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１．はじめに
　1990年代後半，著者の一人の養王田は，東京工業大学
の吉田賢右先生らと共同で好熱菌 Thermus thermophilusの
DnaKオペロンの配列を解析した。DnaK，DnaJ，GrpEの
他に，DafAという Thermus　Dnak・DnaJ複合体形成に必
要な因子の遺伝子も存在することを明らかにし，論文を発
表している [1]。このオペロンの解析を進めると，下流に
ClpBの遺伝子が存在することが分かった。ClpBとその真
核生物型である Hsp104も AAA+タンパク質ファミリーに
属する分子シャペロンである。1994年 , Lindquistたちは，
酵母において Hsp104が凝集したタンパク質の再生を行う
ことを報告している [2]。ClpBが DnaKと同一のオペロン
に存在することから，ClpBが DnaKシステムと共同で機
能していることが予想された。その後，吉田先生たちが研
究を進め，ClpBと DnaKシステム（DnaK, DnaJ, GrpE）が，
高温で変性し凝集した蛋白質の再可溶化（脱凝集）と再生
に協調して働いていることを明らかにした [3]。Lindquist
たちも，酵母の Hsp104が Hsp70システムと協調して脱凝
集することを実証した [4]。細胞には様々な分子シャペロ
ンが存在するが，凝集したタンパク質の脱凝集することが
できるのは，Hsp104/ClpBのみである。このため，タンパ
ク質凝集病の治療への可能性などから注目を集め，多くの
研究が行われている [5]。T. thermophilusの ClpBは Tsaiた
ちに渡り，X線結晶構造が解明された [6] 。Hsp104/ClpBは，
AAA1，AAA2と呼ばれる ATPを結合・加水分解するドメ
インと，Nドメイン，Mドメインと呼ばれる補助ドメイ
ンからなり，リング状の 6量体を形成して機能する。これ
までの研究から，Hsp104/ClpBは ATPのエネルギーを利用
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Abstract
　好熱性真菌 Chaetomium thermophilum由来の Hsp104（CtHsp104）の構造を，Ｘ線結晶構造解析，クライオ電子顕微鏡，
原子間力顕微鏡により解析した。CtHsp104のコンフォメーションは，Flat Ring，Staggered Ring，Intermediate Ring，Split 
Ringの 4つの構造に分類された。基質である変性タンパク質が存在すると，コンフォメーション変化が促進され，Split 
Ring構造の頻度が高まることがわかった。Split Ring構造が CtHsp104の分解時のオフパスウェイの状態であり，基質の捕
捉や放出に適応した構造である可能性がある。

し，リング中央の孔に凝集したタンパク質をほぐしながら
通すことで脱凝集するといわれている。しかし，Tsaiたち
の構造も含め，Ｘ線結晶解析では 6量体の構造は解析され
ていなかった。私たちは分子シャペロンの研究は行ってい
たが，Hsp104/ClpBの研究は行っていなかった。2014年頃，
養王田が好熱性真菌 Chaetomium thermophilumの Group II
型シャペロニン (Chaperonin Containing TCP-1)に関する研
究を行っている時に，余っていたゲノムを用いて大学院生
の一人に C. thermophilumの Hsp104（CtHsp104）の遺伝子
のクローニングをしてもらったことが，この研究のスター
トであった。機能解析からＸ線結晶構造解析までは順調に
進んだが，機能単位である 6量体の構造が解明できないと
いう問題から一時的に頓挫していた。この問題などについ
て，著者の一人である篠原が取り組み，クライオ電子顕微
鏡や原子間力顕微鏡などによる解析を行うことで合理的な
解釈が可能となり，本年 Structure誌に論文を発表するこ
とができた [7]。

２． CtHsp104 の X 線結晶構造解析
　大腸菌で発現，精製した CtHsp104は，C. thermophilum
の DnaKシステムと協調して脱凝集活性を示した。ヌクレ
オチドが存在しない条件ではモノマーであったが，ATPや
ADPを添加することで 6量体を形成した。ClpBは ATP存
在下のみで 6量体を形成する。ATP存在下では，加水分解
の伴う動的構造変化状態であることが 6量体の構造解析が
困難である原因であると考え，ADP存在条件で CtHsp104
の 6量体の構造解析を行うことにした。N末端の Nドメ
インが Flexibleであり，脱凝集活性には必要がないことか
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ら，N末端欠損体（CtHsp104ΔN）の結晶構造解析を行な
った。CtHsp104ΔNと ADPとの複合体の結晶構造を 2.7Å
の分解能で決定した（Fig. 1）。この結晶構造では，機能
的に重要な残基の側鎖とヌクレオチドの位置がすべて明
確に観察された。以前に解析された Hsp104と ClpBの構
造モチーフをよく反映している。nucleotide-binding domain 
（NBD）1では，Walker A（Lys229, Thr230）とWalker B（Asp295, 

Glu296）のモチーフがヌクレオチド結合ポケットを形成し
ている。NBD2では，Walker A（Lys640，Thr641），Walker 
B（Asp706，Glu707），Sensor 1（Asn748），Sensor 2（Arg849）
がヌクレオチド結合ポケットを形成している。結晶中のヌ
クレオチド結合領域の周辺には，第 2の相同性領域（SRH）
モチーフがよく確認されている。NBD1では，酵母由来
Hsp104で提案されているアルギニンフィンガー Arg333と
Arg334に対応する Arg349と Arg350が，隣接するプロト
マーのヌクレオチド結合ポケットの近くに配置されてい
る。また，NBD2では，ClpBで提案されているアルギニ
ンフィンガー Arg765に対応する Arg788が，ヌクレオチ
ド結合ポケットの近くに配置されている。得られた構造は
65左巻フィラメント構造であり，その構造単位は 6量体で
あった。しかし，6量体単位で会合していない分割した構
造（Split Conformation）であった。この結果は，CtHsp104
がヌクレオチドの存在下で安定した 6量体として存在して
いることと矛盾する。分割された 6量体は安定的に存在す
るとは考えられない。より小さなオリゴマーやモノマーに
簡単に解離することができる。また，大きなオリゴマーに
変化する可能性もある。

３．クライオ電子顕微鏡による構造解析
　CtHsp104の 6量体に Split Conformationが実際に存在
するかどうかを調べるために，クライオ電子顕微鏡で
CtHsp104の構造を解析した。単粒子解析により，ADP

存在下で CtHsp104ΔNの構造を決定した。その結果，
CtHsp104では，Staggered Ringと Split Ring という 2種類
の異なる 6量体構造が得られた（Fig. 2）。Split Ring構造

Figure 2 Cryo-EM structure of CtHsp104ΔN in the presence of ADP.
 Cryo-EM structures of CtHsp104ΔN. Yellow, green, cyan, 

blue, purple, and red represent P1, P2, P3, P4, P5, P6 in the 
CtHsp104 hexamer. Volumes denote the 3D structure of 
the staggered ring (at a spatial resolution of 7.9 Å) and the 
split ring conformation (at a spatial resolution of 6.2 Å) of 
CtHsp104ΔN, respectively.

Figure 1 Crystal structure of CtHsp104ΔN. (A) The monomer 
structure of CtHsp104 is shown as a ribbon model, in 
which NBD1, MD, and NBD2 are shown in cyan, green, 
and salmon, respectively. The bound ADP molecules are 
shown as sphere models. (B) The hexameric structure of 
CtHsp104 in the crystal structure. The hexamer shows 
a left-handed spiral structure along the crystallographic 
65-screw axis.
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は，これまで報告されている Hsp104の構造とは大きく異
なっていた。Split Ring構造では，末端のサブユニット（P1）
の半分以上の電子密度が欠けており，移動性が高いこと
が示唆されている。Staggered Ring構造では P1と反対側の
末端のサブユニット（P6）との結合が確認されているが，
Split Ring構造では P1と P6の結合が失われている。Split 
Ring構造とＸ線結晶構造は異なるが，いずれも 6量体の
P1と P6の結合が解離した Split Conformationである。

４．ヌクレオチドに依存した構造変化
　次に，原子間力顕微鏡（AFM）を用いて CtHsp104オリ
ゴマーの構造変化のヌクレオチド依存性を調べた。Hisタ
グを付加した CtHsp104オリゴマーを作成し，コバルトで
覆われた雲母の表面に固定化し，AFMで観察した（Fig. 
3）。6量体のリング状構造が観察されたが，リング内での
サブユニットの間での高低差があった。最高位のサブユニ
ットと最低位のサブユニットの深さ方向の位置の差から，
Staggered Ring，Intermediate Ring，Flat Ringと定義した。
CtHsp104ΔNでは，オリゴマーの 81%が Staggered Ring/
Intermediate Ringであり，残りの 19%は Flat Ringであった。
一方，ATPの加水分解されないアナログである ATPγSの
存在下では，61%が Flat Ringで，39%が Staggered Ring/
Intermediate Ringであった。以上の結果から，CtHsp104は，
ATP依存性サイクルにおいて，Staggered Ring/Intermediate 
Ringと Flat Ringを含む，少なくとも 2つの異なるコンフ
ォメーションを持つことが示唆された。しかし，結晶構造
やクライオ電子顕微鏡構造で見られた Split Ring構造は，
AFMでは観察されなかった。

５．高速原子間力顕微鏡による CtHsp104 の構造ダイナミ
クスの解析
　Split Ring構造が反応サイクル中に実際に存在すること
を調べるために，ADPまたは ATPの存在下で CtHsp104
の構造ダイナミクスを高速原子間力顕微鏡（HS-AFM）で
観察した。いずれの条件でも，Split Ring構造が観察され
た。ATP存在下では，CtHsp104が主に Flat Ringとして存
在していることを明確に示しており，ATPγS存在下での
静的 AFM観察結果と一致している。ADP存在下では，主
に Staggered Ring/Intermediate Ring構造であり，時折 Split 
Ring構造に変化した。CtHsp104の ATP加水分解活性は基
質である変性タンパク質により活性化される。モデル基質
であるカゼインを加えることで，ATP存在下での HS-AFM
観察で大きな変化が見られた。カゼインの添加によって
動的な構造変化が誘発され，Staggered Ringの頻度と Split 
Ringの頻度が大幅に増加した（Fig. 4）。

６．まとめ
　本研究では，Ｘ線結晶構造解析，クライオ電子顕微鏡，
AFM，HS-AFMを用いて，CtHsp104のコンフォメーショ
ンの柔軟性を解析した。CtHsp104の構造は，Flat Ring，
Staggered Ring，Intermediate Ring，Split Ringの 4つに分類
された。ATP存在下では，CtHsp104は主に Flat Ring構造
で存在していたが，時折，Staggered Ringなどの他構造に
変化していた。ADP存在下では Staggered Ringが主要なコ
ンフォメーションであり，他の構造への変化も観察された。
Split Ringへの転移の頻度は，ATP存在下の場合よりも少
し大きかったが，頻度は限られていた。モデル基質である
カゼインを加えることで，ATPaseが活性化され動的な構

Figure 3	 AFM imaging of His-tagged CtHsp104ΔN in the defined orientation. (A) Schematic image of the orientation-controlled AFM. (B) AFM 
images of CtHsp104ΔN in the presence of ADP (Left) and ATPγS (Right). (C) Histograms of height differences between the top and bottom 
subunits of CtHsp104ΔN in the presence of ADP (Left) and ATPγS (Right). Scale bar 10 μm.
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造変化が誘発され，Staggered Ringの頻度と Split Ringの頻
度が大幅に増加した。我々の結晶構造とクライオ電子顕微
鏡構造は，それぞれが 6量体ユニットの P1と P6の間の
解離した Split Conformationであるとう点で類似した特徴
を持っている。結晶構造では安定した P1サブユニットが
示されているのに対し，低温電子顕微鏡構造では非常に動
きやすい柔軟な P1サブユニットが示されている。このこ
とから，Split Ring構造は準安定状態であり，結晶パッキ
ングによって無限のスパイラルとして安定化したものと考
えられる。
　以上の観察結果に基づき，我々は以下のような
CtHsp104の構造変化モデルを提案する（Fig. 5）。CtHsp104
は，ヌクレオチドがない状態ではモノマーとして存在す
る。CtHsp104の単量体はヌクレオチドの結合により 6量
体に集合する。ATPの存在下では，主に Flat Ringを形成
する。ATPが加水分解されると，各サブユニットのコン
フォメーション変化により，ヘキサマー構造が Staggered 
Ringに変化する。基質があると ATP加水分解活性が刺激
され，動的な構造変化が誘導される。ATP加水分解によ
る基質の貫通後，ADP結合した CtHsp104の確率的な運動
により，ヘキサマーの受動的な分裂が起こる。おそらくこ
の開裂した状態は基質の相互作用する前の待機している
状態 (Off-pathway state)であると予想している。この Split 
Conformationは，基質の捕捉や放出に適応した構造である
可能性がある。
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Figure 4	 Histogram of height differences between the topmost subunit and the bottommost subunit of CtHsp104 in the presence of ATP with (Right) 
or without model substrate (Left) in HS-AFM observation. Black, orange, blue, and green solid lines represent fitting curves for Flat Ring, 
Staggered Ring, Intermediate Ring and Split Ring, respectively.

Figure 5　A model of conformational change of CtHsp104.
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