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研究成果の概要（和文）：PI31はプロテアソームの複合体形成及びその基質分解活性の制御に関与する。PI31によるプ
ロテアソームの調節機構の詳細を明らかにすることを目指し、両者の複合体獲得のための発現法及び精製法の検討、PI
31の機能を補完する20S CP α7N末端変異体の結晶構造解析を行った。20S CP α7N末端変異体は野生型と比較してα1N
末端構造に違いが見られた。PI31はα7に作用することでα1末端の構造変化を誘導し機能に影響していると考えられる
。

研究成果の概要（英文）：PI31 plays regulatory roles of proteasome subunit assembly and substrate 
degradation activity. To elucidate the details of proteasomal regulation by PI31, we carried out studies 
on expression and purification of PI31, and structural analysis of 20S CP α7ΔN mutant, which complement 
PI31 defection. Based on the revealed structure we looked at working mechanism of PI31. In the 20S CP 
α7ΔN, N-terminal peptide differs from it in wild type structure. This difference is thought to change 
the α1 orientation and affect its proteasome function.

研究分野：構造生物学

キーワード： X線結晶構造解析　細胞内タンパク質分解　プロテアソーム
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１．研究開始当初の背景 
 26Sプロテアソームは 33種 66個のサブユ
ニットからなる巨大な分解酵素複合体であ
り、特異的タンパク質分解を介して、細胞周
期や DNA 修復など真核細胞内で起こる多く
の生命現象を制御している。26Sプロテアソ
ームは 20Sプロテアソーム（20S CP）と 19S
制御因子複合体（19S RP）から構成され、
19S RPは基質の認識、20S CPの活性化を担
い、20S CP は基質を分解する。また、プロ
テアソームは免疫反応時に免疫型プロテア
ソームを形成することが報告されている。 
 プロテアソームには数多くの相互作用タ
ンパク質が存在し、プロテアソームの機能の
補助などを行う。活性の調節機構や複合体形
成機構を介して、プロテアソームを間接的に
制御することは創薬的な観点からも重要で
あり、プロテアソーム相互作用タンパク質群
の研究は国内外を問わず活発に進められて
いる。本研究課題である PI31 は機能的に重
要なプロテアソーム相互作用タンパク質で
あり、in vitroにおいて 20S CPのペプチド
分解活性を低下させることから、プロテアソ
ーム特異的なインヒビターとして見いださ
れた。しかし、最近のショウジョウバエを用
いた研究から、PI31 が 26S プロテアソーム
の活性を亢進することが示されており、PI31
は活性化と阻害の両方に関与するとしてそ
の機能発現のメカニズムが注目されている。
さらに、PI31はウィルス感染時に産生される
免疫型プロテアソームの分子集合において、
複合体形成の一つの関門となる活性化プロ
ペプチドの切断を阻害し、20S CP の形成を
抑制していることが報告された。これらのこ
とから、PI31はプロテアソームの分解活性及
び複合体形成に関与する、これまでに例を見
ない相互作用タンパク質であると考えらえ
る。 
 
２．研究の目的 
PI31作用メカニズムの解析 
 PI31は 20S CPの活性阻害、26Sプロテア
ソームの活性化、免疫型 20S CPの複合体形
成といった複数の機能を有する重要な相互
作用因子であるが、個々の機能を発現する分
子メカニズムや、これらを同時に調節可能と
する PI31 の構造的特徴は明らかにされてい
ない。本研究では PI31と 20S CPの複合体
結晶構造解析を行い、これら PI31 によるプ
ロテアソーム制御メカニズムを解析するこ
とを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) 20S CP、PI31発現・精製法の確立 

20S CP及びPI31に精製用のタグを付加し
た発現系を構築し、それぞれ安定な精製法を
検討した。 
研究開始までに 20S CPの精製系は構築し
ており、種々の解析に使用可能なサンプルの
獲得法確立を目指した。酵母 PI31（yPI31）

は単独状態での精製中に非特異な切断が見
られたため、発現宿主の検討や、プロテアー
ゼ阻害剤の使用など精製法の検討を行った。 

 
(2) PI31C末端ペプチド発現系の構築 
 PI31の 20S CP機能阻害は C末端ドメイ
ンに起因することが報告されている。PI31
全長と 20S CPの複合体構造決定が本来の目
的ではあるが、C末端ドメインは二次構造予
測からランダムコイルを形成していると考
えられることから、全長での解析が困難であ
ることが予想された。そこで、安定な構造を
持つユビキチンに PI31の C末端部位（プロ
テアソーム結合性のHbYXモチーフ）をつな
げた発現系の構築を行った。 
 
(3) PI31-20S CP複合体の作製 
 (1),(2)より決定した発現系及び精製条件を
用い、酵母、大腸菌の両大量発現系から 20S 
CP、PI31を精製し、相互作用解析を行った。 
タンパク質精製には AKTA クロマトグラ
フィーシステムを用い、イオン交換クロマト
グラフィー、ゲルろ過クロマトグラフィーに
より目的タンパク質の分画を行った。 
 複合体形成の解析は Ni-セファロースによ
るプルダウンアッセイと、Superdex200を用
いたゲルろ過クロマトグラフィーにより行
った。 
 
(4) 20S CP 7N末端変異体結晶構造解析 
 共同研究者によりプロテアソーム7 サブ
ユニットのN末端欠損が PI31の機能を相補
する可能性が示唆されたことから、PI31の機
能の理解をめざし、20S CP 7N末端変異体
（20S CP 7N）の結晶構造解析を行った。
作製した結晶は大型放射光施設 SPring8 に
て X線回折実験を行った。データ収集後、既
知の 20S CP構造を探索モデルとした分子置
換法により位相決定を行い、マニュアル操作
による構造精密化を繰り返し、20S CP 7N
の構造を決定した。 
 
(5) PI31機能解析 
 得られた 20S CP 7N結晶構造をもとに
PI31の作用メカニズムを考察した。20S CP
には 19S RPによって引き伸ばされた基質を
取り込む孔があり、この孔を封鎖しているゲ
ートがサブユニットのN末端によって形成
されている。PI31の 20S CPへの結合がゲー
トの構造に影響することを予想し、立体構造
に基づき考察を行った。 
 
４．研究成果 
(1) 20S CP、PI31発現・精製法の確立 
 PI31 は C 末端ドメインにプロテアソーム
結合性のHbYXモチーフを保持しており、本
モチーフを介して複合体を形成していると
考えられる。しかし、従来の PI31 精製法で
は C 末端の切れた複数種の分子量のタンパ
ク質が確認された。そこで、この原因をタン



パク質の発現不良と非特異切断の両面から
考察し、発現方法の最適化とプロテアーゼ阻
害剤を用いることで、切断物を抑えたタンパ
ク質の精製条件を確立した。 
 yPI31のタンパク質発現ではC末端の切断
物が確認されたため、大腸菌 BL21(DE3)に
より、ヒト PI31（hPI31）, マウス PI31
（mPI31）の精製を yPI31 と同様に行い、
SDS-PAGE により得られた目的タンパク質
の状態を調べた（Fig.1）。mPI31及び hPI31
は完全長の目的タンパク質の他に C 末端を
欠損した多くの切断体のバンドが確認され
た。酵母、ヒト、マウスのいずれの PI31 に
おいても C末端を保持しない PI31が混入し
ていた。 
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Fig.1  mPI31, hPI31の精製 

 
プロリンリッチドメインを持つ PI31 の発
現には BL21(DE3)では不適切であると考え、
レアコドンの翻訳を促進するために、宿主を
Rosetta に変えて目的タンパク質の発現を確
認した。この際 BL21で C末端切断物が多く
確認された hPI31, mPI31についても同様に
発現確認を行った（Fig.2）。この結果、yPI31
では発現不良の抑制が見られた。しかし、
hPI31, mPI31では多くの切断物が確認され
たことから、プロテアーゼ阻害剤及びプロテ
アソーム阻害剤を用いて、PI31のさらなる安
定化を試みた。 
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Fig.2  発現宿主の検討 
 
 プロテアーゼ阻害剤カクテル及びプロテ

アソーム阻害剤を用いて、yPI31精製時のタ
ンパク質分解の抑制効果を検討した。いずれ
の阻害剤存在下でも PI31 の断片と考えられ
るバンドが電気泳動により確認されたため、
宿主による発現不良が PI31 の断片化の主な
原因であると考えられる。 
 
(2) PI31C末端ペプチド発現系の構築 
 PI31 は C 末端にプロテアソーム結合性の
HbYXモチーフを持つことから、この部分を
持たない不良 PI31 はプロテアソームとの結
合が大きく抑制されると考えられる。そこで、
安定なタンパク質として精製が容易なユビ
キチン（Ub）の C 末端にプロテアソーム結
合性の HbYX ペプチドを付加した発現系を
作製した。大腸菌による目的タンパク質の培
養・精製の結果、Ub-PI31ペプチドとして C
末端HbYXモチーフを得ることができた。 
 
(3) PI31-20S CP複合体の作製 

(1),(2)より得られたyPI31及びUb-PI31ペ
プチドと、20S CP の相互作用解析（プルダ
ウンアッセイ）を行った（Fig.3）。His-yPI31
に結合する 20S CP の各サブユニットは
SDS-PAGE によってわずかに確認できる程
度であり、精製した PI31と 20S CPは強く
結合していないと考えられた。 
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 Fig.3  yPI31-20S CP 相互作用解析 
 

HbYXモチーフを持つプロテアソーム専用
シャペロン Pba1-Pba2複合体は、20S CPと
の安定な複合体形成が、塩濃度に依存するこ
とが報告されている。相互作用解析の際の塩
濃度等の条件を検討し、20S CPと PI31の複
合体形成を試みた。この結果、PI31に対する
20S CP の結合量は塩濃度に依存しないこと
が明らかになった。 

PI31と20S CPの複合体形成を検出できな
かったため、C末端のHbYXモチーフの結合
状態を調べるために、Ub-PI31ペプチドを用
いて 20S CP との相互作用解析を行った
（Fig.4）。しかし、ゲルろ過クロマトグラフ
ィーによる相互作用解析では、20S CP と
Ub-PI31 ペプチドの複合体形成は確認され
なかった。PI31と 20CPの結合には PI31全
長が必要であると考えられる。 
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Fig.4  20S CP-Ub-PI31pep.相互作用解析 

 
(4) 20S CP7N末端変異体結晶構造解析 
 20S CP 7Nの結晶化条件の検討を行い
(Fig5)、放射光を用いた X線回折実験により
分解能 3.15Åのデータを収集した。 
 

 
 

Fig.5  7N末端変異型 20S CP結晶 
 
 20S CP 7N結晶の X線回折データは、
野生型 20S CPの構造を用いた分子置換法に
より位相決定を行い、 Rwork/Rfree = 
17.3%/24.2%となるまで構造精密化を繰り返
した。 
 
(5) PI31機能解析 
 (4)の結果を基に PI31の調節機構の考察を
行った。20SCPの3N末端欠損体（20S CP 
3N）ではゲートが開放されるが、20S CP 
7N では野生型と類似した非活性型構造を
とっていた（Fig.6）。また、野生型では7N
末端が分子表面に突出し、1N末端はプロテ
アソーム分子表面に沿うようにして位置し
ている。これに対して 20S CP 7N では
1N 末端が突出した構造をとっていること
が明らかとなった（Fig.7）。本結果は PI31
が7N 末端に作用することで1N 末端の配
向に影響することを示唆した。また、1N末
端は他のサブユニットとの相互作用を促進
することで、PI31必須なタンパク質の分解を
活性化している可能性が示唆された。 

 
Fig.6  20S CP 7N末端変異体構造 

 

 
Fig.7 1N末端が突出した 20S CP 7N末
端変異体 
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