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本論文で使用されている略号（アルファベット順） 

 

ABD-F  4-Fluoro-7-sulfamoylbenzofurazan 

ADP  adenosine 5’-diphosphate 

Amp  ampicillin 

AMP-PNP adenosine 5'-（beta,gamma-imino）triphosphate 

ATP  adenosine 5’-triphosphate 

ATPγS  adenosine 5’- O-（3-thiotriphosphate） 

BAP  ClpB-ClpA-P loop 

BSA  bovine serum albumin 

CBB  Coomassie brilliant blue 

Clp  Caseinolytic protease 

DEAE  diethyl-aminoethyl 

DTT  dithiothreitol 

EClpA  ClpA from Escherichia coli 

EClpB  ClpB from Escherichia coli 

EClpP  ClpP from Escherichia coli 

EDnaK  DnaK from Escherichia coli 

FITC  Fluorescein-4-isothiocyanate 

G6PDH  Glucose-6-phosphate-dehydrogenase 

Hsp  heat shock protein 

IPM  isopropylmalate 

IPMDH  3-Isopropylmalate dehydrogenase  

LDH  lactate dehydrogenase 

MOPS  3-morpholinopropanesulfonic acid 

NAD+  （酸化型） nicotinamide adenine dinucleotide 

NADH  （還元型） nicotinamide adenine dinucleotide 

NADP+  （酸化型） nicotinamide adenine dinucleotide phosphate 

NADPH （還元型） nicotinamide adenine dinucleotide phosphate 

PAGE  polyacrylamide gel electrophoresis  

PEP  phospho enol pyruvate 

PK  pyruvate kinase 

QAE  quaternary-aminoethyl 

SDS  sodium dodecylsulfate 

TCEP  Tris（2-carboxyethyl）phosphine hydrochloride  

TBAP  BAP from Thermus thermophilus 
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TClpB  ClpB from Thermus thermophilus 

TClpP  ClpP from Thermus thermophilus 

TDnaJ  DnaJ from Thermus thermophilus 

TDnaK  DnaK from Thermus thermophilus 

TGrpE  GrpE from Thermus thermophilus 

Tris  tris(hydroxymethyl)aminomethan 
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要旨 

 

分子シャペロン ClpB は、DnaK システムと協同して、ストレスによって凝集したタ

ンパク質（凝集体）をほぐし（脱凝集）、再生することができる。その際、ClpB は ATP

の結合・加水分解のエネルギーを使って、凝集体を ClpB の 6 量体リング中央の孔に通

す（糸通し）ことで脱凝集すると言われている。ClpB のサブユニットは、N 末端ドメ

イン、ミドルドメイン、2 つの ATPase ドメイン（AAA-1、AAA-2）の 4 つのドメイン

から成る。N 末端ドメインは他のドメインに比べて高い可動性をもつことが知られてい

る。ミドルドメインはコイルドコイル構造を形成しており、ロイシンジッパー様構造で

安定化している。AAA-1、AAA-2 はそれぞれ共通の保存配列を持つ。それらの配列の

中でも、Walker A 配列は ATP の結合に、Walker B 配列と保存 Arg 残基は ATP の加

水分解に、中央孔残基は基質結合に関わっていることが知られている。しかし、ClpB

の各ドメインが基質タンパク質の糸通しにどのように関わっているか、その詳細は明ら

かでない。 

 Bukau らによって作製された ClpB の変異体（BAP）は、ClpB と同様の機能を持っ

たまま、筒型の ClpP プロテアーゼと結合できる。BAP は DnaK システム非存在下で

も、ClpP とともに変性モデルタンパク質である casein を分解できるため、ClpB の基

質糸通し活性のみを調べることができる変異体である。本研究では、好熱菌 Thermus 

thermophilus の BAP（TBAP）を作製し、様々なドメインの変異を導入し、活性への

影響を調べた。その結果、ミドルドメインの安定性は脱凝集における基質結合と糸通し

以外の過程に必要であることが分かった。また、N 末端ドメインは casein の糸通しに

重要であり、その動きは糸通し活性を促進していることを見出した。更に、AAA-1、

AAA-2 の中央孔の Tyr 残基はそれぞれ基質結合に関わっており、Ala 残基に置換して

も基質結合後の糸通しは可能であることが分かった。また、AAA-1、AAA-2 のそれぞ

れのドメインへの ATP の結合も基質結合に関わっており、どちらか片方への ATP の結

合が基質結合後の糸通しに必要であることを明らかにした。更に、それぞれのドメイン

での ATP の加水分解は基質結合後の糸通しを促進しているが、必要ではないことを見

出した。ATP 加水分解活性を全く持たない変異体でも十分な速度で casein を糸通しす

ることができたことから、ClpB による変性タンパク質の糸通しには、ATP の加水分解

は必要ではないことが分かった。これらの結果をもとに、ClpB による変性タンパク質

の新たな糸通しモデルを提唱した。本研究の成果は、糸通し活性を共通に持つタンパク

質の基質糸通しメカニズムの理解に役立つと期待される。  
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１．序論 

 

1-1. 分子シャペロン 

 

タンパク質は正しい立体構造を形成して初めて機能する。通常、タンパク質の立体構

造は疎水性残基が内側に、親水性残基が外側に向くように折りたたまれて（フォールデ

ィング）、疎水相互作用や水素結合などの非共有結合で安定化している。しかし、温度、

pH、塩濃度などの変化によってストレスを受けると、それらの結合が解かれ、疎水性

残基が外側に露出したヒモ状の変性タンパク質となる。これらの変性タンパク質は疎水

相互作用によって非特異的に会合し、細胞に有害な不溶性の凝集体となってしまう [1]。

こういったタンパク質の凝集を防ぎ、正しい立体構造にフォールディングする手助けを

しているのが、分子シャペロンと呼ばれる一群のタンパク質である。分子シャペロンと

は、様々なタンパク質のフォールディングを助け、最終的にそのタンパク質の構成因子

にならないタンパク質のことであり、原核生物から真核生物まで幅広く存在する。分子

シャペロンの多くは、熱ショックタンパク質（Hsp）やストレスタンパク質と呼ばれ、

熱など様々なストレスに応じて大量に発現し、生命の維持に役立っている [2]。また、

一般的な分子シャペロンはヒモ状の変性タンパク質に結合して凝集体形成を防ぎ、再度

フォールディングに導く機能を持つが、一度凝集してしまったタンパク質を再生するこ

とはできない。しかし、Clp/Hsp100 ファミリーに属する ClpB は、別の Hsp で分子シ

ャペロンである DnaK、DnaJ、GrpE からなる DnaK システムと協力して ATP 依存

的に働くことによって、凝集したタンパク質をほぐし（脱凝集）、活性のある状態まで

再生することができる（図 1-1）[3-9]。 

 

 

1-2. DnaK システムの機能 

 

DnaK は ATP 加水分解活性を持つヌクレオチド結合ドメイン、フレキシブルリンカ

ー、基質結合ドメインからなる（図 1-2.A,B）。DnaK は ATP 結合型で基質結合ドメイ

ンが開いた状態になり、変性タンパク質などの基質を受け入れ可能にする。ATP が加

水分解され、ADP 結合型になると基質結合ドメインは閉じた状態となり、基質タンパ

ク質と強く結合するようになる [1, 2]。この DnaK と基質タンパク質の相互作用を補助

しているのが、DnaJ と GrpE である。まず、DnaJ が変性タンパク質と結合し、ATP

結合型の DnaK にそれを受け渡す。この動きに伴って DnaJ は DnaK の ATP 加水分解

活性を促進し、ADP 結合型になった DnaK は変性タンパク質との相互作用が安定化す

る。その後、DnaK-変性タンパク質複合体から DnaJ が解離し、ヌクレオチド交換因子
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である GrpE が DnaK のヌクレオチド結合ドメインに結合すると、ADP が解離して

ATP 結合型の DnaK が再生する [10]。この ADP/ATP のヌクレオチド交換に伴う構造

変化によって、変性タンパク質が解離する。DnaK システムはこのように変性タンパク

質と結合・解離を繰り返すことで、凝集体形成を防ぎ、自発的なフォールディングを促

進する [11]。また、DnaK システムは、変性タンパク質だけでなく、疎水表面が露出

している小さな凝集体も再生することができる。しかし、より厳しい変性条件で形成さ

れた大きな凝集体を DnaK システムが再生するためには、ClpB との協力が必要である 

[7, 12]。その際、先に DnaK システムが凝集体に作用し、ClpB にそれを受け渡してい

ると考えられている [13]。 

 

 

1-3. ClpB の構造と特徴 

 

ClpB の属する Clp/Hsp100 ファミリーは、より大きな AAA+（ATPases associated 

with diverse cellular activities）ファミリーの一部である。AAA+ファミリータンパク

質は、Walker 型 ATPase の基本構造の C 末端側に α へリックスに富んだサブドメイン

が付随した ATPase ドメイン（AAA モジュール）を共通に持つ。多くの場合、リング

状の多量体を形成して働き、そのリング中央には小さな孔が存在する。Clp/Hsp100 フ

ァミリーに属するタンパク質は、このリング中央の孔に基質タンパク質を通す（糸通し）

活性を共通に持つ [2]。 

ClpB はリング状の 6 量体を形成して働く（図 1-3.A）。その 6 量体リングの安定性は

塩濃度、タンパク質濃度、ヌクレオチドの結合状態に依存する [14-20]。また、ClpB

は DnaK システムによって受け渡された凝集体を 6 量体リング中央の孔に糸通しする

ことで脱凝集すると言われている [13]。 

好熱菌 Thermus thermophilus の ClpB（TClpB）の結晶構造によると、TClpB の

サブユニット 1 つは、αへリックスに富んだ球状構造の N 末端ドメイン、ATP 加水分

解活性を持つ 2 つの AAA モジュール（AAA-1、AAA-2）、85Åと長く特徴的なコイル

ドコイル構造を持つミドルドメインの 4 つの部分からなる（図 1-3.B）[21]。 

 

 

1-4. ClpB の N 末端ドメイン 

 

 ClpB の遺伝子には、N 末端ドメインに相当する配列の直後にも弱い翻訳開始点があ

り、生体内では、全長の ClpB の他に N 末端ドメインが欠損した ClpB（ClpBΔN）も

合成されている [22, 23]。ClpBΔN は ClpB と同様、DnaK システムと共にいくつかの

凝集した基質タンパク質を再生できるが、多くの場合は ClpB よりも再生活性が低い 



9 

[19, 24-26]。また、ClpB の ATP 加水分解活性は、変性モデルタンパク質である casein

が主にN末端ドメインに結合することによって促進されることが知られている [23, 25, 

27]。ClpB の N 末端ドメインは casein の他にも強固に凝集したタンパク質との結合に

も関わっていると言われている [26, 28]。結晶構造解析の結果によると、同じヌクレオ

チド結合状態でもClpBのN末端ドメインは他のドメインに対して様々な方向に向いて

いた（図 1-4）[21]。また、電子顕微鏡像では、N 末端ドメインは見えていない。これ

らのことから、N 末端ドメインが非常に高い可動性を持つことが示唆されている [29]。 

 

 

1-5. ClpB の Walker 配列 

 

ClpBのAAA-1、AAA-2それぞれにはWalker配列と呼ばれる保存配列が存在する（図

1-5.A,B）。GXXGXGKT 配列（X は任意のアミノ酸残基）は Walker A 配列として知ら

れている。この Lys-Thr を Ala-Ala に置換すると、変異を導入した AAA モジュールへ

のヌクレオチドの結合が阻害される [18]。ClpB の脱凝集活性には、両方の AAA モジ

ュールへの ATP の結合が必要であり、また、ClpB の 6 量体が安定化するためには、

AAA-1 への ATP の結合が重要である [18, 19]。hhhhDE 配列（h は疎水性アミノ酸残

基）は Walker B 配列として知られている。この Glu を Gln または Ala に置換すると、

そのAAAモジュールでのATPの結合を阻害せずに、ATPの加水分解が阻害される [18]。

両方の AAA モジュールに Walker B 変異を持つ trap 変異体は、基質タンパク質と強く

結合することが知られている [30]。また、ClpB の脱凝集活性には、いずれか片方の

AAA モジュールでの ATP 加水分解が必要であり、効率的な脱凝集には両方の AAA モ

ジュールでの ATP 加水分解が必要である [18]。 

 

 

1-6. ClpB の中央孔の芳香族アミノ酸 

 

Clp/Hsp100 ファミリータンパク質のリングの中央孔には pore loop が高度に保存さ

れている [31]。pore loop は aXG 配列（a は芳香族アミノ酸残基、X は任意のアミノ酸

残基）からなり、6 量体リングの中央孔に面している。TClpB の電子顕微鏡像では、

ATP 結合状態で pore loop が孔の中心に集まっており、ヌクレオチド非結合状態では、

pore loop はフレキシブルであるために見えていない [29]。大腸菌の ClpB（EClpB）

では、ATP 結合状態の AAA-1、AAA-2 それぞれの pore loop の Tyr 残基と基質タンパ

ク質との直接的な結合が見られている [13, 32, 33]。その Tyr 残基を Ala 残基に変異さ

せると、凝集体の再生活性や糸通し活性が大きく低下することが知られている [13]。

また、AAA タンパク質ファミリーのメンバーで膜結合型プロテアーゼの FtsH は、pore 
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loop の Phe 残基を性質の大きく異なるアミノ酸残基に変えると基質の分解活性が著し

く低下する [34]。 

 

 

1-7. ClpB のサブユニット界面の保存 Arg 残基 

 

AAA+ファミリータンパク質のサブユニットの界面に高度に保存されている Arg 残

基（保存 Arg 残基）は Arg finger とも呼ばれている。この保存 Arg 残基は隣のサブユ

ニットに結合した ATP のγリン酸基と相互作用し、ATP 加水分解中の遷移状態を安定

化することで ATP 加水分解を触媒していると考えられている。TClpB の AAA-1 には

R322 が、AAA-2 には R747 が保存されている（図 1-5.A,B）。これらの Arg 残基を

Ala に置換すると、その AAA モジュールでの ATP の結合は阻害されずに、ATP 加水

分解だけが阻害される [35]。 

 

 

1-8. ClpB のミドルドメイン 

 

ClpB のミドルドメインのコイルドコイル構造は Wing-1、Wing-2 と呼ばれる 2 つの

羽のような構造からなる（図 1-3.B）。このコイルドコイル構造はロイシンジッパー様

構造で安定化されている（図 1-6）。また、N 末端ドメインほどではないが、ミドルド

メインも高い可動性を持つ（図 1-4）[21, 29]。ClpB の AAA-1 に ATP が結合すると、

ミドルドメインの Wing-1 は AAA-1 側へ傾いて近づき、Wing-2 は AAA-2 から遠ざか

る [36]。また、この構造変化が 6 量体を安定化し、ATP 加水分解活性が促進される。

更に、ClpB のミドルドメインと AAA-1 に Cys 残基を変異導入し、ジスルフィド結合

でドメイン間の動きを制限すると脱凝集活性が失われる [21, 36]。これはミドルドメイ

ンが脱凝集と共役して動くことを示している。また最近、DnaK が ClpB のミドルドメ

インに結合し、ClpB の ATP 加水分解活性を促進することが報告された [37-39]。 

 

 

1-9. ClpB の変異体 BAP 

 

他の Clp/Hsp100 ファミリータンパク質である ClpA は、ミドルドメインを持たない

こと以外は ClpB と構造的に似ている（図 1-7.A）。ClpA は HLH（Helix-Loop-Helix）

と呼ばれる領域の loop 部分（ClpP loop）で 14 量体の筒状構造を持つ ClpP プロテア

ーゼと結合する（図 1-7.A,B）。ClpAP は、異常な mRNA から翻訳された不完全なタン

パク質につけられる ssrA タグのついたタンパク質などを認識し、ClpP の内部に糸通し
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し、分解する（図 1-7.C）。ClpB にも HLH に相当する領域があるが、ClpA とはアミ

ノ酸配列が異なり、ClpP とは結合できない。ドイツの Bukau らは大腸菌の ClpA

（EClpA）の HLH を EClpB の HLH 相当領域に導入した変異体を作製し、BAP

（ClpB-ClpA-P loop）と名付けた [13]。BAP は大腸菌の DnaK（EDnaK）システム

と共に働き、ClpB と同様に凝集した基質タンパク質を脱凝集・再生する（図 1-8.A）。

また、大腸菌の ClpP（EClpP）存在下では凝集した基質を脱凝集して、分解する（図

1-8.B）。更に EDnaK システム非存在下でも、BAP は EClpP とともに変性モデルタン

パク質である casein を ATP 依存的に分解することができる（図 1-8.C）。この系を用い

れば、EDnaK システムに依存しない ClpB の基質糸通し活性のみを検出することがで

きる。 

 

 

1-10. 本研究の目的 

 

ClpB による脱凝集には、DnaK システムとの協同、ATP の結合・加水分解とそれに

伴うミドルドメインの構造変化、6 量体リング中央の孔への凝集タンパク質の糸通しな

ど様々な過程が必要である。その中で、糸通しは基質に直接作用する主要な過程であり、

Clp/Hsp100 ファミリーに共通の過程でもある。EClpP と結合できる EClpB の変異体

BAP を用いれば、EDnaK システム非存在下でも ClpB の糸通し活性を調べることがで

き、脱凝集活性と糸通し活性を分離して検出することができる。 

本研究では、ClpB の基質糸通しのメカニズムを調べることで脱凝集のメカニズムに

迫ることを目的とした。TClpB は結晶構造が解かれており、変異を導入する部位を選

別しやすく、また、EClpB とは異なり、Cys 残基を持たないため、任意のドメインの

任意の部位に Cys 残基を導入し、ジスルフィド結合を形成させることでそのドメイン

の可動性を制限することも容易である。そこで、まず BAP と同様の機能を持つ、TClpB

の変異体 TBAP を作製する。次に TBAP を用いて、時間分解能、定量性、再現性のよ

い糸通し速度の測定系を立ち上げ、糸通し速度を反応速度論的に議論できるようにする。

更に、N 末端ドメインの欠損や可動性を制限する変異や、ミドルドメインを不安定化さ

せる変異、または中央孔を形成し、ATP の結合・加水分解に関わる AAA-1 と AAA-2

の保存配列の変異を TBAP に導入し、糸通し活性への影響を調べる。これにより、基

質の糸通しにおける ClpB の各ドメインの役割や貢献度を明らかにする。また、それら

の変異体の糸通し活性と ATP 加水分解活性や脱凝集活性を比較し、総合的に評価する

ことで基質糸通しのメカニズムを理解する。 
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図 1-1. 分子シャペロン ClpB による脱凝集  

分子シャペロン ClpB は別の分子シャペロンである DnaK システムと協力して、凝集

タンパク質をほぐし（脱凝集）、元の活性のある状態にまで再生することができる。 

  

ネイティブなタンパク質 変性タンパク質 凝集タンパク質 

ClpB DnaK システム 
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図 1-2. 大腸菌の DnaK（EDnaK）の立体構造 

 A） ATP 結合型の EDnaK の立体構造（PDB 4B9Q）[40]。ヌクレオチド結合ドメ

インを青色で、フレキシブルリンカーを赤色で、基質結合ドメインを緑色で表示した。

B）ADP 結合型の EDnaK の立体構造（PDB 2KHO）[41]。 
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図 1-3. 好熱菌の ClpB（TClpB）の立体構造 

A）TClpB 6 量体リングの電子顕微鏡像の三次元再構成図（EMDB 1244）[29]。B） 

TClpB 単量体の立体構造（PDB 1QVR）[21]。N 末端ドメインを緑色で、AAA-1 を青

色で、AAA-2 を赤色で、ミドルドメインを黄色で表示した。 
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図 1-4. AMP-PNP 結合状態の TClpB の立体構造を重ね合わせた図 

TClpBの結晶構造解析で得られたAMP-PNP結合状態の 3種類の立体構造をAAA-2

の一部で重ね合わせた図。同じヌクレオチド結合状態でも、各ドメインは少なくともこ

の程度の可動性を持つことが示唆された。 
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図 1-5. TClpB の AAA-1、AAA-2 のサブユニット界面 

A）AAA-1 のサブユニット界面の拡大図。左側のサブユニットを青色で、右側のサブ

ユニットを水色で表示した。左側のサブユニットの Walker A 配列の 204 番目の Lys

と 205 番目の Thr を赤紫色で、Walker B 配列の 271 番目の Glu を赤色で、右側のサ

ブユニットの 322 番目の保存 Arg を黄色で表示した。B） AAA-2 のサブユニット界面

の拡大図。左側のサブユニットを赤色で、右側のサブユニットを桃色で表示した。左側

のサブユニットのWalker A配列の 601番目のLysと 602番目のThrを水色で、Walker 

B 配列の 668 番目の Glu を青色で、右側のサブユニットの 747 番目の保存 Arg を緑色

で表示した。 
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図 1-6. TClpB のミドルドメイン 

TClpB のミドルドメインの拡大図。ロイシンジッパー様構造を形成している部位を

緑色と水色で示した。 
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図 1-7. ClpA と ClpP の立体構造と機能 

A）EClpA の単量体の立体構造（PDB 1KSF）[42]。N 末端ドメインを緑色で、AAA-1

を青色で、AAA-2 を赤色で表示した。ClpP loop を含む HLH（Helix-Loop-Helix）部

分を水色で表示した。B）EclpP の 14 量体の立体構造（PDB 1YG6）[43]。サブユニッ

トごとに色を変えて表示した。C）ClpAP による ssrA タグ付きタンパク質の分解。 
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図 1-8. BAP 変異体の機能 

 A）DnaK システムと BAP による凝集タンパク質の脱凝集・再生。B）DnaK システ

ムと BAP と ClpP による凝集タンパク質の脱凝集・分解。C）BAP と ClpP による変

性モデルタンパク質 casein の分解。 
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2．実験材料と実験方法 

 

2-1.プラスミドの作製 

 

 TClpB 変異体発現用プラスミドの作製は次のように行なった。pET21c ベクターのマ

ルチクローニングサイトに、TClpB 遺伝子が導入されているプラスミド pET21c（N6S0）

-TClpB、またはその変異体プラスミドを鋳型として、EX-taq DNA ポリメラーゼ（Takara）

または KOD FX Neo DNA ポリメラーゼ（Toyobo）を用いて 2 段階の PCR（オーバーラ

ップ伸長 PCR）を行なった（図 2-1）[44, 45]。用いたプライマーの配列を表 2-1 に、

組み合わせを表 2-2 に示した。2 段階目の PCR 反応液をアガロース電気泳動にかけ、

目的の大きさの DNA 断片を切り出し、GFX（GE Healthcare）を用いて精製した。得

られた PCR 産物を指定の制限酵素で処理し、変異配列を含む DNA 断片をアガロース

電気泳動と GFX を用いて回収した（表 2-3)。ベクターとなるプラスミドも同様に処理

し（表 2-3)、それらの断片をリガーゼでつなぎ合わせ、大腸菌 JM109 を形質転換した。

その後、50 µg/ml の Amp を含む LB プレート培地（1 ℓあたり、5 g Bacto Yeast Extract、

10 g Bacto tryptone、10 g NaCl、15 g Agar)で，37℃で 16~18 時間培養し，得られたコ

ロニーを 50 µg/ml の Amp を含む LB 液体培地（1 ℓあたり、5 g Bacto Yeast Extract、

10 g Bacto tryptone、10 g NaCl)3 ml、37℃で 16~18 時間振とう培養した。培養した

菌体を 16,400 G で遠心して回収し、プラスミドは Accuprep（Bioneer）を用いて抽出

した。PCR 法を用いて作製した変異体発現用プラスミドについて、PCR で増幅させた

部分の配列を、DNA シークエンス解析（ABI PRISM 310）により確認した。また、一

部の変異体 TClpB 発現用プラスミドに関しては、既存のプラスミドを制限酵素とリガ

ーゼを用いて切り貼りすることで作製した。形質転換やプラスミド抽出などは先程と同

様の方法で行なった。変異導入の確認は、それぞれの変異部分に予め導入した制限酵素

配列を切断することで行なった。 

 

 

2-2. 大腸菌の大量培養 

 

各タンパク質発現用プラスミドで形質転換した大腸菌 BL21（DE3）を LB+Amp プ

レート培地にスプレッドし、37℃で 16-18 時間培養した。得られたコロニーを指定の

液体培地 500 ml で、37℃で 16~18 時間振とう培養した。その後、6,797 G で遠心して

菌体を回収し、更に約 25 ml の菌体回収用 Buffer（10 mM Tris-HCl pH 7.5、150 mM 

NaCl）で懸濁し、7,900G で遠心して菌体を回収し、-80℃で保存した。TBAP1、TClpP

は 50 µg/ml の Amp を含む 2×YT 液体培地（1 ℓあたり、5 g Bacto Yeast Extract、8 g 
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Bacto tryptone、2.5 g NaCl）で、TBAP3、TBAP4は 50 µg/mlのAmpを含むSuper Broth

液体培地（1 ℓあたり、7.5 g Bacto Yeast Extract、12.5 g Bacto tryptone、2.5 g NaCl）

で、その他作製した TClpB とその組み合わせ変異体、または TBAP2 とその組み合わ

せ変異体は、50 µg/ml の Amp と 178 mM Kpi pH 7.2 を含む Terrific Broth 液体培地（1 

ℓあたり、24 g Bacto Yeast Extract、12 g Bacto tryptone、4 ml 100% glycerol）で培

養した。菌体はそれぞれ 4~7 g 、7~9 g、11~14 g 得られた。 

 

 

2-3. タンパク質の精製 

 

TBAP1 の精製を、次の操作で行なった。TBAP1 を発現した菌体を 20 ml の Buffer A

（25 mM Tris-HCl pH 7.5、3 mM MgCl2）＋250 mM NaCl に懸濁した。氷上で超音

波破砕機 SONIFIRE 250（BRANSON）により、output 6、cycle 20、2 分間、細胞を

破砕した。その後、細胞破砕液を 80℃，30 分間熱処理し、9,700G で 4℃，30 分間遠

心分離した上清を、Buffer A＋250 mM NaCl で平衡化した DEAE-Toyopearl カラム

（Tosoh）約 5 ml にアプライして素通りさせた。この素通り画分に、硫酸アンモニウ

ムを 10%になるように加え、同じ濃度の硫酸アンモニウムを含む Buffer A で平衡化し

た Butyl-Toyopearl カラム（Tosoh）約 3 ml に吸着させた。Buffer の硫酸アンモニウ

ムの濃度を 10~0%まで徐々に下げて、TBAP1 を溶出させ、1 ml ずつ分取した。TBAP1

を含む画分を集め、PD10 ゲルろ過カラム（GE Healthcare）で Buffer を 50mM 

MOPS-NaOH pH7.5 に置換した。得られたタンパク質は液体窒素で凍結し、-80℃で保

存した。 

TClpB、TBAP2 とその組み合わせ変異体、TBAP3、TBAP4 の精製は次のように行

なった。目的タンパク質を発現した菌体を20 mlのBuffer B（25 mM Tris-HCl pH 7.5、

1 mM EDTA）に懸濁した。TBAP1 の場合と同様の条件で、超音波処理、熱処理、お

よび遠心分離を行なった。その上清を Buffer B で平衡化した DEAE-Toyopearl カラム

約 10 ml にアプライした。Buffer の塩化ナトリウムの濃度を 0~100 mM まで徐々に上

げて、目的タンパク質を溶出させ、分取した。目的タンパク質を含む画分に硫酸アンモ

ニウムを 10％になるように加え、同じ濃度の硫酸アンモニウムを含む Buffer B で平衡

化した Butyl-Toyopearl カラム約 5 ml に吸着させた。Buffer の硫酸アンモニウムの濃

度を 10~0%まで徐々に下げて、目的タンパク質を溶出させ、1 ml ずつ分取した。目的

のタンパク質を含む画分を集めて、PD10 ゲルろ過カラムで Buffer を 50 mM 

MOPS-NaOH pH 7.5 に置換した。得られたタンパク質は液体窒素で凍結し、-80℃で

保存した。Cys 残基を導入した全ての TClpB および TBAP2 の変異体は 1 mM DTT を

含む Buffer B を用いて同様の方法で精製した。 

好熱菌の ClpP（TClpP）の精製を次の操作で行なった。TClpP を発現した菌体を 20 
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ml の Buffer B に懸濁した。TBAP1 の場合と同様の条件で、超音波処理、熱処理、お

よび遠心分離を行なった。その上清を、Buffer B で平衡化した QAE-Toyopearl カラム

（Tosoh）約 7 ml にアプライした。Buffer の塩化ナトリウムの濃度を徐々に上げて、

TClpP を溶出させ、分取した。TClpP を含む画分に硫酸アンモニウムを 20％になるよ

うに加え、同じ濃度の硫酸アンモニウムを含む Buffer B で平衡化した Butyl-Toyopearl

カラム約 2 ml に吸着させた。TClpP を Buffer B で一気に溶出させ、1 ml ずつ分取し

た。TClpP を含む画分を集めて、PD10 ゲルろ過カラムで Buffer を Buffer MS（50 mM 

MOPS-NaOH pH 7.5、150 mM KCl、5 mM MgCl2)または 50 mM MOPS-NaOH pH 

7.5 に置換した。得られたタンパク質は液体窒素で凍結し、-80℃で保存した。 

好熱菌の DnaK（TDnaK）、DnaJ（TdnaJ）、IPMDH [46]、GrpE（TGrpE）[47]、

TClpB-W1-6A、TClpB-W2-6A、TClpB-W1-4A/W2-4A [48]は当研究室で発現、精製さ

れたものを用いた。 

  

 

2-4. タンパク質の濃度測定 

 

タンパク質の濃度は、ブラッドフォード法を用いて求めた。2.0 mg/ml の牛血清アル

ブミン（BSA:Sigma）を用いて 0~1 mg/ml の標準溶液を作製した。5 倍希釈した Brad 

Ford Protein Assay 溶液（Bio Rad）500 µl に標準溶液を 5 µl 添加し、室温で 10~15

分間インキュベートした。マイクロプレートリーダーModel 550 （Bio Rad）で 595 nm

の吸光度を測定し、検量線を作成した。精製したそれぞれのタンパク質を約 0.25 mg/ml

の濃度になるように希釈した。この希釈溶液 5 µl を 5 倍希釈した Brad Ford Protein 

Assay 溶液 500 µl に添加し、室温で 10~15 分間インキュベートした。595 nm の吸光

度を測定し、検量線から、各タンパク質の濃度を計算した。TDnaK、TDnaJ、IPMDH、

α-glucosidase、G6PDH、FITC-α-casein は単量体、TGrpE は 2 量体、TClpB とその

変異体は 6 量体、TClpP は 14 量体として、それぞれのモル濃度を計算した。 

 

 

2-5. α-casein の FITC ラベル化 

 

 Buffer MS 中に 100 µM α-casein（Sigma）、6 mM FITC（Dojindo）を含む溶液を

室温で 60 分間インキュベートし、Buffer MS で平衡化した PD10 ゲルろ過カラムで溶

液交換し、未反応の FITC を除いた。FITC-α-casein の 494 nm の吸光度を分光光度計

V-650 （JASCO）で測定し、α-casein に結合した FITC の濃度を算出した。

FITC-κ-casein（ラベル率約 176%）は当研究室の水野が作製したものを使用した [49]。 
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2-6. N 末端ドメイン変異体の酸化及びジスルフィド結合形成の確認 

 

 Cys 残基を導入し、1 mM DTT 入りで精製された TClpB または TBAP2 の N 末端ド

メイン変異体を、Buffer A で平衡化した PD10 ゲルろ過カラムに 2 回通すことで溶液

交換をし、DTT を除いた。続いて、それらの変異体 1~5 µM に対して最終濃度が 50 µM

になるようにCuCl₂を加え、55℃で1時間インキュベートして酸化した。その後、50 mM 

MOPS-NaOH pH 7.5で平衡化したPD10ゲルろ過カラムに 2回通すことで溶液交換を

し、CuCl₂を除いた。酸化後の溶液を様々な濃度の還元剤 TCEP 存在下（0、0.2、1、

5 mM）で室温で 30 分間インキュベートし、非還元条件下で SDS-PAGE（8% A.A.）

にかけた。ジスルフィド結合の形成により、SDS-PAGE のバンドの移動度が変化する

変異体は、移動前後のバンドをモレキュラー・イメージャーFX Pro Plus（Bio Rad）

で定量することによってジスルフィド結合の形成率を算出した。移動度の違いがあまり

見られない変異体もあったため、チオール基反応性の蛍光試薬である ABD-F を用いて

以下の方法でジスルフィド結合の形成を確認した。Buffer MS 中に 0.05 µM TClpB ま

たはその N 末端ドメイン変異体、60 µM ABD-F を含む溶液を 55℃で 2 分間インキュ

ベートした。蛍光分光光度計 FP-6500（JASCO）を用いて、励起波長 390 nm、蛍光

波長 520 nm における蛍光強度の時間変化を測定した。20 分間反応させた後、最終濃

度 5 mM になるように TCEP を加え、更に測定を続けた。 

 

 

2-7. トリクロロ酢酸（TCA）処理 

 

タンパク質溶液に最終濃度 10%になるようにTCAを加えて素早く攪拌した。その後、

氷上で 10 分間インキュベートし、21,900 G で 4℃、10 分間遠心することで溶液中のタ

ンパク質を沈殿させた。 

 

 

2-8. IPMDH を用いた凝集体の再生活性の測定 

 

Buffer MS 中に 0.2 µM IPMDH（Thermus thermophilus 由来）、3 mM ATP、必要

に応じて 5 mM TCEP を含む反応溶液を、89℃で 30 分間インキュベートし、IPMDH

を変性・凝集させた。その後、TDnaK、TDnaJ、TGrpE（TDnaK システム）と、TClpB

またはそのN末端ドメイン変異体またはTBAP1~4変異体またはTBAP2のミドルドメ

イン変異体と、必要に応じて TClpP を加えて 55℃、90 分間インキュベートし、再生

した IPMDH の活性を測定した。熱変性前の酵素活性を 100%として、IPMDH の回復
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率を求めた。IPMDH の酵素活性は、あらかじめ 55℃にしておいた活性測定溶液（120 

mM potassium phosphate pH 7.8、1.2 M KCl、1.2 mM MgCl₂、0.96 mM NAD⁺、0.48 

mM IPM）500 µl に反応溶液を 100 µl 加えた時の NADH の 340 nm の吸光度の変化

を分光光度計 V-530（JASCO）または V-650 で測定することで求めた（図 2-2）。その

後、必要に応じて反応溶液を TCA 処理し、得られた沈殿を SDS-PAGE（12% A.A.）

にかけた。CBB で染色し、IPMDH のバンドの量を分析した。反応溶液中に含まれる

タンパク質の最終濃度は TDnaK が 0.6 µM、TDnaJ が 0.2 µM、TGrpE が 0.1 µM、

TClpB または TBAP1~4 変異体または TBAP2 の組み合わせ変異体が 0.05 µM、TClpP

が 0.5 µM である。 

 

 

2-9. α-glucosidase を用いた凝集体の再生活性の測定 

 

Buffer MS 中に 0.2 µM α-glucosidase（Bacillus stearothermophilus 由来:Sigma）、

3 mM ATP、必要に応じて 5 mM TCEP を含む反応溶液を 73℃で 10 分間熱処理して

α-glucosidase を変性させた。その後、TDnaK システムと TClpB またはその N 末端ド

メイン変異体を加えて 55℃、90 分間インキュベートし、再生した α-glucosidase の活

性を測定した。熱変性前の酵素活性を 100%として、α-glucosidase の回復率を求めた。

Α-glucosidase の酵素活性は、あらかじめ 55℃にしておいた α-glucosidase の活性測定

用 Buffer（50 mM sodium phosphate pH 6.8）500 µl と、α-glucosidase の基質溶液（50 

mM sodium phosphate pH 6.8、12 mM p-nitrophenyl-α-D-glucopyranoside）100µl

の混合溶液に、反応溶液を 10 µl を加え、p-nitrophenol の 405 nm の吸光度の変化を

分光光度計 V-650 で測定することで求めた（図 2-3）。反応溶液中に含まれるタンパク

質の最終濃度は TDnaK が 0.6 µM、TDnaJ が 0.2 µM、TGrpE が 0.1 µM、TClpB ま

たはその N 末端ドメイン変異体が 0.05 µM である。 

 

 

2-10. G6PDH を用いた凝集体の再生活性の測定 

 

Buffer MS 中に 0.2 µM G6PDH（Bacillus stearothermophilus 由来:Unitika）、3 mM 

ATP、必要に応じて 5 mM TCEP を含む反応溶液を 72℃で 8 分間熱処理して G6PDH

を変性させた。その後、TDnaK システムと TClpB またはその N 末端ドメイン変異体

を加えて 55℃、90 分間インキュベートし、再生した G6PDH の活性を測定した。熱変

性前の酵素活性を 100%として、G6PDH の回復率を求めた。G6PDH の酵素活性は、

あらかじめ55℃にしておいたG6PDHの活性測定用Buffer（100 mM Tris-HCl pH 8.8、

40 mM MgCl2）1000 µl と、G6PDH の基質溶液（100 mM Tris-HCl pH 8.8、40 mM 
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MgCl2、6 mM NADP+、18 mM glucose-6-phosphate）200 µl の混合溶液に、反応溶液

を 10 µl 加え、NADPH の 340 nm の吸光度の変化を分光光度計 V-650 で測定すること

で求めた（図 2-4）。TBAP2 またはその AAA-1、AAA-2 の保存配列変異体による凝集

体の再生活性は、Buffer LS（50 mM MOPS-NaOH pH 7.5、20 mM KCl、10 mM MgCl2） 

中に 0.2 µM G6PDH、5 mM ATP を含む反応溶液を用いて、同様の方法で測定した。

反応溶液中に含まれるタンパク質の最終濃度は TDnaK が 0.6 µM、TDnaJ が 0.2 µM、

TGrpEが0.1 µM、TClpBまたはそのN末端ドメイン変異体、TBAP2またはそのAAA-1、

AAA-2 の保存配列変異体が 0.05 µM である。 

 

 

2-11. α-casein を用いた TBAP 変異体および TBAP2 のミドルドメイン変異体の糸通し

活性の測定 

 

 Buffer MS 中に指定の濃度の α-casein、指定のタンパク質、ATP を含む溶液を 55℃

で指定の時間、インキュベートした。反応溶液を TCA 処理し、得られた沈殿を

SDS-PAGE（12% A.A.）にかけた。CBB で染色し、α-casein のバンドの減少量から、

糸通し活性を調べた。 

 

 

2-12. 基質タンパク質の結合親和性測定 

 

 Buffer MS 中に 0~2 µM の様々な濃度の TClpB のミドルドメイン変異体、3 mM 

ATPγS を含む溶液を 55℃で 5 分間インキュベートし、6 量体を形成させた。そこに、

最終濃度が 0.014 µM になるように FITC-κ-casein（ラベル率約 176%）を加え、更に

55℃で 10 分間インキュベートした。その後、蛍光分光光度計 FP-6500 と偏光板

FDP-223（W）を用いて、励起波長 490 nm、蛍光波長 535 nm の蛍光偏光を測定した。

蛍光偏光は励起 0°-蛍光 0°（IP0,A0） 、励起 0°-蛍光 90°（IP0,A90） 、励起 90°-

蛍光 90° （IP90,A90） 、励起 90°-蛍光 0° （IP90,A0） の 4 つの組み合わせで測定し

た。測定した蛍光偏光の強度から、式 1 を用いて、偏光度 P を求めた。また、各 TClpB

濃度での P をプロットし、式 2 でフィッティングして、Kdを求めた。 

 

A0P90,A0P0,

A90P0,A90P90,

A0P90,A0P0,

A90P0,A90P90,

+

 -

II

II
II

II



=P   

 

式 1 
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 c
dd




2

[L])[E]4-)+[L]+([E]-+[L]+[E]
=

2ΚΚ
P  

 

P は偏光度、[E]は TClpB 濃度、[L]は FITC-κ-casein 濃度、Kdは解離定数、c は定数

を表す。 

 

 

2-13. FITC-α-casein を用いた TBAP2 の N 末端ドメイン変異体の糸通し活性の測定 

 

 Buffer MS 中に 3 µM FITC-α-casein（ラベル率約 186%）、3 mM ATP、0.5 µM TClpP、

必要に応じて 5 mM TCEP を含む反応溶液を 55℃で 2 分間インキュベートした。蛍光

分光光度計 FP-6500 を用いて、励起波長 490nm、蛍光波長 520nm における蛍光強度

の時間変化の測定を開始した。その後、最終濃度が 0.05 µM になるように TBAP2 また

はその N 末端ドメイン変異体を加え、更に 55℃で指定の時間、測定を続けた。TBAP2

添加時を反応開始時間とし、30 分後の反応溶液を TCA 処理し、得られた沈殿を

SDS-PAGE（14% A.A.）にかけた。FITC-α-casein のバンドをモレキュラー・イメージ

ャーで定量し、FITC-α-casein の減少量を求めた。 

 

 

2-14. FITC-α-casein の糸通し反応を利用した TBAP2 と TClpP の結合親和性の測定 

 

 Buffer LS 中に、0.05~1.5 µM の様々な濃度の TClpP、3 µM FITC-α-casein（ラベ

ル率約 186%）、5 mM ATP を含む溶液をセル内で 55℃、2 分間インキュベートした。

蛍光分光光度計 FP-6500 を用いて、励起波長 490 nm、蛍光波長 520 nm における蛍光

強度の時間変化の測定を開始した。その後、最終濃度が 0.05 µM になるように TBAP2

を加え、更に 5 分間測定を続けた。各 TClpP 濃度での FITC-α-casein の分解の初速を

プロットし、式 3 でフィッティングして Kdを求めた。 

 

 c
dd




2

[L])[E]4-)+[L]+([E]-+[L]+[E]
=

2ΚΚ
v  

 

v は FITC-α-casein の分解の初速度、[E]は TClpB 濃度、[L]は TClpP 濃度、Kdは解離

定数、c は定数を表す。 

 

 

式 2 

式 3 
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2-15. FITC-α-casein を用いた TBAP2 変異体の糸通しにおける速度論パラメータの測

定 

 

 Buffer LS 中に 2.0 µM TClpP、0.1~4 µM の様々な濃度のラベル率約 186%または約

194%の FITC-α-casein、5 mM ATP を含む反応溶液を 55℃で 2 分間インキュベートし

た。蛍光分光光度計 FP-6500 を用いて、励起波長 490 nm、蛍光波長 520 nm における

蛍光強度の時間変化の測定を開始した。その後、最終濃度が 0.05 µM になるように

TBAP2 またはその AAA-1、AAA-2 の保存配列変異体を加え、更に 5 分間測定を続け

た。各 FITC-α-casein 濃度での FITC-α-casein の分解の初速をプロットし、ミカエリス・

メンテン式（式 4）でフィッティングして kcatと Kmを求めた。 

 

 
[S]

[S]
=





m

cat

K

k
v  

 

v は FITC-α-casein の分解の初速度、kcat は触媒定数、Km はミカエリス定数、[S]は

FITC-α-casein 濃度を表す。 

 

 

2-16. TBAP2 の ATP 加水分解活性における速度論パラメータの測定 

 

 ATP 加水分解活性測定溶液（50 mM MOPS-NaOH pH 7.5、20 mM KCl、10 mM 

MgCl2、2.5 mM PEP、0.2 mM NADH、50 µg/ml PK（ウサギの筋肉由来:Roche）、

50 µg/ml LDH（ウサギの筋肉由来:Roche）中に、0.05 µM TBAP2 を含む溶液をセル

内で 55℃、2 分間インキュベートし、分光光度計 V-650 で NADH の 340 nm の吸光度

の時間変化の測定を開始した。その後、最終濃度が 0.05、0.2、0.5、1、2、3、5 mM

になるように ATP を加えて測定を続けた。ATP 加水分解活性の速度は NADH の 340 

nm の吸光度変化と、NADH の分子吸光係数（ε340＝6220 M-1）から求めた（図 2-5）。

各 ATP 濃度での ATP 加水分解の速度をプロットし、ヒルの式（式 5）でフィッティン

グし、kcatと Kmと n を求めた。 

 

 
nn

n

K

k

[S]

[S]
=





m

cat
v  

 

v は ATP 加水分解速度、kcatは触媒定数、Kmはミカエリス定数、n はヒル係数、[S]は

ATP 濃度を表す。 

式 4  

式 5 
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2-17. TBAP2 の AAA-1、AAA-2 の保存配列変異体の ATP 加水分解活性の測定 

 

 5 mM ATP を含む ATP 加水分解活性測定溶液をセル内で 55℃、2 分間インキュベー

トし、分光光度計 V-650 で NADH の 340 nm の吸光度の時間変化の測定を開始した。

その後、TBAP2 またはその AAA-1、AAA-2 の保存配列変異体を加えて反応を開始し、

続いて α-casein を加えて測定を続けた。ATP 加水分解活性の速度は NADH の 340 nm

の吸光度変化と、NADH の分子吸光係数（ε340＝6220 M-1）から求めた。反応溶液中に

含まれるタンパク質の最終濃度は TBAP2、TBAP2-1E/Q、 TBAP2-1Y/A が 0.05 µM、

TBAP2-2E/Q 、 TBAP2-2Y/A 、 TBAP2-1R/A が 0.25 µM 、 TBAP2-1KT/AA 、

TBAP2-2KT/AA、TBAP2-2R/A が 0.8 µM、α-casein が 4 µM である。 
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表 2-1. 使用プライマー 

 

 

 

  

Primer Sequence(5'-3')

T BAP-f CCAGCAAAGAAGTGGATACCGAAAGCCCGCTTAAAGCGCTGTTCCGCCCCGAG

T BAP-r CACTTCTTTGCTGGTAAAGCCGATCGCCGGGCCCACATTATACCCCAGGTTGGAG

T BAP2-SP-f CAACCTGGGGAGCCCCTATAATGTGG

T BAP2-SP-r CCACATTATAGGGGCTCCCCAGGTTG

T BAP2-QQH-f GCGCTGCAGCAGCACTTCCGCCCCGAG

T BAP2-QQH-r CGGAAGTGCTGCTGCAGCGCTTTAAGCGGG

T BAP3-f GCTTTACCTCAGAGCGTATACGGGACGAGGTCTT

T BAP4-f GCTTTACCTCAAAAGAGAGGATCCGGG

T BAP3,4-r TGAGGTAAAGCCGATCGCGAGGCCCTCGAG

T7F24 GAAATTAATACGACTCACTATAGG

T ClpB-f1 AGCTCAAGGACCGCTACGTG

T ClpB-f2.9 TCCCACCGGTACATCACGGAAAGGC

T7R24 CTAGTTATTGCTCAGCGGTGGCAG

T ClpB-r2.5 TCCTTCTCAATCTCCCGGTACTC

T ClpB-Y243A-f AAGGCGCGCGGCGAGTTTGAGG

T ClpB-Y243A-r GCCGCGCGCCTTGGCCCCG

T ClpB-Y643A-f CGCGCCGCCCGGCGCGGTGGGCTACG

T ClpB-Y643A-r CGCGCCGGGCGGCGCGCCGATGAGGCGGGAGAC
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表 2-2. 使用プライマーの組み合わせ 

 

 

 

  

Plasmid PCR Forward primer Riverse primer Template

T ClpB-f2.9 T BAP-r

T BAP-f T7R24

2nd T ClpB-f2.9 T7R24 1st PCR産物

T ClpB-f2.9 T BAP2-SP-r

T BAP2-SP-f T BAP2-QQH-r

T BAP2-QQH-f T7R24

2nd T ClpB-f2.9 T7R24 1st PCR産物

T ClpB-f2.9 T BAP2-SP-r

T BAP2-SP-f T BAP2-QQH-r

T BAP2-QQH-f T7R24

2nd T ClpB-f2.9 T7R24 1st PCR産物

T ClpB-f2.9 T BAP3,4-r

T BAP3-f T7R24

2nd T ClpB-f2.9 T7R24 1st PCR産物

T ClpB-f2.9 T BAP3,4-r

T BAP4-f T7R24

2nd T ClpB-f2.9 T7R24 1st PCR産物

T ClpB-f1 T ClpB-Y243A-r

T ClpB-Y243A-f T ClpB-r2.5

2nd T ClpB-f1 T ClpB-r2.5 1stPCR産物

T ClpB-f2.9 T ClpB-Y643A-r

T ClpB-Y643A-f T7R24

2nd T ClpB-f2.9 T7R24 1stPCR産物

pET21c(N6S0)-T BAP2-Y643A
1st pET21c(N6S0)-T BAP2

pET21c(N6S0)-T BAP2-Y243A
1st pET21c(N6S0)-T ClpB

pET21c(N6S0)-T BAP4
1st pET21c(N6S0)-T ClpB

pET21c(N6S0)-T BAP2ΔN
1st pET21c-T BAP1

pET21c(N6S0)-T BAP3
1st pET21c(N6S0)-T ClpB

pET21c(N6S0)-T BAP1
1st pET21c(N6S0)-T ClpB

pET21c(N6S0)-T BAP2
1st pET21c-T BAP1
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表 2-3. 制限酵素処理の組み合わせ  

 

 

  

Plasmid Insert Vector 制限酵素

pET21c(N6S0)-T BAP1

pET21c(N6S0)-T BAP2

pET21c(N6S0)-T BAP3

pET21c(N6S0)-T BAP4

約500 Insert

約7100 Vector

pET21c(N6S0)-T BAP2-W1-6A pET21c(N6S0)-T ClpB-W1-6A 約700 Insert

pET21c(N6S0)-T BAP2-W2-6A pET21c(N6S0)-T ClpB-W2-6A

pET21c(N6S0)-T BAP2-W1-4A/W2-4A pET21c(N6S0)-T ClpB-W1-4A/W2-4A

pET21c(N6)-T BAP2-1E/Q pET21c(N6)-T ClpB-1E/Q

pET21c(N6)-T BAP2-2E/Q pET21c(N6)-T ClpB-2E/Q

pET21c(N6)-T BAP2-1,2E/Q pET21c(N6)-T ClpB-1,2E/Q

pET21c(N6S0)-T BAP2-2KT/AA pET21c(N6S0)-T ClpB-2KT/AA

pET21c(N6S0)-T BAP2-Y643A 2nd PCR産物 pET21c(N6S0)-T BAP2

pET21c(N6S0)-T BAP2-1KT/AA pET21c(N6S0)-T BAP2 pET21c(N6S0)-T ClpB-1KT/AA

pET21c(N6S0)-T BAP2-1KT/AA-2KT/AA pET21c(N6S0)-T BAP2-2KT/AA pET21c(N6S0)-T BAP2-1KT/AA

pET21c(N6S0)-T BAP2-1R/A-2R/A pET21c(N6S0)-T BAP2-2R/A pET21c(N6S0)-T BAP2-1R/A

pET21c(N6S0)-T BAP2-Y243A-Y643A pET21c(N6S0)-T BAP2-Y643A pET21c(N6S0)-T BAP2-Y243A

約400 Insert

約7600 Vector

Insert

Vector

約7000 Vector

Insert約1000

pET21c(N6S0)-T BAP2ΔN pET21c(N6S0)-T ClpBΔN

2nd PCR産物 pET21c(N6S0)-T BAP2

pET21c(N6S0)-T BAP2

pET21c(N6S0)-T BAP2

pET21c(N6S0)-T BAP2-Y243A

DNA断片

2nd PCR産物

pET21c(N6S0)-T ClpB

EcoT22I

NheI

AatⅡ

EcoRI

AatⅡ

SacⅡ
約7500

約500 Insert

Vector

NheI

Csp45I 約7300 Vector

Csp45I

EcoRI

約600

約7400
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図 2-1. オーバーラップ伸長 PCR 法 

 変異部分を橙色で示した。1 回目の PCR の産物を鋳型にして 2 回目の PCR を行う。 

  

1 回目 PCR 

2 回目 PCR 

2ndPCR 産物 

primer 変異の入った primer 

鋳型 DNA 

1stPCR 産物 

1stPCR 産物 

制限酵素

サイト 
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図 2-2. 熱凝集 IPMDH の再生活性の測定法 

IPMDH が IPM を 2-oxoisocaproic acid にする反応と、NAD+の還元反応を共役さ

せることにより、IPMDH の酵素活性を NADH の 340 nm の吸光度変化として検出し

た。ClpB による凝集体の再生活性は、熱凝集 IPMDH の酵素活性がどの程度回復した

かで相対的に求めた。 

  

ClpB + DnaK システム 

IPMDH IPM 2-oxoisocaproic acid 

aggregated 

IPMDH 

脱凝集・再生 

NAD+ NADH 

(Abs 340nm) 
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図 2-3. 熱凝集 α-glucosidase の再生活性の測定法 

p-nitrophenyl-a-D-glucopyranoside を p-nitrophenol にする α-glucosidase の酵素活性

を 405 nm の吸光度変化として検出した。ClpB による凝集体の再生活性は、熱凝集

α-glucosidase の酵素活性がどの程度回復したかで相対的に求めた。 

  

ClpB + DnaK システム 

α-glucosidase p-nitrophenyl-a-D-

glucopyranoside 

p-nitrophenyol 

(Abs 405nm) 

aggregated  

α-glucosidase 

脱凝集・再生 
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図 2-4. 熱凝集 G6PDH の再生活性の測定法 

G6PDH が G6P を D-phospho-glucono-δ-lactone にする反応と、NADP+の還元反応

を共役させることにより、G6PDH の酵素活性を NADPH の 340 nm の吸光度変化とし

て検出した。ClpB による凝集体の再生活性は、熱凝集 G6PDH の酵素活性がどの程度

回復したかで相対的に求めた。 

  

G6PDH G6P D-phospho-glucono

-δ-lactone 

ClpB + DnaK システム 

aggregated 

G6PDH 

脱凝集・再生 

NADP+ NADPH 

(Abs 340nm) 
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図 2-5. ATP 加水分解活性の測定法 

PK と LDH を用いて、ClpB が加水分解した ATP を再生する反応と、NADH の酸化

反応を共役させることにより、ATP の加水分解を NADH の 340 nm の吸光度変化とし

て検出した。 

  

ADP 

ClpB 

ATP 

PEP Pyruvate 

PK 

Lactate 

LDH 

NADH 
(ε340=6220M-1) 

NAD+ 
(No Abs) 

casein 
刺激 
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３．結果 

 

3-1. TBAP 変異体の作製及び活性測定（副論文Ⅰ） 

  

3-1-1. TBAP シリーズの作製 

 

BukauらはEClpAのHLHをEClpBのHLH相当領域に導入することによってBAP

を作製した。この変異体は EClpP と結合して基質を分解するという特徴があり、

EDnaK システム非存在下で casein を分解できる。これは ClpB の糸通し活性のみを調

べる道具として有用だと考えられたため、TClpB に関しても同様の変異体（TBAP）の

作製を検討した。大腸菌の場合とは違い、好熱菌の ClpA（TClpA）の HLH と TClpB 

のHLH相当領域は配列の長さが異なっていたため、配列をそのまま入れ換えたTBAP1、

長さをそろえた TBAP2、ClpP loop 付近だけを入れ換えた TBAP3、TBAP4 を作製し

た（図 3-1）。 

 

 

3-1-2. TBAP による凝集体の再生活性および TBAP と TClpP による凝集体分解活性 

 

熱で凝集させた IPMDH に、ATP 存在下で TDnaK システムと TBAP1~4 変異体を

加えてインキュベートし、酵素活性の回復を見た（図 3-2.A）。その結果、TBAP1、TBAP2、

TBAP3、TBAP4 の全てで IPMDH の活性が熱処理前の 40-65%程度まで回復した。同

様の実験を、TClpP 存在下で行なったところ、TBAP2 でのみ活性回復の顕著な阻害が

見られた。また、反応後の溶液を TCA 処理し、得られた沈殿を SDS-PAGE にかけた

（図 3-2.B）。すると TBAP2 と TClpP が共存した場合のみ、IPMDH のバンドが減少

した。これは、TBAP2 が TClpP と結合し、IPMDH を分解したためと考えられる。 

 

 

3-1-3. TBAP2 と TClpP による α-casein の分解 

 

BAP の研究では、凝集していない変性モデルタンパク質である casein は DnaK シス

テムなしでも BAP と ClpP によって分解されることが示されている[13]。そこで、

TBAP2、TClpP、α-casein、ATP を含む溶液を 55℃で 90 分間インキュベートした。反

応後の溶液を TCA 処理し、得られた沈殿を SDS-PAGE にかけたところ、α-casein のバ

ンドが減少していた。TBAP2 のみ、TClpB と TClpP、または TClpP のみでは、α-casein

のバンドは減少しなかった（図 3-3）。 



38 

3-2. ミドルドメイン変異体の作製及び活性測定（副論文Ⅰ） 

 

3-2-1. ミドルドメイン変異体による凝集体の再生活性およびTClpPとの凝集体分解活性 

 

W1-6A、W2-6A、W1-4A/W2-4A はミドルドメインのロイシンジッパー構造の一部を

Alaで置換し、部分的に不安定にさせた変異体である。W1-6A はWing-1のL463-L507、

L470-L500、L477-L492 の 3 対に、W2-6A は Wing2 の L406-I446、L413-I439、

L420-L432 の 3 対に、W1-4A/W2-4A は Wing1,2 の外側の L470-L500、L477-L492、

L413-I439、L420-L432 を 2 対ずつに変異をいれた（図 1-5）。これらのミドルドメイ

ン変異体は、TClpB と同様に 6 量体形成能を持っている。これらの変異と TBAP2 を組

み合わせた変異体を作製し、活性への影響を調べた。まず、熱で凝集させた IPMDH に

TDnaK システムと TBAP2 のミドルドメイン変異体を加えて 55℃で 90 分間インキュ

ベートし、酵素活性の回復を見た（図 3-4.A）。その結果、TBAP2-W1-6A、TBAP2- W2-6A、

TBAP2- W1-4A/W2-4Aのいずれの変異体でも IPMDHの活性の回復は見られなかった。

また、同様の実験を、TClpP 存在下で行ない、反応後の溶液を TCA 処理し、得られた

沈殿を SDS-PAGE にかけた（図 3-4.B）。すると、いずれの TBAP2 のミドルドメイン

変異体を用いた場合でも IPMDH のバンドは減少しなかった。 

 

 

3-2-2. ミドルドメイン変異体の casein 結合親和性  

 

 様々な濃度の TClpB のミドルドメイン変異体と FITC-κ-casein（ラベル率約 176%）

を混合し、蛍光偏光解消法により、偏光度を測定した。各 TClpB の濃度に対して偏光

度をプロットし、式 2 でフィッティングして、解離定数 Kdを求めた（図 3-5）。TClpB、

TClpB-W1-6A、TClpB-W2-6A, TClpB-W1-4A/W2-4A の casein に対する Kdはそれぞ

れ 0.02 µM、0.03 µM、0.11 µM、0.11 µM で、TClpB-W2-6A と TClpB-W1-4A/W2-4A

の casein との親和性は TClpB よりもやや低めではあったが、casein との結合能を十分

に持っていた。 

 

 

3-2-3. ミドルドメイン変異体による α-casein の分解 

 

 TBAP2 のミドルドメイン変異体、TClpP、α-casein、ATP を含む溶液を、55℃でイン

キュベートし、反応時間ごとに反応溶液を TCA 処理し、得られた沈殿を SDS-PAGE にか

けた。すると、TBAP2-W1-6A、TBAP2-W2-6A、TBAP2-W1-4A/W2-4A の全てで TBAP2

の場合と同様に α-casein のバンドが減少した（図 3-6）。 
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3-3. N 末端ドメイン変異体の作製及び活性測定（副論文Ⅱ） 

 

3-3-1. N 末端ドメイン変異体の酸化及びジスルフィド結合形成の確認 

 

 同じヌクレオチド結合状態でも TClpB の N 末端ドメインのへリックス A5 が 6 量体

リングの内側を向いているサブユニットと、外側に向いているサブユニットが結晶構造

解析で解かれている（図 3-7.A,B）。当研究室の水野が作製した TClpB-E12C/R228C は

ジスルフィド結合を形成させることにより、N 末端ドメインのへリックス A5 を 6 量体

リングの内向きに（TClpB-NXin）、TClpB-R136C/Q260C は外向きに（TClpB-NXout）

固定することができると期待される。同様に作製された TClpB-R23C とこれらの変異

体を CuCl2存在下で酸化してジスルフィド結合を形成させ、SDS-PAGE にかけた（図

3-8.A）。還元剤 TCEP 非存在下では、TClpB-R23C のバンドは大きく上に移動し、そ

のバンドは TCEP の濃度の増加に伴って下に移動した。また、TClpB-NXout のバンド

はTCEP非存在下でわずかに上に移動し、TCEPの濃度の増加に伴って下に移動した。

これらのバンドを定量したところ、TClpB-R23C、TClpB-NXout ともに約 90%、ジス

ルフィド結合を形成していた。一方、TClpB-NXin のバンドは、TCEP の有無に関わら

ず移動度の変化が見られなかった。ジスルフィド結合を形成していても移動度に変化が

見られない場合もあるため、蛍光試薬である ABD-F を用いて、更にジスルフィド結合

形成の確認を行なった（図 3-8.B）。ABD-F は Cys 残基のチオール基に結合して蛍光

を発するため、未酸化でフリーの Cys 残基を検出することができる。TClpB は Cys 残

基を持たないため、TCEP の有無で ABD-F の蛍光強度の有意な変化は見られなかった。

一方、TClpB-NXin、- NXout、-R23C は TCEP 非存在下では ABD-F の蛍光強度の変

化は見られなかったものの、TCEP 添加後は蛍光強度の大きな変化が見られた。これは

TClpB-R23C や TClpB-NXout の場合と同様に、TClpB-NXin のほとんどがジスルフィ

ド結合を形成していることを示している。 

 

 

3-3-2. N 末端ドメイン変異体による FITC-α-casein の糸通し速度の検出 

 

ジスルフィド結合を形成させ、N 末端ドメインの動きを制限した変異体と、N 末端ド

メインを欠損させた TClpBΔN の糸通し活性を調べた。蛍光色素は高密度で存在する

と、近接した蛍光分子同士で消光 （クエンチ） を起こすことが知られている。そこで、

α-casein を FITC で高密度にラベルしてクエンチ状態にし、FITC-α-casein の分解を、

蛍光強度の回復で検出した。TBAP2 の N 末端ドメイン変異体、TClpP、FITC-α-casein

（ラベル率約 186%）、ATP、必要に応じて TCEP を含む溶液を 55℃でインキュベート

し、蛍光強度の時間変化を測定した（図 3-9.A,B）。TCEP の有無に関わらず、TBAP2
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はTClpPとともにFITC-α-caseinを十分な速度で分解し、蛍光強度が大きく上昇した。

一方、TBAP2ΔN では、TCEP の有無に関係なく、蛍光強度がほとんど上昇しなかっ

た。また、TBAP2-NXin、TBAP2-NXout、TBAP2-R23C では、蛍光強度の上昇が見

られ、その上昇速度はTCEP非存在下で有意に減少した。反応後の溶液をTCA処理し、

得られた沈殿を SDS-PAGE にかけ、FITC-α-casein の量を分析した（図 3-9.C）。更に

そのバンドを定量し、反応後の蛍光強度の上昇量と FITC-α-casein の分解量をプロット

したところ、両者が比例関係にあることが分かった（図 3-9.D）。この検量線の式を用

いて、FITC-α-casein の分解反応における蛍光強度の変化の初速度から、各変異体の糸

通し速度を算出した（図 3-9.E）。その結果、TBAP2 は 1 分間で 7-10 個の FITC-α-casein

を糸通しすることが分かった。また、TBAP2ΔN の糸通し速度は TCEP の有無に関わ

らずTBAP2の約10％以下であった。TCEP存在下でのTBAP2-NXin、TBAP2-NXout、

TBAP2-R23C の糸通し速度はそれぞれ TBAP2 の約 50-60％程度だったが、TCEP 非存

在下では有意に減少した。 

 

 

3-3-3. N 末端ドメイン変異体の凝集体の再生活性 

 

N 末端ドメインの凝集体の再生活性を調べるにあたり、まずは当研究室の水野がα

-glucosidase を基質として用いて調べた結果を紹介する [49]。これは、ATP 存在下、

TCEP 存在下または非存在下で、熱で凝集させた α-glucosidase に、TDnaK システム

と TClpB の N 末端ドメイン変異体を加えてインキュベートし、酵素活性の回復を見た

ものである（図 3-10.A）。TCEP 存在下では、TClpB は α-glucosidase の活性を熱処理

前の約 51％まで回復させた。また、TClpBΔN は α-glucosidase の活性を約 26％まで

回復させ、TClpB よりも凝集体の再生活性が低かった。一方、TClpB-NXin、

TClpB-NXout、TClpB-R23C は約 44~51％まで回復させ、TClpB と同程度の再生活性

を持っていた。しかし、TCEP 非存在下では、TClpB-NXin、TClpB-NXout は

α-glucosidase の活性を約 17％、TClpB-R23C は約 14％までしか回復させず、TCEP

存在下よりも凝集体の再生活性が大きく減少した。これらの再生活性は α-glucosidase

の活性を約 40％まで回復させた TClpB よりも低く、約 18％まで回復させた TClpBΔ

N と同程度であった。この結果を受けて、G6PDH や IPMDH を基質として用いて同様

の実験を行なった。G6PDH を基質として用いた場合、TCEP 存在下では、TClpB、

TClpB-NXin、TClpB-NXout、TClpB-R23C は G6PDH の活性を熱処理前の約 51~61％

まで回復させたが、TClpBΔN は約 31％までしか回復させることができなかった（図

3-10.B）。TCEP 非存在下では、TClpB は G6PDH の活性を約 25％まで回復させ、TCEP

存在下よりも凝集体の再生活性が低かった。しかし、TClpB-NXin は G6PDH の活性を

約 16％、TClpB-NXout、TClpB-R23C は約 17％まで回復させ、凝集体の再生活性は
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TClpB よりも低く、約 18％まで回復させた TClpBΔN と同程度であった。IPMDH を

基質として用いた場合、TCEP 存在下では、TClpB は IPMDH の活性を約 57％、TClpB

ΔN は約 42％まで回復させた。また、TClpB-NXin、TClpB-NXout、TClpB-R23C は

IPMDH の活性を約 51％回復させた。TCEP 非存在下では、TClpB は IPMDH の活性

を約 51％、TClpBΔN は約 40％まで回復させた。TClpB-NXin、TClpB-NXout は

IPMDH の活性を約 45%、TClpB-R23C 約 43％まで回復させた。 
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3-4. 基質糸通し活性における速度論パラメータの測定（副論文Ⅲ） 

 

3-4-1. TBAP2 の ATP 加水分解活性における速度論パラメータの測定 

 

 ClpB の 6 量体の安定化には AAA-1 への ATP の結合が重要である。AAA-1、AAA-2

の保存配列変異体は導入する変異の種類によってClpBの 6量体の安定性が大きく変化

する。生体内の条件とは異なるが、低塩濃度条件下では、ClpB の 6 量体はヌクレオチ

ド非結合状態でも安定化することが知られている。この条件で実験することによって、

6 量体の安定性に影響されることなく AAA-1、AAA-2 の保存配列変異体の糸通し活性

を評価できると期待される。また、ClpB による基質の糸通し活性は、ATP の結合・加

水分解のエネルギーを使っていると考えられている。糸通し活性を最大限に引き出すた

めには、溶液中のほとんどの ClpB が ATP 結合・加水分解できる程度の十分な ATP 濃

度条件で実験を行うことが重要だと予想される。そこで、まずは低塩濃度条件下での

TBAP2 の ATP 加水分解における kcatと Kmを調べた。Buffer LS 中に TBAP2 と様々

な濃度の ATP を加えて混合し、55℃で ATP の加水分解速度を測定した。各 ATP 濃度

でのATP加水分解速度をプロットし、ヒルの式（式5）でフィッティングした（図3-11）。

kcatは 37.4 min-1で、Kmは 0.29 mM、n は 1.82 であった。この結果より、反応溶液中

の ATP の濃度は従来の 3 mM でも十分であると考えられる。しかし、ATP の結合・加

水分解に関わる保存配列に変異を導入した変異体では、ATP 加水分解における Kmが多

少変化する可能性がある。そこで、ATP の濃度を 5 mM に変更して糸通し活性を調べ

ることにした。 

 

 

3-4-2. FITC-α-casein の糸通し反応を利用した TBAP2 と TClpP の結合親和性の測定 

 

 糸通し活性を正確に測るためには、溶液中の TBAP2 のほとんどが TClpP と結合し

ていることが重要である。そこで、低塩濃度条件下での TBAP2 と TClpP の親和性を

調べた。Buffer LS 中に TBAP2、様々な濃度の TClpP、FITC-α-casein、ATP を含む

溶液を 55℃でインキュベートし、蛍光強度の時間変化を測定した。各 TClpP 濃度での

分解反応の初速度をプロットし、式 3 でフィッティングして TBAP2 と TClpP の Kdを

求めた（図 3-12）。Kdは 0.038 µM であった。この結果より、反応溶液中の TClpP の

濃度は従来の 0.5 µM でも十分であると考えられる。しかし、TClpP の Kdも TBAP2

に導入した変異によって多少変化する可能性があるため、以降の実験では 2 µM に変更

して糸通し活性を調べることにした。 
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3-4-3. TBAP2 による FITC-α-casein の糸通しの速度論パラメータの測定 

 

 Buffer LS 中に 0.05 µM TBAP2、2 µM TClpP、4 µM FITC-α-casein、5 mM ATP

を含む溶液を 55℃でインキュベートし、蛍光強度の時間変化を測定した（図 3-13.A）。

低塩濃度条件下で TBAP2 の 6 量体が安定化した場合でも、ATP 非存在下や TClpP 非

存在下では FITC-α-casein の分解による蛍光強度の上昇がほとんど見られず、TBAP2、

TClpP、FITC-α-casein、ATP の全てが存在する場合のみで蛍光強度の大幅な上昇が見

られた。次に、TBAP2、TClpP、ATP、様々な濃度の FITC-α-casein を含む溶液を 55℃

でインキュベートし、蛍光強度の時間変化を測定した（図 3-13.B）。各 FITC-α-casein

濃度での分解反応の初速度をプロットし、ミカエリス・メンテン式（式 4）でフィッテ

ィングして kcatと Kmを求めた（図 3-13.C, 表 3-1）。TBAP2 による FITC-α-casein の

糸通しの kcatは 23.9 min-1、Kmは 0.99 µM であった。kcatと Kmを求めることで、基質

結合能と基質結合後の糸通しの能力をわけて評価できると考えられる。 
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3-5. AAA-1、AAA-2 の保存配列変異体の作製及び活性測定（副論文Ⅲ） 

 

3-5-1.中央孔残基変異体による FITC-α-casein の糸通しの速度論パラメータの測定 

 

 EClpB の AAA-1,AAA-2 の中央孔の芳香族アミノ酸 Y253、Y653 は基質と直接結合

することが知られている [13, 32]。TClpB の中央孔の芳香族アミノ酸 Y243、Y643（1Y、

2Y）を側鎖の小さい Ala に置換し、TBAP2 と組み合わせて、先程と同様の方法で

FITC-α-casein の糸通しの kcat と Km を求めた（図 3-14.A, 表 3-1）。TBAP2-1Y/A、

TBAP2-2Y/A、TBAP2-1,2Y/A による糸通しの kcatはそれぞれ 27.2 min-1、28.4 min-1、

28.6 min-1であり、TBAP2 よりもわずかに高くなった。TBAP2-1Y/A、TBAP2-2Y/A、

TBAP2-1,2Y/A による糸通しの Kmはそれぞれ 3.59 µM、5.90 µM、18.1 µM であり、

TBAP2 の約 3.6 倍、約 6 倍、約 18.3 倍と非常に高くなった。 

 

 

3-5-2. Walker A 変異体による FITC-α-casein の糸通しの速度論パラメータの測定 

 

 AAA-1 の WalkerA を変異させた K204A/T205A （1KT/AA）や、AAA-2 を変異させ

た K601A/T602A （2KT/AA）は、それぞれのドメインでのヌクレオチド結合能を失う

ことが知られている [18]。TBAP2 にこの Walker A 変異を組み合わせて、同様の方法

でFITC-α-caseinの糸通しのkcatとKmを求めた（図3-14.B, 表3-1）。TBAP2-1KT/AA、

TBAP2-2KT/AA による糸通しの kcatはそれぞれ 22.7 min-1、33.4 min-1であり、TBAP2

と同等かわずかに高くなった。一方で、Kmはそれぞれ 4.68 µM、2.92 µMであり、TBAP2

の約 4.7 倍、約 2.9 倍高かった。ところが、両方の Walker A を変異させた

TBAP2-1,2KT/AA は FITC-α-casein をほとんど分解しなかった。 

 

 

3-5-3. Walker B 変異体による FITC-α-casein の糸通しの速度論パラメータの測定 

 

 AAA-1 の Walker B を変異させた E271Q（1E/Q）や、AAA-2 を変異させた E668Q 

（2E/Q）は、それぞれのドメインでの ATP 加水分解能を失うことが知られている [18]。

TBAP2 にこの Walker B 変異を組み合わせて、同様の方法で FITC-α-casein の糸通し

の kcatと Kmを求めた（図 3-14.C, 表 3-1）。TBAP2-1E/Q、TBAP2-2E/Q、TBAP2-1,2E/Q

による糸通しの kcatはそれぞれ 4.53 min-1、2.63 min-1、3.30 min-1であり、TBAP2 よ

りも極端に低くなった。一方で、TBAP2-1E/Q、TBAP2-2E/Q、TBAP2-1,2E/Q による

糸通しの Kmはそれぞれ 0.79 µM、0.83 µM、1.33 µM であり、TBAP2 と同等か、わず

かに高い程度であった。 
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3-5-4. 保存 Arg 残基変異体による FITC-α-casein の糸通しの速度論パラメータの測定 

 

 ClpB の AAA-1、AAA-2 のサブユニット界面には、高度に保存された Arg 残基があ

る。これらの保存 Arg 残基（AAA-1 の R322、AAA-2 の R747）をそれぞれ Ala に置

換（1R/A、2R/A）すると、それぞれのドメインでの ATP 加水分解が阻害される [35]。

また、この保存 Arg 残基はサブユニット間の情報伝達にも関わっていると考えられて

いる。TBAP2 にこの保存 Arg 変異を組み合わせて、同様の方法で FITC-α-casein の糸

通しの kcat と Km を求めた（図 3-14.D, 表 3-1）。TBAP2-1R/A、TBAP2-2R/A、

TBAP2-1,2R/A による糸通しの kcatはそれぞれ 11.4 min-1、13.8 min-1、11.0 min-1であ

り、TBAP2 の半分程度であった。一方で、TBAP2-1R/A、TBAP2-2R/A、TBAP2-1,2R/A

による糸通しの Kmはそれぞれ 1.29 µM、2.02 µM、1.75 µM であり、TBAP2 よりもわ

ずかに高い程度であった。 

 

 

3-5-5. AAA-1、AAA-2 の保存配列変異体による FITC-α-casein の糸通し速度と ATP 加

水分解活性の比較 

 

 低塩濃度条件下、4 µM α-casein 存在下での TBAP2 の AAA-1、AAA-2 の保存配列

変異体の ATP 加水分解活性を測定し、FITC-α-casein の糸通し速度との関連を調べた

（図 3-15.A, 表 3-2）。いずれの変異体の ATP 加水分解活性も野生型 TBAP2 の約 60％

以下まで減少した。その中でも、TBAP2-1KT/AA、-2KT/AA、-1,2KT/AA、-1,2E/Q、

-2R/A、-1,2R/A の ATP 加水分解活性が TBAP2 の約 10%以下まで減少した。また、

TBAP2-1KT/AA、-2KT/AA、-2R/A、-1,2R/A では ATP 加水分解活性が極端に低いに

も関わらず、糸通しの速度は十分に速かった。全ての AAA-1、AAA-2 の保存配列変異

体を通して、ATP加水分解活性と糸通し速度の間には明らかな相関は見られなかった。 

 

 

3-5-6. AAA-1、AAA-2 の保存配列変異体による FITC-α-casein の糸通し速度と凝集体

の再生活性の比較 

 

 低塩濃度条件下でTBAP2の AAA-1、AAA-2の保存配列変異体による熱凝集G6PDH

の再生活性を測定し、FITC-α-casein の糸通し速度との関連を調べた（図 3-15.B, 表

3-2）。TClpB と TBAP2 は熱凝集G6PDH の活性を熱処理前の約 57%まで回復させた。

一方で、TBAP2-1Y/A、-2Y/A、-2E/Q、-2R/A は約 19-21%程度まで熱凝集 G6PDH の

活性を回復させた。その他全ての AAA-1、AAA-2 の保存配列変異体は熱凝集 G6PDH

をほとんど回復させることができなかった。全ての AAA-1、AAA-2 の保存配列変異体
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を通して、高い糸通し活性を持つ変異体が必ずしも高い凝集体の再生活性を持つわけで

はなかった。  
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表 3-1. TBAP2 変異体の FITC-α-casein の糸通しにおける速度論パラメータ 

TBAP2-                        kcat （min
-1）               Km （µM）                  

wild-type       23.9             0.99  

1Y/A         27.2             3.59 

2Y/A         28.4             5.90 

1,2Y/A         28.6           18.1   

1KT/AA         22.7               4.68 

2KT/AA         33.4            2.92 

1,2KT/AA        1.59              6.38 

1E/Q           4.53             0.78 

2E/Q          2.63            0.81 

1,2E/Q         3.30             1.33 

1R/A         11.4           1.29 

2R/A         13.8           2.02  

1,2R/A         11.0            1.75  

TBAP2 の AAA-1、AAA-2 の保存配列変異体の FITC-α-casein の糸通しにおける kcat

と Km値は、図 3-14 のデータをミカエリス・メンテン式（式 4）でフィッティングして

求めた。 
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表 3-2. TBAP2 変異体の糸通し速度、ATP 加水分解活性、及び凝集体の再生活性 

TBAP2-            糸通し速度       ATP 加水分解活性     凝集体の再生活性 

（min
-1）       （min

-1）        （%）  

wild-type      18.5  ± 0.6          560  ±  5           57.3  ±  7.8 

1Y/A     13.2  ± 1.9          310  ±  3           21.1  ±  4.4 

2Y/A       11.4  ± 1.3          182  ±  2           18.9  ±  2.8 

1,2Y/A        5.10 ± 0.22          62.8 ±  3.0          3.31 ±  1.02 

1KT/AA      10.1  ± 0.6           11.6 ±  0.9          3.61 ±  0.58 

2KT/AA       18.6  ± 0.8           50.4 ±  0.9          3.76 ±  0.66 

1,2KT/AA     0.53 ± 0.16        ND              3.49 ±  0.41 

1E/Q          3.78 ± 0.30         292  ± 31            7.52 ±  2.18 

2E/Q             2.18 ± 0.35          90.6 ±  8.9          18.5  ±  0.8 

1,2E/Q             2.47 ± 0.12          ND              3.80 ±  0.53 

1R/A          8.55 ± 1.05         198  ±  3            5.79 ±  0.33 

2R/A             8.90 ± 1.06          29.3 ±  0.6          20.1  ±  3.9 

1,2R/A             7.36 ± 0.48         ND              3.45 ±  1.21 

全ての測定は 55℃で Buffer LS 中に 5mM ATP を含む溶液で行なった。糸通し速度は

図 3-14 で 4 µM FITC-α-casein 存在下での結果を示している。ATP 加水分解活性は 4 

µM α-casein 存在下で測定した。凝集体の再生活性は、基質として G6PDH を用いて測

定した。0.2 µM G6PDH を 72℃、8 分間で変性・凝集させ、その後、温度を 55 °C に

下げ、最終濃度が 0.6 µM TDnaK、0.2 µM TDnaJ、0.1 µM TGrpE、0.05 µM TBAP2

の AAA-1、AAA-2 の保存配列変異体になるように加えた。更に 55 °C 90 分間インキ

ュベートし、G6PDH の酵素活性を測定した. 独立した実験を 3 回行い、標準偏差をエ

ラーバーで表示した。ND は not detectable である。 

 

  



49 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

TClpA   VILIMTSNTG--YNVGP-AIGFTSKEVDTESPLKAL---FTPEFLDRLD 

TClpB   TVIILTSNLGSPLILEGLQKGWPY-ERIRDEVFKVLQQHFRPEFLNRLD 

TBAP1     TVIILTSNLG--YNVGP-AIGFTSKEVDTESPLKAL---FRPEFLNRLD 

TBAP2     TVIILTSNLGSPYNVGP-AIGFTSKEVDTESPLKALQQHFRPEFLNRLD 

TBAP3     TVIILTSNLGSPLILEGLAIGFTS-ERIRDEVFKVLQQHFRPEFLNRLD 

TBAP4     TVIILTSNLGSPLILEGLAIGFTSKERIRDEVFKVLQQHFRPEFLNRLD 

 

図 3-1. TBAP 変異体シリーズの HLH 付近のアミノ酸配列 

 TClpA の HLH 付近のアミノ酸配列を赤色で、TClpB のアミノ酸配列を黒色で表示

し、HLH 相当領域を網かけで、ClpP loop に保存されている IGF 部分を太字で表示し

た。TBAP1、TBAP2、TBAP3、TBAP4 は TClpB の HLH 相当領域に TClpA の HLH

の配列を置換して作製した。TBAP1 は HLH を全て置換し、TBAP2 は置換する配列の

長さをそろえるために SP、QQH の配列を残した。TBAP3、TBAP4 は IGF 部分付近

だけを置換した。 
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図 3-2. TBAP による凝集体の再生活性および TBAP と TClpP による凝集体分解活性 

A）89℃で 30 分間熱処理して変性･凝集させた IPMDH に、TDnaK システムと

TBAP1~4 変異体を加えて 55℃で 90 分間インキュベートし、酵素活性の回復を見た（白

の棒グラフ）。更に、再生時に TClpP を加えて同様の実験を行い、活性回復の阻害を見

た（黒の棒グラフ）。加えたタンパク質の濃度は、TDnaK 0.6 µM、TDnaJ 0.2 µM、

TGrpE 0.1 µM、TClpP 0.5 µM、TClpB と TBAP1 と TBAP2 と TBAP3 と TBAP4 が

0.05 µM である。B）A の反応後の溶液を TCA 処理し、得られた沈殿を SDS-PAGE に

かけ、IPMDH の量を分析した。 

  

TBAP2 TBAP3 TBAP4 TBAP1 TClpB 

 ΔTClpP 

 ＋TClpP 

 

B 

A 
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図 3-3. TBAP2 と TClpP による α-casein の分解 

α-casein、ATP、示されたタンパク質を含む溶液を55℃で90分間インキュベートした。

その後 TCA 処理し、得られた沈殿を SDS-PAGE にかけ、α-casein の量を分析した。

加えたタンパク質の濃度は TClpB と TBAP2 が 0.05 µM、TClpP が 0.5 µM、α-casein

が 1.2 µM である。 

  

α-casein 

none TClpP TClpB 

+TClpP 
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図 3-4. ミドルドメイン変異体による凝集体の再生活性および TClpP との凝集体分解活性 

A）89℃で30分間熱処理して変性･凝集させた IPMDHに、TDnaKシステムとTBAP2

のミドルドメイン変異体を加えて 55℃で 90 分間インキュベートし、酵素活性の回復を

見た（白の棒グラフ）。更に、再生時に TClpP を加えて同様の実験を行い、活性回復の

阻害を見た（黒の棒グラフ）。加えたタンパク質の濃度は、TDnaK 0.6 µM、TDnaJ 0.2 

µM、TGrpE 0.1 µM、TClpB と TBAP2 と TBAP2-W1-6A と TBAP2-W2-6A と

TBAP2-W1-4A/W2-4A が 0.05 µM、TClpP が 0.5 µM である。B）A の反応後の溶液を

TCA 処理し、得られた沈殿を SDS-PAGE にかけ、IPMDH の量を分析した。 
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図 3-5. ミドルドメイン変異体の casein 結合親和性 

0~2 µM の様々な濃度の TClpB のミドルドメイン変異体、0.014 µM FITC-κ-casein、

3 mM ATPγS を含む溶液を 55℃で 10 分間インキュベートした。その後、励起波長 490 

nm、蛍光波長 535 nm で偏光度を測定し、TClpB 濃度に対してプロットして式 2 でフ

ィッティングした。得られた Kdの値をもとに、理論曲線を表示した。 

  

● TClpB 

  △  TClpB-W1-6A 

  □  TClpB-W2-6A 

  ○  TClpB-W1-4A/W2-4A 
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図 3-6. ミドルドメイン変異体による α-casein の分解 

0.05 µM TBAP2 のミドルドメイン変異体、0.5 µM TClpP、1.8 µM α-casein、3 mM 

ATP を含む溶液を、55℃で示した時間インキュベートした。反応時間ごとに反応溶液を

TCA 処理し、得られた沈殿を SDS-PAGE にかけ、α-casein の量を分析した。 

  

TBAP2-W1-4A/W2-4A 

TBAP2-W1-6A 

TBAP2-W2-6A 

TBAP2 

0  5  10  20  30  60   90 time(min) 
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図 3-7. TClpB の N 末端ドメインの変異導入部位 

TClpBのE12とR228を赤紫色で、R23を青色で、R136とQ260を灰色で表示した。

A）N 末端ドメインのへリックス A5 が 6 量体リングの内側に向いた状態の TClpB の立

体構造。N 末端ドメインの E12 と AAA-1 の R228 が近接した構造をとっている。

TClpB-E12C/R228C 変異体はジスルフィド結合を形成させることにより、N 末端ドメ

インのへリックス A5 を内向きに固定することができると期待される（NXin）。B） N

末端ドメインのへリックス A5 が 6 量体リングの外側に向いた状態の TClpB の立体構

造。N 末端ドメインの R136 と AAA-1 の Q260 が近接した構造をとっている。

TClpB-R136C/Q260C 変異体はジスルフィド結合を形成させることにより、N 末端ド

メインのへリックス A5 を外向きに固定することができると期待される（NXout）。 
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図 3-8. N 末端ドメイン変異体のジスルフィド結合形成の確認 

A）酸化後の TClpB-NXin、-NXout、-R23C を 0~5 mM の様々な濃度の還元剤 TCEP

存在下で、室温で 30 分間インキュベートし、非還元条件下で SDS-PAGE（8% A.A.）

にかけた。ジスルフィド結合形成によって SDS-PAGE のバンドの移動度が変化した

TClpB-NXout、-R23C は移動前後のバンドをモレキュラー・イメージャーで定量し、

ジスルフィド結合の形成率を算出した。B）0.05 µM TClpB またはその N 末端ドメイ

ン変異体、60 µM ABD-F を含む溶液を 55℃でインキュベートし、蛍光強度の時間変

化を測定した。横軸は反応時間で、縦軸は蛍光強度の変化を示す。20 分間反応させた

後、最終濃度が 5 mM になるように TCEP を加え、更に測定を続けた。励起波長、蛍

光波長はそれぞれ 390 nm、520 nm である。TBAP2 の N 末端ドメイン変異体に関し

ても同様の方法でジスルフィド結合形成の確認を行なった。 

 

  

A B 

5mM TCEP 
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図 3-9. N 末端ドメイン変異体による FITC-α-casein の糸通し速度の算出 

A） 5 mM TCEP存在下で、0.05 µM TBAP2のN末端ドメイン変異体、0.5 µM TClpP、

3 µM FITC-α-casein、3 mM ATP を含む溶液を 55℃でインキュベートし、

FITC-α-casein の分解による蛍光強度の上昇を見た。横軸は反応時間で、縦軸は蛍光強

度の変化を示す。B） TCEP 非存在下で、A と同様の方法で FITC-α-casein の分解を

見た。C）A と B の反応後の FITC-α-casein の量を SDS-PAGE で分析した。D）C の

FITC-α-casein のバンドをモレキュラー・イメージャーで定量し、算出された分解量に

対し、蛍光強度の上昇量をプロットした。反応前の分解量と蛍光強度を 0 として、線形近似

曲線をひいた。E） D で得られた検量線の式を用いて、A と B の FITC-α-casein の分解

反応開始後の蛍光強度変化の初速度から、TBAP2 の N 末端ドメイン変異体一分子あた

りの FITC-α-casein の分解速度（min-1）を求めた。独立した実験を 3 回行ない、標準

偏差をエラーバーで表示した。  
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図 3-10. N 末端ドメイン変異体による凝集体の再生活性 

A）73℃で 10 分間熱処理して変性させた α-glucosidase に TDnaK システムと N 末端

ドメイン変異体を加え、55℃で 90 分間インキュベートした後、酵素活性を測定した。

縦軸は α-glucosidase の回復率を示す。B）72℃で 8 分間熱処理して変性させた G6PDH

に TDnaK システムと N 末端ドメイン変異体を加え、55℃で 90 分間インキュベートし

た後、酵素活性を測定した。縦軸は G6PDH の回復率を示す。C）89℃で 30 分間熱処

理して変性･凝集させた IPMDH に TDnaK システムと TClpB の N 末端ドメイン変異

体を加え、55℃で 90 分間インキュベートした後、酵素活性を測定した。縦軸は IPMDH

の回復率を示す。独立した実験を 3 回行い、標準偏差をエラーバーで表示した。  

A 

B 

C 
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図 3-11. TBAP2 の ATP 加水分解における速度論パラメータ 

 TBAP2、ATP 再生系、0.05~5 mM の様々な濃度の ATP 存在下で、55℃での TBAP2

の ATP 加水分解活性を測定した。各 ATP 濃度での ATP 加水分解速度をプロットし、

ヒルの式（式 5）でフィッティングした。得られた kcat、Km、n の値をもとに、理論曲

線を表示した。横軸は ATP 濃度で、縦軸は TBAP2 の 1 サブユニットあたりの ATP 加

水分解速度（min-1）。 
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図 3-12. FITC-α-casein の糸通しにおける TClpP の濃度依存性 

 0.05 µM TBAP2、0.05~1.5 µM の様々な濃度の TClpP、3 µM FITC-α-casein、5mM 

ATP を含む溶液を 55℃でインキュベートし、蛍光強度の変化を測定した。各 TClpP 濃

度での FITC-α-casein の分解の初速度をプロットし、式 3 でフィッティングした。得ら

れた Kdの値をもとに、理論曲線を表示した。横軸は TClpP 濃度で、縦軸は TBAP2 一

分子あたりの FITC-α-casein の分解速度（min-1）。 
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図 3-13. TBAP2 の FITC-α-casein の糸通しにおける速度論パラメータ 

A）0.05 µM TBAP2、4 µM FITC-α-casein、必要に応じて 2 µM TClpP や 5 mM ATP

を含む溶液を 55℃でインキュベートし、蛍光強度の時間変化を測定した。B）0.05 µM 

TBAP2、2 µM TClpP、0.1~4 µM の様々な濃度の FITC-α-casein、5 mM ATP を含む

溶液を 55℃でインキュベートし、蛍光強度の時間変化を測定した。C）B の各

FITC-α-casein 濃度での FITC-α-casein の分解の初速度をプロットし、ミカエリス・メ

ンテン式（式 4）でフィッティングした。得られた kcat、Kmの値をもとに、理論曲線を

表示した。横軸は FITC-α-casein 濃度で、縦軸は TBAP2 一分子あたりの FITC-α-casein

の分解速度（min-1）。独立した実験を 3 回行い、標準偏差をエラーバーで表示した。 

  

A B C 
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図 3-14. AAA-1、AAA-2 の保存配列変異体の FITC-α-casein における速度論パラメー

タ 

 A）0.05 µM TBAP2 の AAA-1、AAA-2 の中央孔残基変異体、2 µM TClpP、0.1~4 µM

の様々な濃度の FITC-α-casein、5 mM ATP を含む溶液を 55℃でインキュベートし、

蛍光強度の変化を測定した。各 FITC-α-casein 濃度での FITC-α-casein の分解の初速度

をプロットし、ミカエリス・メンテン式（式 4）でフィッティングした。得られた kcat、

Kmの値をもとに、理論曲線を表示した。横軸は FITC-α-casein 濃度で、縦軸は TBAP2

変異体一分子あたりの FITC-α-casein の分解速度（min-1）。B,C,D）A と同様の方法で

TBAP2 の Walker A 変異体（B）、Walker B 変異体（C）、保存 Arg 残基変異体（D）の

FITC-α-casein の糸通しにおける kcat、Km値を求めた。独立した実験を 3 回行い、標準

偏差をエラーバーで表示した。 

  

D 

A B 
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図 3-15. TBAP2 の AAA-1、AAA-2 の保存配列変異体の ATP 加水分解活性と糸通し速

度、及び糸通し速度と凝集体の再生活性の比較 

 全ての実験は表 3-2 に記載の方法で行なった。A）TBAP2 の AAA-1、AAA-2 の保存

配列変異体の糸通し速度を ATP 加水分解活性に対してプロットした。B）TBAP2 の

AAA-1、AAA-2 の保存配列変異体の凝集体の再生活性を糸通し速度に対してプロット

した。凝集体の再生活性は TClpB の活性を 100%として表示した。 

 

  

A B 
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図 3-16. ClpB による変性タンパク質の糸通しモデル 

 本研究で得られた結果をもとに、ClpB による変性タンパク質の糸通しモデルを提案

した。①はミドルドメイン、②は N 末端ドメイン、③は中央孔残基、④は中央孔、⑤

は保存 Arg 残基を示している。 
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4．考察 

 

本研究では、ClpB の脱凝集過程の主要な過程であり、Clp/Hsp100 ファミリーに共

通の過程でもある基質の糸通し活性に着目した。ClpP と結合できる ClpB の変異体

BAP を用いて、DnaK システム非存在下で ClpB の基質糸通し活性を調べることで、

脱凝集活性と糸通し活性を分離して検出することを試みた。そこでまず、TClpB に関

しても同様の変異体（TBAP）の作製を検討した。TClpA と TClpB の HLH 相当領域

は配列の長さが異なっていたため、ClpP loop を含む長さの異なる配列を導入した 4 つ

の TBAP 変異体（TBAP1、TBAP2、TBAP3、TBAP4）を作製した。その中で TBAP2

は凝集体の再生活性を持ち、TBAP2 だけが TClpP とともに凝集体を分解した。また、

TBAP2 は TDnaK システムがない場合でも、ATP 存在下で α-casein を分解した。これ

らの結果より、TBAP2 は大腸菌型の BAP と同等の性質を持っており、TClpB の糸通

し活性を調べるよい変異体と言える。 

ミドルドメインを不安定化させた変異体である TBAP2-W1-6A、TBAP2-W2-6A、

TBAP2-W1-4A/W2-4A は凝集体の再生活性を持たなかった。更に反応後の SDS-PAGE

の結果より、これらの変異体は、熱凝集した IPMDH を TDnaK システム存在下でも糸

通ししないことを示している。ところが、これらの変異体は、野生型 TClpB と比べて

も FITC-κ-casein と結合する能力を十分に持っていた。また、α-casein を糸通しする能

力に関しても野生型 TBAP2 と同程度持っていた。これらの結果より、ミドルドメイン

の安定性は基質結合や基質の糸通しではなく、脱凝集の他の過程に必要であることが示

唆された。 

Cys 残基を導入した TClpB の N 末端ドメイン変異体は、CuCl2存在下で酸化するこ

とによって、約 90%がジスルフィド結合を形成した。TClpB-R23C はシステインを 1

つしか持っていないことと、SDS-PAGE のバンドの分子量から、サブユニット間でジ

スルフィド結合を形成し、2 量体を形成していると考えられる。また、酸化後の

TClpB-NXin、-NXout は酸化・還元型で SDS-PAGE のバンドの移動度があまり変化し

ないことから、サブユニット内でジスルフィド結合を形成していると考えられる。

FITC-α-casein を基質として、これらの TBAP2 変異体の糸通し活性を調べたところ、

FITC-α-casein の分解量と蛍光強度の上昇量は比例関係にあった。この検量線の式を用

いることで、蛍光強度の上昇量から各変異体の糸通し速度を算出することが可能になっ

た。N 末端ドメインを欠損させた TBAP2ΔN は、TCEP の有無に関わらず、

FITC-α-casein をほとんど糸通しできなかった。一方で、Cys 残基を導入した 3 つの変

異体では、ジスルフィド結合で N 末端ドメインの動きが制限されることによって糸通

し活性が低下した。これらのことから、N 末端ドメインが casein の糸通しに重要であ

り、その動きは糸通しを促進していると考えられる。また、TClpBΔN による熱凝集
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α-glucosidase や熱凝集 G6PDH の再生活性は TCEP の有無に関わらず TClpB よりも

低かった。Cys 残基を導入した 3 つの変異体は、TCEP 存在下では TClpB と同等の凝

集体の再生活性を持っていたが、TCEP 非存在下では TClpBΔN と同等の凝集体の再

生活性を持っていた。一方で、TClpB と TClpBΔN の熱凝集 IPMDH の再生活性は

TCEP の有無でほとんど差がなく、Cys 残基を導入した 3 つの変異体の再生活性は

TClpB と TClpBΔN の中間であった。これらの結果は、ClpB の凝集体の再生活性にお

ける N 末端ドメインの貢献度が基質タンパク質によって変化することと、N 末端ドメ

インの動きがこの貢献に重要であることを示唆している。 

糸通し活性の測定を様々な FITC-α-casein 濃度条件で行なうことで、TBAP2 の

FITC-α-casein の糸通しにおける kcatと Km値を求めた。kcatと Km値を求めることによ

り、基質結合と基質結合後の糸通しの能力を分けて評価することができると期待される。

中央孔変異体である TBAP2-1Y/A、TBAP2-2Y/A、TBAP2-1,2Y/A による糸通しの kcat

は TBAP2 とほぼ同程度であったが、Kmは高くなった。これは、ClpB の AAA-1、AAA-2

のどちらか片方、あるいは両方の中央孔の Tyr 残基を変異させても、基質との親和性は

減少するが、ClpB は十分な速度で変性タンパク質を糸通しできることを示している。

このことから、AAA-1、AAA-2 の中央孔の Tyr 残基が基質結合に関わっており、Ala

残基に置換しても基質結合後の糸通しは可能であるということが示唆された。この結果

は AAA-1、AAA-2 の中央孔の Tyr 残基が基質と直接結合するという以前の結果と一致

する [13, 32]。一方で、EClpB の AAA-2 の中央孔残基を変異させると、AAA-1 を変異

させた場合よりも著しく糸通し活性が低下したという報告がある [13]。この違いの原

因が何かははっきりとはわからないが、EClpB の実験が基質過剰量で行なわれていな

かったからかもしれない。 

Walker A 変異体である TBAP2-1KT/AA、TBAP2-2KT/AA の糸通しの kcat、Kmは

TBAP2 よりも高くなった。中央孔変異体の場合と同様に、ClpB の AAA-1、AAA-2 の

どちらか片方の Walker A を変異させても、基質との親和性は減少するが十分な速度で

変性タンパク質を糸通しすると考えられる。一方で、TBAP2-1,2KT/AA や ATP 非存

在下での TBAP2 は糸通し活性を持たなかった。これらの結果より、AAA-1、AAA-2

への ATP の結合が基質結合に関わっており、いずれかのドメインへの ATP の結合が糸

通しに必要であるということが示唆された。 

Walker B 変異体である TBAP2-1E/Q、TBAP2-2E/Q、TBAP2-1,2E/Q の糸通しの

kcatは TBAP2 よりも極端に低く、Kmはほとんど変わらなかった。これは、ClpB の ATP

加水分解は基質結合ではなく、基質結合後の糸通しに重要であることを示している。ま

た、TClpB の AAA-1 の中央孔残基は ATP 結合状態で孔の中心に集まり、その結果、

中央孔が狭くなるという報告がある [29]。この Walker B 変異体の遅い糸通しは、変異

を導入した AAA モジュールの中央孔が狭いまま維持されていることが原因かもしれな

い。この仮説が正しければ、Walker A 変異体は、中央孔残基が孔の中心に集まらず、
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中央孔が広いために、kcatと Kmが高めになっていると説明できる。 

保存 Arg 残基変異体は WalkerB 変異体と同様に、ATP 加水分解が阻害される変異体

であるが、糸通しの kcatは Walker B 変異体よりも有意に高く、TBAP2 の半分程度で

あった。これは、保存 Arg 残基変異体の中央孔残基は ATP 結合状態でさえも、孔の中

心に集まりきっていないという可能性を示唆しているのかもしれない。その場合、保存

Arg 残基を介したサブユニット間の情報交換が ATP 結合で誘導される中央孔残基の構

造変化に関与している可能性がある。この仮説は以前 Biter らによって提唱された、

ClpB は保存 Arg 残基を介して隣のサブユニットのヌクレオチド状態を感知し、そのシ

グナルを伝え、最終的に pore loop の構造変化に繋がるというモデルと一致する [50]。 

TBAP2-1KT/AA、TBAP2-2KT/AA、TBAP2-2R/A の ATP 加水分解活性は TBAP2

よりも極端に低く、TBAP2-1,2R/A の ATP 加水分解活性は全くなかったが、糸通し速

度は十分に速かった。これらの結果は、ClpB による変性タンパク質の糸通しには、ATP

加水分解のエネルギーは必要ないことを示している。非常に高い ATP 加水分解活性を

持つ BAP 変異体が、野生型 BAP と同じ速度で FITC-casein を糸通ししたという以前

の報告も、ATP 加水分解活性と糸通し速度が関係ないことを示しているのかもしれな

い [37]。また、Clp/Hsp100 ファミリーの ClpA は、ミドルドメインを持たないこと以

外は ClpB と構造的によく似ているが、ClpA の Walker A 変異体は ATP 存在下でも

casein を糸通しできない [51]。一方、AAA+ファミリータンパク質で 26S プロテアソ

ームの 6 量体 ATPase のホモログとして知られる PAN は、ATP 加水分解なしでも

casein を糸通しすることが報告されている [52]。これらのことから、ClpB は ClpA よ

りもむしろ PAN と同様の方法で、変性タンパク質を糸通しするのかもしれない。 

TBAP2 の変性タンパク質の糸通しにおける速度論パラメータは ATP 加水分解活性

よりも導入した変異の種類に影響されていた。また、ClpB は受動的に変性タンパク質

を糸通しすることができ、その糸通し速度は 6 量体リング中央の孔の性質や広さに依存

して変化すると考えられた。更に、AAA-1、AAA-2 のどちらに変異を導入しても、そ

の効果はほとんど同じであったことから、変性タンパク質の糸通しにおいて、AAA-1

と AAA-2 の役割や貢献度はほぼ同等であると考えられる。本研究で得られた糸通し活

性の解析結果から、ClpB による変性タンパク質の糸通しモデルを提唱した（図 3-16）。

ミドルドメインの安定性は糸通しとはあまり関係がなく、N 末端ドメインとその動きは

糸通しを促進している。更に、中央孔残基は基質の結合に関わり、中央孔が広いと、変

性タンパク質は通りやすいが、中央孔が狭いと通りにくい状態である。この中央孔の広

さを決めている中央孔残基の構造変化に保存 Arg 残基を介したサブユニットの情報伝

達が関与している。また、AAA-1、AAA-2 の保存配列変異体の糸通し活性と脱凝集活

性を比較したところ、高い糸通し活性を持つ TBAP2 変異体が必ずしも高い凝集体の再

生活性を持つわけではなかった。この結果は、脱凝集には基質の糸通しの他にも重要な

過程が存在することを示唆している。  
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5．結語 

 

ClpB による脱凝集には、DnaK システムとの協同、ATP の結合・加水分解とそれに

伴うミドルドメインの構造変化、6 量体リング中央の孔への凝集タンパク質の糸通しな

ど様々な過程が必要である。その中で、糸通しは基質に直接作用する主要な過程であり、

Clp/Hsp100ファミリーに共通の過程でもある。ClpP と結合できるClpBの変異体BAP

を用いれば、DnaKシステム非存在下でもClpBの基質糸通し活性を調べることができ、

脱凝集活性と糸通し活性を分離して検出することができる。 

本研究では、ClpB の基質糸通しのメカニズムを調べることで、脱凝集のメカニズム

に迫るために、まず好熱菌型の BAP である TBAP を作製し、糸通し活性の測定系を立

ち上げた。更に、各ドメインの様々な変異を導入し、糸通し活性を含む様々な活性の解

析を行なった。その結果、ミドルドメインの安定性が脱凝集過程における基質結合とそ

の糸通し以外の過程に必要であることが分かった。また、N 末端ドメインが casein の

糸通しに重要であり、その動きは糸通しを促進していることを見出した。更に、AAA-1、

AAA-2 の中央孔の Tyr 残基はそれぞれ基質結合に関わっており、Ala 残基に置換して

も基質結合後の糸通しは可能であることが分かった。また、AAA-1、AAA-2 のそれぞ

れのドメインへの ATP の結合も基質結合に関わっており、どちらか片方への ATP の結

合が基質結合後の糸通しに必要であることを明らかにした。更に、それぞれのドメイン

での ATP の加水分解は基質結合後の糸通しを促進しているが、必要ではないことを見

出した。これまで、ClpB による基質の糸通しは ATP の結合・加水分解のエネルギーを

使っていると考えられてきたが、ATP 加水分解活性を全く持たない変異体でも十分な

速度で casein を糸通しすることができた。このことから、ClpB による変性タンパク質

の糸通しには、ATP の加水分解のエネルギーは必要ではないことが分かった。これら

の結果を総合的に考えて、ClpB による変性タンパク質の新たな糸通しモデルを提唱し

た。AAA+ファミリーの中には、基質タンパク質の糸通し活性を持つものがたくさん存

在するが、これまで ATP 加水分解非依存的な基質タンパク質の糸通しはまだあまり報

告されてはいなかった。本研究の成果は、糸通し活性を共通に持つタンパク質の基質糸

通しメカニズムの理解に役立つと期待される。また、糸通し活性の高さが必ずしも凝集

体の再生活性の高さに反映されるわけではなかった。おそらく、変性タンパク質のよう

なひも状のものを糸通しするのであれば、ATP の加水分解のエネルギーは必要ではな

いが、凝集体のような複雑に絡み合ったものを糸通しするのであれば、DnaK システム

と協同し、ATP の加水分解のエネルギーを用いて強力なパワーを算出する必要がある

のだと考えられる。この基質の糸通し活性が凝集体の再生活性にどのようにして貢献し

ているか、それを明らかにするのが今後の課題である。  
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