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論  文  内  容  の  要  旨  

シヤペロニンは細胞内に多量に存在する巨大超分子複合体で，細胞内ストレス等により生じた変性タンパク質の高次構造  

形成を，ATP依存的に促進する役割を担っている。あらゆる生物はシヤペロニンを備えているが，それらはアミノ酸配列  

の相同性により二つのグループ（グループⅠおよびⅡ）に分類される。グループⅠには真正細菌，細胞内小器官由来のシヤ  

ペロニンが含まれているが，中でも大腸菌由来のシヤペロニンはGroELと呼ばれ，その作用機構に関する研究が最もよく  

進んでいる。一方，真核生物と，その共通の祖先を持つといわれている古細菌由来のシヤペロニンはグループ‡に分類され，  

それぞれCCT（TCP－1），Thermososomeと呼ばれているが，その詳細な分子機構はまだ明らかでない。特にGroELは空  

洞の「ふた」としての役割を担うGroESと呼ばれる補因子が機能上必須であるのに対して，グループⅠではシヤペロニン  

自身の挿入残基がこれに相当すると考えられている。また，リング間の相互作用の様式が両者ではまったく異なり，グルー  

プⅠでの分子機構をそのままグループⅠに当てはめることはできないと考えられる。本研究では，Ⅹ線結晶学に基づいた  

立体構造の研究により，グループⅡシヤペロニンの動的なメカニズムを解明することを目的として，二種類の準安定化状態  

の立体構造を決定し，それらの比較を行った。   

グループⅠシヤペロニンとしては，大腸菌の大量発現系から得られた超好熱性古細菌77LermOCOCCuSStrain KS－1由来の  

αサブユニット16量体（ⅨSlαCpn）を用いた。スクリーニングの結果，3種類の結晶化条件が見出され，析出した結晶  

はそれぞれ異なる結晶形（FormI，Ⅰ，Ⅲ）の属するものであった。放射光を利用したⅩ線回折実験での最高分解能は，  

それぞれ2．3，7，3．0Åであった。FormⅢについては，原子位置を決定できるような高分解能データは収集できなかった  

ので，FormI，Ⅲの回折強度データを用いて構造決定を行った。FormIの結晶はリフォールデイング活性のない変異体  

（G65C）および野生体と同様の性質をもつ変異体（I125T）から得られ，どちらも7Ⅵer椚坤わ∫∽ααCfd呼ん才J〟∽由来のグ  

ループⅠシヤペロニンのαサブユニットをモデルとした分子置換法によって結晶構造を決定した。また，得られた結晶を  

10mMヌクレオチド（ADP，AMP－PNP）溶液に浸漬したヌクレオチド結合型の結晶についても同様に解析した。FormⅢ  

の結晶は結晶化の段階でADPを加えたときのみ生成したもので，ADP結合型の構造を決定した。これらの分子モデルの  

精密化を完了した時の結晶学的R倍は20～24％で，タンパク質の結晶構造として十分の精度を有する分子モデルが得られ  

た。   

FormⅢとFormIの全体構造を比較すると，FormⅢではサブユニット間の分子間相互作用がかなり減少しており，その  

結果として16量体の中でのサブユニットの向きが傾いて，若干入り口が開いたような構造になっていることが分かった。こ  

れまで各ドメイン間の剛体運動がopen formとclosed form間の構造変化に重要であると考えられていたが，サブユニッ  

ト自身の相対的位置の変化も考慮する必要があることが示唆された。また，グループⅠシヤペロニンとの結晶構造の比較か  

ら，グループⅡシヤペロニンのopen formの立体構造モデルを構築し，そのモデルに基づいて，部位特異的変異G65Cが  

open formとclosed form間の構造変化に及ぼす影響を検討した。また，そのモデルに基づいて，グループⅠシヤペロニン  
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の動的な分子機構に関する議論を行った。  

論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨  

本論文は，超好熱性古細菌77iermococcusstrain KS－1由来のグループⅢシヤペロニンのαサブユニット16量体（7￥Sl  

αCpn）の結晶構造解析を，二種類の異なる結晶形について行い，決定したそれぞれの立体構造を互いに比較し，さらに既  

知のグループⅠシヤペロニンの結晶構造とも比較することによって，グループⅡシヤペロニンにおいて起こり得る構造変化  

を予測し，その動的機構を分子レベルで議論したものである。   

これまでにグループⅡシヤペロニンの結晶構造はただ一つしか解析例がなく，非常に大きな構造変化が機能上重要である  

グループⅠシヤペロニンの分子機構の詳細に関しては不明な点が多かった。また，リフォールデイング活性を実際に試験管  

内で再現できるようなグループⅡシヤペロニンを用いた結晶構造解析は，今回が初めてであり，本研究によって初めて分子  

機能と結晶構造の関係についての議論が可能になっている。リフォールデイング活性がある変異体と無い変異体の構造がそ  

れぞれ明らかになったことによってともに決定され，両者がリフォールデイング反応の活性化状態と考えられるclosed  

formをとり得ることを明らかにしている。また，リフォールデイング活性の消失は，65番目のグリシンがシステインに変  

換されることによってもたらされたのであるが，セリン以上の嵩だかさを持つ残基への置換がリフォールデイング活性を消  

失させるという実験結果から，リフォールデイング活性にはclosed formからopen formへの構造変化が重要であること  

を予測し，グループⅠシヤペロニンのopen formの結晶構造を用いた遷移状態モデルの構築によって，このことを証明し  

ている。   

また，同種のシヤペロニンの立体構造が，二種類の異なる結晶形で決定されたことを利用して，それぞれの立体構造を比  

較し，Closed formにおいてドメイン間の構造的な揺らぎよりもサブユニット全体の揺らぎの方が顕著であることを明らか  

にしている。また，この揺らぎが，シヤペロニンの「ふた」の部分に大きな構造変化がもたらしていることに着日し，グル  

ープⅠシヤペロニンにおいて補因子なしに「ふた」の開閉を制御する機構を説明している。   

以上の結果を踏まえて，それまで明らかにされていなかったグループⅡシヤペロニンのopen formのモデルを構築して  

いる。結晶構造解析の結果を踏まえて，このシヤペロニンサブユニットでの可動な部分を割り出して構築したモデルは，構  

造生物学的にも根拠のあるものと考えられ，今後のグループⅡシヤペロニンの分子機構解明にも寄与すると思われる。   

以上のようにこれらの研究成果は，当該分野の進展に確かな寄与があるものであり，本論文は博士（理学）の学位論文と  

して価値あるものと認められる。論文内容とそれに関連する分野について試問した結果，合格と認めた。  
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