に、ADP, 
HSP10 を放出し、次にサイクルに入るか（step 1’, Cycle (i); Single ring cycle）、
他のシングルリング複合体と結合してフットボール型複合体を形成すると考え

られる（step 2’）。フットボール型複合体は ATP の加水分解の後、ADP 及び

HSP10 を放出し、シングルリングに戻ることで次のサイクルに入ると考えられ

る（step 3’, Cycle (ii); Double ring cycle）。解析の中で観察された弾丸型複合体

は、Double ring cycle における step 3 もしくは step 3’の中間体であると考えら

れる。 
 大腸菌 GroEL/GroES システムの解析は詳細に進んでいる一方で、弾丸型複

合体が反応サイクルの主な構造種なのか、それともフットボール型複合体が主

な構造種なのかということが議論となっている。低加水分解変異体を含む解析

結果を基にした考察では、GroEL/GroES のフットボール型複合体は反応サイク

ルの GroES 転換時に見られる一過性の構造種であるとされてきた[34]。しかし、

近の研究結果より、ある種の基質タンパク質存在下において、GroEL/GroES
は安定なフットボール型複合体を形成することが明らかにされた[40-42]。また、

これらの現象はフォールディングに抵抗性のある基質についてのみ生じるとい

う報告もある[43]。いずれの報告にしても、条件によっては主な複合体をフット

ボール型に転換することができることを示唆している。大腸菌の細胞質に存在

するタンパク質の種類は約 2500 種であるという報告に対し[34]、哺乳類細胞の

細胞質で典型的に発現しているタンパク質種は 1 万種を超えるといわれている

[1]。基質の存在によって複合体形態に変化が現れるという報告を基に考察する

ならば、哺乳類のタンパク質種は大腸菌のそれよりはるかに多いことから、

HSP60/HSP10 システムはこれら多くのタンパク質種に対応するために、

GroEL/GroES から進化してきたのかもしれない。このように、GroEL にして

も HSP60 にしても、反応サイクルの研究にはいまだ議論の余地があるといえ

る。 
 HSP60 に対する 近の研究は、単純なフォールディングマシーン以外のとて

も興味深い知見を提供している。そのひとつに翻訳後修飾がある。哺乳類細胞内

のタンパク質制御において翻訳後修飾はとても重要な役割を担っている。
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HSP60 も例外ではなく、チロシンのリン酸化によってタンパク質の成熟を促進

するという報告や、アセチル化による HSP60 の細胞質集積による細胞死の制御

などが報告されている[44, 45]。これらのような翻訳後修飾された HSP60 の分

子レベルにおける生理機能や構造解析は手付かずのままになっている。今後は、

本研究で得られた精製法や解析技術を応用・発展させることで、翻訳後修飾され

た HSP60 の生理機能や構造解析につなげ、生体内における HSP60 の役割を分

子レベルでさらに詳細に解析し、解明することにつなげて生きたいと考えてい

る。 

 
 
 
 

 

Fig. 12 ATP 依存的な HSP60/HSP10 シャペロンサイクルの予想 
 電子顕微鏡の結果より、一般的に GroEL/GroES は ATP 存在下で弾丸型複合

体のみを形成するといわれているのに対して、HSP60/HSP10 は主にフットボ

ール型複合体を含む多くの複合体形態を形成することが判明した。ATP と結合

した HSP60 はシングルリング複合体でサイクルを辿るか（Cycle (i); Single ring 
cycle）、フットボール複合体を形成してサイクルを辿る（Cycle (ii); Double ring 
cycle）と考えられる。電子顕微鏡を基にした統計学的解析は、ヌクレオチド存

在下における HSP60/HSP10 の複合体種がダブルリング構造種へ集積すること

が示唆されており、HSP60/HSP10 の ATP 依存的なシャペロンサイクルは主に

Double ring cycle を辿ると考えられる。 
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第 3 章 HSP60 の ATP 加水分解活性と GTP の影響 
1）緒言 シャペロニンと GTP 加水分解活性 
 第 2 章では一般的な分子シャペロンのエネルギーとして利用されている ATP
依存的な HSP60/HSP10 の生理機能発現及び構造変化を確認してきた。大腸菌

グループⅠ型シャペロニン GroEL/GroES や、細胞質グループⅡ型シャペロニ

ン TRiC/CCT の ATP 加水分解に対する研究は非常に詳細に行われている[46, 
47]。これらの研究は、シャペロニンの ATP 加水分解が、リング内の正の協同性

（ intra-ring positive cooperativity）とリング間の負の協同性（ inter-ring 
negative cooperativity）によって、その構造変化と機能発揮を制御しているこ

とを明確に示唆している。遺伝子組み換え HSP60-HSP10 複合体を用いた過去

の研究は、HSP60-HSP10 複合体の ATP に対する著しい inter-ring negative 
cooperativity を示さず、そのため、それぞれのリングが独立することで安定な

フットボール型複合体を形成することを示唆している[24]。このように、構造変

化のみならず、ATP に対する反応性に対しても大腸菌 GroEL と哺乳類 HSP60
の間で大きな差異があることを示している。しかしながら、野生型 HSP60 を用

いてそれらの減少を証明する報告はいまだなされていない。 
ATP に加えて、生体内のヌクレオチドには他に GTP, CTP, TTP (もしくは

UTP)などがあり、DNA（もしくは RNA）合成などの多くの生理学的役割を担

っている。特に GTP をエネルギーに用いるタンパク質については多くの報告が

あり、シグナル伝達、GTP 結合及び加水分解による構造変化と機能発現、チュ

ーブリンタンパク質の繊維化など、多くのタンパク質の機能調整に関与してお

り、細胞内過程の重要な制御因子であることを示している[48-50]。過去の当研

究室の研究結果より、ブタ精巣から単離精製した哺乳類のグループⅡ型細胞質

シャペロニンが、ATP 加水分解能に加えて GTP 加水分解能も有しており、ATP
同様に構造を変化させることでタンパク質フォールディングなどの機能を発現

できるかもしれないことを示した[51]。さらに、同じく哺乳類分子シャペロンで

ある HSP90 が GTP 加水分解能を有していることも報告されている[52]。GTP
は ATP と同様にプリンヌクレオチドに属しており、構造的にも類似している。

以上のことから、CCT と同じ哺乳類シャペロニンファミリーに属しているグル

ープⅠ型シャペロニン HSP60 にも同様の機能があると仮定した。 
本研究では、第 2 章で精製法の確立したブタ肝臓由来哺乳類野生型分子シャ

ペロン HSP60 を用いて、二つのヌクレオチド加水分解の反応速度論的解析を始

め、コシャペロンとの相互作用、発揮されるシャペロン活性、複合体形成の差異

を、生化学的手法を用いて解明することを目的として実験を行った。加えて、生

体内ヌクレオチド濃度（本研究では哺乳類細胞質のヌクレオチド濃度を適用）を

用いることによって、HSP60のヌクレオチドに対するアロステリーや構造変化、

Akita University



38 
 

機能発現などを解析することによって、より詳細な生体内における HSP60 の機

能や構造変化を予測する。 
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2）実験材料及び実験方法 
2－1）タンパク質の準備 
 本研究で用いたローダネーゼ、クエン酸合成酵素、哺乳類野生型分子シャペロ

ン HSP60 及び HSP10 は第 2 章の 2）実験材料及び実験方法に記載したとおり

の方法で準備した。 
 GFP タンパク質は遺伝子組み換え技術を用いた大腸菌発現系を用いて精製し

た。GFP 発現ベクターは pET21 ベクターに組み込まれたプラスミドを元島 史

尋先生（富山県立大学）から頂き、使用した。発現用の大腸菌には BL21(DE3)
を用いている。発現及び精製は参考文献[53]の実験方法を基に、以下に示すよう

に行った。 
1．少量のグリセロールストックを、抗生物質アンピシリン (終濃度 50 μg/ml) 

を添加した LB 培地で 37℃、250 rpm で一晩培養する 
2．培養した大腸菌を、100 倍量の新しく用意した LB 培地 (50 μg/ml アンピシ

リンを含む) に添加し、分光光度計を用いて 600 nm における吸光度が

0.6~1.0 になるまで 250 rpm、37℃で培養する 
3．吸光度が 0.6~1.0 に達した後、20℃で 30 分間培養する。その後、終濃度 0.1 

mM となるように IPTG を添加し、250 rpm、20℃で 24 時間培養する。 
4．培養後、遠心分離機 BECKMAN J2-HS centrifuge を用いて遠心分離 (13,000 

rpm、4℃、15 min) によって大腸菌を回収し、purification buffer (20 mM 
Tris-HCl pH7.4, 1 mM EDTA, 1 mM DTT)で再懸濁し、-80℃で保存する 

5．回収した大腸菌を、TOMY ULTRASONIC DISRUPTOR UD-200 を用いて

超音波破砕する 
6．超音波破砕後、遠心分離機 BECKMAN COULTER AllegraTM 64R centrifuge

を用いて遠心分離 (15,000 rpm、4℃、15 min) を行う 
7．遠心分離後、上清を回収し、purification buffer で平衡化した DEAE 

Sepharose column (Bed Volume 10 ml) に添加する 
8．50 ml の purification buffer で樹脂を洗浄する 
9．0~0.5 M NaCl, purification buffer で、合計 50 ml になるように勾配溶出を

行う。1 ml/tube となるように分種したフラクションを 11% SDS-PAGE, 
CBB 染色にて確認後、GFP 含有フラクションを回収する 

10．GFP 含有フラクションを回収し、25%硫酸アンモニウムを加える。 
11．25%硫安 in purification buffer で平衡化した Butyl column に添加する 
12．同 buffer で洗浄した後、25~0%の硫安で勾配溶出する 
13．11%SDS-PAGE, CBB 染色にて含有フラクションを確認する 
14．限外ろ過（10 k cut）で濃縮及び buffer 置換し、-80℃で保存する 
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2－2）変性タンパク質のリフォールディング実験 
 化学変性ローダネーゼ、クエン酸合成酵素及び熱変性ローダネーゼの実験は

第 2 章の 2）実験材料及び実験方法に記載したとおりの方法で準備した。 
 GFP は酸性条件下で変性させ、リフォールディング実験に用いた。実験方法

は以下のとおりである。 
1．GFP（10 M）を変性 buffer (0.1 M HCl, 50 mM HEPES-KOH pH7.4) で

変性させる 
2．変性溶液を 0.2 M HSP60 の存在もしくは非存在下における assay buffer 

(50 mM HEPES-KOH pH7.4, 10 mM MgCl2, 20 mM KCl, 1 mM DTT, 0.01 
mg/ml BSA)に 200 倍で希釈する。 

3．HSP10（0.4 M）及びヌクレオチド（1 mM）を添加し、反応を開始する 
4．TECAN infinite 200 を用いて GFP の蛍光強度（励起波長：485 nm、発光

波長：535 nm）を 5 分間観察する 

 
2－3）NTP 加水分解解析 
 実験方法は第 2 章の実験方法 2－7）ATP 加水分解測定の原理と方法に従って

行った。0 から 1.0 mM の濃度条件における HSP60（0.1 M）もしくは

HSP60/HSP10（0.1 M/0.1 M）の ATP 加水分解曲線は、KaleidaGraph 
software (HULINKS) を用いて、過去の TRiC/CCT で用いられてヒル式を応用

した経験式（1） 
⁄ 1 ⁄ ⁄       (1) 

を用いて curve fitting を行い、速度論パラメーターを算出した。 
 同濃度条件下における GTP 加水分解活性の速度定数はヒル式（2） 

1           (2) 

に、直接的に curve fitting させ、速度論パラメーターを算出した。また、0 か

ら 0.02 mM 濃度条件下における ATP 加水分解曲線も式（2）で fitting されて

いる。 
 V0は反応速度を示す。Vmaxは 大反応速度、K は速度定数、[S]は基質（こ

こでは ATP もしくは GTP）濃度、n および m はヒル係数を示している。この

研究で行ったすべての curve fitting において、正確性を示す R2値は 0.99 以上

となるように curve fitting を行った。 

 
2－4）SEC-MALS を用いた分子量解析 
 多角度光散乱測定（multi angle light scattering）は静的光散乱測定法にサイ

ズ排除クロマトグラフィーを組み合わせた実験である。静的光散乱法は生体高

分子（タンパク質など）の分子量やサイズを比較的にマイルドな非破壊的条件下
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で測定することができる。静的光散乱法の理論式は式（3）として表される[54]。 
∗

1 〈 〉 ⋯ 2         （3） 

K* : 光学定数＝4π2(dn/dc)2n02/Naλ04 

no : 溶媒の屈折率、Na : アボガドロ数 
λ0 : 真空中の入射光の波長 
R(θ) : 過剰還元散乱高度 
c : 試料濃度 
M : 重量平均分子量 
A2 : 第二ビリアル係数 
rg : RMS 半径 

なお、タンパク質などの生体高分子の測定において使用する試料の濃度は希薄

（1 mg/ml 以下）であるため、2A2c 項は無視できるものとする。この実験の大

きな特徴は、分子量既知のサンプルを用いない絶対分子量測定ができることに

ある。 
光散乱測定は非常に感度が強く、溶媒中の不純物に影響を受けやすい。そこで

サイズ排除クロマトグラフィー（SEC）を用いた。サイズ排除クロマトグラフィ

ーを用いることによって、試料を単一分子に分画するだけでなく、微粒子などを

除去するフィルターとしても用いることができ、測定分子の正確な光散乱測定

を行うことができる。SEC カラム（SEC Protein Column for MALS, Wyatt 
technology）を通過した分子は UV 検出器（日本分光）、光散乱測定装置（DAWN 
HELEOS II 8+ MALS detector, Wyatt technology）、示差屈折率系（Optilab t-
rEX reflective index/concentration detector, Wyatt technology）の順にそれぞ

れの検出器を通過し、得られた値をソフトウェア内（Wyatt Astra Software, 
Wyatt technology）で式（3）を基に分子量を算出した。実験方法を以下に示す。 
1．column buffer (10 mM Tris-HCl pH7.4, 10 mM MgCl2, 20 mM KCl) を用い

て低流速（0.1 ml/min）で一晩平衡化する 
2．HSP60 (1.23 mM)もしくは HSP60/HSP10 (1.23 mM/2.46 mM) を 1 mM ヌ

クレオチド存在もしくは非存在下の column buffer で 25℃、5 分間インキュ

ベーションする。なお、示差屈折率のノイズを極力を減らすため、この実験

においてのみタンパク質の回収 buffer は column buffer を用いている 
3．インキュベーション後、カラムに添加し、25℃、流速 1 ml/min の条件で試

料を分離する 
4．前述した方法でタンパク質の分子量を測定する 
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2－5）TEM による分子観察 
 第 2 章の実験方法 2－5）の方法に従って実験を行った。 

 
2－6）トリプシン消化耐性実験 
 HSP60/HSP10 の相互作用確認のために行った実験に関しては、第 2 章の実

験方法 2－8）を基に実験を行った。 
 基質タンパク質と封入化の確認実験は、第 2 章の実験方法 2－10－3）を基に

実験を行った。 

 
2-7）NTP プルダウン実験 
 ヌクレオチドとタンパク質間の直接的相互作用を解析するために ATP-
agarose もしくは GTP-agarose（共に Sigma-Aldrich より購入）を用いた実験

が行われた。本実験では、実験中のタンパク質-ヌクレオチド間の結合を安定化

させるために 0.2 mM AlCl3および 10 mM NaF 存在下で行われた。 
1．それぞれの樹脂を 100 l 分取し、樹脂の 3 倍量の assay buffer（50 mM 

HEPES-KOH pH7.4, 10 mM MgCl2, 20 mM KCl, 0.01% NP-40, 0.2 mM 
AlCl3, 10 mM NaF）で平衡化を行う 

2．HSP60（0.5 M）もしくは HSP10（1.0 M）を assay buffer 中で樹脂と共

に 4℃、60 分間インキュベートさせ、樹脂へタンパク質を結合させる 
3．インキュベートの後に、樹脂の 3 倍量の assay buffer で樹脂を 5 回洗浄する 
4．洗浄後、3 倍量の SDS-Sample buffer を添加し 100℃、5 分間インキュベー

トすることで樹脂に結合したタンパク質をサンプリングする 
5．それぞれの樹脂を、それぞれのヌクレオチドで溶出する場合、1 mM ATP も

しくは 1 mM GTP 存在下における 3 倍量の assay buffer で 4℃、30 分間イ

ンキュベートし、樹脂に結合したタンパク質を溶出させる 
6．溶出後、残った樹脂に対して SDS-Sample buffer を添加し、樹脂に残ったタ

ンパク質をサンプリングする 
7．12% SDS-PAGE にてサンプリングしたタンパク質を分離し、CBB 染色にて

タンパク質を検出する 
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3）実験結果 
3－1）HSP60 は GTP 加水分解能を有し、シャペロン活性を発揮する 
 研究の初めに、HSP60 および HSP60/HSP10 の ATP 濃度依存的な加水分解

曲線に対する curve fitting および速度論パラメーターを解析した。第 2 章でも

報告したように、精製した HSP60 は ATP 加水分解能有しており（Fig. 13A, 
open circle）、その活性は HSP10 の結合によって抑制される（Fig. 13A, closed 
circle）。過去の CCT を用いた ATP 加水分解パラメーターの fitting 解析は、

CCT が ATP 加水分解に対して 2 段階の遷移を持っていることを明らかにした。

1 段階目のアロステリック遷移は intra-ring アロステリック遷移であり、2 段階

目は inter-ring アロステリック遷移を示唆しており、この fitting に対応するた

めの式 (1) が用いられている[47]。HSP60 および HSP60/HSP10 の ATP 加水

分解曲線は見かけ上 2 段階反応であることを示しており、式 (1) に fitting させ

たところ、どちらの加水分解曲線も式 (1) とよく fitting しており、HSP10 の

存在に関わらず、HSP60 の ATP 加水分解が 2 段階のアロステリック遷移を持

っていることを示唆している。HSP60 の加水分解曲線における速度論パラメー

ターは、K1、K2、n、m の順に 14 ( 1) M、0.42 ( 0.08) mM、1.76 ( 0.18)、5.52 

( 4.34)で算出され、HSP10 存在下の場合は 4.6 ( 0.2) M、0.34 ( 0.04) mM、2.23 

( 0.28)、8.22 ( 7.76)であった。過去の GroEL の研究は、GroES が GroEL の ATP

要求性を高め、活性状態を安定化させ、ATP に対する positive cooperativity を増

加させることを報告している[55]。HSP60 および HSP60/HSP10 の結果は、これ

らの GroEL を用いた研究結果と一致して、どちらのアロステリック遷移におい

てもコシャペロン存在下においてヒル係数が増加しており、ATP に対する

positive cooperativity が増加していることを示している。第 2 章の研究結果より、

apo 状態の HSP60 は安定なシングルリングで存在していることを証明しており、

今回の濃度範囲（0 から 1.0 mM）で観察された 2 段階遷移はダブルリング化に

よって生じていると考えられる。 

次に、HSP60 が GTP 加水分解能を有しているかどうかを調べた。今回の測

定において、HSP60がGTP加水分解能を有していることが初めて示された（Fig. 
13B, open square）。ATP 加水分解能と比較して、GTP 加水分解の 大速度 Vmax

が低くなっていることがわかる。また、興味深いことに、HSP60 の GTP 加水

分解は HSP10 存在下において抑制されず、わずかに増加していることがわかる

（closed square）。HSP60 および HSP60/HSP10 の ATP 加水分解曲線は式 (1) 
によく fitting した一方、GTP 加水分解で得られた曲線は ATP 加水分解曲線の

ような 2 段階反応を示さず、単純なヒル式（式 (2) ）に対して一致した。HSP60
および HSP60/HSP10 で得られた GTP 加水分解の GTP 濃度依存的曲線は典型

的なシグモイド曲線を示しており、curve fitting によって得られたヒル係数は
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それぞれ 2.58 ( 0.22)および 1.99 ( 0.33)であることから、HSP60 は GTP 加水

分解に対して強い正の協同性を持っていることがわかった。加えて、curve 
fitting より算出された速度定数はそれぞれ 0.28 mM、及び 0.34 mM であり、

ATP のそれと比較して高い値を示している。一般的に Km 値が低いほうが分子

に対する親和性が高いといわれていることから、これらの結果は、HSP60 は

ATP に対して高い選択性を持っているが、GTP と結合し、加水分解することを

示唆している。Fig. 13C で示されているように、positive cooperativity を示す

シグモイド曲線は ATP 加水分解では低濃度帯（0 から 0.02 mM）で観察されて

いることも、HSP60 の ATP に対する親和性の高さを予想させると考えられる。 
次に、得られた加水分解の結果が ATP のコンタミネーション、もしくは GTP

加水分解タンパク質のコンタミネーションではなく、HSP60 が直接的に加水分

解している証拠を入手することを調べる実験を行った。本研究において、これら

の事を調べるために、ATP-もしくは GTP-agarose を用いたプルダウン実験によ

って HSP60 と GTP が直接的に相互作用するかどうかを調べた。この実験にお

いて、ヌクレオチドとタンパク質間の実験中の結合を安定させるために、アルミ

ニウムフロライド作成条件（実験中の溶液に 0.2 mM AlCl3および 10 mM NaF
を添加する）で実験を行っている（アルミニウムフロライドの影響については第

3 章の Fig. 16 を参照）。Fig. 13D の上部二つのの SDS-PAGE の結果は結合反

応後の樹脂を SDS-Sample buffer で直接溶出した実験の結果を示す。HSP10 は

ヌクレオチドと結合しなず、この実験条件でタンパク質が凝集していないこと

を示すためのコントロール実験を行うために用いられている。左が ATP-
agarose を、右が GTP-agarose を用いた実験結果であり、どちらの実験におい

ても HSP10 のタンパク質バンドが検出されておらず、この実験条件でタンパク

質は凝集していないことを示す。一方、HSP60 はどちらのヌクレオチド条件で

も結合が見られていることから、二つのヌクレオチドアガロースのどちらにも

特異的に結合できていることを示す。これらの結合が機能的であり、凝集してい

ないことをさらに調べるために、結合させた後のアガロース樹脂をそれぞれの

ヌクレオチドで溶出する実験を行った。Fig. 13D 下部の SDS-PAGE がその結

果を示しており、左が ATP-agarose を、右が GTP-agarose を用いた結果を示

す。どちらのヌクレオチド実験においても HSP10 の結合・溶出は検出されなか

った。GTP 存在下と比較して、ATP 存在下における実験は強く溶出されている

ことを示す。加水分解実験の結果は ATP 加水分解の代謝回転が GTP 加水分解

のそれより速いことを示しており、溶出割合の差はこれらの代謝回転の差と一

致しているように思われる。これら結果をまとめると、HSP60 は生体内におい

て、ATP と同様に GTP と直接的に結合し、加水分解できることを示している。 
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Fig. 13  HSP60 による ATP 加水分解及び GTP 加水分解 
 A は HSP60 及び HSP60/HSP10 の異なる ATP 濃度における加水分解速度を

測定した結果を示す。fitting curve は KaleidaGraph software (HULINKS)を用

いて作成し、式 (1) を用いて速度論パラメーターを算出した。B は異なる GTP
濃度条件下における加水分解活性の測定結果であり、式 (2) に fitting させるこ

とによってグラフを作成し、速度論パラメーターを算出した。C は低濃度下にお

ける ATP 加水分解曲線を示す。グラフは式 (2) に fitting させることによって

作成した。D は ATP-agarose および GTP-agarose を用いたプルダウン実験の

SDS-PAGE の結果を示す。上部二つの結果はそれぞれのカラムを SDS-Sample 
buffer で直接溶出した結果を示し、下部二つの結果はそれぞれの樹脂を 1 mM 
ATP もしくは GTP で 30 分間溶出した結果を示す。本実験において、ヌクレオ

チド-タンパク質間相互作用を安定化させるために 0.2 mM AlCl3および 10 mM 
NaF 存在下で実験を行っている。 
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3－2）二つのヌクレオチドによって誘導されるタンパク質間相互作用の差異 
 HSP60 の GTP 加水分解能が HSP10 のよって抑制されなかったことから、

ATP もしくは GTP 結合によって誘導される HSP10 の結合に差異があると予想

される。この予想を調べるために、トリプシン消化耐性実験を用いてそれぞれの

ヌクレオチド存在下における HSP10 の相互作用を確認した（Fig. 14A）。ATP
存在下における HSP10 のトリプシンによる分解は ATP 濃度 0.05 mM 以上か

ら明確に確認できた一方で、GTP 存在下においては GTP 濃度 0.5 mM 以上で

わずかに確認できるのみであった。この結果は、HSP60 と HSP10 の相互作用

は GTP 加水分解によって誘導されるが、その親和性は ATP 加水分解で誘発さ

れるそれと比較してかなり低いことを示唆している。 
 明確な結合の証拠を得るために、次に基質タンパク質のリフォールディング

実験を行った（Fig. 14B）。基質として用いられている GFP のリフォールディ

ングはほとんど自発的に行われる（Fig. 14B, closed diamond）。この自発的リ

フォールディングは HSP60 のアピカルドメイン上に捕獲されることで強く抑

制される（Fig. 14B, open triangle）。ATP 存在下においても GTP 存在下にお

いても、GFP のリフォールディングは観察されていないことから（Fig. 14B, 
open triangle and open circle）、HSP60 単独ではヌクレオチドの種類に関係な

く GFP を放出できていないことを示す。HSP10 の添加によって、ATP, GTP ど

ちらのヌクレオチドも効率的なGFPのリフォールディングを観察することがで

きた（Fig. 14B, closed triangle and closed circle）。これらの結果は GTP が ATP
と同様に HSP60/HSP10 相互作用を誘導しており、HSP10 が HSP60 のアピカ

ルドメインに接触することで GFP を放出させ、リフォールディングを促進させ

ていることを示す。HSP60 の GTP 加水分解能が HSP10 の結合によって抑制さ

れなかったのは、ATP 加水分解で誘導される HSP10 の結合と比較して、誘導

される結合力が弱いか、結合時間が短いためかもしれない。 

 
 

Akita University



47 
 

 
Fig. 14  GTP 加水分解によって発揮される生理機能の差異 

 A はそれぞれのヌクレオチドの濃度依存的な HSP60/HSP10 の相互作用をト

リプシン消化耐性実験及び SDS-PAGE で解析した結果である。＊はトリプシン

によって生産された HSP10 の分解産物を示す。B は各種ヌクレオチド条件にお

ける酸変性GFPのリフォールディングを蛍光強度測定で解析した結果を示して

いる。 
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3－3）GTP 加水分解による HSP60/HSP10 の複合体形成 
 HSP60 が GTP 加水分解能を有し、HSP10 との相互作用を発揮することが確

認された。次に、GTP によって誘導される HSP60/HSP10 の複合体形成を TEM
による分子観察によって解析した（Fig. 15A）。HSP60 および HSP60/HSP10 の

ATP依存的な複合体形成は第2章で特徴付けたのと同様の結果を示した。また、

統計学的解析においても同様の結果を示す。HSP60 のヌクレオチド依存的なダ

ブルリング構造の形成は、GTP 存在下でも確認することができた。また、

HSP60/HSP10はGTP存在下でシングルリング複合体やフットボール型複合体

を形成することも確認できた。しかしながら、分子観察を基にした統計学解析は

大きく異なっていることを示す。HSP60/HSP10 は ATP 存在下において主にフ

ットボール型を含むダブルリング構造種に集積する（全体の約 70%）のに対し、

GTP 存在下において主に形成される複合体はシングルリング複合体であり、フ

ットボール型を含むダブルリング構造種は全体の約 20%ほどであるのに対し、

主にシングルリング複合体を含むシングルリング構造種への集積は約 80%にも

及ぶ。HSP10 非存在下における HSP60 の ATP 依存的なダブルリング化は約

30~40%であったのに対し、GTP 依存的なダブルリング化は HSP10 存在下の時

と変わらず約 20%程であった。 
 ヌクレオチド依存的な複合体形成をさらに調べるために、SEC-MALS 解析を

行った。 近の研究により、この実験によって HSP60/HSP10 複合体や、HSP60
多量体構造の安定性を調べられるということが報告されている[24]。従って本研

究においても、SEC-MALS 法を用いて、ヌクレオチド存在下及び非存在下にお

ける HSP60 もしくは HSP60/HSP10 で得られた絶対分子量を基に、複合体形

成の安定性を調べた（Fig. 15B and C）。Fig. 14B は HSP10 非存在下における

HSP60 の各種ヌクレオチド条件下における分子量を示している。ヌクレオチド

非存在下において HSP60 を示す単一のピークが検出され、算出された分子量は

412.6 kDa であり、安定な 7 量体を形成していることを示している（Fig. 15B, 
black solid and broken line）。ATP 存在下において、多量体ピークに加え、も

うひとつ小さなピークを検出した。過去の研究より、HSP60 が ATP 存在下に

おいて単量体化するという報告があり[20]、今回新たに検出されたピークもおそ

らく単量体の HSP60 を示していると思われる。算出された多量体 HSP60 の分

子量はわずかに上昇し、500.8 kDa であった（Fig. 15B, red solid and broken 
line）。この分子量の増加は、主にシングルリング構造で形成される単一の多量

体ピークの中にわずかにダブルリング構造を形成した HSP60 が現れたためだ

と考えられる。GTP 存在下においても、ATP 存在下の時と比較してわずかに大

きい単量体ピークが現れた。多量体ピークの分子量は 442.5 kDa で算出された

（Fig. 15B, blue solid and broken line）。GTP 存在下においても分子量の増加
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が確認され、ダブルリングが形成されたと考えられる。しかし、ATP 存在下の

場合の分子量増加と比較すると小さく、この結果は、GTP によって誘導される

HSP60 のダブルリング構造的割合が、ATP のそれと比較して少ないという結果

を示す TEM 画像解析と一致している。 
 Fig. 15C は HSP10 存在下における各種ヌクレオチド条件下で測定された

HSP60 の SEC-MALS 実験の結果を示している。ヌクレオチド非存在下におい

て、クロマトグラムは多量体 HSP60 を示すピークに加えて、わずかな単量体を

示すショルダーピークとそれに引き続く HSP10 を示す大きな単一ピークを検

出した。多量体 HSP60 の分子量は 395.7 kDa で算出され、7 量体で存在してい

ることを示す（Fig. 15C, black solid and broken line）。ATP 存在下において多

量体 HSP60 を示すピークの分子量は 668.1 kDa で算出されたのに対し（Fig. 
15C, red solid and broken line）、GTP 存在下では 514.2 kDa であった（Fig. 
15C, blue solid and broken line）。これらの結果は、ATP 存在下において

HSP60/HSP10 が主にダブルリング構造種に集積するのに対し、GTP 存在下で

は集積しないという TEM 解析の結果と一致している。さらに、HSP10 を示す

ピークは ATP 存在下において大きく減少しているのに対し、GTP 存在下では

ほとんど変化していない。この現象は HSP60 に HSP10 が結合したために生じ

ていると考えられる。これらの結果は、ATP によって誘導される HSP60/HSP10
間の相互作用が、GTP 存在下で誘導される相互作用より強いことを示唆してい

るトリプシン消化耐性実験の結果とも一致しているように思われる。 
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Fig. 15 各ヌクレオチドによる HSP60 及び HSP60/HSP10 の複合体形成 

 A は各ヌクレオチド条件下における HSP60 及び HSP60/HSP10 の複合体系

性を TEM によって解析し、side view のみを抜粋した結果を示す。これらを含

む TEM 画像の解析により、構造種の統計学的解析を行った。B 及び C は HSP60
及び HSP60/HSP10 の各ヌクレオチド存在下における SEC-MALS 実験の結果

を示している。それぞれの条件において実線で示されるクロマトグラムは示唆

屈折率で追跡されており、図中の点線は各ピークにおいて算出された分子量分

布を、数字はそれぞれの色に対応する分子量を表している。 
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3－4）加水分解制御による複合体への影響 
 第 2 章の研究結果より、ATP 加水分解の失速（AlFx による制御）によって

HSP10 の結合が強化され、複合体が安定化される可能性を示した。HSP60 の

GTP 加水分解は HSP10 の結合によって制御されていないことから、相互作用

及び複合体の不安定性が生じていると考えられる。そこで、AlFx を添加するこ

とで GTP 依存的な複合体形成が安定化するかどうかを調査した。なお、GTP の

加水分解とそれに伴って形成される GTP-AlFx（もしくは GDP-AlFx）は、他の

GTP 加水分解タンパク質を用いた実験にも適用されている[47]。Fig. 16A は加

水分解測定の結果を示しており、ATP 同様、GTP 加水分解も AlFx によって抑

制されることを示す（blue bar and green bar）。また、GTP 加水分解の抑制は

HSP60 と HSP10 の結合を強く促進する（Fig. 16B）。その結果、HSP60/HSP10
複合体が安定化され、TEM で観察されるフットボール型複合体の分子数は大き

く増加し、ダブルリング構造種への集積は約 20%から約 50%へ大きく増加した

（Fig. 16C, bottom three panels）。これらの結果は、ヌクレオチド加水分解の

制御が複合体安定性に重要な役割を持っていることを強く示唆する。 
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Fig. 16  GTP 加水分解の失速が HSP60/HSP10 複合体形成に与える影響 
 A はそれぞれの条件における各ヌクレオチドの加水分解速度を測定した結果

を示している。B は GTP 加水分解の制御によって HSP60 と HSP10 の結合力

が増加することを、トリプシン消化耐性実験及び SDS-PAGE にて解析した結果

を示す。＊は分解されたHSP10のタンパク質バンドを示す。CはHSP60/HSP10
の各ヌクレオチド加水分解の失速条件における複合体形態を TEM によって解

析した結果を示している。これらの TEM 画像を基に統計学的解析を行った。 
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3－5）GTP 加水分解によって発揮される HSP60 のシャペロン活性 
 次に、ヌクレオチド依存的に発揮される HSP60/HSP10 のシャペロン活性で

あるタンパク質フォールディング測定を行った。Fig. 17A は非自発的リフォー

ルディング基質であるローダネーゼのリフォールディング実験の結果を示す。

HSP60 の ATP 依存的なリフォールディング活性は、第 2 章でも述べたように

HSP10 の結合によって発揮され、約 70%まで酵素活性を回復させた（Fig. 17A, 
closed blue circle and closed red square）。同様に GTP 依存的な HSP60 のリ

フォールディング活性は HSP10 存在下においてのみ観察されたが、その活性は

ATP と比較して低く、酵素活性の回復は約 40%までであった（Fig. 17A, open 
cyan circle and closed green triangle）。AlFx による複合体の安定化は、GTP に

よって発揮されるリフォールディング活性を大きく改善した（Fig. 17A, yellow 
closed triangle）。 
 一方、ある程度自発的にリフォールディングできる基質である CS を用いた実

験では、ATP, GTP どちらのヌクレオチドにおいても効率的に CS をリフォール

ディングできていることを示す。また、AlFx によるリフォールディング活性の

低下も観察された（Fig. 17B）。CS のリフォールディングに対し、ローダネーゼ

のリフォールディングには明確な in-cage folding が要求されると考えられてい

る。これらの結果は、GTPのみではHSP60/HSP10の安定な結合を誘導できず、

効率的な in-cage folding を行えないが、AlFx による強制的な制御によって GTP
存在下においても強固なフォールディングチャンバーを形成したことを示唆し

ている。 
 フォールディングチャンバーの形成を調査するために、第 2 章で紹介した熱

変性基質を用いたトリプシン消化耐性実験を応用した。熱変性ローダネーゼに

対する各種ヌクレオチド存在下におけるリフォールディング活性は Fig. 17C に

示しており、化学変性ローダネーゼに対するリフォールディング活性（Fig. 17A）

とほぼ同じような結果になったことを示している。ATP 存在下において、反応

開始直後のフォールディングチャンバー内への明確なローダネーゼ封入化（Fig. 
17D, top panel, 1 min of ATP）と、反応終了後の折りたたまれたローダネーゼ

の溶媒中への放出が確認された（Fig. 17D, top panel, 60 min of ATP, *は折りた

たまれたローダネーゼ由来の分解産物を示す）。一方、GTP 存在下では反応開始

直後の明確な封入化は観察されず（Fig. 17D, bottom panel, 1 min of GTP）、反

応終了後わずかに折りたたまれたローダネーゼ由来の分解産物を示すのみとい

う結果になった（Fig. 17D, bottom panel, 60 min of GTP）。これらの結果は効

率的な in-cage folding が行えず、結果としてリフォールディング活性の減少に

つながっている Fig. 17A や Fig. 17C の結果と一致している。AlFx の処理によ

って、ATP-AlFx と同様に、GTP-AlFx においても明確な封入化と折りたたまれ
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た基質の非放出が観察された。この結果もまた、ローダネーゼの in-cage folding
の改善及び CS リフォールディングの 2 量体形成阻害によるリフォールディン

グ活性の低下を示している実験結果と一致している。これらの結果は、GTP 加

水分解は HSP60/HSP10 の効率的な in-cage folding に要求されないが、CS や

GFP のような自発的にフォールディングできるタンパク質のリフォールディン

グには対応できることを示している。 

 
 
 
 
 

 

 

Fig. 17  各ヌクレオチド条件によって誘導される HSP60 のシャペロン活性 
 A は各ヌクレオチド条件下における HSP60 及び HSP60/HSP10 の化学変性

ローダネーゼのリフォールディング実験の結果を示している。同様に、B は化学

変性クエン酸合成酵素の、C は熱変性ローダネーゼのリフォールディング実験

の結果を示している。D は各ヌクレオチド条件下における熱変性ローダネーゼ

のフォールディングチャンバーへの封入・放出をトリプシン消化耐性実験にて

解析した結果を示している。＊はフォールディング後にチャンバー外に放出さ

れたローダネーゼの分解産物を示している。 

 

C

D 
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3－6）ATP 依存的なシャペロン活性に対する GTP の影響 
 第 3 章の実験の 後に、生体内におけるヌクレオチド濃度（本研究では細胞

質濃度を適用；3.5 mM ATP および 0.5 mM GTP）条件下における ATP 依存的

なシャペロン活性と、その活性に対する GTP 分子の影響を調査する実験を行っ

た。実験の初めに、0 から 3.5 mM 濃度条件における ATP 加水分解速度を測定

した（Fig. 18A）。HSP60 の ATP 加水分解曲線は 0 から 1 mM における 2 段階

のアロステリック遷移に加えて、1 から 3.5 mM における明確な加水分解速度の

現象が観察された（Fig. 18A, blue closed circle）。GroEL の過去の研究におい

て、ATP加水分解曲線の濃度依存的な加水分解速度の減少（roll-offと呼ばれる）

はすでに報告されている[26]。これらの減少は、安定なダブルリング構造で存在

している GroEL の両方のリングが活性状態に移行することによって、リング間

の負の協同性（inter-ring negative cooperativity）によって生じると考えられて

いる。このことから、HSP60 の ATP 加水分解速度の減少はダブルリング化及

び両リングの活性化に伴う negative cooperativity によって生じていると考え

られる。HSP10 の存在下において、1 mM 以上の ATP 濃度条件下における明確

な roll-off は観察されなかった（Fig. 18A, orange closed circle）。遺伝子組み換

え体 HSP60 を用いた結晶構造解析は安定なフットボール型複合体におけるリ

ング間の接触を詳細に解析しており、GroEL とは異なるリング間のコミュニケ

ーションを描写した。さらに、安定なフットボール型複合体において、両リング

のサブユニットがすべて ADP で満たされていることから、著しい negative 
cooperativity は見られないと推察しており[24]、roll-off が見られなかった今回

の結果は、過去の報告と一致していると考えられる。 
 GTPはATP加水分解のアロステリック遷移にわずかな影響を与えた。HSP60
の roll-off は GTP 非存在下において 1 mM 以上で生じていたのに対し、GTP 存

在下では 0.5 mM 以上で生じた（Fig. 18A, gray closed circle）。加えて、 大反

応速度もわずかに増加している。HSP10存在下における実験においても同様に、

大加水分解速度の上昇が見られる（Fig. 18A, yellow closed circle）。大きな違

いとして、明確な roll-off が生じていることである。このように、GTP の存在は

ヌクレオチド加水分解速度を増加させているように思われる。しかしながら、生

体内ヌクレオチド濃度（3.5 mM ATP および 0.5 mM GTP）において、GTP の

存在に関わらず、inter-ring negative cooperativity による roll-off によって、ヌ

クレオチド加水分解活性は一様に同程度の加水分解率になっていることが判明

した。 
 次に、これらの異なる ATP 濃度条件下における HSP60/HSP10 によるタンパ

ク質リフォールディング活性を調べた。Fig. 18B の左のグラフは 0.5 mM GTP
存在下におけるリフォールディング活性および 0.5 mM GTP 非存在下における
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異なる ATP 濃度（0.01, 0.5, 1.0, 3.5 mM）条件下のローダネーゼリフォールデ

ィング活性を示している。0.5 mM GTP のみのリフォールディング活性は、Fig. 
17 における 1 mM GTP 濃度下における実験と一致して効率的なリフォールデ

ィングを行うことに失敗している。対して、ATP 存在下の場合、どの濃度条件

においてもローダネーゼを効率的にリフォールディング可能であることを示し

ている。面白いことに、0.01 mM ATP 存在下では、安定な HSP60 と HSP10 の

結合を示さなかったのに対して（Fig. 14A）、リフォールディング活性は他の濃

度と比較可能なほど効率的である。HSP60 による 0.01 mM ATP の ATP 加水分

解速度は HSP10 の存在下で減少していることから（Fig. 13C）、結合安定性（お

そらく結合・解離サイクルの速度が速い）は他の濃度条件と比較して低いものの、

リフォールディング可能な状態であることを示している。Fig. 18B の右のグラ

フは 0.5 mM GTP 存在下における異なる ATP 濃度条件下のリフォールディン

グ活性を示している。0.5 mM GTP 存在下においても、すべての ATP 濃度条件

下において効率的なリフォールディングを発揮していることを示した。これら

の結果は、たとえ GTP の影響で加水分解速度が上昇するとしても、生体内濃度

条件下では安定なダブルリング形成による両リングの活性化と inter-ring 
negative cooperativity によって消費が抑えられ、且、効率的にリフォールディ

ング活性を発揮することを示唆している。 
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Fig. 18  生体内ヌクレオチド条件によって誘導されるシャペロン活性 

 A は 0.5 mM GTP 存在もしくは非存在下における 0 から 3.5 mM ATP 濃度条

件下の HSP60 および HSP60/HSP10 のヌクレオチド加水分解測定の結果を示

している。B の左のグラフは 0.5 mM GTP 非存在下における各 ATP 濃度条件

下における HSP60/HSP10 の化学変性ローダネーゼのリフォールディング実験

の結果を示している。右のグラフは 0.5 mM GTP 存在下における各 ATP 濃度

のリフォールディング活性を示す。 
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4）考察 
 これまでの研究により、ATP 依存的な哺乳類分子シャペロン HSP60/HSP10
のフォールディングサイクルに関する研究についてはいくつか報告されており、

特徴付けられている。過去の当研究室の研究結果は哺乳類細胞質シャペロニン

CCT が GTP 加水分解活性を有していることを明らかにしており、GTP によっ

て制御される分子シャペロンの新たな側面を明確に示唆した。本研究において、

HSP60 が CCT と同様に GTP 加水分解活性を有していることを発見した。ATP
加水分解で誘導される HSP60 単独及び HSP60/HSP10 の複合体形成と、GTP
加水分解で誘導される複合体形成は異なっていることが示唆された。ATP 加水

分解は HSP10 の結合によって抑制されるのに対し、GTP 加水分解は抑制され

なかった。また、もともとの加水分解速度も低く、親和性にも大きな違いがあっ

た。ヌクレオチド結合によって生じる HSP60 の構造変化がわずかに違い、その

差異が複合体形成の動的平衡や HSP10 の結合に差を生んでいるのかもしれな

い。この結合力の差は HSP60/HSP10 の重要な機能であるタンパク質フォール

ディング活性にも大きな影響を与える。非自発的フォールディングタンパク質

であるローダネーゼのリフォールディングは、ATP 存在下においては効率的に

フォールディングチャンバー内に封入され、リフォールディングされた。一方、

GTP 存在下においては、封入化に失敗しており、結果としてリフォールディン

グ活性は減少した。この結果は、GTP によって誘導される弱い HSP10 の相互

作用ではアピカルドメイン上の変性基質を競合的に剥がすことができず、フォ

ールディングチャンバー内への封入に失敗していることを示唆している。 
 ローダネーゼのような自発的フォールディングを行わないタンパク質のフォ

ールディングに失敗した一方で、GFP や CS のような自発的リフォールディン

グタンパク質に対しては効率的なフォールディング活性を示した。

GroEL/GroES のフォールディングに関する 近の研究結果において、アピカル

ドメイン上の基質ポリペプチドが GroES 結合による封入時に、一部チャンバー

内から逃げ出し、フォールディングケージの外で自発的なフォールディングを

促進している（out-of-cage folding）ことを示唆する報告がなされた[55]。また、

特殊な条件で作成した非凝集性の安定な変性ポリペプチドのフォールディング

に関して、CCT を含むシャペロニンがアピカルドメイン上への捕獲と ATP 依

存的な構造変化による基質のアンフォールディングによって、コシャペロン非

依存的に放出し、out-of-cage folding を促進することも報告された[56]。GTP に

よって誘導される HSP60 のアピカルドメインへの HSP10 の結合は、その相互

作用の弱さから、アピカルドメイン上のポリペプチドのチャンバー内への放出

に失敗するが、ポリペプチドを自由溶媒中に逃げ出させ、ポリペプチドの自発的

リフォールディングを促進しているのかもしれない。この仮説は各種ヌクレオ
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チドによって発揮される HSP60/HSP10 の結合親和性だけでなく、自発的及び

非自発的にフォールディングを行ういくつかの変性ポリペプチドと HSP60 と

の結合親和性の解析を行うことによってより明確に解明できるかもしれない。

このように、ATP と GTP ではリフォールディングできる基質が異なっている

ことが予想される。哺乳類細胞は大腸菌と比較して非常に多くの基質の種類が

考えられ、これらの条件に適応するために進化してきた機能なのかもしれない。 
 本研究では、ATP 加水分解に対する HSP60 のアロステリーも同時に調査し

た。GroEL の過去の研究は 7 つのサブユニットによるリング内の正の協同性と、

ダブルリング構造によるリング間の負の協同性を明確に証明している[46]。
GroEL のアロステリック遷移は中間地点 16 M で示される intra-ring positive 
cooperativity と 、 中 間 地 点 160 mM で示される inter-ring negative 
cooperativity が報告されている。対して、HSP60 のアロステリック遷移は 2 段

階の positive cooperativity と、緩やかな negative cooperativity からなる 3 段

階のアロステリック遷移を示した。HSP60 は GroEL と異なり apo 状態ではシ

ングルリング構造で存在しており、おそらく 2 段階目の遷移はダブルリング化

によるものだと考えられる。GTP ではこの 2 段階目のアロステリック遷移は観

察されず、ダブルリング構造の増加も観察されなかった。またフォールディング

活性も発揮されなかったことから、2 段階目のアロステリック遷移は活性状態の

リング状態に遷移するための重要な変化を示しているのかもしれない。HSP10
存在下では、明確な negative cooperativity は観察されず、過去の HSP60 の報

告と一致する。GroEL は GroES と結合することによって活性状態が安定化さ

れることが報告されており[57]、HSP60 の negative cooperativity の消失は、

両リングの活性状態が独立して HSP10 によって制御されているためだと考え

られる。また、HSP60 の inter-ring negative cooperativity は GroEL のそれと

比較して非常に緩やかであり、この結果も HSP60のリング間の協同性が GroEL
のそれと比較して低いことを示している。 
 GTP 分子は HSP60 の ATP 加水分解活性とアロステリック遷移にわずかに影

響し、加水分解速度の増加をさせ、HSP10 存在下における明確な inter-ring 
negative cooperativity を出現させた。しかしながら、生体内濃度条件下（3.5 
mM ATP および 0.5 mM GTP）では、GTP の存在に関係なく HSP10 存在およ

び非存在下のそれぞれの加水分解速度はほぼ同程度になり、加水分解が非常に

低い速度で行われていることを明らかにした。これらの低く抑えられた加水分

解にもかかわらず、タンパク質のリフォールディング活性は高い割合で保たれ

ている。これらの結果から、HSP60 は生体内においてヌクレオチドの消費を極

力抑えながら、効率的なリフォールディングを実現しているのかもしれない。 
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第 4 章 総括 
 本研究は解析がほとんど進んでいなかった哺乳類分子シャペロン HSP60 の

生理機能及び機能的構造変化に関する基礎的な情報を入手するために行われた。 
 1970 年代の初め、アンフィンセンは小さいタンパク質はそのアミノ酸配列に

従って自発的に固有の高次構造に折りたたまれることを示した[58]。しかし、後

にこの現象は細胞内の環境を度外視した条件下における分子量が非常に小さく、

単一のドメインから構成されるタンパク質についてのみ生じることが示された。

自発的フォールディングできないタンパク質のフォールディングには何かしら

ほかの因子が必要であることが考えられ、今日の分子シャペロンの研究に至る。

分子シャペロンによるタンパク質フォールディングの研究で も有名なものの

一つが大腸菌グループ I シャペロニン GroEL/GroES システムである。

GroEL/GroES のアミノ酸配列は生物種をわたって幅広く保存されており、グル

ープ I シャペロニンのフォールディングサイクルは GroEL/GroES と同一のも

のと考えられてきた。 
 本研究の第 2 章において、GroEL の相同体である哺乳類野生型分子シャペロ

ン HSP60 の ATP 及びコシャペロン依存的なシャペロンサイクルの基礎を研究

した。その結果、HSP60/HSP10 の ATP 依存的なシャペロンサイクルは従来の

GroEL/GroES で報告されている ATP 依存的なシャペロンサイクルと異なり、

より複雑な複合体形成過程を辿ってシャペロンサイクルを進行させていること

が判明した。第 3 章では ATP 依存的なシャペロンサイクルに加えて、GTP 依存

的なシャペロンサイクルを研究した。過去に当研究室はグループ II シャペロニ

ン CCT において GTP 加水分解とそれによって引き起こされる構造変化を明ら

かにした。同様に、HSP60 も GTP 加水分解能を有していることが本研究で明

らかにされた。ATP 依存的なシャペロンサイクルと比較して、効率的なシャペ

ロン活性を発揮するためには基質に対して選択性を持っていることが示唆され

た。大腸菌のタンパク質の種類と比較して、哺乳類細胞のタンパク質の数は進化

によって大きく増加しており、HSP60 はこの環境に対応するために GroEL か

ら進化してきたのかもしれない。 
 加えて、ATP 加水分解に対する HSP60 のアロステリック遷移の研究も行っ

た。GroEL の過去の研究は、安定なダブルリング構造による明確なリング間の

接触によって生じる、強いnegative cooperativityが観察されている。このため、

GroEL/GroES は交互に反応が生じる弾丸型複合体を形成すると考えられてい

る。しかしながら、HSP60 の ATP 加水分解に対するアロステリック遷移、特に

inter-ring negative cooperativity は GroEL と比較して非常に弱く、各リングが

それぞれ独立して働いていることが予想され、そのため、安定なフットボール型

複合体を形成できると考えられる。 
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 GTP 分子は ATP 分子と共役することで、ヌクレオチドの加水分解速度を大

きく上昇させた。しかしながら、生体内濃度下になったとき、加水分解の roll-
off によって加水分解速度は大きく減少する。フォールディング活性はこの状態

でも非常に高い効率性を示したことから、HSP60/HSP10 は生体内条件ではヌ

クレオチドの消費を抑えて、且、効率的に基質を折りたたんでいることを示唆し

ている。 
 本研究で示唆されたように、HSP60 は GroEL と異なる機能を多数有してい

ると思われる。HSP60 はミトコンドリアの機能異常によって発生する疾患に加

え、免疫疾患、がん、 近ではアルツハイマー病など多くの病理学的知見におけ

る重要な因子として挙げられる。これらの報告は HSP60 の生理機能が単純なタ

ンパク質フォールディングマシーンとして機能するだけではなく、生体内の恒

常性の維持のために非常に多くの機能を有していることを如実に示唆している。

以上のことから、HSP60 の生理機能及び機能的構造変化の更なる解析によって

導き出される生理的意義の解明は、HSP60 を重要な因子として生じる各種疾患

に対する、HSP60 を標的とした疾患治療に有望な情報を提供することが期待で

きる。 
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