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Обзор посвящен последним достижениям в понимании основных механизмов посттрансляционной 
сборки белков у бактерий. Особое внимание уделено роли шаперонинов, их структуре и механизму 
работы при облегчении сборки белков. Обсуждается также специфичность шаперонинов в связи с 
существованием множественных генов их синтеза в некоторых бактериях. 

Белкам присуще почти бесконечное количество 
разнообразных свойств, зависящих от перестановки 
аминокислот в их цепях. Белки выступают как 
катализаторы в химических реакциях, ускоряя их 
в миллионы раз, различают молекулы на основе 
самых малых изменений в их химической структу­
ре и форме, формируют структуры с высоким 
уровнем организации, такие как мускульные во­
локна и вирусные частички, и могут выполнять 
свои функции по организации жизни в широком 
температурном диапазоне. 

Чтобы проявить свои свойства независимо от 
того, какую функцию выполняет белок — катали­
тическую, структурную, регуляторную или иную, 
он должен приобрести присущую ему третичную 
структуру. Вопрос, каким образом белки собирают­
ся до своей биологически активной конформации 
на протяжении длительного времени является од­
ним из наиболее сложных в биологии. 

Исследования, проведенные Анфинсеном с 
ферментом рибонуклеазой [1 ], показали, что фол-
динг этого белка происходит спонтанно после дена­
турации in vitro. Этот феномен наблюдается для 
многих белков [2, 3 ] , что привело к выявлению 
принципа самосборки, заключающегося в том, что 
вся информация, необходимая для фолдинга, пол­
ностью закодирована в линейной последовательно­
сти аминокислот, образующих полипептидную 
цепь. 

Исследование сборки белков in vitro показало, 
что оптимальные условия для сборки индивидуаль-
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ных белков различны, поэтому цитоплазма клетки 
должна представлять собой не самую лучшую сре­
ду для фолдинга. Более того, в связи с тем, что 
сотни белков синтезируются в тесном пространстве, 
в одно и то же время, а их фолдинг зависит от 
взаимодействия между аминокислотами, то поли­
пептиды должны взаимодействовать друг с другом, 
образуя тяжело диссоциирующие агрегаты. 

Поэтому было постулировано, что в клетке 
существуют кофакторы, участвующие в посттранс­
ляционной сборке белков и предотвращающие их 
агрегацию. 

В настоящее время установлено, что фолдинг 
новосинтезованных полипептидних цепей зависит 
от белков двух типов: катализаторов фолдинга и 
молекулярных шаперонов. Первые ускоряют фор­
мирование и разрыв ковалентных связей, образую­
щихся между аминокислотами полипептида. На­
пример, фермент дисульфидизомераза увеличивает 
скорость формирования, разрыва и обмена тиол-ди-
сульфидных связей, образующихся между атомами 
серы остатков цистеина, сшивая ковалентными ди-
сульфидными связями полипептидные цепи [4 ]. 

Принципиально иной механизм фолдинга об­
наружен у молекулярных шаперонов. Они могут 
быть определены как белки, связывающиеся с не­
стабильными, ненативными формами протеинов, 
главным образом с их гидрофобными поверхностя­
ми, разрывают электростатические связи, возник­
шие между цепями белков, и при высвобождении 
полипептидной цепи направляют сборку протеина 
на продуктивный путь. Они также облегчают сбор­
ку как новосинтезированных белков, так и утра-
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тивших свою нативную структуру при работе или 
воздействии каких-либо факторов. 

Шапероны были известны задолго до открытия 
их функции по облегчению сборки белков благода­
ря свойству синтезироваться в больших количест­
вах при температурном шоке. Современное объяс­
нение феномена усиленного синтеза белков темпе­
ратурного шока при повышении температуры было 
дано в 1986 г. Пелхемом, который показал, что 
повышение температуры приводит к нестабильно­
сти структуры некоторых белков и предположил, 
что восстановление структуры этих белков достига­
ется с помощью белков температурного шока [5]. 

Первое непрямое доказательство существова­
ния шаперонов было получено на мутантах Es­
cherichia coli, в которых белки агрегировали значи­
тельно сильнее, чем в родительском штамме [6]. 
Это позволило предположить, что такие мутанты 
имеют дефекты в посттрансляционном фолдинге 
белков. Они оказались чрезвычайно температуро-
чувствительными и неспособными к росту при тем­
пературах выше 20 °С [7 ]. Эти два свойства — 
тенденцию к образованию белковых агрегатов и 
температурочувствительность — удалось частично 
преодолеть, повысив клеточный уровень двух бел­
ков GroEL и GroES. Полная комплементация нор­
мальных свойств клеток достигалась в случае, ког­
да к сверхэкспрессии GroEL и GroES прибавлялась 
сверхэкспрессия двух других белков — DnaK и 
DnaJ. 

Первым прямым доказательством реальной ра­
боты шаперонов в клетке была демонстрация Голу-
биновым с соавт. [8, 9] феномена улучшенной 
экспрессии растительного белка Рубиско в бакте­
рии Е. coli при повышенной экспрессии бактери­
альных белков GroEL и GroES одновременно. Важ­
ность этого открытия стала в особенности понят­
ной, когда в лаборатории Эллиса было показано, 
что белок очень схожый с бактериальным GroEL 
существует в хлоропластах растений и необходим 
для экспрессии белка Рубиско непосредственно в 
растениях [10]. Эти исследователи предположили, 
что белки такого типа могут быть важнейшими для 
фолдинга многих протеинов и назвали их молеку­
лярными шаперонами, хотя впервые термин «моле­
кулярный шаперон» был использован в 1978 г. для 
нуклеоплазмина, ответственного за сборку нуклео-
сом [11 ]. 

Окончательно роль шаперонов in vivo в сборке 
клеточных белков удалось доказать температурной 
инактивацией температурочувствительной формы 
GroEL. При этом количество ненативных белков в 
клетке быстро возрастало [12]. 

Поскольку шапероны участвуют в предотвра­

щении агрегации белков, то их синтез индуцирует­
ся не только температурным стрессом, но и иными 
стимулами, такими как вирусная инфекция, эта­
нол, пуромицин, налидиксовая кислота, тяжелые 
металлы, осмотический и кислородный стрессы, 
лимитирование глюкозы, а также повышением 
уровня ненативных белков в клетке [13, 14]. 

Молекуляные шапероны объединены на основе 
схожести их аминокислотных последовательностей 
в несколько классов, включающих HsplOO (ClpB, 
ClpA, ClpX), Hsp90 (HtpG), Hsp70 (DnaK), Hsp60 
(GroEL) и а-кристаллин-подобные белки теплового 
шока (IbpA, IbpB) (обозначения соответствующих 
шаперонов Е. coli показаны в скобках). Из этих 
классов только два (Hsp70 и Hsp60) используют 
энергию АТР для индукции таких изменений в 
структуре белков, которые в дальнейшем приводят 
к приобретению белками их корректной, биологи­
чески активной структуры. 

За последние 10 лет наиболее впечатляющие 
успехи были достигнуты при изучении Hsp60 клас­
са молекулярных шаперонов, получивших назва­
ние шаперонины. Это семейство привлекло к себе 
особое внимание в связи с их широкой распростра­
ненностью, сложностью структуры и удивительным 
механизмом действия. Они собирают белки, предо­
ставляя им изолированное пространство внутри 
кольцевых комплексов, «выстеленных» гидрофоб­
ными остатками аминокислот, и используя энергию 
АТР для изменения этого пространства и высво­
бождения белков из центрального отверстия. 

Шаперонины обнаружены у всех эубактерий 
[15] и эукариотов, в органеллах прокариотического 
происхождения (митохондриях и хлоропластах) 
[16, 17]. Шаперонин цитоплазмы эукариотов 
(ССТ) и шаперонины археобактерий [18, 19], 
строение которых отличается от их бактериальных 
аналогов, в данном обзоре не рассматриваются. 

В Е. coli шаперонины синтезируются с бицист-
ронного оперона, состоящего из groES и groEL 
генов, которые кодируют белки с молекулярной 
массой 10 и 60 кДа соответственно [20]. Инактива­
ция любого из этих генов летальна [21—23]. 

Эксперименты, проведенные с ферментом Ру­
биско in vitro, показали, что денатурация рибуло-
зобисфосфаткарбоксилазы является необратимой. 
Однако добавление к раствору Рубиско очищенных 
GroEL и GroES, а также источника энергии АТР 
приводило к почти полной реконструкции актив­
ной формы белка [8, 9] . Таким образом, взаимо­
действие шаперонина с белком было смоделировано 
in vitro, что позволило перейти к детальному ана­
лизу механизма действия шаперонинов. 

Электронно-микроскопические исследования 
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выявили, что шаперонин Е. coli является симмет­
ричным комплексом [24, 25], состоящим из 14 
одинаковых GroEL субъединиц [26 ]. Более поздние 
исследования кристаллической структуры шаперо-
нина показали, что субъединицы GroEL олигомера 
собраны по семь в два кольца, которые прикрепле­
ны один к другому своими плоскими сторонами 
(рис. 1, GroEL; рис. 2) [27—29]..В середине этой 
структуры находится отверстие, названное по име­
ни родоначальника теории самосборки белков, от­
верстием Анфинсена. 

Рентгеноструктурный анализ GroEL мономера 
выявил интересные структурные особенности ша-
перонина. Каждый его GroEL мономер в составе 
тетрадекамера состоит из 547 аминокислотных ос­
татков, собранных в три домена (рис. 2). Экватори­
альный домен (рис 2, 3), который составляют 
остатки 6—133 и 409—523, высокоорганизован и 
состоит из а-спиралей [30]. В своем составе он 
несет сайт связывания с АТР. N-концевые (1—5) и 
С-концевые (524—547) остатки аминокислот не 
находятся на поверхности шаперонина и, возмож­
но, формируют часть центрального отверстия. Эк­
ваториальный домен обеспечивает все взаимодейст­
вия между двумя кольцами шаперонина и боль­
шинство взаимодействий между субъединицами 
отдельных колец шаперонина. Он соединен через 
маленький интермедиальный домен (рис 2, 2), 
состоящий из остатков 134—190 и 377—408, с 
апикальным доменом (рис 2, У), сформированным 
из остатков 191—376. Интермедиальный домен вы­
ступает в качества шарнира, соединяющего эквато­
риальный домен с апикальным, и позволяет алло-
стерические перемещения апикального домена. Ча­
сти последнего формируют отверстие Анфинсена и 
очень подвижны, давая возможность значительно 
увеличивать размер центрального отверстия при 
работе шаперонина (рис. 1, GroEL-АТР, GroEL-
GroES-ATP; рис 2). Мутации в этом подвижном 

GroEL GroEL-АТР GroEL - GroES -А ТГ 
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домене влияют на связывание шаперонина с белка­
ми-субстратами, а также на связывание шаперони­
на с GroES субъединицами [31 ]. Этот домен содер­
жит множество гидрофобных остатков аминокислот 
и в кристаллической структуре шаперонина явля­
ется наименее четко определяемым доменом, пред­
положительно из-за его подвижности [30]. Работы 
по мутагенезу GroEL белка показали, что связыва­
ние белка-субстрата с шаперониновым комплексом 
происходит в отверстии Анфинсена [32, 33], кото­
рое способно вмещать протеины, имеющие молеку­
лярную массу 60 и менее кДа [34]. Связывание 
субстрата также вызывает конформационные изме­
нения в шаперонине GroEL [35]. 

Вопрос, может ли шаперонин обрабатывать 
одновременно несколько субъединиц одного белка, 
в случае, если размер белка позволяет ему быть 
помещенным в центральную полость шаперонина, 
остается открытым. Также неизвестно, как произ­
водится шаперонин-зависимый фолдинг многосубъ-
единичных белков, молекулярная масса субъеди­
ниц которых превышает 60 кДа. 

Составной частью полного шаперонинового 
комплекса является олигомер GroES белка, состоя­
щий из семи субъединиц, образующих куполооб­
разную структуру, напоминающую шапочку над 
одним из отверстий Анфинсена (рис. 1, GroEL-
GroES-ATP и рис 2) [36]. GroES комплекс вре­
менно связывается с GroEL тетрадекамером при 
работе шаперонина и в физиологических условиях 
закрывает только один из выходов центрального 
отверстия [37]. Присоединение GroES к GroEL 
происходит только при наличии Mg-ADP или Mg-
АТР через подвижную петлю GroES, образованную 
аминокислотными остатками 17—32 [38]. При ра­
боте к каждому GroEL полипептиду присоединяет-
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ся одна молекула АТР, а к шаперониновому комп­
лексу из 14 GroEL субъединиц — семь молекул 
АТР. 

Детальное изучение шаперонинового комплек­
са GroEL-GroES позволило создать модель его ра­
боты (рис. 3) [39—42]. При отсутствии связанных 
нуклеотидов апикальные домены GroEL субъеди­
ниц проявляют гидрофобные сайты связывания, 
обладающие высокой аффинностью к выступаю­
щим наружу гидрофобным участкам некорректно 
собранных белков, что приводит к присоединению 
субстрата к шаперонину (рис. 3, / ) . Связывание 
GroES с апикальными доменами и белком-субстра­
том заставляет субстрат сместиться внутрь шаперо­
нина. При смещении происходит диссоциация не­
правильно свернутых цепей полипептида (рис 3, 
2), поскольку одна часть полипептида остается 
связанной с апикальными доменами, а вторая — 
принудительно смещается в центральную полость 
шаперонина. Одновременно с процессом смещения 
белка внутрь к экваториальным доменам присоеди­
няется АТР. Это приводит к тому, что сайты 
связывания с белком становятся криптическими 
(рис. 3, 2). Гидролиз АТР активирует противопо­
ложное GroEL кольцо, к которому присоединяются 
белок и GroES (рис 3, 3). После присоединения 
АТР к этому кольцу белок смещается внутрь коль­
ца и происходит диссоциация его цепей (рис. 3, 4). 
Гидролиз АТР на верхнем кольце приводит к 
таким конформационным изменениям в экватори­
альных доменах нижнего кольца шаперонина, ко­
торые вызывают отсоединение ADP от нижнего 
кольца и, как следствие этого, появление сайтов 
связывания с гидрофобными аминокислотами на 
внутренней поверхности его апикальных доменов. 
Результатом этого является отсоединение GroES и 
высвобождение белка из центральной полости (рис 

3, 5). Далее цикл начинается сначала, со стадии 
(5). Таким образом, гидролиз АТР «руководит» 
циклом работы шаперонина [43 ]. 

Необходимо отметить, что модель работы ша­
перонина является умозрительной и во многих 
деталях не была подтверждена экспериментально. 

Приобретение нативной структуры белком-суб­
стратом не гарантируется в одном цикле АТР 
гидролиза, и для тех случаев, когда это было 
подсчитано количественно, составляет 100—300 
молекул АТР на собранную субъединицу белка 
[44]. Это составляет около 10—20 % энергетиче­
ской стоимости ковалентного синтеза белков [45 ]. 

В зависимости от белка-субстрата и условий 
эксперимента выход нативной структуры может 
быть как большим, так и незначительным, а время 
удерживания белка в шаперониновом комплексе 
может увеличиваться или уменьшаться. В среднем 
оно составляет около 15 с 

Некоторым белкам для сборки достаточно 
лишь взаимодействия с GroEL тетрадекамером или 
с GroES ко-шаперонином [46], в то время как 
другие белки требуют GroEL, GroES и АТР [47]. 
Вопрос, какие структурные особенности белков оп­
ределяют полную или частичную зависимость от 
шаперонина или от частей шаперонинового комп­
лекса, остается открытым. 

Эксперименты in vitro показали, что около 
50 % всех белков Е. coli могут связываться с 
шаперонинами [48]. Однако теоретические расче­
ты, базирующиеся на количестве GroEL в клетке и 
интенсивности синтеза белков, указывают на то, 
что, возможно, не больше 2—7 % полипептидов 
клетки действительно подпадают под шаперонинза-
висимый фолдинг [49, 50]. Данные по исследова­
нию важности шаперонинов для жизнедеятельно­
сти Е. coli показывают, что лишь 15 % новосинте-
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зированных белков временно связываются с GroEL, 
прежде чем достигают собранного состояния [51 ]. 
Новые подходы к идентификации шаперонин-зави-
симых субстратов позволили выявить набор из 
250—300 белков Е. coli, нуждающихся в помощи 
шаперонинов при фолдинге. Среди этих субстратов 
обнаружены и компоненты процессов транскрип­
ции и трансляции клетки, что объясняет леталь­
ность мутаций в шаперониновом комплексе [52]. 

Эксперименты с большим количеством негомо­
логичных для шаперонинов белков-субстратов об­
наружили, что шаперонины связываются с боль­
шинством проверенных ненативных белков. При­
чем связывание с некоторыми белками является 
необратимым, что, возможно, свидетельствует о 
еще не открытой функции шаперонинов в клетке 
как элемента, защищающего ее от чужеродных 
белков, например, при вирусной инфекции, или 
играющего определенную роль в селекции белков 
при их эволюции. 

Еще одной малоисследованной чертой шаперо­
нинов является их специфичность. Несмотря на 
большую консервативность GroEL и GroES белков, 
было выявлено, что шаперонины из разных орга­
низмов имеют различную аффинность к белкам-
субстратам и различную эффективность сборки 
этих субстратов до нативного состояния [53, 54]. 
Более того, некоторые микроорганизмы имеют не­
сколько копий генов синтеза шаперонинов [55— 
57 ], экспрессирующихся в зависимости от условий 
роста клеток, например, при переходе клетки к 
анаэробному или симбиотическому образу жизни 
[58—61 ]. 

В частности, клубеньковые бактерии Rhizobium 
meliloti, R. leguminosarum и Bradyrhizobium ja-
ponicum имеют 2—4 дополнительных оперона для 
синтеза шаперонинов. Мутации в этих оперонах 
приводят к различным нарушениям в развитии 
азотфиксирующего симбиоза с растениями. Пред­
полагается, что это вызвано специфичностью ша­
перонинов при сборке белков азотфиксирующего 
аппарата бактерий [60, 61 ]. Какие последователь­
ности в составе шаперонинового комплекса отвеча­
ют за специфичность, неизвестно. 

Интересный пример возникновения шаперони­
нов с измененными свойствами представляет собой 
бактериофаг Т4, несущий в составе своей ДНК ген 
синтеза GroES. GroEL-GroES шаперонин Е. coli не 
способен собирать gp23 белок капсида этого бакте­
риофага. Поэтому при фаговой инфекции бактери­
офаг Т4 синтезирует субъединицы GroES шаперо­
нинового комплекса, взаимодействующие с GroEL 
комплексом бактерии, заменяя бактериальные 
субъединицы GroES на фаговые. Такая замена 

меняет свойства шаперонина и приводит к эффек­
тивной сборке капсида фага и развитию фаговой 
инфекции [62]. 

Обнаружение специфичности шаперонинов от­
крывает новые возможности в их применении в 
биотехнологии для повышения выхода активной 
формы белков как бактериального, так и эукарио-
тического происхождения. Недавно проведенные 
теоретические расчеты показали, что эффектив­
ность работы шаперонина может быть повышена 
[63]. 

Синтез гомологичных шаперонинов иногда свя­
зывают с патогенными свойствами микроорганиз­
мов [64—68]. Исходя из роли шаперонинов в 
фолдинге белков маловероятно, что они могут вы­
ступать непосредственными факторами патогенно­
сте. Однако шаперонины способны опосредованно 
влиять на патогенность микроорганизмов, участвуя 
в сборке белков, определяющих их патогенность. В 
некоторых случаях шаперонин бактерии является 
основным антигенным компонентом микроорганиз­
ма, вызывающим иммунный ответ на инфекцию у 
человека [69, 70]. Возможно, это связано с их 
транспортом за пределы клетки патогена для обес­
печения эффективной колонизации инфицирован­
ного организма [71 ]. 

Таким образом, несмотря на впечатляющие 
успехи, достигнутые за последние годы в изучении 
молекулярных шаперонов, а именно: в изучении 
структуры шаперонинов и шаперонинзависимой 
сборки белков, многие аспекты функционирования 
шаперонинов еще не получили должного научного 
освещения. 

V. N. Егко 

C h a p e r o n i n s 

S u m m a r y 

This review is devoted to the progress made during the last decade 
towards understanding of basic mechanisms of post-translational 
protein folding in bacteria. Particular investigation was done on the 
role of chaperonins, their structure and mechanism of action in 
facilitating protein folding. The specificity of chaperonins in respect 
to the existence of multiple genes for chaperonins in some bacteria 
is discussed. 

В. M. Єрко 

Б а к т е р і а л ь н і ш а п е р о н і н и 

Р е з ю м е 

Огляд присвячено останнім досягненням у розумінні основних 
механізмів посттрансляційного складання білків у бактерій. 
Основну увагу приділено ролі шаперонінів, їхній структурі і 
механізмові роботи при полегшенні складання білків. Обгово­
рюється також специфічність шаперонінів у зв'язку з існуван­
ням багаточисельних генів їхнього синтезу у деяких бактеріях. 
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