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生体内 でタ ン パ ク 質 が 機 能 を 発 揮 す るため には 、D N A の塩基 配列 情報 に したが

って翻 訳さ れ た 一 本 鎖 状 の ポ リ ペ プ チドが 正し い立 体 構造を 形成 する 必 要があ る 。

タンパ ク質 の 立 体 構 造 は 、 そ れ を 構 成する 各ア ミノ 酸 がさま ざま な配 置 を取り な

がら最 も安 定 に な る よ う に 自 発 的 に 折れた たむ こと で 形成さ れる が、 こ の際に さ

まざま な補 助 因 子 が か か わ っ て い る ことが 解っ てい る 。タン パク 質の 折 りたた み

を介助 する こ れ ら の タ ン パ ク 質 群 は 分子シ ャペ ロン と 呼ばれ 、そ の多 く は生物 の

生存に 必須 であ る 。大 腸菌 のシ ャペ ロニン G r o E L は 、最もよ く研 究さ れ ている 分

子シャ ペロ ン の 一 つ で あ る 。 G r o E L は基質 タン パク 質 を結合 す る 2 つの リング が

合わさ った 構 造 を し て お り 、 G r o ES をふた とし て結 合 するこ とで 基質 タ ンパク 質

を内部 空洞 に落 と し 込 み 、 他 の タ ン パク質 と凝 集す る 心配の ない 安全 な 折れた た

み空間 を提 供す る 。 数 ナ ノ メ ー ト ル の小さ な空 間に 基 質タン パク 質を 閉 じ込め る

メカニ ズム を解 明 す る こ と は G r o E L の機能 を理 解す る うえで 極め て重 要 である が 、

その詳細は未だに明らかにされていなかった。  

本論文 は、 タ ン パ ク 質 分 子 間 相 互 作 用を１ 分子 蛍光 イ メージ ング 法に よ って解

析する ため の技 術 開 発 と 、そ れ を 応用 した G r o E L の反応 サイク ルの 分子 機 構の解

析をま とめ た も の で あ る 。 本 論 文 に より、 G r o E L が基 質タン パク 質を 数 ナノメ ー

トルの小さな空間に閉じ込めるメカニズムが解き明かされた。  

第 1 章では 、1 分 子 蛍 光 イ メ ー ジン グ 法とそ の応 用例 が 紹介さ れて いる 。ま た、

分子シ ャペ ロ ン に よ る タ ン パ ク 質 折 れたた みの 介助 機 構につ いて 概説 す るとと も

に、本論文の概要がまとめられている。  

第 2 章で は 、 申 請 者 が 開 発 し た 、 １ 分子蛍 光イ メー ジ ング法 によ るタ ン パク質

分子間 相互 作 用 の 解 析 法 が 述 べ ら れ ている 。２ 種類 の タンパ ク質 に、 そ れぞれ 異

なる蛍 光波 長 を も つ 蛍 光 色 素 分 子 を 結合さ せ、 それ ぞ れの蛍 光分 子を イ メージ ン

グする こと に よ り 、 タ ン パ ク 質 分 子 間相互 作用 （タ ン パク質 の結 合と 解 離）を １

分子観 察す る こ と に 、 申 請 者 は 世 界 で初め て成 功し た 。この 技術 を用 い て、シ ャ

ペロニ ン G r o E L と G r o E S の 結 合・解 離 過程を 1 分 子メ ー ジング した 。まず 、G r o E L

と G r o E S を、 そ れ ぞ れ 蛍 光 色 素 IC 5、 C y3 で 標識 した 。 G ro E L をガ ラス基 板 上に

特 定 の向 き に 固 定 し 、 これ に G r o E S、 AT P、 変 性タ ン パ ク 質 を含 む 溶 液 を 加 え、

全反射 型エ バネ ッ セ ン ト 照 明 顕 微 鏡 により G r o E S が G r o EL に結 合・解 離す る様子

を 1 分子レ ベル で 観 察 す る こ と に 成 功した 。ま た、 G r o E S が結合 して から 解離す

るまで の時 間分 布 を 解 析 す る こ と に より、 G r o EL の反 応サイ クル が 3 秒と 5 秒の

2 つの律速過程から構成されていることを明らかにした。  

第 3 章では 、 G r o E L - G r o ES 複 合 体の 内 部で起 こる 基質 タ ンパク 質の 折れ た たみ

の 時 間 経 過 （ k i n e t i c s） を 、 緑 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 （ G F P） を 用 い て 解 析 し て い る 。

G F P は、変性 状 態 で は 蛍 光 を 出 さ ず 、折 れた たむ と蛍 光を発 する ので 、折りた た

んだ瞬 間を 容易 に 検 出 で き る 。ま ず 、酸変性 させ た G F P を G r o EL に結 合さ せ、そ

の複合 体を ガラ ス 基 板 上 に 固 定 し た 。溶液 中に G r o E S と C a ge d  AT P を加え、紫 外
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線照射 によ り AT P を 生 成 さ せ て G r o E L の反応 サイク ルを 開始さ せた 。そ の 結 果 、

ガラス 基板 上 に 固 定 し た G r o E L の位 置に 、折 りた たま れ た G F P の輝 点が 次 々と現

れた。 この よ う に し て 、 申 請 者 は タ ンパク 質の 折り た たみの 瞬間 を１ 分 子レベ ル

でイメ ージ ン グ す る こ と に 、世 界 で 初めて 成功 した 。紫外線 照射 から G F P の蛍光

が現れ るま で の 時 間 分 布 を 解 析 し た ところ 、G r o E S の結 合後 3 秒間 は  G F P の折れ

たたみ が始 まら な い こ と が 解 っ た 。こ れは、始め の 3 秒間 は G F P が G r o E L -G r o E S

空洞内 のど こか に 結 合 し て お り 、折 れ たたみ が阻 害さ れ ている こと を示 し ている 。

この折 れた たみ の 阻 害 時 間 は 、G r o E L と G r o ES の結 合時 間の解 析か ら明 ら かにな

った第 1 律速過程（ 3 秒間）の寿命と一致していた。   

第 4 章では 、G r o E S の 結 合 解 離 実験 で 明らか にな った 第 １律速 過程 と G F P の折

れ た た み阻 害 と の 関 連 が 詳細 に 検 討 さ れ て いる 。 G r o E L・ G r o E S の 結 合 時 間 の解

析 で 明 ら か に な っ た 第 １ 律 速 過 程 の 寿 命 と G F P の 折 れ た た み 阻 害 時 間 の 温 度依

存性を 調べ た結 果 、 1 8℃ 、 2 3℃ 、 2 8℃と温 度が 上昇 す るにつ れて 両者 は 共に短 く

なるが 、全 て の 温 度 で 両 者 の 時 定 数 が一致 して いた 。 以上の 結果 から 、 G ro E L の

反応サ イク ルの う ち 、第 １ 律 速 過 程 では G F P の 折れ た たみが 阻害 され 、第２律速

過程で折れたたみが進行することが示された。  

第 5 章では 、G r o E L の 反 応 サ イ クル に おける 、基質 タン パク質 と G r o E L の縁部

分との 距離 が、蛍 光 共 鳴 エ ネ ル ギ ー 移動法（ F R E T）を用いて 調べ られ て いる。ま

ず、a c ce p t o r を G r o E L 変 異 体（ E 3 1 5 C）に 、d o n or を変 性タ ンパク 質に 結合 さ せた。

変性し た d o n or -基 質 タ ン パ ク 質 を a c c ep to r -G r o E L に結合 させた とこ ろ 、G F P、M D H

のいず れの 場 合 も 、 F R ET に よ り d o n o r の蛍光強 度が 減少 した（ ～ 6 0 %の F R E T 効

率）。次 に、 G r o E S と AT P を 加 え る と 、 0 . 5 秒で F R E T 効率が～ 4 5 %に下 がり 、 3

秒で再 び～ 6 5 %ま で 上 昇 し た 後 、続く 3 秒で F R E T がほぼ解 消され た 。す なわ ち 、

G r o E L -基 質タ ンパ ク質 複 合体 に G r o E S が結合 する と、基 質タン パク 質が 0 . 5 秒で

空洞内 部に 落と し 込 ま れ 、 3 秒 後に 空 洞内の 基質 タン パ ク質 と G r o E L の縁 部との

距離が 近く なり 、 さら に 3～ 4 秒 で G ro E S が解 離し て基 質タン パク 質が 外 部に放

出され るこ と が 明 ら か に な っ た 。 こ の結果 から 、第 １ 律速過 程で の折 り たたみ 抑

制が基質タンパク質に普遍的に起こっていることが示唆された。  

第 6 章で は、 G r o E L の 反 応 サ イ クル におけ る AT P の化 学状態 の移 り変 わ りと 、

２つの 律速 過程 の 関 連 に つ い て 調 べ られて いる 。 G r o E L の反 応サ イク ル のうち 、

いつ AT P 加水 分 解 が 起 こ り 、 P i や A D P が Gr o EL から 放 出され るの かを 明 らかに

するた め 、基 質タ ン パク質 存在 下に お ける AT P 加水 分解 、P i 放出 、A D P 放 出の初

速度解 析が 行 わ れ て い る 。P i の 全生 成量を 酸変 性後 に マラカ イト グリ ー ン法で 測

定し、P i の 溶液 中 へ の 放 出 速 度 を 蛍 光 色素で 標識 した P i 結合タ ンパ ク質 を 用いて

測定し た。さら に 、A D P 放 出 速 度 を 、N A D H の酸 化と 共役 した AT P 再生 系を 用い

て測定 した 。こ れ ら ３ つ の 実 験 の 結 果から 、 AT P 加水 分解 と P i の放出 は G r o E S

が結合 して 3 秒 後 に起 こ り 、さ らに そ の 5 秒後に A D P が 放出さ れる こと が 分かっ
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た。  

第 7 章で は 、 シ ャ ペ ロ ニ ン 反 応 サ イ クルに 関す る考 察 が述べ られ 、申 請 者が提

唱する 「２ つ の タ イ マ ー モ デ ル 」 が 説明さ れて いる 。 基質タ ンパ ク質 を 結合し た

G r o E L は、 AT P と G r o E S を 結 合 後 c i s -AT P *  c o mp l e x と いう反 応中 間体 を 作る。

G r o E S が G r o EL に 結 合 し た 後 3 秒 間 は G F P の折 れた た みが阻 害さ れて い る（第 1

律速過 程 ）。 3 秒 後 に G F P が G r o E L 内部に 放出 され 、 瞬時 に AT P 加水分 解と P i

放出が 起こ っ て c i s -A D P *  c o mp l e x とな る。こ の複 合体 は 5 秒間の 寿命 をも ち（第

２律速 過程 ）、こ の 間に G F P の 折 れた たみが 進行 する 。 最後 に G r o E L を構 成する

2 つのリン グの う ち G r oE S が 結 合し ていな い方 （ト ラ ンス側 ）に 基質 タ ンパク 質

と AT P が結合 し 、元 々 結 合 し て い た G r o E S、A D P、G F P が G r o EL から 放出 され る。

２つの 律速 過 程 が 存 在 す る と い う 上 記の知 見は 、従 来 の G r o EL の反 応サ イクル モ

デルを 大き く 修 正 す る も の で あ る 。 また、 G r o EL に G r o E S と基質 タン パク 質が 3

秒間同 時に 結合 す る 中 間 状 態 c i s -AT P *  co mp le x が存在 す ること は、 G r o ES が結合

する際 に基 質タ ン パ ク 質 が G r o E L の外に追 い出 され ず、高い効 率で 内部 空 洞に取

り込ま れる 理由 を う ま く 説 明 し て い る。第 8 章で は、 本論文 のま とめ と 今後の 展

望が述べられている。  

以上で述べたように、本申請者は、１）１分子蛍光イ メー ジン グ 法を用 いて シャ ペ ロニ

ン G r o E L・ G r o E S の 結 合 解 離 を 可 視 化し、 タン パク 質 間相互 作用 の 1 分 子蛍光 イ

メージ ング に成 功 した 。そ の結 果 、 G ro E L - G r o ES の反 応 サイク ルに 未知 の 中間体

が存在 し、 3 秒 と 5 秒 の 2 つ の 律速 過程が ある こと を 明らか にし た。 ま た、２ ）

シャペ ロニン G r o E L -G r o E S 複合 体 内 で G FP が折 れた た む時間 経過 を１ 分 子イメ

ージン グす るこ と に 成 功 し 、シ ャ ペ ロ ニン複 合体 内で は G F P の折れ たた み が 3 秒

間妨げ られ るこ と を 発 見 し た 。さ ら に、３）G r o E L によ る AT P 加水分 解反 応を詳

細に解 析し 、新 し い 2 つ の 反 応 中間 体の化 学状 態を 決 定した 。以 上の 結 果をま と

め、申請者は、シ ャ ペ ロ ニ ン 反 応サ イ クル にお け る「 ２ つの タイ マ ーモ デ ル」 を提

唱した 。こ れは 、 G ro E L が 基 質 タ ンパ ク質を 効率 よく 空 洞内部 に取 り込 む 理由を

うまく説明しており、 GroEL の機能を理解する上で重要な知見をもたらした。  

よって、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る。  
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