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特集
エネルギー変換装置ATPaseの 作動原理

シャペロニンはどのようにATPを

利用するのか?

田口英樹

Anfinsenの ドグマで広く知られているように,蛋 白質のフォールディングは他からのエネルギ

ーを必要とせず,自 発的に進行するプロセスである.し かしながら,細 胞内でフォールディン

グを助ける分子シャペロンの多くは,ATPの 加水分解というかたちでエネルギーを消費する.

では,そ のATPの エネルギーはどう使われるのだろうか?細 胞内ではAnfinsenの ドグマは

成立しないのか?分 子シャペロンの代表格であるシャペロニンGroELが どうATPを 利用す

るのか,研 究の現状を紹介し,考 察する.

分子シャペロン シャペロニンGroEL フォールディング ATP加 水分解

はじめに

分 子 シ ャペ ロ ンの存在 がAnfinsenの ドグマ*1に 疑 義

を投 げかけて いる,と いわれて久 しい.確 か に,「 細胞

内で の蛋 白質の フ ォールデ ィング[→ 今月のKeyWords

(p.1208)]はATPの エ ネ ルギ ー を使 う分子 シ ャペ ロ ン

に依 存 してい る*2」 と書 くと,も はやAnfinsenの ドグ

マ は成立 しないのでは,と 考 えるの も無理 はない.し か

し,分 子 レベ ルでは どうなの だろ うか.具 体 的 には,ATP

の 加 水分解 のエ ネルギー は蛋 白質の フ ォー ルデ ィングに

直接必要 なのであ ろ うか?言 い換 える と,分 子 シ ャペ

ロ ンはATPを 使 って フ ォー ルデ ィングの筋道 に影響 を

与 え るの であろ うか?

最 初 に書 いて しま うと,こ の重 大な る質問 に きちん と

答 え るこ とは まだで きない,と い うのが現状 であ る.と

い う よ り,こ れ まで の シ ャペ ロ ンの作 用 機構 研 究 か ら

Anfinsenの ドグマが 覆 され た例 は な い.で は,シ ャペ

ロ ンは どの よ うにATPを 利 用 してい るのか?分 子 シ

ャペ ロンの代 表格 であ る と同時 に作 用機構 の大筋が わか

った と思 われ てい る大腸 菌 の シ ャペ ロニ ンGroELを 例

に と り,GroELのATP加 水 分解 反応 の 詳細 を解 説 す

る.GroELの 作 用機 構 の全 般 に 関 して は,他 の 総 説 を

参照 されたい2,3).

Ⅰ.シャペロニンGroELの 立体構造と反応サイクル

シ ャペ ロニ ンは調べ られて いるか ぎ り,す べ ての細胞

で生 存に必須 の蛋 白質であ る.大 腸 菌 な どの真 正細菌 の

場合,主 役 の シャペ ロニ ンGroELは,GroESと い うパ

ー トナー と協力 して 機 能す る
.GroELは,変 性状 態 の

蛋 白質 を認 識 ・結 合 し,ATPの 加 水 分解 を行 な う.ま

ず は,そ の立体構 造 をみ てみ よう.

1.立 体構造

GroELは7つ のサ ブユ ニ ッ ト(分 子 量57K)か ら な る

“か ご”状 の リ ングが 背 中合 わせ に2つ 重 な
った14量 体

構 造 を とる4)(図1a).1つ1つ のサブユ ニ ッ トは頂 点 ド

メイ ン,赤 道 ドメイ ン,そ の両者 をつ な ぐ中問 ドメイ ン

の3つ の ドメ イ ンか らな る(図1b).赤 道 ドメ イ ンは

ATP結 合 領 域 を含 んだGroEL構 造 の土 台 であ る.頂 点

ドメイ ンには変性 蛋 白質 とGroESを 結 合す る領域 が あ

る.中 間 ドメ インには頂点 ドメインと赤 道 ドメイ ンのひ

ね りを可 能 とす る2つ の ヒ ンジ部 位が あ る.GroELに

ATP(ま た はADP)が 結 合 す る と,片 側 のGroELリ ン

グの頂点 ドメ インで大 きな立体構 造変化が起 こ り,パ ー
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How does chaperonin utilize ATP for its assisted protein folding ?
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トナ ーで あるGroESが あ た か も “ふ た”の ように結合す

る(以 下,GroESの 結 合 した側 のGroELリ ン グ を シス

リング,反 対側 を トラ ンス リング と よぶ).こ のGroEL

の 構 造変化 とGroESの 結 合 に よ り,GroELの リ ング内

部 に密 室 が 出現 す る の だ.こ の,い わ ば “ゆ りか ご”の

中で新生 ポ リペ プチ ドは凝 集体

形 成の危 険か ら解放 され,天 然

構 造 まで フ ォールデ ィングで き

る.こ の密 室 内 に は分子 量57

Kく らい までの大 きさのポ リペ

プチ ドが入 り込み,フ ォールデ

ィ ングで きるこ ともわか ってい

る5).こ こ で 興 味 深 い の は,

GroELの 変 性 蛋 白質 結 合 部 位

の ほ とん ど が,GroESと の 結

合 に動 員 され るこ とであ る.そ

の た めGroESが 結 合 して い な

い と きに は,GroELの リ ン グ

内の表面 は疎 水性残基 が露出 し

て い るが,GroESが 結 合 した

あ との空洞 内部 は親水 的な環境

にな り,変 性 蛋 白質 に とっで 決

適 な フォー ルデ ィング空 間 とな

りうる.

2.反 応サイクル

次 に,現 在 信 じ られ て い る

GroELとGroESの 反 応 サ イ ク

ル の概 要 を説 明 して お こ う6)

(図2).

(1)GroELに 基 質 とな る変性

蛋 白質 が結 合 す る.(2)GroEL

にATPが 結 合 す る と,ATP

が 結 合 した リ ング にGroESが

結 合す る.変 性 蛋 白質が結合 し

てい る リ ングにATPが 結 合 し

た場 合,変 性 蛋 白 質 はGroES

の ふ た の 下 に で きたGroELの

空洞の中に閉 じこめ られる(シ ス複合体).こ の過程 は

ATPの 結合 で十分 でATPの 加 水分解 は必須 では な

い.基 質蛋白質によっては,こ の段階でフォールディン

グが完成する場合 もある(後 述す るが,こ のステップは

2つ に分割されると思われる).(3)シ ス複合体中のATP

*1 蛋白質の高次構造は,そ のアミノ酸配列だけで決まる,と いうドグマ.外 から情報やエネルギーを与えなくても,ポ リペプチ ドは自

分で勝手に折れたたんで,高 次構造をつ くることができる.

*2 大 腸 菌 で は,新 生 ポ リペ プチ ドの フ ォー ルデ ィ ン グの10～15%がGroEL/GroESに,5～18%がDnaKシ ス テ ム に依 存 して い る ら し

い1).

図1 シ ャペロニンGroELとGroESの 立体構造

(a)GroELIGroESお よ びGroEL-GroES複 合 体の立 体構造.上2つ は,左 か らそれ ぞれ

GroEL,GrQESを 上から見た図.GroEL,GroESと もにサブユニットが7つ ぐるっとリング

状に集合している.リ ング構造をとることで内部に空洞が形成される.下3つ は側面から見た図.

GroELは2層 のリングからなる.ATP存 在 下で,GroELとGroESは 複 合体をつくる.図 は

[(GroEL-ADP)-GroES]複 合体,GroESが 結 合しているGroELリ ングでは各GroELサ ブ

ユニットに1つ ずつADP(赤 で表示)が 結合している.(b)GroELサ ブユニットの立体構造と

ATPに よる構造変化.GroELの サブユニットは頂点ドメイン,中 間 ドメイン,赤 道 ドメインか

らなる.(a)の2層 リングは赤道 ドメインどうしが結合して重なっている,各 ドメインがつなが

る部位(赤 丸で囲んだ部分)は ヒンジとなって構造変化を起こす,変 性蛋白質の結合する部位は頂

点 ドメインの端(赤でぬった領域)の あたりである.ウ サギの絵はGroELサ ブユニットの構造変

化の概念図である.ヌ クレオチドが結合すると,下 半身(赤 道 ドメイン)は あまり動かずに,腰

(中間ドメイン)を ひねって上半身(頂 点 ドメイン)が 伸びる,ウ サギの耳は変性蛋白質結合部

位を示している.
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が8秒 程度で加水 分解 されて,

ADP型 の シ ス 複 合 体 と な る

と,GroESの 解 離 の 準 備 が 整

う,(4)ADP型 の シス複合 体 の

トランス リ ングにATPが 結 合

す る と,GroESが 解 離す る*3,

同時 に中に閉 じこめ られていた

基 質蛋 白質お よびADPも 放 出

され る.基 質 蛋 白質 は フ ォー ル

デ ィ ングが完 了 してい な くて も

放出 される.

こ こでATPが 結 合 した トラ

ンス リ ング にGroESが 結 合 す

る と,ス テ ップ(2)に 戻 る.こ

の一連のサ イクルが8秒 間隔 で

進 行 して,く り返 さ れ て い

く*4.

Ⅱ.GroELのATPaseを 解剖する

GroELの 構造変化お よびサイクルの回転 をひ き起 こ

すのはATPで ある.GroELのATP加 水分解反応 をサ

ブユニットレベル(ア ミノ酸配列)で の説明から階層をた

どり,GroESや 変性 蛋白質がある ときにどうなるか ま

で説明していこう.

1.GroELのATP結 合モチーフはユニークである

GroELは サ ブユ ニ ッ トあた り1つATPを 結 合 で きる

が,そ の結合 モ チ ー フは他 のATPaseフ ァ ミ リー に属

さないユ ニー クな もの であ る.具 体 的 に は,GDGTTT

配 列(GroELで はGly86-Thr91に 相 当)がATPの β,

γ リ ン酸 とMg2+を 結 合 す る の に必須 で,GroEL型(グ

ルー プ Ⅰ)と 古細菌-真 核 細胞型(グ ループ Ⅱ)を 問わず シ

ャペ ロ ニ ンで ほ ぼ 保 存 され て い る7).も う1つ,ATP

加 水 分解 に関 して保 存 され てい る重 要 な残 基 と して は

Asp398(GroEL)が あ る4).こ のAsp398はATP結 合 に

伴 うGroELの 大きな構造変化の結果,ATPの γリン酸

近傍に移動 し,γ リン酸 を引き抜 く際に重要なカルボキ

シル基を提供する重要な残基である.

2.GroELリ ング:7量 体リングが基本単位

実 際のGroELで は サ ブユ ニ ッ ト7つ が集 まっ た リ ン

グ構 造が単位 となって機能す る*5.こ の7量 体 の 中で は

ATP加 水 分解 に関 して非常 に強い正 の協 同性 があ る こ

とが知 られ て い る9,10)(図3).言 い 換 え る と,7量 体 リ

ング内ではATP加 水 分解が 同調的 に起 こるこ とを意味

す る.GroELリ ン グ1つ をひ とま と ま りに書 い て,あ

たか も1つ のユ ニ ッ トと して作用機構 を説 明す る ことが

多いが,そ の根拠 は ここにあ る.

3.GroELダ プルリング:

ATP加 水分解時には2つのリングに非対称が生じる

GroELリ ングが2つ 重なった ときに,各 リングは勝

手にATP加 水分解をするのであろうか?答 えは否で

ある.リ ングーリング間にはATP加 水分解 に対 して強

*3 GroESが 外 れ るた め に は トラ ン ス リ ン グ にATPが 結 合 す る必 要 が あ る が,ATP型 の シ ス複 合 体[図2(2)]で は,ト ラ ン ス リ ン グ

にATPが 結 合 で きな い らしい6).

*4 これ以 外 の フ ォー ルデ ィ ング経 路 も実 際 には あ る。 た とえ ばGroELに 結 合 したポ リペ プチ ドがATP結 合 を 引 き金 に外 部 に 放 り出 さ

れ,自 発 的 に フ ォー ルデ ィ ングす る場 合 な ど.し か し,図2に 示 した よ う なATP駆 動 で シ ャペ ロニ ンの 空 洞 内 を 経 由 す る フ ォー ル

デ ィ ン グが最 も効 率 が よい.

*5 リン グ構 造 を とれ な い よ うに工 夫 したGroEL単 量 体 で は,変 性 蛋 白 質 との相 互 作 用 は弱 い なが らも有 す るが,ATPase活 性 はな い8).

図2 シャペロニンの作用機構モデル

(1)GroELに 基質となる変性蛋白質が結合する,(2)GroELにATPが 結合すると,ATPが 結合

した側のリングにGroESが 結合する(このリングをシスリング,反 対側を トランスリングとよ

ぶ).変 性蛋白質が結合しているリングにATPが 結合した場合、変性蛋白質はGroESの ふた

の下にできたGroELの 空洞の中に閉じこめられる(シス複合体).こ の過程はATPの 結合で起

こる.(3)シ ス複合体中のATPが 約8秒 で加水分解されると,シ ス複合体(ADP型)と な り,

GroESの 解離の準備が整う,(4)シ ス複合体(ADP型)の トランスリングにATPが 結合すると,

GroESが 解離する,一 緒に中に閉じこめられていた基質蛋白質やADPも 放 出される.基 質蛋

白質はフォールディングが完了 していなくても放出される,こ こでATPが 結合した トランスリ

ングにGroESが 結合すると,ス テップ(2)に 戻 りサイクルがくり返される.
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い負 の協 同性 が存在す るため に,片 方の リングで7つ の

ATPが 同 調 的 に加水 分解 され て いる 間,も う一 方 の リ

ングではATP加 水 分解 が起 こらない とされて いる9)(図

3).実 際,[(GroEL-ADP)-GroES]複 合 体 の立体構 造

で はGroESの 結 合 して い る リ ング に7つ のADPが 結

合 してい た4)(図1a).一 方,リ ング 問の協 同性 が お か

し くな っ たGroELで は,両 側 の リン グにATP(立 体 構

造で はATPγS)が 結 合 し,両 側 の リングでATPase活

性 をもつ ようになる7,11).

4.GroELダ ブルリング十GroES:

GroES存 在下でGroELのATPaseは 阻害される

補助 役 で あ るGroES(GroESはATP結 合 部位 を もた

ない)が 存 在す る と,GroELのATPase活 性 は阻害 され

る.従 来 はGroESが 存 在 す る とGroELのATPase活 性

は半分 にな る とされ ていた が,実 際 には80%程 度 の 阻

害が かか る12).こ の 阻害 の原因 は以下 の ようなもので あ

る と考え られる.ATPがGroELに 結 合 して ドラステ ィ

ックな構 造変化 が起 こった結 果,GroESはATPの 結 合

したGroELリ ン グ に安 定 に結 合す る.そ の シス リ ング

でATP加 水 分 解 が8秒 程 度 で終 了 したあ とにで き る

[(GroEL-ADP)-GroES]複 合 体 は比較 的安 定 であ り,

次 のサ イク ルに進 むた め には,ト ラ ンス リングにATP

が 結 合 しなけれ ば な らない6).こ の トラ ンス リングへ の

ATP結 合 は,基 質 となる変性 蛋 白質 が ない場合 に非 常

に遅 いの で,結 果 と してGroESが あ る ときにはGroEL

のATPaseサ イ クル 自体 が 遅 くな り,阻 害 が かか った

よ うにみ える6).

5.GroELダ ブル リング+GroES+変 性蛋 白質:

変性蛋白質はGroELのATPaseサ イクルを促進する

数年 前 まで はGroELのATPaseサ イ クル には基 質 と

な る変性 蛋 白質 の影 響は ない とされ て きた.し か し,変

性 蛋 白質存 在下 でGroELのATPaseサ イ ク ルは明 らか

に 促 進 され る6,12).GroES存 在 下 でGroELのATPase

が 阻 害 されてい る場合 にその差が 顕著で,変 性蛋 白質が

あ る とATPase活 性 は 実 に5倍 以 上 に も な る.DnaK,

ClpBな ど 他 の 主 要 な シ ャペ ロ ンで 変 性 蛋 白質 に よ る

ATPaseの 促 進 現象 が 知 られ て い る が,GroELも 同 じ

と い え よ う*6.変 性 蛋 白 質 が あ る と な ぜGroELの

ATPaseサ イ クルが早 く回転 す るのかは よ くわか ってい

ないの だが,変 性蛋 白質が 結合 した トラ ンス リ ングで

ATP結 合 が促進 す る ことが理 由 のひ とつ だ と考 え られ

て い る6)*7.フ ォ ー ル デ ィ ン グ を 助 け るGroELの

ATPaseサ イ クルが,基 質である変性 蛋 白質 によって促

進 されるの は実 に合理的 といえ よう.

Ⅲ.GroELはATPを どのように利用しているのか?

こ こでは,GroELの 本 来の働 きで あ る蛋 白質 の フ ォ

ー ルデ ィングを助 ける機能 にATPが ど の よ うに使 わ れ

てい るのか(私 見 をま じえて)論 じる.

1.そ もそも何でリング構造が基本なの?

シャペロニンが行なっていることの本質は,蛋 白質が

ひしめいている細胞内で折 りたたみ中間体が凝集するの

を防ぎ,自 発的なフォールディングを行なわせることに

ある.と 書いてみたが,凝 集防止 と自発的なフォールデ

ィングを両立させるのはむずか しいことがわかるだろう

か.な ぜなら,凝 集を防ぐために変性蛋白質を結合 した

ままではフォールデ ィングは開始できないか らである.

そこでGroELはATPの 有無で リング構造を巧み に変

化 させ,そ の両立をはかっている.ATPの ない状態で

はGroELの 変性蛋白質結合部位は露出している.一 方,

*6 余談であるが,変 性蛋白質による促進効果が以前に明らかでなかった理由は,“ 汚い”GroELを 使 っていたためだと思われる.GroEL

はその性質上,細 胞内で変性した蛋白質をほぼ無差別に結合するので,SDSゲ ルで単一バンドになったように見えても,実 は膨大な

種類の変性蛋白質が少しずつGroELに 結合している.精 製時の緩衝液に20%程 度のメタノールを入れると,き れいなGroELを 得る

ことができる.

*7 トラ ンス リ ン グへ の 変性 蛋 白質 の 結 合 は,シ ス リ ングでATPがADPに 加 水 分解 され た の ち[図2(3)]に 起 こ る6).

図3 ATP加 水分解に関する階層的な協同性
GroELの1つ の7量 体リングの中では,ATP加 水分解に関して

非常に強い正の協同性が働く.逆 に,リ ングとリングの間には強

い負の協同性があるので,1つ のリングで加水分解が起こってい

る間,も う一方のリングではATP加 水分解が起こらないとされ

ている.
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ATP結 合で大 きな構造変化が起こると,変 性蛋 白質結

合部位のほとんどがGroESの 結合部位になるこ とで消

失 し,さ らにリング内の体積が倍増 して蛋 白質が安全に

フォールディングするための空間ができる.リ ング構造

は内部に大きな空洞 をつ くるのに都合が よいか ら採用さ

れたのであろう.ま た,複 数の変性蛋白質結合部位をも

つことでポリペプチ ドとの結合力 も強 くなると考えられ

る.

2.さ らには何でダブルリング構造をとるの?

変性蛋 白質 をGroELの 空 洞 に閉 じこめ る だけ で あれ

ば,リ ングは1つ で十分 であ ろう。 しか し,シ ングル リ

ングの ままでは,た とえフ ォール デ ィングが完 了 して も

なかなか外 に出て こないこ とが知 られ てい る13)*8.そ こ

で,シ ャペ ロニ ンはダブル リング構 造 を とって,2つ の

リングを交互 に切 り替 えるシステ ムを採 用 した.図4に

示す ように,最 初 シス リ ングであ った リング(上 側)は 次

に トラ ンス リング となる,そ の後 再 びシス,… とい う よ

うに順 ぐりにア クテ ィブ な リ ングが切 り替 わ って い く

(two-stroke engineと 形 容 される).GroELのATPase

の と こ ろで述 べ た リ ン グーリ ング 問 に働 く負 の協 同性

は,リ ングの切 り替 え を可能 にす る重要 な メカニズム で

あ るこ とがわか って もらえるだろ う.

3.ATP加 水分解はどこに必要なの?

A.ATP加 水分解はGroEL依 存のフォールデ ィング

に必須ではない

さて,最 後 にATPの 加 水 分解 は ど こで 重要 なの か考

察 しよう.実 は,GroELの シ ス リ ングの 空洞 に変 性 蛋

白質 を閉 じこめ るだけで あれ ば,ATPの 結 合 で 十分 で

あ る15)*9.ま た,ATPの 加 水分 解 が必 須 と思 われ て い

たGroEL依 存 の蛋 白質 のフ ォー ルデ ィ ングが,ATP加

水 分 解の遷移 状態 アナ ロ グで あるADPフ ッ化 ベ リ リウ

ム複 合体で も起 こること もわかって いる(田 口ら:投 稿準

備中).以 上の結果 は,ATPの 加 水分解 それ 自体 はGroEL

依 存 の フォー ルデ ィングに必須 で はない ことを意味 して

いる.代 わ りに,ATPの 加 水 分解 はGroELのATPase

サ イ クルを回 して い くため に重 要 と考 え るの が妥 当であ

ろ う.実 際,基 質蛋 白質 の な か に はGroELのATPase

サ イ クルを複 数回経 ない とフ ォール デ ィングで きない蛋

白質 もある10,15,16).

B.タ イマーとしてのATP加 水分解

GroELは フォールディングのための空間を提供する

と先に書いたが,そ の空間の提供 時間を規定す るのが

ATP加 水分解速度である.従 来の定説では,ATP加 水

分解のサイクルは1つ の律速反応で支配 されてお り,そ

の速度定数は1/8秒 一1程度 と見積 もられている6).こ の

速度定数の逆数である時定数 をとって,GroELは8秒

間のタイマーを内蔵する分子機械 と形容 されることもあ

る.別 の言い方 をす ると,ATP加 水分解 に要す る8秒

間はフォールデ ィングのための空間が提供されるという

ことでもある(図2).

C.ATP存 在下で変性蛋白質を格納するための中間体?

上記 の8秒 の タイマー が本 当 なのか どうか,1分 子 レ

ベ ルで のGroESとGroELの 結 合 と解離 の様子 を直接 調

べ てみ た とこ ろ,さ らに新 しい知 見 が 得 られ た17,18).

ATP加 水 分解 の解析 か ら想定 されて い るように,GroES

の 結 合 か ら解 離 までの律 速反応 が1つ,つ ま りATP存

在 下でGroESがGroELに 結 合 後,た だち に解離 しは じ

め るので あれば,結 合時 間の ヒス トグラムは単一 の指 数

*8 GroELの リ ング とリ ング の界 面 に 変異 を入 れ る と,シ ング ル リ ング のGroELが で きる.こ の 変 異 体 は,変 性 蛋 白質 やGroESの 結 合

につ い て は野 生 型 と変 わ らな いが,ト ラ ンス リ ン グが な い ため にい っ た ん結合 したGroESが 解 離 しな い,一 方,シ ング ル リ ン グで 精

製 され るGroELホ モ ロ グが 知 られ て い るが,こ の場 合,ATPaseサ イ クルが 回 って,フ ォー ル デ ィン グ を助 け る際 に は一 時 的 に ダブ

ル リ ン グ状 態 を経 由す る14).

*9 γ リ ン酸引 き抜 きに重:要なAsp398をAlaに 変 え たGroEL変 異 体 は,ATP加 水 分 解 な しで シス リ ン グ内 で の フ ォ ー ルデ ィ ン グが 起

こ る15).

図4 GroELは2つ のリングを交互に切り替えながら機能する
GroESと 変性蛋白質があるとき,GroELのATP加 水分解サイ

クルは約8秒 の時定数で進行する,そ の際,最 初にATPやGroES

を結合したGroELリ ング(シスリング)は 次のサイクルではトラ

ンスリングとなる.つ まり,サ イクルことにアクティブなGroEL

リングが切り替わっていく.こ の切 り替えは,ADP型 になった

シス復合体のトランスリングへのATPの 結合で実現している(図

2)
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関数型(こ の場合,右 下が りの曲線)と な り,そ の速度定

数が 約1/8秒-1(時 定 数 は約8秒)に な る と予 想 され

る*10.し か し,意 外なことにヒス トグラムは5秒 付近

にピー クをもつ山型の分布 となった(図5).こ れは,

GroESはGroELに 結合後,あ る中間体 を経てか ら解離

することを意味する,こ のヒス トグラムを中間体経由の

2段 階反応でフィッ トしたところ,中 間体到達まで約3

秒,そ の後解離するまで約5秒 の2つ の時定数からなる

ことがわかった(両 者を足すと従来からいわれている約

8秒 となる).つ ま り,GroELは 連続 した2つ の タイマ

ーを内蔵するということである。この意義は何であろう

か.タ イマーが2つ あることは変性 蛋白質がGroEL内

部に取 り込まれてから最初の タイマーの間は外に放出さ

れない ことを意味 している*11.連 続 した2つ の タイマ

ー機構は,数 秒間は確実に変性蛋 白質を保持するのに都

合がよいと考えられる.

1分 子の研究とは独立に前記の中間体を示唆する結果

が,GroELの 変 異体解析 か ら得 られ てい る.GroEL(Cys

138→Trp)と い う ヒ ン ジ領 域 の 変 異 体(図1bの ヒ ンジ

1)で は,変 性蛋 白質 とGroESが あ る とそ のGroEL変 異

体がATPを 結 合 した ま ま次 の ステ ップ に進 め ない19).

そ の状 態でGroELは,GroESと 変 性 蛋 白質 を同時 に結

合 して お り,反 応サ イクルの途上 で止 まっている ことが

示唆 されてい る.

前 記 の中 間体 は,ATPで サ イ クルが 回 る と きにだ け

出現す る,変 性 蛋 白質 を空洞 内に取 り込 む際 の特 別 な遷

移状 態で ある とい うこ とが予想 され る.そ うす る と,な

ぜATP駆 動 の場合 にの み空洞 内 での フ ォー ルデ ィ ング

が 起 こ るのか,と い う疑 問 を解 決 す る鍵 となる であ ろ

う.

D.シ ャペロニンは放任主義?そ れともスパルタ式?

GroELの 基 本 的 な働 きは,フ ォー ル デ ィ ング して 自

立 したい蛋 白質 が凝 集体 にな るの を防 いで,快 適 な環境

を提供 する とい うもので ある.こ の場合,シ ャペ ロニ ン

は変 性 蛋 白質 の フ ォー ル デ ィ ング反 応 に直接 影 響 しな

い.守 っ て や るが あ と は放 任 主 義 の 親 とで もい え よ

う*12.最 近 に な ってGroELのATPの 使 い方 と して も

っ と積極 的な もの も提 案 されてい る.ひ とつ は,GroEL

は 正 しいフ ォー ルデ ィングに失敗 したポ リペ プチ ドを,

ATPの エ ネル ギー を使 っ て積極 的 に変性 させ,も う1

回 フ ォール デ ィ ングの機 会 を与 え る,と い う概念 で あ

る20).い わ ば,ち ょっ と“ぐれて”しまった子供 をスパ ル

タ的 に元 に戻 し,や り直 しをさせ る,と い う感 じであ ろ

うか.こ の 考 え方 は,GroELに 結 合 して い る変性 蛋 白

質 内 の 交換 され に くい ア ミ ドプ ロ トンが,GroESと

ATP存 在 下で トリチ ウム と交換 す る とい う実験 か ら提

唱 され て い る.構 造 レベ ル で の 説 明 は,ATP結 合 で

GroELの 頂 点 ドメイ ンが大 き く立 ち上が る際(図1),変

性 蛋 白質 も一緒 に延伸 させ られ,変 性の 度合いが進 む,

と い うもので ある.一 方 で,積 極 的 なア ンフ ォー ルデ ィ

ング とい うよ りも,単 にGroELと 変 性 蛋 白質 問 の水素

結合 が切 れた だけなので は,と 解釈 して いる研 究者 もお

り21),実 際 何 が起 こってい るのか 詳細 は不 明であ る.

*10
“8秒”とい

っても,1回 のATP加 水分解にかかる時間の最頻値が8秒 になるわけではないことに注意 してほしい.多 数のGroEL分

子 でみた場合,ATP加 水分解にかかる時間は確率的な事象であり,そ の時間分布は右下がりの単一の指数関数型となる(すなわち最

頻値は0秒 に限 りなく近い).“8秒 ”というのは,こ の単一の指数関数から得られる速度定数約1/8秒-1の 逆 数にすぎない.

*11 従 来 の定 説 だ と“8秒 ”と はい っ て も,8秒 よ りず っ と短 い 時 間で 放 出 され るポ リペ プ チ ドの 割 合 が か な り多 くな って し ま う.そ れ に

対 して,2段 階 反 応 だ と図5の よ う に3～5秒 間 シ ャペ ロ ニ ンの 中 に保 持 され る こ とが保 証 され る.

*12 とは い って も,一 定 の期 間が 過 ぎた ら自 立 して よ うが して い ま いが,放 り出 して しま うが ….

図5 GroELは 連 続 した2つ のタイマーを内蔵 する

1分 子 レベ ル でGroESがGroELに 結 合 して い る 時 間 を直 接 測 定

し,ヒ ス トグ ラム に 表 わ した(ATP,変 性 蛋 白 質 存 在 下)17).882

個のGroESを 解析 した とき,た と え ば100個 のGroESが3.4秒

間GroELに 結 合 して い た と い うよ う に み る,実 線 は,図 中 の 連

続 した2段 階 反応 の 式 を基 にフ ィ ッ トした も の.GroESがGroEL

に 結 合 し て 約3秒(=1/0.34秒-1)を 経 て で き た 複 合 体([EL-

ES]*)は,さ らに約5秒(=1/0.18秒-1)経 っ てか ら解 離 す る.
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E.シ ャペロニンは正しいフォールディング経路をガイ

ドする?

また,GroELに よ る フ ォー ルデ ィングが 自発 的 なそ

れ よりも速 く進行す る場合 があ る22).こ の 解釈 と して,

GroELが 変 性 したポ リペ プチ ドを格 納す る とい うそ の

こ と自体が間違 った フォールデ ィ ングを防 ぐ,と い う考

えが ある22).本 来 な らフ ォー ルデ ィングに失敗 し,ト ラ

ップに落ち込んで はい上が るの に時 間がかか るのが,シ

ャペ ロニ ンの空洞 内だ と起 こ らない,結 果 と して フ ォー

ルデ ィングの速度が 速 くなる とい う ものであ る.空 洞 内

は体積 が 自由溶液 中 よ りは限 られ ているため にフ ォール

デ ィング空間 と しての 自由度 が低 いのか もしれ ない.蛋

白質 のフ ォールデ ィングには速度論 的な コン トロールが

大切 な場合 が知 られ てい る.そ の場合,シ ャペ ロニ ンは

正 しい経路 を何 らか のか たちで ガイ ドす る ことで フ ォー

ルデ ィング を促進す るの だろ うか.た だ,こ の と き,シ

ャペ ロニ ンは空洞内 に格納 したあ と も変性 蛋 白質 と何 ら

かの相互作用 をす るはずであ り,そ うなる と分子 シャペ

ロ ンが蛋 白質の フォールデ ィング経路 に影響 を与 える と

い う重大 な事 態 に なる.Anfinsenの ドグマは どうな る

ので あろうか.

おわ りに

以上,GroELが 何 の ために どの ようにATPを 使 って

い るか につ いて考察 して きた.シ ャペ ロニ ンGroELは,

精 緻 なる分子 機械 と しての メカニズ ムが ある程度明 らか

となって きたが,そ の ような状況 にな って.は じめて,「 シ

ャペ ロ ンがAnfinsenの ドグマ に どう影響 す るか」 とい

う本質的 で重 要な疑 問に答 える準 備がで きて きた ともい

え よう.今 後 さ らに,思 いが けない進展が あって も不思

議で はない.

蛋 白質 のフ ォール デ ィングの対 極 にある蛋 白質分解 も

本来 はエ ネルギー を必要 と しない反応 である.が,細 胞

はATP依 存 のユ ビキチ ンープ ロテ ア ソー ム系 を準備 し

て蛋 白質分解 を制御 してい る.こ の ように,本 来エ ネル

ギー を必 要 と しないプ ロセ ス に,ATPな どの コス トを

払 うのが生物 の生物 たるゆ えんなのか も しれない.
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