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研究成果の概要（和文）：高速原子間力顕微鏡(AFM)によってタンパク質の凝集を解く分子シャペロンClpBの構造ダイ
ナミクスを観察した。ClpB６量体リングの形状がATP濃度依存的に大きく揺らぐことを見出した。このリング構造の揺
らぎがClpBの脱凝集活性に寄与していることを示唆する結果が得られた。高速AFM/蛍光顕微鏡複合機の性能を向上し、
高速AFMと蛍光顕微鏡で一分子の同視野かつ同時観察が可能となった。回転モータータンパク質であるV1-ATPaseにおい
て回転軸であるDFサブユニットがなくても、回転子リング内でATP加水分解によるサブユニットの構造変化が協同的に
一方向へ伝搬していくことを明らかにした。
。

研究成果の概要（英文）： We observed conformational dynamics of a molecular chaperone ClpB which 
disaggregates denatured proteins. We found that the hexameric ring of the TClpB dynamically changes 
between symmetric, asymmetric and broken ring. Also it was indicated that the dynamic fluctuation of the 
ring structure is essential for the chaperon activity of ClpB.
 We also improved combined system high-speed AFM and fluorescent microscopy. The combined system enabled 
simultaneous single-molecule imaging with high-speed AFM and fluorescence microscopy. We succeeded in 
observing processive movement of enzymatic chitinase with fluorophores along a chitin fibril and further 
conformational change of F1-ATPase and binding/dissociation of fluorescent-ATP analogue. We have applied 
high-speed AFM to investigate cooperative conformational change of V1-ATPase without the shaft (DF 
subunit). We found that conformational change of the A subunit propagates unidirectionally in the 
hexameric ring even without the shaft.

研究分野： 生物物理
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１．研究開始当初の背景 
リング状オリゴマーを形成する ATPase は

原核細胞からヒトに至るまで普遍的に存在
する。特に、AAA+ファミリーATPase に属す
るタンパク質は、特徴的なヌクレオチド結合
モチーフを持つ一群のタンパク質で、その機
能はタンパク質のアンフォールディング・脱
凝集、膜融合、DNA の複製・転写など多岐に
わたっている。これらの機能は、ATP 加水分
解により駆動されるサブユニットの構造変
化を通じて発揮されると考えられている。こ
れまで、結晶構造解析や電子顕微鏡、生化学
的手法により、各サブユニットの ATP 加水分
解はサブユニット間で協調して行われてい
ることが示唆されてきたが、一分子のサブユ
ニットレベルでリアルタイムに可視化され
た例はない。協同的な加水分解には、同調型、
回転型、連続型などいくつかの様式が提案さ
れているが（Ogura ら, Genes Cells 2001）、実
際にどの様式でサブユニット間の協調を取
っているか明確な回答は得られていない。さ
らには、その構造変化が具体的にどのように
機能と結びついているかも明らかでない。 

AAA+タンパク質に高速 AFM を適用する
ことで、リング内サブユニットの協同的構造
変化がどのように起こっているか、また、そ
の構造変化と基質の認識・結合との相関を直
接示すことが可能であると期待される。さら
に、現在開発中の高速 AFM/蛍光顕微鏡の高
性能化により ATP の結合・加水分解が構造変
化に変換される過程に関して重要な知見が
得られるものと期待される。 
 
２．研究の目的 

I. ClpB の構造ダイナミクスの観察：AAA+シ
ャペロン ClpB は、他の分子シャペロンであ
る DnaK と協力して、凝集したタンパク質を
再び活性のある状態にまで再生する脱凝集
活性を持つ。ClpB の作用機構として、ATP
のエネルギーを用いて凝集タンパク質を 6 量
体リング中央の孔に糸通しのように引き込
んでほぐすことが想定されている。電子顕微
鏡像の単粒子解析(Lee ら, Mol. Cell, 2007)や
生化学的解析 (Watanabe ら , J. Biol. Chem. 
2005)により、M ドメインのプロペラ状の構
造やリング中央の孔の大きさが、ヌクレオチ
ドの結合状態に応じて大きく変化すること
が明らかにされている。こうした構造変化が
凝集タンパク質の認識と結合、リング中央の
孔への引き込みに関与すると考えられるが、
実際にどのような構造変化が生じ、構造変化
が基質の脱凝集をどのように起こしている
のか、その詳細は明らかでない。高速 AFM
で M ドメインやリング中央孔を観察し、これ
らの構造変化がどのような協同性を持って
起こるのか、さらにはこれらの構造変化が
DnaK との協同や凝集タンパク質の認識･結
合をどのように制御しているかを明らかに
する。 

II. F1-ATPase の構造動態と ATP 結合の同時観
察：我々は高速 AFM と蛍光顕微鏡の同時観
察可能な装置を開発しており、光学顕微鏡ス
テージ上で高速 AFM を動作させることに成
功している。この装置の高性能化を図り、一
分子からの蛍光と構造動態を同時に観察し、
蛍光性ヌクレオチドの結合数や結合・解離と
サブユニットの構造変化のタイミングを解
析する。これにより ATP の化学反応が力学的
変化に変換される過程を明らかにする 
III. リング状 ATPase の協同的構造変化の共
通性：V1-ATPase と F1-ATPase は構造、機能と
もに高い類似性を持つが、V1-ATPase でも
F1-ATPase と同じように、回転子がない六量
体リング内でサブユニットのヌクレオチド
状態とそれに共役した構造変化が協同的に
回転伝搬するかどうかは自明ではない。高速
AFM で ATP 加水分解による回転子がない
V-ATPAse を観察し、構造変化のリング内協
同性の有無を検証する。 
 
３．研究の方法 

I. ClpB の構造ダイナミクスの観察：本研究課
題のメインターゲットとして好熱菌由来の
ClpB を用いる。基板への固定のために AAA1
あるいはAAA2ドメイン側にビオチンタグを
導入した 2 種類の試料を調製し、ストレプト
アビジンコートしたマイカ基板に分子を固
定する。高分解能観察可能な試料条件の探索
後、ATP濃度を変えて構造変化の観察を行う。
さらに、AAA-1 および AAA-2 に ATP 結合も
しくは加水分解活性を阻害した変異を導入
し、構造変化のリング内協同性とヌクレオチ
ド状態の相関を明らかにする。 
II. 高速 AFM/蛍光顕微鏡複合機の高性能
化：高速 AFM と全反射型蛍光顕微鏡による
一分子同時観察を可能にする。これにより、
蛍光性 ATP アナログを用いて、F1-ATPase へ
のヌクレオチドの結合の様子を観察する。 
III. リング状 ATPase の協同的構造変化の共
通性： F1-ATPase と同様の回転モータータン
パク質である V1-ATPase についてサブユニッ
トの構造変化が回転伝搬するかについて高
速 AFM による検証を行う。 
 
４．研究成果 

I. ClpB の構造ダイナミクスの観察：ビオチン
化 ClpB を 2mM 濃度の ATP 存在下、55℃で 2
分間インキュベーションして 6 量体化したの
ち、ストレプトアビジン基板に配向制御吸着
させて高速 AFM 観察を行った。その結果、
基板に ClpB6 量体を固定した場合、ほとんど
全ての分子でリングが切断されていること
が判明した。基板や観察溶液の塩濃度など
様々な条件を検討したところ、ClpB6 量体リ
ングは非常に不安定で、基板への強い吸着に
よりリング構造を維持できずに壊れること
がわかった。その後、マイカ基板に分子を弱



く吸着させ、観察溶液の塩濃度を最適化する
ことでリング構造が観察できる条件を見出
した。高速 AFM 観察の結果、ClpB 6 量体は
切れたリング（図 1a）やリング内の 2 個のサ
ブユニット位置が高くなった楕円形の非対
称リング構造（図 1b）が多く観察された。電
子顕微鏡観察により報告されているような
円対称６量体リング（図 1c）は非常に少なく、 
また、円対称なリングの多くは七量体であっ
た（図 1d）。ATP 濃度を変えて測定したとこ
ろ、比較的低い ATP 濃度（100 μM）では切
れたリングが 70%近くを占め、ATP 濃度を高
くすると切れたリング構造の割合が減り、非
対称なリング構造の割合が増加した。一方、
対称なリングの割合は ATP 濃度によらず 5%
程度であった。このことから、ClpB の６量体
リングのメジャーな構造は非対称なリング
構造であることがわかった。 

ATPγS の存在下では対称リングの割合が
20%近くまで増加した。また、AAA-1 と
AAA-2 ドメインの両方で ATPase を欠損した
変異体（E279Q/E678Q）では、60%近くの割
合で対称な６量体リングが観察された。一方、
ADPやAMPPNP存在下で野生型ClpBを観察
したところ、60%以上の分子が切れたリング
構造であった。これらのことから、ATP の結
合により 6 量体リングは円対称なリングを形
成するが、ATP の加水分解によりリング内に
歪が生じてリングが非対称化もしくは切断
が起こるのではないかと考えられる。非対称
リングでは円内の対向した位置 2 ヶ所のサブ
ユニットの高さが高く観察されることから、
ATP 加水分解にリング内協同性が示唆され
た。ATP 存在下で ClpB6 量体のダイナミクス
を観察したところ、非対称なリング構造が切
れたり、リング構造が復元したりして大きく
揺らいでいる様子が観察された（図 1e）。ATP
濃度を高くすると、構造揺らぎの頻度も高く
なったことから、リングの構造揺らぎは ATP
依存的に生じているものと考えられる。 

AAA-1 もしくは AAA-2 のどちらか一方の
ATPase 活性を欠損した変異体を観察したと
ころ、リング構造の揺らぎは AAA-2 ドメイ

ンへの ATP の結合と加水分解によるもので
あることがわかった。また、脱凝集活性が低
下した変異体（E423A）では対称リングが多
く観察され、脱凝集活性を向上した変異体
（Y494D）ではほとんどの 6 量体は切れたリ
ング構造であった。このことからも、6 量体
内部の歪によるリングの非対称化、切断と復
元のダイナミックな動きが脱凝集活性に寄
与していることが示唆された。 
 
II. 高速 AFM/蛍光顕微鏡複合機の高性能
化：全反射型蛍光顕微鏡と高速 AFM の同視
野かつ同時観察を 1 分子スケールで行えるよ
うに装置の改良を行った。F1-ATPase の固定
子リングにおいてトルクを発生する β サブユ
ニットの構造変化とその回転伝搬と同時に
蛍光性 ATP の結合を同時観察することにも
成功した。 
III. V1-ATPase の協同的構造変化の観察：A3B3
複合体の N 末端側を His-Tag で標識した試料
を調製し、マイカ基板を Ni で処理してから
基板に固定した。ヌクレオチドが無い場合、
3 つの輝点からなる三角形の構造が観察され、
その像はシミュレイション像によく一致し、
ヌクレオチド非結合型でも非対称な構造を
とっていることが確認でき、シミュレイショ
ンと AFM 像に良い一致が見られた。 
次に、10 μM の ATPγS 濃度で観察を行った

ところ、open 構造にある A サブユニットの位
置が反時計回りに順番に伝搬する様子が観
察できた。この結果から、F1-ATPase の α3β3
複合体と同様に、回転子がなくてもリング内
での協同的構造変化が生じることを明らか
にした。 
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能動態の直接観察」, 日本生化学会九州
支部例会シンポジウム「タンパク質構造
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