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1. 緒言 

 

真正細菌の可溶性画分に存在するシャペロニン

（GroEL、Cpn60、Hsp60）は、真核生物のミトコンドリア、

植物の葉緑体などに存在する Hsp60 とともに I 型シャペ

ロニンファミリーに分類される。その機能は、コシャペロ

ニン（GroES、Cpn10、Hsp10）とともに、新生ポリペプチ

ドや変性タンパク質の凝集を阻止し、正しい立体構造形

成（フォールディング）の介助をすることである。 

I 型シャペロニンの構造や反応機構に関する研究の大

部 分 は 、 安 定 性 が 高 い 大 腸 菌 の シ ャ ペ ロ ニ ン

（GroEL/GroES）システムを用いて進められてきた。大腸

菌の GroEL/GroES は、細胞内に存在する膜タンパクを除

く約2500種の可溶性タンパク質の10〜15％を基質とする

生命活動に必須のタンパク質である。GroEL は 57 kD のサ

ブユニット 7 つからなるリングが 2 つ重なった安定な 14

量体構造（総分子量〜800 kD）をもち、GroEL で囲まれた

リング内部にはそれぞれ直径約 45 Å の空洞がある[1]。

GroELがATPの加水分解を伴ってGroESを蓋のように結合

すると、閉鎖された空洞内に変性ポリペプチドが閉じ込

められてフォールディングする[2]。ATP が ADP に加水分

解されると GroES は GroEL から解離し、ADP とポリペプチ

ドも放出され、この一連の反応サイクルが２つのリング

で繰り返される。反応中間複合体には、1分子の GroEL に

1 分子の GroES が結合した弾丸型複合体（GroEL/GroES1）
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Abstract 

Type I chaperonins (Cpn60/Hsp60) are essential proteins that mediate the correct folding of 
newly translated and stress-denatured proteins in bacteria, chloroplast and mitochondria. Despite 
the high sequence homology among chaperonins, there are some critical differences at the 
mechanistic level between the bacterial and the mitochondrial chaperonins with respect to their 
oligomeric state and their ability to function with co-chaperonins from different sources. Asp52 and 
Asp398 in Escherichia coli chaperonin GroEL are known as the critical residues on ATP hydrolysis 
because GroELD52A/D398A mutant is severely deficient in ATP hydrolysis but not in ATP binding. 
Here, yeast mitochondria Hsp60 (mHsp60) and Thermus thermophilus Hsp60 (TCpn60) were used 
to investigate the functional commonality of these two well-conserved Asp in ATP hydrolysis. These 
residues in GroEL correspond to Asp73 and Asp420 in mHsp60 and to Asp51 and Asp396 in TCpn60, 
respectively. We found that ATPase activity of mHsp60D73A and mHsp60D420A mutants were ~20% 
and < 4% of wild type, respectively, indicating that functional commonality of two Asp was shown 
in yeast mHsp60, despite suggesting different roles of Asp51 in TCpn60, surprisingly. 
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と、1分子の GroEL に 2分子の GroES が結合したフットボ

ール型複合体（GroEL/GroES2）が知られており（Fig.1A）、

変性タンパク質存在下でフットボール型複合体の形成が

促進されることから、細胞内の変性タンパク質濃度に応

じて使い分けていると示唆される [3]。GroEL/GroES 弾丸

型複合体の結晶構造は大腸菌や Thermus thermophilus

（Fig.1B）などで決定されているが、フットボール型複合

体は最近になって大腸菌 GroEL/GroES とヒトミトコンド

リア Hsp60/Hsp10 で決定された（Fig.1C）[4,5]。真核生

物のミトコンドリア Hsp60/Hsp10 は、立体構造は大腸菌

由来のものとよく似ているが、オリゴマー状態やコシャ

ペロニン選択性の高さなど反応機構の違いが指摘されて

いる。 

シャペロニンの反応機構では、ATP の加水分解時間が

1 反応サイクルの時間を制御しており、野生型 GroEL

（GroELWT）では約 8秒である。GroEL の結晶構造で ATP の

γリン酸近傍にあるAsp52と Asp398を共にAlaに置換し

た GroELD52A/D398A変異体では、GroEL/GroES 複合体の半減期

が約 6 日に延長され、ATP の加水分解活性は低下するが、

ATP 結合、GroES 結合と基質タンパク質のフォールディン

グ活性は野生型と同等に保持していた[6]。GroEL の２つ

のアスパラギン酸残基の ATP 加水分解における重要性が、

I 型シャペロニンに広く共通であるのか検証するために、

酵母ミトコンドリア Hsp60 （ mHsp60 ）および T. 

thermophilus Hsp60（TCpn60）の相当するアミノ酸変異体

を作製し（それぞれの GroEL との相同性は 53％および

60％）、シャペロニン活性を解析した。 

 

2. 材料および方法 

 

2.1 Hsp60 変異体発現ベクターの作製とタンパク質精製 

各種変異体の作製に用いたプライマー配列および作

製した発現ベクターを Table 1 に示した。シグナル配列

（1〜21 番目まで）を除去した酵母 mHsp60 の発現ベクタ

ーpET21c(+)yeast mtCpn60(22S-)を鋳型とし、Pfu Turbo 

DNA Polymerase（Agilent）を用いた QuikChange site-

directed mutagenesis法にて Asp73と Asp420を Alaにぞれ

ぞれ置換した発現ベクターpET-mtCpn60(D73A)および

pET-mtCpn60(D420A)を作製した。pET-mtCpn60(D73A)を鋳

型として同様に QuikChange site-directed mutagenesis

法にて Asp73 と Asp420 の二重変異体の発現ベクターpET-

mtCpn60(D73A/D420A)を作製した。E. coli Rosetta(DE3)

で発現させたライセート上清から、変異型 mHsp60 を

Butyl-Toyopearl（TOSOH）、SepharoseCL-4B（GE Healthcare）

を用いて精製した。 

T. thermophilus由来 TCpn10遺伝子と TCpn60遺伝子

を含む pRCC501 [7]を鋳型 DNA として、TCpn60(D51A)For

と TCpn60(D396A)Rev お よ び TCpn60(D51A)Rev と

TCpn60(D396A)For のプライマーの組み合わせで PCR を行

い、それぞれ 1.0 kbp と 6.2 kbp の増幅断片を得た。In-

fusion クローニングキット（TaKaRa）を用いてこれらの

遺伝子断片を連結し、Asp51と Asp396の二重変異体の発現

ベクターpET-TCpn10TCpn60(D51A/D396A)を作製した。次

に、pET-TCpn10TCpn60(D51A/D396A)と pRCC501 の XbaI−

KpnI領域を組換えて、Asp51と Asp396の変異をそれぞれも

つ pET-TCpn10TCpn60(D51A)と pET-TCpn10TCpn60(D396A)

を作製した。これらの発現ベクターで組換えた E. coli 

BL21(DE3)を超音波破砕し、可溶性画分を 70˚C で 30 分間

熱処理し、遠心分離した上清を DEAE-Toyopearl、Butyl-

Toyopearl(ともに TOSOH)、 Sephacryl S-300HR（ GE 

Healthcare）を用いて精製した。 

精製タンパク質は 65％ 飽和となるよう硫安を加えて

沈殿させ、4℃で保存した。使用の際は、沈殿を 20 mM 

HEPES/KOH、100 mM KCl、5 mM MgCl2（HKM 緩衝液、pH 7.5）

に溶解し、PD-10 Desalting Columns（GE Healthcare）で

脱塩して実験に供した。 

精製した TCpn60 を 55˚C でインキュベートした後、5 

µg/レーンとなるよう 13.5％アクリルアミドゲル（SDS-

PAGE）または 5％アクリルアミドゲル（Native-PAGE）に

て分離した。CBB 染色したゲルを ImageJ にて解析し、同

時に電気泳動した濃度既知の精製 TCpn60 と TCpn10 のバ

ンドから求めた検量線から、タンパク量を算出した。 

  

2.2 ATP 加水分解活性の測定  
Hsp60 からの ADP の放出を、ATP 再生系を用いて分光

学的に測定した。HKM 緩衝液（20 mM HEPES-KOH（pH 7.5）、

100 mM KCl、5 mM MgCl2）に、0.2 µM Hsp60、0.2 mM NADH、

5 mM phosphoenolpyruvate、100 µg/ml pyruvate kinase、

100 µg/ml lactate dehydrogenase、5 mM DTT を加え、反

応液とした。セルホルダの温度を mHsp60 は 25˚C、TCpn60

は 55˚C に設定し、攪拌している反応液中に 1 mM ATP を

添加して加水分解反応を開始した。NADH の減少に起因す

る 340 nm での吸光度の減少を、分光光度計を用いて連続

的に測定し、反応開始から 150 秒後に 0.6 µM Hsp10 を添

加した。 
 

2.3 Hsp60/Hsp10 複合体結合ヌクレオチドの定量  

mHsp60 変異体に結合したヌクレオチドを分析するた

めに、Hsp60/Hsp10 複合体を形成後に迅速に分離精製した。

3 µM mHsp60、9 µM mHsp10、5 mM DTT、1 mM ATP を HKM

緩衝液に加え、5分間室温で静置した。TSK-GEL G3000SWXL 

ガードカラム(TOSOH)を 3連結したゲルろ過クロマトグラ

フィー(25 mM HEPES/KOH (pH 7.0)、100 mM Na2SO4、5 mM 

MgSO4)にて反応液を迅速に分離し、複合体を単離した。分

取した Hsp60/Hsp10 複合体溶液を反応開始から一定時間

毎に抜き取り、24％ PCA を加えた。遠心分離した上清を 

0.5 M K2CO3 で中和した後、TSK-GEL ODS-80Ts (TOSOH)逆

相クロマトグラフィー(100 mM リン酸ナトリウム(pH 

6.9))で ATP と ADP に分離し、Abs260を記録した。ヌク

レオチド量はピーク面積によって計算し、濃度既知の ATP

と ADP を用いて作成した検量線によって定量した。 
  

Fig. 2 Schematic model for the GroEL/GroES  
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Fig. 1 Crystal structures of chaperonin complexes and sequence alignment between bacterial and eukaryotic 
Hsp60 
Overall structure of Hsp60/Hsp10 complexes and enlarged monomer structure of Hsp60 from E. coli (PDB ID: 1AON and 
3WVL)(A), T. thermophilus (4V4O) (B), and Human mitochondria (4PJ1) (C). (D) Element of the secondary structure are indicated 
above the amino acid sequence alignment of E. coli GroEL (1), T. thermophilus Cpn60 (2), Yeast mitochondria Hsp60 (3), and Human 
mitochondria Hsp60 (4). Arrows indicateβ-sheets, and cylinders represent α-helices. Domains are colored in red (apical) , green 
(intermediate), and blue (equatorial). 
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D73A

D420A

D73A/D420A

pET-mtCpn60(D73A)

pET-mtCpn60(D420A)

pET-mtCpn60(D73A/D420A)

Mutant Expression vector Primer name Primer sequence*1

mtCpn60(D73A)For
mtCpn60(D73A)Rev
mtCpn60(D420A)For
mtCpn60(D420A)Rev

TCpn60(D51A)For
TCpn60(D51A)Rev
TCpn60(D396A)For
TCpn60(D396A)Rev

CCAAAGATTACTAAGGcTGGTGTTACAG
CTGTAACACCAgCCTTAGTAATCTTTGG
GGACCGTTACGATGcTGCTTTGAACGCTAC
GTAGCGTTCAAAGCAgCATCGTAACGGTCC

CACCAAGGcCGGGGTGACGaTcGCCAAG
CTTGGCgAtCGTCACCCCGgCCTTGGTG
GAAGCATCGaTTTGAGGcCGCCCTGAAC
GTTCAGGGCGgCCTCAAAtCGATGCTTC

mHsp60

TCpn60 D51A

D396A

D51A/D396A

pET-TCpn10TCpn60(D51A)

pET-TCpn10TCpn60(D396A)

pET-TCpn10TCpn60(D51A/D396A)

＊1 Mutations are shown in lowercase. 
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が結合し精製されているためと考えられ（Fig. 4A）、D51A

変異が ATP 加水分解速度だけでなく TCpn10 の解離に影響

している可能性が考えられた。 

 

3.3 ATP および Hsp10 と Hsp60 の分子間相互作用解析 

変異を導入した2つの Aspが ATP加水分解だけでなく

ATP 結合や Hsp10 結合に作用する可能性を検証するため

に、mHsp60変異体およびTCpn60変異体にATPまたはHsp10

を滴下し、等温滴定型熱量測定による解析を行った。

mHsp60D73Aへの ATP 結合は、ATP 加水分解により発生する

熱量の変化が重なり解離定数（Kd）を算出できなかったが、

mHsp60D420Aと mHsp60D73A/D420Aではそれぞれ Kd が 5.7E-05 M

と 1.9E-05 Mであり、1分子の mHsp60 に対して約 10分子

の ATP が結合したと見積もられた。また、全ての mHsp60

変異体への mHsp10 の結合について、1分子の mHsp60 に対

して 2 分子の mHsp10 が結合すると見積もられ、特に

mHsp60D73A/D420Aでは Kd の値（2.6E-10 M）が劇的に他の変

異体よりも低下していた。これらの結果は、ATP 加水分解

活 性 や ゲ ル ろ 過 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ る

mHsp60/mHsp10 複合体解析の結果とも完全に一致してい

た（Table 2）。 

一方、TCpn60 変異体においては、1 分子の TCpn60D396A

に対して 3 分子の ATP 結合が観察され、Kd は 1.9E-07 M

であった。３種の変異体の中で TCpn60D396Aだけがわずかで

はあるが TCpn10 の結合を確認でき、これはゲル濾過クロ

マトグラフィーの結果と矛盾しなかった（Table 2）。 

  

4. 考察 

 

真核生物のミトコンドリアの Hsp60 は、ミトコンドリ

アに輸送されたタンパク質のフォールディングやストレ

スによるミトコンドリアタンパク質の変性を防ぐ機能の

ため、生存に不可欠なタンパク質である。また、このタン

パク質がヒトにおける重篤な遺伝病の原因タンパクであ

ることもわかってきているため、構造解析や機能解析が

期待されるが、タンパク質の安定性や精製のしやすさか

ら、先行研究による知見のほとんどが大腸菌の

GroEL/GroES に依存してきた。ミトコンドリアの

Hsp60/Hsp10 の結晶構造解析は、ヒト由来のタンパク質で

フットボール型複合体、シングルリング複合体（フットボ

ール型複合体が Hsp60 のリング−リング界面で解離した複

合体）として報告されたが、酵母ミトコンドリア

mHsp60/mHsp10 ではまだ報告がない[9]。E.coli GroEL の

Asp398相当のアミノ酸のヒトミトコンドリア mHsp60 にお

ける Ala変異体が、ATP 加水分解活性の低下を示し、フッ

トボール型複合体を安定に形成することが報告されたが

[10]、同じように保存されている GroEL の Asp52相当変異

体は報告がなかった。本研究により、酵母ミトコンドリア

の mHsp60 の Asp73と Asp420は、E.coli GroEL の Asp52と

Asp398同様に、ATP のγリン酸の引き抜きに重要なアミノ

Fig. 5 Binding of Hsp10 to Hsp60 mutants.   
Binding of Cy3-mHsp10 to the mHsp60 mutant in the 
absence (A) or presence (B) of 1 mM ATP. Binding of Cy3-
TCpn10 to the TCpn60 mutant in the absence (C) or presence 
(D) of 1 mM ATP. mHsp60 mutants were mixed with Cy3-
labeled Hsp10 and ATP (1 mM) at the indicated case and 
then separated by gel filtration HPLC with fluorescence 
detection. a.u., arbitrary units.  
Electron micrographs of the negatively stained mHsp60WT/ 
mHsp10 (E) and mHsp60D73A/D420A /mHsp10 (F) complexes 
in the presence of ATP. Arrowheads show the symmetrical 
football complexes.  
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+,4OH6%)H,6'TH)I'?(/A]\'/&%N('%'+$H)H+%&'$,&#'H6'?X:'IN7$,&N(H('
,-'+I%/#$,6H6'Q$,MDL'9"#3'%&"#>*+-"F'%"'F'A111[F'9R13GEL' '
bZc'SL'B%)%6%O#F'iL'`,),I%(IHF'.L'X%8*+IHF' %67'`L'S,(IH7%>'
.#%)VH6%+)H"%)#7' :$,)#H6(' `%6%8#7' ON' ;6%iJVQ$/MVK&/<'
KI%/#$,6#('?$#'g#&#%(#7' %(' %'KI%/#$,6H6V$#+,86Hh%O&#'@,6V
6%)H"#'a,$4F'9"#3'%&"#>*+-"F'%()F'3RA\\f3RA]RF'9R111EL' '
b\c'†…›F'q…œÛƒF'Uƒ„„ƒF' ktùS†‡±Þm

|3äqVµ Q$,MD j@R%}žÞ5lFŸ ¡¢Œ‹Á

‰Šst' <mGAF'R3VR0F'9R13]EL'
b]c' SL' Q,4#hVD&,$#6)#3F' aL' J#O%$%F' `L' :%)$%F' gL' `%&H_3F' YL'
@H(#4O&%)F'!L'KI,4(_NV.#+I)F'?L':%$6%(F'?L'?h#4F'J?L'.H$(+I'
%67'=L'nO%$$#)5#6%V<#&%67H%'>'Y)$*+)*$%&'O%(H('-,$'%+)H"#'(H68&#'
%67' 7,*O&#' $H68' +,4/&#5#(' H6' I*4%6' 4H),+I,67$H%&' .(/01V
.(/31'+I%/#$,6H6F'12)"#>%--/5"F'##F'3F'3]30F'9R1R1EL!
b31c' gL' =(IH7%F' XL' !_%4,),F' aL' `,),oH4%F' .L' i*O,)%F' .L'
X%_%I%(IHF' `L' X%6%O#F' XL' !_%F' ?L' iH)%4*$%F' `L' iH6o,F' `L'
S,(IH7%F'`L'!)%_%F'MT%L'Q$%"#F'%67'.L'=),I'>':IN(H+,+I#4H+%&'
:$,/#$)H#(',-')I#'`%44%&H%6'`,&#+*&%$'KI%/#$,6#'.Y:01F'?5)"#
9"#:%&"#=$'"F'#'F'G\]F'9R13\EL'
'

G&"40,-,N)?3)?*,#$%0?*$/,&?&4<#)#,25,D#>EF,1=$&?$,"<,OG;,
,
,
,
,

Kd (M)
Binding sites

mHsp60 TCpn60

Nucleotide 

D73A D420A D73A/D420A D51A D396A D51A/D396A

Hsp10 

ND
ND

5.7E-05
10.0

1.9E-05
10.0

9.6E-09
5.5

1.9E-07
3.1

1.0E-12
1.1

3.4E-09
2.1

1.1E-09
1.9

2.6E-10
1.8

2.7E-08
0.3

ND
ND

ND
ND

Kd (M)
Binding sites

ND：not detected 

Asp73とAsp420は酵母ミトコンドリアHsp60のATP加水分解に重要な役割を果たす（増田・村越・依田・小池） 33
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