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研究成果の概要（和文）： 

真核生物の 20S プロテアソームは 28 個のサブユニットから形成され、α(1-7)β(1-7) 
β(1-7)α(1-7)から成る 4層の円筒型構造をとる。真核生物の 20Sプロテアソームを試験管内で
再構築することにより、複合体形成機構の理解とその利用を目指し、構成サブユニットの発現、
精製系の構築および複合体の再構成を行った。その結果 20S プロテアソームはαサブユニット
だけでは安定なリング構造を形成せず、βサブユニットが結合することによりαリングが安定化
することが示された。また、プロテアソーム 19S制御因子複合体の分子集合に関わる専用シャ
ペロン Hsm3、Hsm3-Rpt1-C複合体、Rpn14 E384Aの X線結晶構造解析を行った。 
 
研究成果の概要（英文）： 
The eukaryotic 20S proteasome is composed of 28 subunits arranged in a cylindrical particle as four 
heteroheptameric rings, α(1-7)β(1-7)β(1-7)α(1-7). To elucidate the mechanisms of proteasome assembly, 
we performed in vitro reconstitution experiments using separately purified subunits. In the result, we 
showed that the α-ring is stabilized by the binding of β subunits. Furthermore, we determined the crystal 
structures of the Hsm3, Hsm3-Rpt1-C complex and Rpn14 E384A mutant, respectively. 
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１．研究開始当初の背景 
生体内には多くの超分子複合体タンパク質

が存在しており、それらは複合体を形成する
ことにより単独では発現不可能な高度な機
能を獲得している。そして、その複合体の形
成には専用シャペロンタンパク質が関与す
るなど、生体内にはタンパク質に機能を与え
る高度なシステムが存在している。 
酵母 20S プロテアソームは 14 種類 28 個の

サブユニットが決まった位置に配置した複
合体を形成することにより機能を獲得する
超分子複合体タンパク質である。プロテアソ

ームは、その複合体形成過程において複数の
専用のシャペロンタンパク質を必要とする
ことが報告され、研究代表者らは X 線結晶構
造、作用機構の研究を行ってきた。 
また、真核生物においてプロテアソームは

必須タンパク質であるため特定部位の変異
は致死となり、さらにサブユニットの数や多
様性のため発現系を構築することができな
い。さらに、複数のサブユニットが集合し形
成されるタンパク質複合体は完成すること
により安定となることから、単純で高い対称
性を持ったファージなどを細胞外で構築す
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ることは可能であるが、真核生物プロテアソ
ームのように 10 種類を超えるサブユニット
からなる複合体を細胞外において正しく配
置することはこれまでになされていない。 
 

２．研究の目的 
14 種類 28 個のサブユニットからなるプロ

テアソームを細胞外で構築することにより、
生体超分子の複合体形成過程を理解すると
共に、人工的解析が困難な複合体タンパク質
解析システム構築の基盤構築を目指す。さら
に、プロテアソームの細胞外での構築と共に
専用シャペロンとプロテアソームサブユニ
ットの複合体状態での X線結晶構造解析によ
り、分子集合における専用シャペロンの作用
機構の理解を行う。それにより得られた知見
は今後プロテアソームへの変異導入、解析、
一般的な超分子複合体の分子集合機構の理
解および細胞外タンパク質作製系構築につ
なげる。 
 
３．研究の方法 
(1) 細胞外での 20Sプロテアソーム複合体構
築のためのαリング再構築 
上記研究のため、1.各サブユニット、シャ

ペロンタンパク質の大腸菌発現系構築。2.各
タンパク質の精製および、αサブユニットを
用いた生体外でのαリング構築。3.αリング形
成における中間生成物の解析を行い、複合体
形成経路の解析を行う。 
 
(2) 再構築したαリングを用いた 20Sプロテ
アソームの再構築 
(1)の結果をもとに、βサブユニットを加え

た 20Sプロテアソームの再構築を行う。 
 
(3) プロテアソームサブユニットと複合体
形成シャペロンの構造解析 

(1)により構築した発現系を用い、プロテ
アソームサブユニット、分子集合シャペロン
の X線結晶構造解析を行い、その作用機構を
解析する。 
 
４．研究成果 
(1) 20Sプロテアソームαリング再構築 
20S プロテアソームを形成する各サブユニ

ット、専用シャペロンの発現系構築を行った。
発現系は各サブユニットに適した可溶性の
タグを検討し構築した。 
精製したα1-α7の 7サブユニットに専用シ

ャペロン Pba1-Pba2 複合体、Pba3-Pba4 複合
体を混合し、ゲルろ過クロマトグラフィーを
用い複合体状態を解析した結果、いくつかの
αサブユニットを含んだ不均一な複合体と、
複合体を形成していない単独のαサブユニッ
トが検出され、αリングはこれらのサブユニ
ットのみでは形成されないことが示された。

次に本研究結果より、αサブユニットはリン
グ形成後、βサブユニットの結合により安定
なリング構造を形成すると考え、α1-α7 サブ
ユニット、Pba1-Pba2 複合体、Pba3-Pba4 複
合体にβ2、β3サブユニットを加え、複合体状
態の解析を行った結果、全αサブユニットを
含みαリングと考えられる複合体を検出した。 

 

図 1. 再構築したプロテアソームの 2次元電
気泳動。再構築したサンプルを用いゲルろ過
した後、複合体を形成したピークの 2次元電
気泳動を行った。 
 
(2) 20Sプロテアソームの再構築 

(1)の結果をもとに各βサブユニットを加
え、再構築を試みた。しかし、全てのサブユ
ニットを含んだ 20Sプロテアソームは現段階
では確認できていない。 
 
(3) プロテアソームサブユニットと複合体
形成シャペロンの構造解析 
○プロテアソームの分子集合に関わる専用
シャペロン Hsm3の X線結晶構造解析 

プロテアソーム 19S制御因子複合体の分子
集合に関わるシャペロン Hsm3の単独および、
結合サブユニット Rpt1 の C 末ドメインとの
複合体(Hsm3-Rpt1-C)の X 線結晶構造解析を
行い、それぞれ 2.0Å、3.4 Å 分解能で立体構
造を決定した。決定した Hsm3 の構造は HEAT
リピート構造から成る C字型の全体構造をと
り、C字型の中央部分で Rpt1-Cと結合してい
ることが示された。 



 

 

図 2. Hsm3(緑)-Rpt1－C(紫)複合体の結晶
構造 
 
○分子集合シャペロン Rpn14 E384A変異体の
X 線結晶構造解析 
Rpn14は 19S制御因子複合体の Rpt6サブユ

ニットに結合することで、分子集合に関与す
るシャペロンタンパク質である。Rpn14 は分
子表面に特徴的な酸性領域を有している。
Rpn14において分子表面に位置する Asp384の
Ala 変異体の X 線結晶構造解析を行い、野生
型より高分解能な 1.6Å 分解能で立体構造を
決定した。 

 
図 3. Rpn14 E384Aの結晶構造 
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