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細菌種由来 GroEL の 高次構造解析
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【目的】分子 シ ャ ペ ロ ン GroE は 、 細胞内蛋 白質の 正 常な高次構造形成に 中心 的に働

き、 また GroEL は細菌か らヒ トまで 遺伝的保存性が高く細胞機能に重要 な役割を担 っ

て い る 。 特に 、 大腸菌 GroEL は ATPase 領域 、
　 GroES 、 基質ポ リペ プチ ドとの 結合領

域 、 サブ ユ ニ ッ ト会合領域等 、 様々 な機能が解明 され 現在で も精力 的に研究 され て い

る 。 我 々 は様々 な温 度域に至 適増殖能を示す多数の 細菌由来 GroEL の ア ミノ 酸相同性

を比較 した とこ ろ 、 全体で は 高い 相 同性 を示すが C 末端領域（Equatorial　domain）が他

の 保存領域（Apicai　domain と lntermediate　domain ）と比 べ 非常に 低い 相同性 を見出 し

た 。 これ まで に我々 は 、 GroEL の 四次構 造 に深 く関与す る C 末端領域 が、　 Refolding

の 反応温度に関与 して い る こ とを明 らか に した 。 本研究で は 、大腸菌 GroE を主 とし

用 い
、 GroEL 高次構造形成に 着 目 して GroEL の 反 応温度 と C 末 端 ア ミノ酸 配列

（Equatorial　domain）の 多様性に つ い て 解析 した の で 報告す る。

1方法】本研究には 、 低温細菌に Pseudoalteromonas 　sp．　 PSIM3 株 、 常温細菌 に

Escherichia　coli　K−12株 、 高温 菌に 北海道豊羽鉱 LU地下熱水 中か ら分離 し た Thθrmus 　sp ．

TBt 株を選択 し、 各々 の 細菌か ら groES お よび groEL 遺伝子 を単離 、 両蛋 白質の 発

現精製に用い た 。 また 、 GroEL の C 末端領域 を置換 した様々 な融合型 Gn⊃EL 、 部位

特異的変異導入 した 変異型 GroEL を作製 した 。 また 、
　 Double−ring を形成 しない 変異

型 GroEL（SR1）を コ ン トロ
ー一ル と して 、 さらに monomer か ら heptamer を形成 しない

と推定 され る変異型 GroEL（SMI ）を作成 した 。 精製 GroE を用い て 、
　 Rhodanase を指

標 とす る Refolding反応解析 、　SPR （Surface　Plasmon 　Resonan ◎e）に よ る GroEL−GroES

結合能解析 、 さらに HPLC 溶 出パ ター ン 解析等を各温 度にて 行っ た。

【結果 と考察】大腸菌 GroEL の Refolding活性お よび GroES との 結合能は 、 16 ℃

を境に低温 に なる と低下 し 、 同時に 大腸菌の 生育温度 と密接に 関係 して い る こ とが判

明 した 。 さらに 、本研 究で 構築 した SMI は 、
　 heptamer の 環状構造の 維持が不安定 な

もの で あ るこ とが示 唆 され た 。
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