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大腸菌全蛋白質の網羅的な凝集の解析
Comprehensive aggregation analysis of whole E. coli proteins for understanding of 

protein aggregation

丹 羽 達 也 ・上 田卓 也 ・田 口英 樹

凝集の形成は蛋白質のもつ宿命である.し かし,ど のような蛋白質が凝集しやすいかなど,凝 集についての理解は

十分ではない.そ こで,筆 者らは,シ ャペロンを含まない再構築型の無細胞蛋白質合成系PUREシ ステムを用いて,

約4000個 の大腸菌の蛋白質すべてを個別に合成して凝集特性を解析した.定 量できた約3000個 のデータから,蛋

白質は凝集しやすいグループと溶解しやすいグループとに明確に分かれることが示された.ま た,蛋 白質の分子量 ・

等電点 ・アミノ酸組成 ・立体構造などが凝集特性と関係することも明らかになった.

Koy words● 蛋白質の凝集 ●網羅的解析 ●無細胞蛋白質合成系 ●シャペロン

は じめに

“蛋白質の凝集”と聞いて
,み なさんはまず何を思い浮か

べるだろうか?蛋 白質を精製 したことのある人であれば,

その際に蛋白質が凝集 して しまい困った経験 をもつ人も少

なくないだろう.ま た,細 胞内に形成 される封入体や,さ

まざまな疾患にかかわると考えられているアミロイド線維の

ような凝集を思い浮かべる人もいるかもしれない.

このように,凝 集は蛋白質を扱う研究者にとってな じみ

深いものであるが,ど のような蛋白質が実際には凝集しや

すいのか,ど のような性質が蛋白質の凝集特性を支配して

いるのか,な ど,凝 集に対する理解はほとんどなされてい

ないのが現状である.そ こで,本 稿で述べる筆者 らの研究

では,無 細胞蛋白質合成系を用いて,大 腸菌のもつ約4000

個の蛋白質すべてについて翻訳の際の凝集の度合いを網羅

的に解析することで,蛋 白質の凝集にかかわる性質を統計

的に調べた1).こ れにより,凝 集形成機構の一端やシャペ

ロンの関与などに関する新 しい知見が得 られた.

Ⅰ 凝集の網羅的な解析にむけて

1.再 構築型の無細胞蛋白質合成系

蛋白質を網羅的に解析する際にまず問題 となるのが,蛋

白質の調製方法である.ゲ ノム上の数千個にもおよぶ蛋白

質をひとつずつ大腸菌で発現させて精製を行なうことは現

実的ではない.無 細胞蛋白質合成系はこうしたハイスルー

プットな合成を可能にしてくれる.無 細胞蛋白質合成系は,

目的となる蛋白質の遺伝子 をコー ドしたDNAやmRNAを

反応液にくわえることによって,細 胞を用いずに試験管の

なかで蛋白質をつくる系である.こ の合成系 を使 えば,多

種類の蛋白質の迅速な調製が可能であるのみならず,翻 訳

過程での蛋白質の凝集特性 を評価することができるという

利点もある.

この研究では,無 細胞蛋白質合成系 として完全再構築型

であるPUREシ ステム2,3)(図1)を 用いた.通 常,無 細胞蛋

白質合成系 といった場合は細胞の抽出液を用いることが多

いが,PUREシ ステムは,開 始因子や伸長因子,リ ボソー

ムなど,翻 訳に必須な因子のみから構成されている.ま た,

PUREシ ステムは凝集形成を抑制するシャペロンを含 まな

いため,シ ャペロンが存在 しない条件で翻訳 された蛋白質

の凝集の度合い,つ まり,そ の蛋白質自体が本来 もつ “凝

集 しやすさ”を評価することが可能である.こ の評価系は,

シャペロンの混在がさけられない細胞抽出液を用いた無細

胞蛋白質合成系では実現できないものである.
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2.大 腸菌全遺伝子 ライブラ リー

網羅的解析の対象としては,大 腸菌の予測される全蛋白

質遺伝子(ORF)を 網羅 したライブラリーであるASKAラ

イブラリー4)を使い,大 腸菌の全蛋白質,約4000個 を合成

することにした.こ のライブラリーはすべての遺伝子が同

じプラスミドベクターに挿入されているため(図1),PCR

反応の際に同 じプライマーセットを用いることで安定かつ

簡便に遺伝子断片を調製することができる.

3.遠 心分離 による凝集評価 実験

凝集特性を評価する実験方法には,遠 心分離による手法

を用いた5)(図1).ま ず,PCR反 応でそれぞれの遺伝子断

片を増幅 し,放 射性同位体標識 したメチオニンを添加 した

PUREシ ステムによって翻訳反応を行なう.反 応後,反 応

液の一部を分取 し(全画分),残 りを遠心分離して上清を回

収する(上清画分).こ のようにして得 られた全画分と上清

画分をそれぞれSDS-ポ リアクリルアミドゲル電気泳動によ

って分離し,蛋 白質をオー トラジオグラフィーによって定量

する.そ して,全 画分と上清画分に含まれる蛋白質の量比

を可溶率と定義 し,こ れを凝集 しやすさの指標として用い

た.

Ⅱ 凝集しやすい集団と
可溶性の高い集団の存在

ライブラリーの全遺伝子(4132個)に ついて凝集評価実験

を行なったところ,約7割(3173個)に ついて,PUREシ ス

テムによる蛋白質の合成量および可溶率を定量することが

できた.残 りの3割 については,蛋 白質の合成がみられな

い,SDS-ポ リアクリルアミドゲル電気泳動の際に分離がう

まくできない,な どの理由で定量することができなかった.

定量できたものについて,可 溶率の分布のヒス トグラム

を作成 したところ,可 溶率の低い部分 と高い部分にそれぞ

れピークをもつ二峰性になることがわかった(図2a).こ の

二峰性は,蛋 白質の合成量とは相関しないこと(図2b),ま

た,内 膜蛋白質などを除いた細胞質の蛋白質(2277個)だ

けでも変化 しないことから,蛋 白質には凝集 しやすい集団

図1実 験系の模式図

ASKAラ イブラ リーのプラスミ ドをPUREシ ステムで使えるようにPCRで それぞれ増幅 してPUREシ ステムにくわえ,翻 訳反応を37℃ で1時 間行な った.翻 訳反

応後,溶 液の一部は全画分 として回収 し,残 りの溶液は遠心分離 して(20,000×g,30分 間),そ の上清 を上清画分 として回収 した.得 られた全画分 と上清画分

をSDS-ポ リアクリルアミ ドゲル電気泳動 によって分離 ・定量 し,な かに含まれる翻訳産物の量比 から可溶率を算出 した.SDS-ポ リアクリルアミ ドゲル電気泳動

の際に翻訳 された蛋 白質のみを検出できるよう,放 射性同位体標識アミノ酸(35S標 識 メチオニン)を 翻訳系にくわえている.
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と可溶性の高い(凝 集しにくい)集 団とが存在することが明

らかとなった.

この二峰性についてはさまざまな解釈が可能だが,こ こ

でいまいちど強調 したいのは,こ の実験はシャペロンを含

まない翻訳系 で蛋白質を合成しているという点である.凝

集 しやすい蛋白質集団は正 しいフォールディングにシャペ

ロンを必要とするということを暗示 している.別 の見方を

すれば,蛋 白質というものは単独でフォールディングでき

るよう進化可能であったにもかかわらず,“ あえて”凝集 し

やすいまま保存されてシャペロンへの依存性を残 してきた

という考察 も可能である(具体的なシャペロンの基質との関

係については,後 述する).

Ⅲ 凝集しやすさと物理化学的な
性質との関係

つ ぎに,蛋 白質の物理化学的な性質と凝集特性 との相関

を調べるため,蛋 白質のアミノ酸配列か ら得 られる物理化

学的な情報 と可溶率との比較を行なった.以 降の解析は,

細胞質の蛋白質のみを対象として,可 溶率0～30%の 集団

を凝集性集団,可 溶率70%以 上の集団を可溶性集団と定義

している.

まず,蛋 白質の分子量と等電点についてヒス トグラムと

散 布 図 に よ る比 較 を行 な っ た(図3a,b).こ れ らの 結 果 よ

り,分 子 量 が 小 さい もの,ま た,等 電 点 が 低 い(pI5～7)

もの は,可 溶 性 が 高 い 傾 向 にあ る こ とが示 され た.

アミノ酸組成については,負 電荷をもつアミノ酸残基の

割合 と,芳 香環をもつアミノ酸残基の割合について,凝 集

性集団と可溶性集団とで分布に有意な差がみられた(図3c).

一方 ,正 電荷をもつア ミノ酸残基の割合や疎水性アミノ酸

残基の割合については差を見いだせなかった(図3c).

疎水性に関しては,ヒ ドロパシープロット6)というアミノ

酸配列の局所的な疎水性を調べるアルゴリズムを用いて可

溶率 との相関を調べることも行なったが,凝 集しやすい集

団と可溶性の高い集団とのあいだに有意な差はみられなか

った.

Ⅳ 凝集しやすさと立体構造との関係

天 然 の蛋 白 質 の 立 体構 造 は多 様 で あ り,そ れ らを比 較 す

る ため さ ま ざ まな 分 類 法 が 存 在 す る.こ の研 究 で は,そ の

なか の ひ とつSCOPデ ー タベ ー ス7)に よる分類 を用 い て,可

溶 率 と立 体構 造 との 関 係 を調 べ た.SCOPデ ー タベ ー ス は

蛋 白 質 の2次 構 造(α ヘ リ ック スや β シー トな ど)の トポ ロ

ジ ー に よ っ て 立 体 構 造 を 分 類 した デ ー タベ ー ス で あ り,

class,fold,superfamily,familyと い う階 層 構 造 を とっ

図2可 溶率の分布と合成量との関係

(a)定 量できた3173個 の蛋 白質の可溶率の ヒス トグラム.可 溶率0～30%を 凝集性集団(赤 色),可 溶率70～100%を 可溶性集 団(水 色)と 定義 し,以 後の解析

に用いた.

(b)可 溶率と合成量の散布図.
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て い る.今 回 は,そ の な か のfoldと い う階 層 で蛋 白 質 を分

類 し,そ れ ぞ れ のfoldの な か で の凝 集 しや す い集 団 と可 溶

性 の高 い集 団の割 合 を調 べ た(図4,表1).こ れ に よ り,た と

え ば,c94(Periplasmic binding protein-likeⅡ)で は凝 集

性 集 団が8割 以 上 を しめ てい る の に対 し,c47(Thioredoxin 

fold)で は 可 溶性 集 団 が7割 以 上 を しめ てい る な ど,凝 集 し

やす いfoldや 可 溶 性 の高 いfoldの 存 在 す る こ とが わか っ た.

立体構造 は蛋白質が正 しいかたちになった(フ ォールディ

ングしたあとの)“結果”であり,か たちをつくるまえ(フ ォ

ールディングするまえ)の凝集 しやすさと関係するというの

はいっけん不思議なようにも思えるが,凝 集が形成 される

のはフォールディングが最終段階に近 くなって,あ る特定

のfoldを 特徴づけるかたちになってから起 こることを示唆

しているのかもしれない.

図3可 溶率と蛋白質の物理化学的な性質との関係

(a)全 体,凝 集性集団,可 溶性集団のそれぞれにおける分子量の ヒス トグラム.

(b)可 溶率と等電点の散布図.

(c)負 電荷をもつアミノ酸残基(Asp,Glu),芳 香環をもつアミノ酸残基(Phe,Tyr,Trp),疎 水性 アミノ酸残基(Val,Leu,Ile,Phe),正 電荷をもつアミノ酸

残基(Lys,Arg,His)の 含有率 を,全 体,凝 集性集団,可 溶性 集団ごとにヒス トグラムで表わ したもの.負 電荷をもつアミノ酸残基 と芳香環をもつアミノ酸残基

では,凝 集性集団と可溶性集団とのあいだで有意な差 がみ られた(p<0.001).
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Ⅴ 分子シャペロンの基質との関係

先 述 の凝 集 しや す い と され たSCOPデ ー タベ ー ス にお け

るfoldの なか に,大 腸 菌 の細 胞 質 で はた ら く主 要 な シャペ

ロ ンで あ る シ ャペ ロ ニ ンGroEL/ESの 基 質 に多 い とい われ

て い るfold(c67,a4,c1,c37な ど)が 含 まれて い た8).そ

こ で,可 溶 率 とGroEL/ESの 基 質 との 関係 を直 接 的 に調 べ

る ため,GroEL/ESの 基 質 のみ につ い て可 溶 率 の ヒス トグ

ラ ム を作 成 した(図5).す る と,GroEL/ES依 存 性 の 低 い

基質(ク ラスⅠ基質)で は可溶率が高いものの割合が多いの

に対し,GroEL/ES依 存性の高い基質(ク ラスⅢ基質)で は

可溶率が低いものの割合が多いという傾向がみられた.こ

の結果より,GroEL/ES依 存性の高い基質は,も ともと凝

集 しやすいという細胞内では不利 ともいえる性質をもちな

が ら,GroEL/ESの 助けを得ることではじめて細胞内で機

能を発揮することができ,維 持されてきたのではないかと

考えられる.

おわ りに

本稿で述べた筆者 らの研究では,大 腸菌のすべての蛋白

質について,翻 訳時における凝集のしやすさを網羅的に解

析 し,蛋 白質の分子量や等電点,特 定のアミノ酸残基の含

有率,蛋 白質の立体構造などが蛋白質の凝集と関係 してい

ることを明らかにした.と くに,蛋 白質には凝集 しやすい

集団 と溶解 しやすい集団のあること,ま た,あ る特定の立

体構造(SCOPデ ータベースにおけるfold)を もつものが凝

集と強 く相関 しているという結果は,非 常に示唆深い知見

である.

また,蛋 白質の凝集を数千個の単位で網羅的に解析する

という研究は,こ れまでまった く前例がな く,こ の研究の

結果は,凝 集に対する理解につながるだけでな く,凝 集や

フォールディングの予測 といったツールの開発,研 究対象

として凝集 しやすい蛋白質(も しくは,可 溶性の高い蛋白

表1SCOPデ ータベースにおけるfoldの名称と,そ れぞれのfoldにおいて凝集性集団と可溶性集団に属する蛋白質数

色の文字はp<0.01

図4SCOPデ ータベースにおけるそれぞれのfoldにおいて凝集

性集団と可溶性集団に属する割合

それぞれのfoldの 略号と名称との対応,蛋 白質数は,表1を 参照.
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質)を 探 したいといった際の貴重な情報リソースとなりうる

と考えている.現 在,よ り多 くの人にこの結果を利用 して

もらえるよう,可 溶率や合成量などの値をデータベース化

し,Webサ イトで簡単に検索できるようなツールを作成し

ているところである.

最後に,無 細胞蛋白質合成系 を用いてある生物のすべて

の蛋白質を合成 し網羅的に解析 したこの研究は,ポ ス トゲ

ノム時代における新たなアプローチであ り,“再構成プロテ

ォーム”ということもできよう.
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図5GroEL/ESの 基 質 と可溶 率 との関係

GroEL/ESの 基質をクラスごとに分け,そ れぞれの クラスの可溶率の ヒス トグラムを示 した(ク ラス分けは,Kernerら によるもの8)を使用).ク ラスⅠ とクラス Ⅱ

はGroEL/ESへ の依存性が低い基質,ク ラスⅢはGroEL/ESに 対する依存性が高 く,GroEL/ESが ないと正 しくフォールディンクできないといわれている基質(strin

gent基 質 ともよばれている).
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