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１．研究計画の概要 
	
 エピトープタグをプロテアソームサブユ
ニット遺伝子に付加した出芽酵母より高純
度の 26S プロテアソームを大量にアフィニ
ティー精製し、その標品を極低温電子顕微鏡
で観察、その投影像を撮影する。その画像か
ら 26S 粒子を切り出し、単粒子解析により、
その立体構造を再構成する。 
	
 エピトープタグを付加した野生型の 26S
複合体以外に、ユビキチン受容サブユニット
Rpn10 などを欠損した各種変異体の立体構
造を得て、それらを比較することで、19S中
のサブユニットの位置を特定する。また、分
解基質が結合したプロテアソームについて
も立体構造を決定し、基質を活性部位に輸送
する機能に関する知見も得る。 
 
２．研究の進捗状況 
	
 酵母より大量調製したプロテアソームに
ついて、20S や 26S、その変異体について、
負染色観察による検討や、実際のクライオ電
子顕微鏡法による観察を行った。その結果、
変異体によって、26S複合体の安定性に違い
があること、比較的安定な変異体についても、
グリセロールがない条件では、容易に 19Sと
20Sに解離することを見いだした。以上のよ
うな検討をふまえて、構造解析に用いる試料
を、まず野生型と Rpn10 欠損変異体とする
こととした。 
	
 次に、電子顕微鏡試料の作製条件について、
通常のクライオ電子顕微鏡撮影用の凍結試
料以外に、化学架橋と密度勾配遠心を組み合
わせた電子顕微鏡試料作製法（GraFix）を検
討した。その結果、この方法を用いることで、
より安定な試料が得られ、グリセロール非存
在下においても 26S 試料のデータ収集を行

うことが出来る試料条件を確立した。 
	
 電子顕微鏡撮影の条件についても検討し
た。加速電圧については、200kVの方が多少
コントラストが良いことを確認したが、
300kV の方が高分解能の S/N が良かった。
試料温度の違いによるコントラストの変化
についても検討し、これについては、現状、
明瞭な違いを観察できていない。これら撮影
条件については今後も引き続き検討する。 
	
 画像解析に関しては、焦点位置を変えて撮
影した電子顕微鏡像のペアを用いて、画像の
コントラストと向上するシステムを構築し
た。この結果、通常のクライオ試料で 300kV
の撮影で粒子を切り出して、三次元再構成が
行えるようになった。今後、このシステムを
用いて、Rpn10欠損変異体の立体構造を得て、
Rpn10 サブユニットの位置に関する知見を
得る。また、GraFix 法を用いた試料から、
いろいろな変異体や分解基質結合試料につ
いて、その三次元再構成を行う。 
 
３．現在までの達成度 
	
 ②おおむね順調に進展している。 
	
 26Sの全体構造を得るための、データ収集
条件をほぼ確立し、現在、野生型と Rpn10
欠損変異体の立体構造再構築を進めている。
この結果が、期間中に得られる目処が立ち、
その結果を用いて、基質複合体の構造解析を
行うとともに、機能測定まで研究を進めたい。 
 
４．今後の研究の推進方策	
 
	
 まず、なるべく早く野生型と Rpn10 欠損
変異体の立体構造を取得し、その結果を報告
する。そして、分解基質との複合体へと試料
を移行して、構築したシステムでの立体再構
築を行う。分解基質との複合体については、
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いくつかの候補を用意して、その結合位置を
比較するとともに、分解の中間体を、凍結ま
での時間を変えることで可視化できないか
検討する。また、ラベルなどを用いて他のサ
ブユニットの位置も同定出来ないか検討す
る。これらの構造解析により、基質の結合と
分解の機構モデルを作成し、それを用いて、
できたら機能解析まで行いたい。	
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