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研究成果の概要（和文）： 

26S プロテアソームはユビキチン依存的タンパク質分解系の最終段階を担う 2.5 MDa の
巨大なタンパク質分解酵素複合体である。酵母やある種のがん細胞において、プロテアソ
ームは主に核に局在することがしられている。プロテアソームは 66 個のサブユニットか
ら形成されるため、分子集合のどこかのタイミングで核に移行しなくてはならない。従来、
プロテアソームの核移行について分子集合の中間体で核に移行するというモデルが提唱さ
れてきたが、その詳細は不明である。本研究では、プロテアソームサブユニットに蛍光タ
ンパク質を融合した出芽酵母プロテアソーム蛍光タグ融合株を作製し、生細胞イメージン
グ手法の一つ蛍光相互相関分光法によりプロテアソーム動態を解析した。その結果、細胞
質および核のどちらにおいてもプロテアソームサブユニットはほぼ全てプロテアソーム複
合体に取り込まれ安定に存在することが明らかとなった。また、プロテアソームの核移行
に欠損を示すインポーティンα変異体においても同様の結果が得られた。よって、26S プ
ロテアソームは細胞質で完成し、ホロ酵素として核膜孔を通過し核局在することが示唆さ
れた。 
 
研究成果の概要（英文）： 
The 26S proteasome is a highly organized protease complex that is responsible for 
targeted protein degradation in both the cytosolic and nuclear compartment. In 
budding yeast and several cancer cells, it is known that the 26S proteasome is mainly 
localized in the nucleus. Although several studies have described the mechanism of the 
nuclear translocation, it is still unclear when the proteasomes enter the nucleus upon 
their assembly process. Using dual color fluorescence cross correlation spectrometry 
(FCCS), we determined local concentration and dynamics of the 26S proteasome in 
living yeast cells. Surprisingly, almost all the proteasome subunits were incorporated 
into the 26S proteasome in both the cytosol and nucleus. Importantly, the proteasome 
dynamics was not changed in the importin  (srp1-49) mutant cells in which the 26S 
proteasome retains the cytosol. These results suggest that the 26S proteasome is fully 
assembled in the cytoplasm prior to the nuclear translocation. 
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１．研究開始当初の背景 

プロテアソームはユビキチン依存性タンパ
ク質分解系において最終段階を担う巨大で
複雑な細胞内タンパク質分解装置である。酵
母や癌細胞ではプロテアソームは主に核に
存在し機能しているが、プロテアソームがど
のような機構で核に輸送されるかはほとん
どわかっていない。また、プロテアソームは
約 70 個のサブユニットから形成されるが分
子集合のどのタイミングで核に移行するの
か未解決である。 
 
２．研究の目的 

遺伝学的手法・細胞生物学的手法を駆使して、
プロテアソームの形成の場と核細胞質間輸
送の機構を明らかにすることを目的とする。 
 

３．研究の方法 

生細胞でプロテアソーム動態を解析するた
めに、プロテアソームサブユニットに蛍光タ
ンパク質タグ融合した出芽酵母プロテアソ
ーム蛍光タンパク質融合株を作製し、生化学
的手法と細胞生物学的手法によりプロテア
ソームの核移行に注目して解析を行う。 
 
４．研究成果 
① プロテアソーム蛍光タグ融合株の作出 
生細胞イメージングのために GFP や RFP など
の蛍光タンパク質タグの融合が有効な手段
である。しかし、プロテアソームのような複
合体においてはタグの融合により複合体形
成欠損や機能欠損などのアーティファクト
を生じる可能性がある。そこで、プロテアソ
ームサブユニット 20 種類について蛍光タグ
タンパク質融合を検討したところ、１７種類
のサブユニットについてタグ融合に成功し
た。細胞増殖能やプロテアソームの分子集合
を解析した結果、プロテアソームの 19S 複合
体のサブユニット Rpn7 および酵素活性を持
つ 20S 複合体のα4 サブユニットがタグ融合
に最適なサブユニットであることがわかっ
た。そこで、Rpn7 に緑色蛍光タンパク質 GFP、
α4に赤色蛍光タンパク質ｍCherry を付加し
た二重蛍光タグ融合株を作出した。 
②インポーティン変異株を用いたプロテア
ソームの分子集合の解析 
細胞質核輸送担体インポーティンα変異体
のうち、プロテアソームサブユニットの核移
行に欠損を示す srp1-49 株が報告された。そ
こで、srp1-49 変体のバックグラウンドで

Rpn7 に緑色蛍光タンパク質 GFP、α4 に赤色
蛍光タンパク質ｍCherryを付加した2重蛍光
タグ融合株を作出した。 

まず、Native 電気泳動と蛍光イメージン
グよりプロテアソームの分子集合を解析し
たところ、野生株および srp1-49 株で全く差
はみられなかった。つまり、核移行と分子集
合は関係しない可能性が示唆された。 

図１ インポーティン変異体におけるプロテアソ
ームの分子集合の解析 
 
しかしながら、Native 電気泳動などの生化学
的手法は細胞抽出液の調製などでアーティ
ファクトが含まれる可能性がある。そこで、
生細胞におけるプロテアソーム動態を以下
解析した。 

生細胞イメージング手法の一つ蛍光相
互相関分光法（FCCS: fluorescence cross 
correlation spectrometry）は蛍光タンパク
質の微小空間におけるゆらぎより、標的タ
ンパク質の濃度、分子量、複合体形成率を
決定することができる。独立行政法人理化
学研究所白 燦基博士との共同でFCCSを
用いたプロテアソーム動態計測を行った。
その結果、プロテアソームサブユニットは
ほぼ全てプロテアソーム複合体中に取り込
まれ安定に存在することが明らかとなった。
また、細胞質および核のどちらのコンパー
トメントにおいてもフリーのサブユニット
や中間体は検出限界以下であり、ほぼ
100％26S プロテアソームとして存在する
ことが明らかとなった。次に、インポーテ
ィンα変異体を用い同様の解析を行ったと
ころ、プロテアソームサブユニットは 26S
プロテアソームの分子集合に影響を与えな
かった。これらの結果より 26S プロテアソ
ームは細胞質で完成し、ホロ酵素として核
膜孔を通過し核局在することが示唆された
（論文投稿中）。 
 



 

 

 
図２ 酵母プロテアソームの分子集合と核移行 
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