
● 特集:分 子シャペロン●

シャペロニンの構造と作用機構

田口英樹 ・吉田賢右

細胞の中は,蛋白質が折れたたむには過酷な環境である。蛋白質濃度が非常に高いので,

折れたたむ途中で凝集しやすいのである。しかし,細胞の中には,凝集を防ぎ,正 しい折

れたたみを助ける蛋白質がある。そのなかでも,最も多量に存在するのがシャペロニンで

ある。シャペロニンは1次構造も高次構造も千差万別の多数の蛋白質の折れたたみを援助

することができる。なぜ,そんなことが可能なのだろうか。

Key words 【分子シャペロン】【シャペロニン】【GroEL】 【蛋白質の折れたたみ】

はじめに 生 命のセン トラル ドグマの最終段階,す な

わち新生ポリペプチ ドの折れたたみは自発的に進行 し

て正しい立体構造 に至るものと長い間信 じられていた1)。

しかし最近,細 胞内での蛋白質の折れたたみは,分 子

シャペロン[→ 今月のKey Words(p.916)]と 総称 され

る蛋白質群によって助 けられていることが明 らかにな

ってきた(図1)2,3)。 さ らには,折 れたたみ(誕 生)だ

けではな く,膜 をこえての輸送(移 動),熱 な どのス ト

レスに対 する防御(病 気),蛋 白質の分解(死)な ど,

蛋白質の一生の要所要所において分子シャペ ロンは何

かと世話をしているらしい3～6)。

分子シャペロンのなかで も,シ ャペロニンとよばれ

る蛋白質ファミリーは,蛋 白質折れたたみを援助する

活性を試験管内でわ りと簡単に見ることができる,(い

まのところ)唯 一の分子 シャペロンである7,8)。シ ャペ

ロニンは,分 子量約60Kの サ ブユニッ ト(シ ャペロニ

ン60*1)と その補助役の10Kの サ ブユニッ ト(シ ャペ

ロニン10*2)か らなる蛋白質複合体で,そ のアミノ酸

配列は進化的によく保存されている9,10)*3。多 くの場合,

ほかの分子 シャペロンと同様に,ス トレスに応答 して

Hideki Taguchi, Masasuke Yoshida,

増産 され る蛋白質であるが,も ともと通常の生育 をし

ている細胞 において も量の多い蛋白質である10)。

シ ャペロニン研究に蛋白質の折れたたみの研究者が

次々 と参入 していることからもわかるように,シ ャペ

ロニ ンは蛋白質折れたたみ機構 という不落の難問に深

くかかわる重要な蛋白質 といえる。シャペロニンは,い

図1 セ ン トラル ドグ マ と分子 シ ャペ ロン

以前 は,新 生 ポ リペプチ ドの折れ たたみは勝 手に進行 して所期 の

立体構造が形成 される と考 えられ ていた。現在で は,こ の折れた

たみ過 程には分子 シャペロンがかかわ っていると考 えられている。

東京工業大学資源化学研究所(〒226 横浜市緑区長津田町4259) [Tokyo Institute of Tech一

nology, Research Laboratory of Resources Utilization, Nagatsuta, Midori-ku, Yokohama 226, Japan]
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まだ謎のベールにつつまれた“ 折れたたみ中間体” の

真 の姿を知 っているか もしれない し,第一,す べての

蛋白質 に君臨する“ アミノ酸配列が蛋白質の立体構造

を決定する” というAnfinsenの ドグマ1)です ら,シ ャ

ペ ロニンの存在によって挑戦 を受 けているのである。本

稿で は,シ ャペ ロニンの作用機構,と くにシャペ ロニ

ン自身が どの ように折れたたみに関与 しているのかに

焦点をあて,基 本的な内容か ら始めて,現 在 までの知

見 を整理 してみたい。

I.シ ャペロニン研究の流れ

まず,ど のようにシャペロニ ン研究が進 んで きたか

紹介 しよう。シャペ ロニン研究を俯瞰 した とき,次 の

3つ のステージに分 けて考えることがで きよう。

1.シ ャペロニンとよばれるまで(1973～1988年)

現 在最 も研究の進んでいるシャペ ロニ ン,大 腸菌 の

GroELとGroESは,最 初,フ ァージの形態形成ができ

な くなる宿主大腸菌側の遺伝子 として同定された10,11)。

蛋 白質 としては,大 腸菌のRNAポ リメラーゼ精製中に

混入 してくる巨大なATP加 水 分解酵素 として,石 浜ら

によって精製 されたのが最初である12)。その後,そ の蛋

白質 はGroELだ とわかった13,14)。一 方,葉 緑体中で炭

酸固定にかかわる重要酵素,リ ブロース ビスリン酸 カ

ルボキシラーゼ/オ キシゲナーゼ(RuBisCO)が 活性の

ある構造を形成するには,RuBisCO結 合蛋 白質 とよば

れる蛋白質が必要であることが知 られていた15)。そして,

1988年,RuBisco結 合蛋 白質の遺伝子からアミノ酸配

列が決 まってみると,そ れはGroELと 非 常に高い相同

性 をもつことが判明 し,こ こに分子 シャペ ロンの概念

が確立,両 蛋 白質 はその典型例 として“シャペロニ ン”

とよばれ ることとなった9)。さ らにミトコンドリアのス

トレス応 答 蛋 白質hsp60[→ 今 月のKey Words(p.

916)]も シャペロニンファミリーに属することが判明し16),

シャペロニンはすべての生物に普遍的に存在 すること

がわかった。 シャペロニ ン研究 は一気に加速 をはじめ

る。

図2 さ ま ざまな シ ャペ ロ ニ ンの4次 構造

生物種 によ って,精 製 されて くるシャペロニンの形が異なる。

2.試 験 管内での シャペロニン研究法の確立(1989

年 ～)

現在行なわれているシャペ ロニンの作用機構の研究

は,1989年 に発表 された試験管内でのRuBisCO再 構

成実験 にさかのぼることができる17)。Lorimerら のこ

の先駆的な研究 は,Anfinsenが 行 なった蛋白質折れた

たみの古典的な実験系を応用 したものであり,シ ャペ

ロニンとATPに よって蛋白質の折れたたみを制御でき

ることを示 した17)。この直後から,シ ャペロニンの作用

機構の研究 は関連分野(蛋 白質の折れたたみ,蛋 白質

輸送など)の 多数の研究者を巻 きこみ,激 しい競争が

開始された。

3.シ ャペロニンの立体構造決定(1994年 ～)

シャペロニンは巨大蛋白質複合体であることから,電

子顕微鏡 による構造の観察が広 く行なわれて きたが,

1994年,X線 結 晶解析 によ りGroELの 立 体構造が明

らかになった18)。さらについ最近,補 助役のシャペロニ

ン10の 立体構造 もわかった19,20)。ついにシャペロニン

*1 ほか に もGroEL,hsp60,cpn60な どの 名 称 が 使 わ れ る。

*2 GroES,hsp10,cpn10な ど と も よ ばれ る。

*3 本 稿 で はGroEL型(真 正 細 菌 型)の シ ャペ ロ ニ ン に話 を 絞 る。 ほか に もTCP-1・TF55型(真 核 細 胞 ・古 細 菌)の シ ャペ ロニ ン

フ ァ ミ リー が あ る。
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シャペロニンの構造と作用機構 5

図3 シ ャペ ロニ ンの立 体構 造 の 概 形

下3つ は シャペ ロニ ン60(GroEL),上3つ は シ ャペ ロ ニ ン10

(GroESと ライ菌のシャペロニ ン10)の 立体構造。左2つ は側 面か

らの断面図。最上部 と最下部の図 は真上 か らみた図。右の列の太

線で囲んだ部分 はサ ブユニ ッ ト1つ を示 している。いずれもサブ

ユニ ッ トが7つ 会合 した リング構造か らなる。GroELは7量 体 リ

ングが2つ 重な った2層 の リングである。A:頂 点 ドメイン,I;

中間 ドメイ ン,E:赤 道 ドメイン,C:中 央 の空洞。Pは 折れたた

み中間体お よびGrQES結 合 に関与す る領 域,Nは ヌクレオチ ド結

合や加水分解 にかかわる領域。[文 献18～20を も とに作図]

の立体構造 を参照 しなが ら研究 を進 めることができる

ようになったわけである。GroELの 立 体構造解析 と同

時に,50個 以上のGroEL突 然 変異体の解析 が発表 さ

れ,構 造機 能相関の研究 に先鞭がつけられた21)。

II,シ ャペロニンの構造-リ ング,リ ング,リ ング

シャペロニンの作用機構の説明の前に,シ ャペ ロニ

ン自身のユニークな形 についても言及 しておこう。 シ

ャペロニ ンの特徴のひ とつとして,そ の分子量の巨大

さがある。多くの場合,大 腸菌シャペロニン60(GroEL)

のように7量 体の リングが2つ 重なった2層 の リング

として精製されて くるが13,14,18),ミトコンドリアのシャ

ペロニン60は1層 の リングとして単離される22)(図2)。

また,筆 者 らが扱っている好熱菌Tjer,is tjermo-

philusの シ ャペ ロニンは,シ ャペロニン10が シャペロ

ニン60の2層 リングの一方 に結合 した“弾丸型”で精

製 される23,24)*4。このように,精 製されて くるシャペロ

ニンの形(4次 構 造)は,生 物種によって異なっている。

また,ATP存 在下 においては,シ ャペ ロニン10が 両

側 に結合 した,ま るで“ フットボール” のようなシャ

ペロニンも観察される25,26)。シャペロニンの4次 構造が

作用機構 のサイクルのなかでどう変化するかについて

は,激 しい論争が くり広 げられている(後 述)。

X線 結晶構造解析から明らかになったシャペ ロニン

の立体構造の概略を図3に 示 した18～20)。シャペ ロニン

60(GroEL)の1つ のサブユニットは,赤 道(equatorial)

ドメ イン,頂 点(apical)ド メイン,そ の両者をつ な ぐ

中間(intermediate)ド メインの3つ の ドメイ ンからな

る18)。赤 道 ドメインは αヘ リックスに富み,ATP結 合

領域 を含んでお り,GroEL構 造 の土台を形成 している。

この ドメインの底面 どうしが結合 してGroELは7量 体

の リングが2つ 合わさった14量 体 となる。なお,N末

端 の5残 基 とC末 端の24残 基 は揺 らぎが大 きく,構 造

決定 されていないが,と もに赤道 ドメインか らリング

の内側 に張 り出 しているもの と予想 されている。中間

ドメインはヌクレオチ ド結合や加水分解 に伴 う構造変

化におけるヒンジの役割 を果たしている可能性が高い。

頂点 ドメインは結晶学的に揺 らぎの大 きい領域で,と

くに穴 の周辺 と頂上のあたりの構造の揺 らぎが大 きい。

GroELの 部位特異的変異体の解析か ら,こ のフレキシ

ブルな頂点 ドメインには折れたたみ中間体やGroESの

結合に関与す る残基が集中していることがわかってい

る(興 味深いことに両者 はかな りオーバーラ ップして

いる)21)。以 前から,折 れたたみ中間体 はシャペロニン

の表面に結合するのか,そ れ ともリングの内部深 くに

入 りこむのかが議論 されていたが,こ の結果からは,折

れたたみ中間体 はリング空洞の入口付近 に結合するよ

うである。 また,こ のような構造 の揺 らぎが シャペロ

ニンの幅広い基質蛋白質認識能27,28)の原 因となってい

る可能性 も示唆 されている18)。

一 方
,シ ャペロニン10に ついては,大 腸菌19)と ライ

菌20)由 来 のものの立体構造がほほ同時に発表 された。 ど

*4 ちなみに,こ の弾丸型 シャペロニ ンはADPを 含 んでいる。 ほかの シャペ ロニンで も,ATPやADP存 在下 でシャペ ロニン60と

シャペ ロニ ン10を 混合 したときに弾丸型 シャペロニ ンが形成 され るこ とがわ かっている。
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6 蛋白質 核酸 酵素 Vol.41 No.7(1996)

図4 シ ャペ ロ ニ ン依存 蛋 白質 折 れ た たみ 実 験 の原 理

(A)変 性:基 質蛋 白質 を変性剤,酸 などで変性 させる。(B)希 釈

→折 れたたみ:変 性 した蛋 白質 をシ ャペ ロニンの入 った希釈液中

に加 える。希釈率 は通 常20～100倍 程度 である。変性剤が希釈 さ

れ,蛋 白質は折れ たたみ可能な状態 になる。(C)折 れたたみ効率

などの測定:そ の後,回 復 した酵素活性 を調べた り,凝 集体 形成

の様 子 を光散乱で調 べた りする。

図5 シ ャペ ロニ ン依 存蛋 白質折 れ たた み実 験の 例23)

(1)塩酸 グアニジンで変性 させた好熱菌イ ソプロピルリンゴ酸脱水

素酵素(IPMDH)を 時 間0で 希釈 し,酵 素活性 を測定。(2)塩酸グ

アニ ジンで変性 させ たlPMDHを 好熱菌の シャペ ロニン(シャペロ

ニ ン60と シャペ ロニ ン10の 複合体;cpn)とATPが 入っている

緩衝液 に希釈。(3)(2)でATPを 入れない場合。 矢印のところでATP

を加 える。 温度 はすべて50℃ 。IPMDHの 酵素活性 は,NAD+の 還

元 を340nmの 吸光度増大で測定する。グラフの傾 きが,そ の瞬間

まで に回復 したIPMDHの 量 を示す。

ちらの場合 も,1つ のサブユニッ トは逆平行のβバ レ

ル構造か らなり,そ れが7つ 集 まって中空の ドーム状

の構造 を形成 している。上部には直径約10Aの 穴が開

いている。NMRを 使 った研究か ら,シ ャペ ロニン10

に は,シ ャペロニン60と 結 合 したときに固定 される可

変ループ部位があることが知られていた29)。実際,ほ と

ん どのサブユニ ットの可変ループは結晶構造 中で きち

ん とした構造 をとっていなかったが,1つ だ けは構造

決定 された19)。それによると,可 変ループはドームの底

からさらに下部 に張 り出していて,シ ャペロニン60と

相 互作用で きそうな位置にある。

III.シ ャペロニンの作用機構-ど のようなメカニズムで

折れたたみを制御するのか?

シ ャペ ロニンによる蛋白質の折れたたみを促進する

反応 は,2つ の ステップに大 きく分解できる。 まず第1

の ステップは,折 れたたみ中間体 の捕捉である。蛋白

質が変性状態(denatured;D)か ら天然状態(native;

N)へ 折 れたたむ途中に出現する折れたたみ中間体*5

(folding intermediate;I)を,シ ャペ ロニンはすばや

く捕 まえるのである。不安定な折れたたみ中間体どう

しの不可逆な凝集体形成(aggregation;Agg)を 阻止

す ること,こ れがシャペロニンの働 きの本質 と考えら

れている30)。このステ ップにはシャペ ロニン60だ けあ

ればよい。第2の ステップは,捕 まえた折れたたみ中

間体 の放出である。放出には,ATPや シャペロニン10

の助 けが必要で,放 出された折れたたみ中間体はさら

に折れたたみ過程が進行 して,天 然状態の構造に至る

ものが出現する。以下 に具体的 に実験 を解説しながら

詳 しくみてみよう。

1.折 れたたみ中間体の捕捉-迅 速保護

シャペロニン依存蛋白質折れたたみの実験のやり方

を図4に,そ の結果の一例を図5に 示した23)。図5の 実

*5 シャペ ロニ ンに認識 されて捕捉 され る折 れたたみ中間体の実体 は,ま だ明 らかで はない。完全変性 に近 い状態,モ ルテン・グロピ

ュール状 態,も っ と天然状 態に近い状態,な ど多数の主張が ある。 そ もそ も,本 当 に折れ たたみ中間体 に結合す るという確証があ

るわけで はない。確 かな ことは,シ ャペ ロニ ンは天然状態 の蛋 白質 とは結合 しな い,と いう ことであ り,し たがって,シ ャペロニ

ンは“非天然”(non-native)状 態の蛋白質 に結合 する,と 表現すれ ば間違 いがない。 しか し,本 稿のなかで はわか りやすさを優

先 して“ 折れ たたみ中間体” の名 を使 う。
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シャペロニンの構造と作用機構 7

図6 シ ャペ ロ ニ ンに よ る凝 集体 形 成 の抑 制31)

塩酸グアニ ジ ンで変性 させた ロダネーゼを時間0で 希釈。none:

希釈液に他の蛋白質が 入っていない場 合。BSA:ウ シ血清ア ルブ

ミンをシ ャペロニンの代 わりに入れた場合(ATPは 入っていない)。

シャペ ロニ ン:好 熱菌 のシャペロニン を入れてある場合。温度 は

すべて30℃ 。凝集体形成 は光散乱 強度の増大 で追跡 できる。 シャ

ペロニ ンがあ ると,凝 集体形成 が抑 え られている。

験で は,好 熱菌のイ ソプロ ピル リンゴ酸脱 水素酵素

(IPMDH)を シャペ ロニンに対する基質蛋 白質 として

使っている。 また,希 釈液はIPMDHの 基 質類をすべ

て含んでいるために,希 釈後に折れたたんでIPMDHの

酵素活性が出現 して くる様子を分光器で連続的に追跡

できる。まず,こ の条件下では,シ ャペ ロニ ンなしで

もIPMDHは 自発的に折れたたむことができる(図5

(1))*6。 希釈液中にシャペロニンとATPが あると,折

れたたみは少 し時間がたってから開始される((2))。希

釈液中にシャペ ロニ ンだけを入れてお くと,自 発的に

折れたたみで きるはずの蛋白質で も,ま った く折れた

たみが進 まな くなる((3))。 シ ャペロニンによって折れ

たたみ中間体が捕捉 され,そ のままになっているので

ある。たとえてい うな ら,こ こでのシャペロニ ンの作

用は,自 分で自立できる(折 れたためる)も の まで抑

え込んで しまう過保護 な親のようなものであろう。

逆に自分で折れたためないときにはどうなるか。図

6は,変 性-希 釈後に自発的に折れたたむことができず

凝集体形成が起 こりやすいロダネーゼを使った実験例

である31)。希釈液 に何 も入れないときやウシ血清アルブ

ミンが入 っているときには,変 性 ロダネーゼを希釈す

ると凝集体が生 じるために光散乱の強度が上がってい

く。しかし,ロ ダネーゼに対 して等モル以上のシャペ

図7 シ ャペ ロニ ンに捕捉 され た折 れ たたみ中 間体 の熱 安 定

性35)

好熱菌 のシャペロニンと各酵素の折れたたみ中間体の複合体 を,横

軸 に示 した温度で30分 保 温 したのち,不 可逆的失活か ら免れた酵

素活性 を測定 した。△:大 腸 菌イ ソプ ロピル リンゴ酸脱水 素酵 素

(この条件 で天然状 態の酵 素が半分 失活 する温度 は58℃),○:好

熱菌乳酸 脱水素酵素(同65℃),□:ロ ダネーゼ(同53℃)。 各酵

素固 有の熱安定性 に関係 な く,捕 捉 され た折 れたたみ中間体はシ

ャペ ロニン 自体が熱変性 する温度(75℃ 付 近)ま で安全 に保護 さ

れ ている.

ロニ ンがあるときには凝集体形成がほぼ完全 に防がれ

る。

なお,相 互作用 はするのに安定に捕捉 されない もの

もある。た とえばバルナーゼ という酵素で は,シ ャペ

ロニ ンによって折れたたみの速度が遅 くなるが捕捉 は

されない32)。一 般に分子量の小 さな蛋白質(約10K以

下)の 場合には完全に捕捉で きなくなる傾向が強いよ

うである。なお,シ ャペロニ ンが折れたたみ中間体の

何 を認識 しているのか,と いう重要な問題に関 しては

本特集の桑島の項 を参照 されたい。

2.シ ャペロニンと折れたたみ中間体との複合体の性

質-シ ェルター

シャペロニンは熱 ショックな どで誘導されるス トレ

ス応答蛋白質である3,4,10)。実際,シ ャペロニンは蛋白質

の熱変性中間体を捕 らえて,不 可逆的な凝集体形成 を

防 ぐことができる33～35)。シャペロニンと共存させると,

あ る蛋白質の熱失活点を超 えた温度でも失活 しない例

があるが,こ れはシャペ ロニ ンが蛋白質の熱力学的な

*6 自発的な折れ たたみの速度や効率 は用いる蛋白質,溶 液の条件 によって大 きく異な る。一般 に,温 度 や蛋 白質濃度 を高 くす ると,

自発的な折れたたみが起 こ りに くくなる。た とえばIPMDHの 場 合600C以 上で は自発的 に折 れたためない。
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8 蛋 白質 核酸 酵素 Vol.41 No.7(1996)

図8 シ ャペ ロニ ン-折 れ た たみ 中 間体 複 合 体 に抗 体(基 質

蛋 白質 に対 す る もの)を 結合 させ た ものの 電 子顕 微 鏡 像36)

ゲル濾過で単離 した好熱 菌シ ャペ ロニン-IPMDHの 折れたたみ中

間体 に,IPMDHに 対す る抗体 を結合 させる。 さらにゲル濾過でそ

の複 合体 を単離 し,電 子顕微鏡で観察。抗体 が弾丸型 をしたシャ

ペ ロニ ンの底部 に結合 してい ることがわかる。 右下は電 子顕微鏡

像 を模式的 に表 わ した図。

安定性を高めたわけではない。図7は,熱 安定性が異

なる種々の酵素の折れたたみ中間体 をシャペロニンに

捕捉 させたのちに,各 温度で30分 間保温 し,残 存活性

を調べた実験である35)。シャペロニンに捕 らえられてい

る間,折 れたたみ中間体の安定性 は,自 分 自身の固有

の安定性 とは無関係 にな り,シ ャペロニ ンの熱安定性

にだけ依存するようになる。つ まり,蛋 白質の折れた

たみ中間体 はシャペ ロニンに捕捉 されることによって,

高 温環境下で も生 きのびることがで きたのである。

“シャペロニン-折 れたたみ中間体”複合体 はゲル濾

過な どで単離することも可能である。図8は,ゲ ル濾

過で単離 したそのような複合体に,基 質蛋白質に対 す

る抗体 を結合させてか ら電子顕微鏡で観察 した像であ

る36)。シャペロニンの弾丸型構造の下の部分にロケット

噴射ガスのように見えるモヤモヤっとした ものが抗体

で,弾 丸の底の リング入口部分 に折れたたみ中間体が

結合 していることを意味 している。 この場合,折 れた

たみ中間体 はシャペロニ ンリングの奥深 くにしまいこ

まれているわけではないことになる(追 記参照)。

図9 ク エ ン酸 合 成酵 素 の シ ャペ ロニ ン依 存折 れ た たみ

変性 させ たクエン酸合成酵素 を希釈 したの ち,横 軸 に示 した時間

で一部 を取 って折れたたんだ酵 素の活性 を測定。(A)ク エン酸合

成酵素 が自発的に折れ たためない条件(35℃)。(B)ク エン酸合成

酵素が 自発 的に折れたためる条件(20℃)。 ●:自 発的折れたたみ,

○:GroEL+ATP,■:GroEL+GroES+ATP,▲:GroEL。

35℃ では,GroEL,GroES,ATPが そろった場合のみ折れたたみが

で きる。20℃ で は,GroESが な くて も捕捉 した折れたたみ中間体

を遊離 し,折 れ たたみが進行 している。[文 献38よ り改変]

3.捕 捉 した中間体の放出-自 助幇助,自 己実現

補助5)

折 れたたみ中間体 を捕捉 しているシャペロニン60に,

ATPと シ ャペロニ ン10を 加 えると,捕 捉されていた

中間体 は遊離 して折れたたみが再開される。たとえば,

図5の(3)で,ATPを 遅 れて加えると,そ の時点から折

れたたみ中間体が遊離 し,酵 素活性が回復 してくる。図

5の(2)の ように,は じめからATPが 含 まれている場合

で も,折 れたたみ中間体 は,い ったんシャペロニンに

捕捉され,次 にATPに よる遊離が起 こるものと考えら

れている。図5で 用いている好熱菌のシャペロニンは,

最 初からシャペロニン60と シャペロニン10が 一緒に
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シャペロニンの構造と作用機構 9

なっているため,シ ャペロニン10の 独 自の役割 を調べ

ることはできない。しかし,GroELとGroESを 別 々に

用いた一連の研究か ら,基 質 として用いる蛋白質によ

っては,GroESな しでATPだ けで よい場 合,ま た

ATPの 代 わ りにADPで も折れたたみが起 こる場合な

どさまざまなケースがあった37)。しかし,Viitanenら

はこの一見バラバ ラのATP,シ ャペロニン10要 求性

は,基 質蛋白質の側の問題であることを突 き止めた38)。

図9は,ク エン酸合成酵素の折れたたみを35QCと20℃

で行なったものである。 この酵素は35℃ で は自発的に

折れたためないが,200Cで は折れたためる。そして,自

分で折れたためない条件(彼 らはnon-permissiveな 条

件とよんでいる)で は,GroELとATPとGroESの す

べてが折れたたみに必須だが*7,自 分 で折れたためる条

件(permissiveな 条 件)で はGroESは 必 ず しも必要な

いことを証明 した。 これ まで,さ まざまな蛋 白質でシ

ャペロニン依存の折れたたみ実験が行なわれてきたが,

そのほとんどはある特定の狭い条件下での実験であ り,

そのためヌクレオチ ドやシャペロニン10の 要求性 もみ

かけ上複雑になっていたのであろう。

4.作 用機構仮説-カ ンガルーの袋か調整池か,は

たまたやり直 しモデルか?

上述のように,シ ャペロニンは蛋白質のnaive(未 熟)

な状態 を守ってnative(天 然状態)に す る。 どの よう

なメカニズムで シャペ ロニンは蛋白質の折れたたみを

助けているのだろうか。さまざまなモデルがあ り,ま

だ定説 というものはない。筆者 らは混乱 しているシャ

ペロニンの作用機構の仮説 を3つ に分けて考えている39)

(図10)。

A.カ ンガルーの袋モデル

このモデルで はシャペロニンの中で蛋白質の折れた

たみが進行する。 シャペロニンか ら遊離するときの折

れたたみ中間体の構造(I2)は シ ャペロニ ンに捕 らえら

れたとき(I1)と は違 う状態になっている。I2は,も う

凝集体 にはな らず,シ ャペロニンに再結合 もしないで,

一路
,天 然状態 に折れたたむだけである。

B.調 整 池モデル

シャペロニンは,凝 集体になりやすい折れたたみ中

図10 シ ャペ ロニ ンの作 用機 構 の3つ の モ デ ル

D:完 全変性,I:折 れたたみ中間体,N:天 然状態,cpn:シ ャペ

ロニン,Agg:不 可逆的凝集体。 シャペロニ ンに結合 した状態 で,

折 れたたみ は,進 行(A),停 止(B),退 行(C),す る。

間体の濃度 を単 に下 げるだけで よい,と 考える。凝集

体形成 はn次 反応で濃度依存性が非常に高い。したが

って,シ ャペロニンがATP加 水分解に伴って中間体を

徐々に放出すれば,溶 液中のフリーの中間体濃度 は上

昇せず,凝 集体形成 は抑 えられ,天 然状態にな りやす

くなる。 このモデルで は,シ ャペロニンと結合 した中

間体の折れたたみは,進 行 も後戻 りもせず,停 止 して

いる。buffer(緩 衝液)モ デル とよばれることもある。

C.や り直しモデル

本来 の折れたたみのルー トか ら違 うところに別種 の

中間体(kinetictrap:I')が あ り,シ ャペロニンはそ

のI'を 捕 らえる。そ して,そ のI'を 少 しときほぐして

変性 させてもとの中間体(I)に 戻 してやる。言い換 え

*7 どんな蛋 白質 の折れ たたみに もシャペロニ ンは効果があるのか,と よく問われる。 しか し,permissiveな 条件が見つからない場 合,

すなわ ちどんな条件 で も自発 的な折れたたみがで きない(見 つか らない)蛋 白質 に関 してはシ ャペ ロニンが効 いた試 しはお そら く

ない。“シ ャペロニ ンは自ら助 くるものを助 く” なのであ る。

855

D
a
t
a
b
a
s
e
 
C
e
n
t
e
r
 
f
o
r
 
L
i
f
e
 
S
c
i
e
n
c
e
 
O
n
l
i
n
e
 
S
e
r
v
i
c
e



10 蛋白質 核 酸 酵素 Vol.41 No.7(1996)

ると,シ ャペロニ ンは違 う方向に行 きかけた折れたた

みを後戻 りさせて,も う1回 折れたたみをや り直すチ

ャンスを与 える。 このモデルは,シ ャペロニ ンか ら放

出された中間体が再びシャペ ロニンに捕 らえられると

いう点では調整池モデルに近 い。

当初,カ ンガルーの袋モデルが華々しく唱 えられて

いた40)。しか し,シ ャペロニンか ら遊離 した折れたたみ

中間体 は再びシャペ ロニンに捕 らえられることを,複

数のグループが証明した39,41,42)。たとえば,筆 者 らはN-

エチルマレイ ミド処理 したGroEL(折 れ たたみ中間体

を結合できるが,そ の後ATP,GroESを 加 えてもその

中間体を放出 しない)が,正 常 なGroELか ら放出され

た中間体 を不可逆的に再結合することによ り,折 れた

たみを阻害できることを示した39)。少 な くともシャペロ

ニ ンの中で最後 まで折れたたみが進行することはない

であろう(追 記参照)。

では,“ 調整池” と “や り直 し”モデルではどうか。

この両者 を実験的に区別することは非常 にむずかしい。

“やり直 し”モデルで は
,シ ャペロニンが中間体 を捕 ら

える とき,あ るいは捕 らえている問に,中 間体の “変

性”(I'→I)を 伴 う可能性が示唆 されている42,43)。しか

し,シ ャペロニ ンに捕 らえ られた中間体 の構造がさら

にときほぐされるか どうかに関しては,ま った く相反

する報告がい くつもあり32,44,45),どうなっているかわか

っていない。 また,こ の問題はシャペロニンが蛋白質

の何を認識 しているのか という重要な問題 とも密接に

関係 している。なお,前 述 した基質蛋白質が自分で折

れたためる条件(permissiveな 条件)で は調整池モデ

ルで説明可能であることが示唆 されている38)。

5.シ ャペロニンの4次 構造と作用機構の関連-ワ

ットボールは必要か?

シャペロニン自身 は,蛋 白質の折れたたみを助ける

際にどのような構造変化を起 こしているのだろうか。上

記の種々の作用機構仮説とも密接に関連 しているが,こ

の部分 は現在最 も激 しい論争になっているところであ

る。 まず,い まの時点でもっともわかりやすい争点は,

シ ャペ ロニ ンが機能する反応サイクルの途上でフット

ボール型の構造のステップを通るとするか42),い や,フ

ットボール型シャペロニ ンは特殊な条件下でのみでき

るもので必須ではないと考 えるか46,47),とい う点であろ

う。

フットボール仮説 はLorimerら のグループが,シ ャ

ペ ロニン(GroEL)のATP加 水 分解活性 を詳細に解析

した結果 と電子顕微鏡解析 をもとに提唱 しているもの

である42)。そ れによると,GroELの 反 応サイ クルに

GroESが 入 ると,GroELの 折 れたたみ中間体 に対する

親 和 性 が協 同 的 に切 り替 わ り,途 中 にGroESが

図11 シス複 合 体 を含 む シ ャペ ロニ ンの 作 用機 構 の 仮 説

弾 丸型シャペロニン(A)が 折 れたたみ中間体 を捕 らえると,ト ランス複合体(B)が できる。 そ

こにATPが 加わ ると,シ ス複合体(D)が で きる。シス複合体 か らはずれた折れ たたみ 中間体

(E)は,効 率 的に折 れたたむことができるが,他 のGroELに 再結合することも可能であろう。 ト

ランス複 合体か らシス複合体 がで きる過程 はよ くわか らないが,途 中にGroESが 両側 に結 合 し

たフッ トボール型 シャペ ロニン(Cの 下)を 経由する可能性 もある。 トランス複合体か ら,そ の

ままはずれた折れ たたみ中間体(Cの 上)は,う ま く折れたたむことができない。[文 献48よ り

改変]

GroELの 両側に結合 したフッ

トボール型 シャペロニンを経

由する。基質蛋白質 は,シ ャ

ペ ロニンのATP加 水分解を

伴 う反応サイクルに途中乗車

と下車 をするだけで,何 回も

シャペロニンと結合-解 離をく

り返 しなが らや り直 しモデル

にしたがって天然状態に折れ

たたむ。

一方
,Hartlら は,フ ット

ボール型シャペロニ ンは非生

理的条件下で しか観察 されな

いもので,シ ャペロニンの機

能 に必須ではない,と 反論し

ている46,47)。さ らに,本 質的

なところでのLorimerら との

違いは,折 れたたみ中間体は
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シャペロニンの構造と作用機構 11

シャペロニンの反応サイクルを回すのに必須のもの,と

考えているところである40,47)。ATPだ けを消費する空

回りはない というわけである。

最近発表 されたHorwichら の報告 は,上 記の論争 を

止揚する可能性 を含む48)(図11)。 シ ャペ ロニンと折れ

たたみ中間体 の複 合体 は,従 来,ト ラ ンス複 合 体

[GroESと 折 れたたみ中間体がGroELの 反対側に結合

している36)(図8)]の み知 られていたが,彼 らはシス

複合体(GroELの 片方の同 じリングにGroESと 折れた

たみ中間体が同時に結合)も できることを見 いだした。

シス複合体では,ド ーム状のGroESが 蓋 のようになっ

て折れたたみ中間体がGroELの 外 に出ないよう守って

いるらしい*8。 さらに,そ のシス複合体にATPを 加 え

ると,速 くかつ効率的に折れたたみが起 こること,ト

ランス複合体からの折れたたみ効率 は貧弱であること

も示 した。今後,こ のシス複合体の機能上の意味,蓋

の下に入 りきらないような大 きな蛋白質 の場合 どうす

るのか,な ど再 び議論が沸騰 しそうである。

先にシャペロニンの形(4次 構造)が 生物種によっ

て異なっていると述べた。 この違い とシャペロニンの

作用機構 との関連 も一つの焦点になっている。

最近筆者 らは,好 熱菌の弾丸型 シャペ ロニンが,生

理的な条件下でATPの 加水分解 に伴ってシャペロニン

60の2層 リングの真ん中か ら2つ に分割することを見

いだした(表 紙参照)49)。この分割現象 とシャペロニンの

作用機構サイクル との関連 は現在解析中であるが,少

なくともこの現象が可逆的,す なわち分割-会 合のサイ

クルのなかにあることはわかった。この分割現象は,そ

のダイナミックな構造変化 の興味深 さのみならず,種

をこえたシャペ ロニンの作用機構 を考えるうえでも大

事かもしれない。なぜなら,2層 リングのシャペロニン

60(GroEL型)と1層 リングの もの(ミ トコンドリア

型)を 機能の うえで結びつけることが可能だか らであ

る。実際,最 近Toddら は1層 リングとして精製 され

る嫌気性菌(Thermoanaerobacter brockii)の シ ャペ

ロニン60がADP(ま たはATP),シ ャペ ロニン10存

在下で2層 リングになることを見いだした50)。シャペロ

ニンの作用機構サイクルとその4次 構造 との関連 は今

後さらにおもしろい局面を迎えるだろう。

おわ りに Nature,Science,Cellな どに続々と魅力

的な仮説が登場するシャペ ロニンの世界 は,シ ャペロ

ニンの研究 に直接かかわっていない第三者か らみて も

興味深い ものであるに違 いない。 これからの課題 とし

て,お もなものをあげてみよう。(1)ど の作用機構モデ

ルが真実なのか。4次 構造 との関係。(2)シ ャペロニンが

認識 する折れたたみ中間体の特徴 は何か。(3)シ ャペロ

ニ ン60と シャペロニン10の 複合体,折 れたたみ中間

体 を結合 した ままのシャペロニ ン60,ヌ クレオチ ド結

合型 シャペ ロニ ン,な どの構造解析。(4)細胞 内でのシ

ャペロニンの役割-細 胞内においてシャ ペロニンの

世話になっている蛋 白質 はどの くらいあるのか,熱 シ

ョック時に行 なっていること,シ ャペ ロニンと共同作

業 している分子 シャペロン,試 験管内で見ている現象

が細胞内での働 きを反映しているのか,と いった問題。

いずれにして も今後の展開が楽 しみである。

追 記 脱稿後に重要な論文が2つ 出たので補足 した

い。 いずれ も,シ ャペロニンの作用機構 におけるシス

複合体(図11参 照)の 必要性 を調べたものである。以

下に述べ るように,GroELの 穴 の中で折れたたみが進

行する,と いうことは確定的 になったといえよう。

Horwichら は,1層 リ ング のGroEL突 然 変 異体

(SR1)を 用 いて,シ ス複合体が,実 際 にシャペ ロニン

の作用機構 のなかで重要であることを直接説明 した51)。

SR1は 折 れたたみ中間体を結合す ることができて,さ

らに,ヌ クレオチド存在下でGroESを 結合で きる。 し

か し,通 常の2層 リングは形成で きない。 また,結 合

したGroESはATPを 加 えても,も う解離 しない。 し

たがって,シ ス複合体 に相当するものを安定 に調整す

ることがで きる。SR1に あ らかじめ折れたたみ中間体

を結合 させておいたあとGroESとATPを 加 えると,す

ぐに折れたたみ中間体の構造の揺 らぎが増大 した。 こ

れは,シ ャペ ロニ ンの空洞の中で基質蛋 白質がシャペ

ロニ ンか ら遊離 して,折 れたたみが再開 され る様子を

反映 しているものと思われる。 さらに数分のうちに,シ

ャペ ロニンの空洞の中で完全に折れたたみが終了して,

完成品になる。それは,基 質蛋白質がシャペ ロニ ンに

捕獲 されたままの状態で酵素活性が出現 したり,天 然

*8 この とき分子量 の大 きい蛋白質だ とシス複合体 を形成で きない らしい。
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型の蛍光が回復 した りすることか ら確認 された。ただ

し,蛍 光の偏光解消の解析か らシャペ ロニンの空洞内

にある天然状態の蛋白質は自由回転が制限されている

らしい。

Hartlら の論文 も基本的には上記のものと同様の内容

で,や はり,シ ャペ ロニンの空洞の中で折れたたみが

進行 し完成するという結果を報告している52)。

いずれにしても,シ ャペ ロニ ンの空洞 はカンガルー

の袋モデルとして働いている可能性が高 くなってきた。

では,図10で 示 した3つ の作用機構のモデルのうち,

カ ンガルーの袋以外 は間違いなのであろうか?こ こ

で紹介 した2つ の論文では,他 の作用機構 モデル を否

定 しているわけではない。 シス複合体 を経由しない折

れたたみ促進ルー トももちろん存在 している。ただ,シ

ス複合体を経由するルー トのほうが折れたたみの効率

が断然 よいようである。 また,細 胞内でのシャペ ロニ

ン依存の折れたたみが どの経路でい くのかは,ま だわ

かっていない。

シャペロニ ンの中で進行する折れたたみ経路 は,自

発的な折れたたみの場合と変わらないといわれている53)。

しか し,シ ス複合体経由の折れたたみが確認 されたの

はつい最近の ことであり,今 後,シ ャペ ロニンに依存

した折れたたみの場合には,折 れたたみ経路が自発的

なもの と違 うケースも見つかるか もしれない。そうな

ったときには,Anfinsenの ドグマの修正(訂 正?)と

い う “重大事態”になろう。
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