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研究成果の概要（和文）： 

本研究課題では（１）２６Ｓプロテアソームの精製と結晶化（２）本酵素複合体の溶液状態で

の形状解析と位相計算のためのモデリング、を目的とした。遺伝子改変型酵母株のうち 1179

株からの精製において微結晶を得ることができ、低分解能（12Å）での回折斑点を得て電子密

度を求めた。この時（２）での溶液状態での形状を元に位相計算を行った。 

 
研究成果の概要（英文）： 

 In this study, the 26S proteasome, whole particle, was investigated at the (1) purification 

from gene-modified yeast and crystallization, and (2) small-angle scattering analysis for 

clarifying a shape of the whole particle and phase calculation in a crystallographic electron 

density map by the shape function. 
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１． 研究開始当初の背景 

 26Sプロテアソームは20Sの触媒ユニット
と 19S の調節ユニットから構成された生命
科学史上最も巨大（分子量 250 万）で複雑な
（総サブユニット数約 100 個）タンパク分解
装置であり、ユビキチンで修飾されたタンパ
ク群を適宜かつ選択的に分解する真核生物
の ATP 依存性プロテアーゼ複合体である。
1997 年 R.Huber らによって酵母からの、
2002 年に申請者らによって哺乳類として初
めて牛肝臓からの 20S プロテアソームの結

晶構造が報告され、タンパク分解活性を有す
る 20S 粒子内部のサブユニット部位などが
明らかになり、各サブユニットの特徴から
20S 複合体を構成する仕組みも考察すること
ができた。しかしながら両端に結合した調節
ユニットの形状や構造は不明であった。 

 本酵素複合体の研究に残された最大の課
題は、この巨大で複雑な酵素複合体の立体構
造解析と分子集合機構の解明である。本研究
課題は本酵素の細胞内における動態や作動
機構の構造学的解明に挑むことを目的とす
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る。本研究は多彩な役割を担っているプロテ
アソームの制御機構に関する立体構造的な
情報を得ることを目指すと共に、分解活性の
機構やその阻害に関しての情報など、生命活
動に必須な他の多くの超分子集合体の構造
と機能、形成機構解明のヒントを提供するこ
とを目標としている。 

 

２．研究の目的 

 上記背景で述べたようにサブユニット約
100 個からなる分子量 250 万の全粒子の構造
研究を目標とし、そのために遺伝子的個体差
が大きい哺乳類（牛など）試料ではなく遺伝
子改変・操作が容易である酵母の 26S 粒子を
対象として、 

（１）20S 酵素本体両端に結合する 19S 調節
ユニット（蓋部および基底部）を、本体サブ
ユニットと遺伝子融合し、融合発現させた
26S 粒子として、単離・精製・結晶化を行い、
低分解能構造解析を進める、また 20S 触媒部
分の阻害剤複合体解析を進め、その分解機構
を考察する。 

（２）26S 本体および蓋部、基底部の精製試
料を得て溶液状態での形状解析を行い、上述
の低分解能モデリングの位相計算に供する。 

 

３．研究の方法 

(1)サブユニット融合型酵母株の安定な大量
培養方法の確立 

 26S基底部サブユニットの一部を20S本体
のαサブユニットに遺伝子融合した発現系
の酵母株（YYS272, 274,676 株）および融合
個所を変えた YYS1173,1235 株の大量培養
条件の検討を行った。アデニン添加量、初期
培養条件の検討を行って進めた。YYS1235

株について１回培養約 80gの酵母からの粗抽
出試料を得て、精製にはアフィニティー精製
およびグリセロール密度勾配法を用い 26S粒
子を含む精製試料を得た。 

 

(2)酵母 1235 株からの融合型 26S プロテアソ
ームの精製・結晶化 

 最もサブユニットの融合度合いが高く構
造的に安定していると予想される 1235 株を
中心に 26S 粒子の単離を行った。これら試料
には３FLAG タグがついているためフラグ
アフィニティーカラムによる精製を行った。
結晶化には Als oil を利用した溶液揮発方式
（タンパク質溶液濃縮型）の静置バッチ方法
を用いた。 
 

(3)20S プロテアソーム活性阻害剤複合体の
結晶化 

 26S粒子の活性コア部分である20S粒子に
ついて上述融合型酵母株より単離・精製・結
晶化を行った。臨床に用いられる化合物およ
び合成阻害剤について共結晶化および浸漬

法による阻害剤導入を行い放射光測定用の
結晶を得た。 

 

(4) 放射光による回折・散乱実験 

 上記で得られた 26S 微結晶および 20S 複
合体結晶を用いて、SPring-8 阪大蛋白研ビー
ムラインで回折実験を行った。また 20S 本体
および 26S 全体および蓋部、基底部を実験室
系X線小角散乱装置を用いて溶液散乱実験を
行った。 

 
４．研究成果 
 発現酵母株の大量培養に関してアデニン
添加量の調製および培養時間、温度などの検
討を行って、発現株についてそれぞれ８Ｌ培
養から80-150g近い酵母収量を得ることがで
きた。一回の結晶化のために約 50ｇずつ凍結
し、以下の精製実験に用いた。マルチビーズ
ショッカーによる酵母破砕後、フラグタグに
よるアフィニティクロマトグラフィーを行
って粗精製試料とした。その後 Superrose 6

によるゲル濾過を行って、26S 粒子精製試料
として結晶化を行った。下はゲル濾過後の
SDS 電気泳動の結果である。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

SDS および Native 電気泳動において 26S 粒
子に期待される泳動バンドを示し、これを最
終精製試料とした。一回のタンパク精製から
得られた結晶化 26S試料は約 1mgであった。 

 結晶化には Als oil を用いたオイルバッチ
静置法を用いてポリエチレングリコールを
沈殿剤として行った。沈殿剤、タンパク濃度
および緩衝液の pH などを変化させ２０℃、
約２週間で微結晶を得ることができた。 

結晶サイズは約 0.05mm と非常に小さいた
め、SPring-8 大阪大学蛋白質研究所超分子ビ
ームラインによって回折実験を行った。分解
能は 13.5Åと低いものであったが、空間群
C2221、格子定数 a=212, b=365, c=469Åの結
晶学的データを得て 4220 個の独立な反射強
度データを得た。この低分解能データには
20S コア部分の構造が含まれているため、20S
コアの座標を元に分子置換法による位相決
定を試みた。しかしながら参照データ数が少
ないため有為な解は得られなかった。 

 



次に溶液状態での散乱実験から、下（右）
に示すような 26S全体構造の形状を解析した。
これによると、 20S コアの部分を中心におい
て、両端に基底部、蓋部を結合させた全体構
造を推察できたが、基底部は構造が全く未知
であるため固定形状（回転楕円体）を近似し
全体構造・形状とした。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
全体粒子の形状因子を上述単位格子中で

位置を決定することにより求めた位相によ
って電子密度図を計算したところ以下のよ
うになった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

26S 粒子の分子境界などを決定できる可能性
は見いだせたが、一方向の電子密度が貧弱で
あり決定までには至らなかった。これは収集
された回折データの中で、ある方向のみのデ
ータが測定できていないためであると考え
られる。全方位の回折データを集めるために
は複数の結晶を用いた回折データを統合す
る必要がある。 
これに関連して 20S 阻害剤複合体の共結

晶化と回折データ収集を行った。阻害剤には
プロテアソーム阻害剤として市販されてい
るアミノ酸誘導体化合物を用い、これをコン
トロールとして、その一部を D 体アミノ酸に
合成したもの、および臨床薬として用いられ
る薬剤をそれぞれ用いた。複合体構造として
比較的分解能が高い（約 2.2Å）データから
それぞれの構造を決定した。 

D体阻害剤複合体はその組み合わせにより
８種類存在する。それらの構造解析を行い、
２、３の複合体においては、粒子内部に結合
した新規阻害剤の結合様式、形態を解析でき
た。以下はその一部である。これによると阻
害剤中の D 体ロイシン中の周辺アミノ酸へ

の立体障害が見られ、これによって粒子内に
存在する６カ所の活性部位の局所的な阻害
が行われている事が推察された。 

 

 

 

 

 

活性部位での阻害剤と LLL,DDL 型阻害剤 

 

さらに阻害剤として、臨床で服用される薬剤
についての複合体解析を進めた。これはタン
パク分解作用の阻害によるプロテアソーム
非活性化に伴う抗がん剤としての可能性を
創出した。 

阻害剤と周

辺芳香環ア

ミノ酸の相

互作用 

 

複数のサブ

ユニットで

の位置を重

ね合わせた 

 

 

複合体解析の結果、薬剤中にある芳香環がサ
ブユニット接触領域に存在する複数の芳香
環アミノ酸とスタッキング相互作用をして
いることが明らかとなった（論文投稿中）。
これについては今後、類似薬剤および活性部
位選択による副作用低減効果を目的とした
機序作用、構造解析を進める。 
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