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研究成果の概要（和文）： 過酸化水素分解酵素カタラーゼのペルオキシソーム局在に障害を示す新規CHO変異細
胞ZP114の原因遺伝子として、ミトコンドリア外膜タンパク質（ポリン）をコードするVDAC2遺伝子を同定してい
た。これを発端に、ミトコンドリア上でアポトーシス促進因子として機能するBAKがペルオキシソームにも一部
局在化し、ペルオキシソームからサイトゾルへのカタラーゼ放出を介在することを発見した。さらに、広く知ら
れたミトコンドリアでのBAKによる細胞死亢進とは逆に、ペルオキシソーム局在性BAKの活性化はカタラーゼの放
出を介して抗酸化ストレス反応として作用するという世界初のアポトーシス制御機構を明らかにした。

研究成果の概要（英文）： We found that VDAC2 encoding a mitochondrial porin is a causal gene of a 
peroxisome-deficient CHO mutant, ZP114 showing the impaired import of peroxisome matrix proteins 
such as catalase. Loss of VDAC2 leads to localization shift of a proapoptotic factor BAK from 
mitochondria to peroxisomes, resulting in permeabilization of peroxisomal membrane in a manner 
similar to mitochondrial outer membrane. A part of BAK potentially localizes to peroxisomes and 
regulates peroxisome integrity and the release of catalase from peroxisomes to the cytosol in normal
 cells, which can counteracts with commitment of apoptosis by various oxidative stresses including 
reactive oxygen species.

研究分野：分子細胞生物学, 生化学

キーワード： ペルオキシソーム　カタラーゼ　BAK　VDAC2　酸化ストレス　細胞死抑制　アポトーシス　ミトコンド
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１．研究開始当初の背景 

 ペルオキシソームは、脂質代謝酵素や過酸
化水素分解酵素であるカタラーゼなどを含
む生命に必須なオルガネラである。本課題研
究者らは、１３種の相補性群のペルオキシソ
ーム欠損性チャイニーズハムスター(CHO)変
異細胞の分離とその相補遺伝子(PEX)の単離
に成功し、さらにヒトペルオキシソーム欠損
症の病因遺伝子同定ならびに PEX 遺伝子産
物（ペルオキシン）の機能解明に多大な貢献
を果たしてきた。      

 研究開始時、カタラーゼをはじめとするペ
ルオキシソームマトリクスタンパク質の輸
送異常を示す新規相補性群に属する CHO 変
異細胞 ZP114 を分離し、その相補遺伝子とし
てミトコンドリア外膜タンパク質（ポリン）
をコードする VDAC2 (Voltage-Dependent 

Anion Channel 2)を同定していた。しかしなが
ら、なぜミトコンドリア膜局在性の VDAC2

の欠損がペルオキシソームマトリクスタン
パク質の局在に影響を及ぼすのか、その分子
機構および生理的意義は全く不明であった。 

 ほ乳動物においてカタラーゼはペルオキ
シソーム局在性であるが、酵母や線虫ではサ
イトゾル局在性カタラーゼも別に存在する。
また、本申請者らは、マトリクスタンパク質
輸送欠損性変異細胞 ZP114 では、野生型 CHO

細胞に比べて活性酸素種（ROS）の一種、過
酸化水素に対して有意に耐性を示すことを
見出していた（未発表）。そこで本課題研究
者らはカタラーゼにとくに着目し、ほ乳動物
カタラーゼの細胞内局在変化には非常に重
要な生理的意義があり、ZP114 細胞における
カタラーゼのサイトゾル局在化がミトコン
ドリア障害による ROS 誘導性のアポトーシ
スを抑制している過程を再現していると考
えた。すなわち、ROS に対する VDAC2 の脆
弱化に伴い、カタラーゼはペルオキシソーム
からサイトゾルへと局在変化し、サイトゾル
の ROS の量を調節することでアポトーシス
を抑制する機構が存在するという斬新な仮
説を立て、その分子メカニズムの全容解明を
目的とする本研究課題を設定した。 

 

２．研究の目的 

 ミトコンドリア膜タンパク質 VDAC2 を介
したペルオキシソーム局在性カタラーゼの
細胞内局在制御の分子機構を明らかにする。
それを基盤として、酸化ストレスの条件下に
おいてカタラーゼがミトコンドリアとの連
携によってサイトゾルへ移行し、サイトゾル
に存在する過剰の過酸化水素を含む ROS を
分解し、最終的にアポトーシスを抑制的に制
御する機構が存在することを明らかにする
ことを目的とした。 

 

３．研究の方法 

 本研究課題解決のため、大別して以下の２
点を究明課題とした。 

（１）ミトコンドリアとの連携を介したカタ

ラーゼのサイトゾルへの局在変化の分子機
構の解明。 

（２）サイトゾル局在性カタラーゼによるア
ポトーシス制御機構の解明。 

 これらを培養細胞実験系を用いた、分子細
胞生物学的手法や生化学的手法を駆使して
進めた。 

 

４．研究成果 

（１）カタラーゼのサイトゾルへの局在変化
の分子機構 

① はじめに、VDAC2 がペルオキシソームに
局在化する可能性を検討したが、これを支持
する結果は得られなかった。よって、VDAC2

は何らかの因子を介して間接的にペルオキ
シソームマトリクスタンパク質の細胞内局
在に影響するものと推察した。 

 そこで、アポトーシス促進因子の１つであ
る BAK に着目した。BAK は VDAC2 を受容
体としてミトコンドリアに輸送され、ミトコ
ンドリア外膜透過性(MOMP)およびシトクロ
ム c などの放出を制御するアポトーシス促進
因子である。ZP114 細胞におけるカタラーゼ
や他のペルオキシソームマトリクスタンパ
ク質のサイトゾル局在化は、BAK のノックダ
ウンにより抑制され、ペルオキシソームへの
輸送が回復した。また、BAK の阻害因子であ
る BCL-XL と MCL-1 の過剰発現によっても
ZP114 細胞におけるカタラーゼのサイトゾル
局在化は部分的に回復したが、別のアポトー
シス促進因子である BAX のノックダウンで
は変化が見られなかった。これらの結果から、
VDAC2 欠損変異細胞である ZP114 細胞にお
けるペルオキシソーム障害に、BAK が特異的
に関与することを明らかにした。 

 

② 免疫蛍光染色法および細胞分画法により、
ZP114 では BAK のミトコンドリア局在が減
少し、サイトゾルに加えてその一部がペルオ
キシソームに局在することを見出した。 

 

③ BAK の C 末膜貫通領域をペルオキシソー
ム局在性膜タンパク質である Pex26p の相同
領域と置換した BAK-P26 変異体を作成した。
これを野生型細胞において発現させ、BAK を
強制的にペルオキシソーム膜へ移行させた
ところ、BH3 ドメイン依存的なペルオキシソ
ームマトリクスタンパク質のサイトゾル局
在化が観察された。さらに [35S]メチオニンを
用いたパルス標識チェイス実験により、ペル
オキシソーム局在性 BAK が BH3 ドメイン依
存的にペルオキシソーム内部からカタラー
ゼを放出させることを明らかにし、カタラー
ゼのサイトゾルからの輸送を阻害している
のではないことを示した。 

 

 以上の結果から、ZP114 細胞におけるペル
オキシソームマトリクスタンパク質のサイ
トゾル局在化に直接関与するのは、アポトー
シス促進因子 BAK であることが判明した。



カタラーゼのサイトゾル放出による新規ストレス応答
機構 

(右) 酸化ストレスによりペルオキシソームに一部局
在化する BAK が活性化される。ペルオキシソーム内
の過酸化水素分解酵素カタラーゼがペルオキシソー
ムからサイトゾルへ移行することで、酸化ストレス抵
抗性および抗細胞死作用を呈する。 

(左) VDAC2 と共にミトコンドリア上で細胞死促進因子
として働く BAK を示す。 

ZP114細胞ではVDAC2欠損によりBAKがペ
ルオキシソーム膜へ一部局在化しており、結
果としてカタラーゼを含むペルオキシソー
ムマトリクスタンパク質をペルオキシソー
ム内から放出させていることを明らかにし
た。 

 

（２）サイトゾル局在性カタラーゼによるア
ポトーシス制御機構 

① 前項（１）では、VDAC2 欠損性 ZP114 細
胞におけるBAKのペルオキシソーム局在化、
およびカタラーゼのサイトゾルへの放出を
見出した。野生型細胞においても BAK がペ
ルオキシソームマトリクスタンパク質の局
在を制御するのかを検討するため、密度勾配
遠心法を用いた詳細な細胞分画により、HeLa

細胞の内在性 BAK の局在をウエスタンブロ
ットで解析した。BAK の大部分はミトコンド
リア画分に存在していたが、ペルオキシソー
ム画分にも少量の BAK が検出された。さら
に、サイトゾルを除去した CHO-K1 細胞を用
いた免疫染色でも、内在性 BAK のペルオキ
シソーム局在が部分的に観察された。よって、
正常細胞においても BAK がミトコンドリア
に加えて一部がペルオキシソームに局在し
ていることが示された。 

 

② 野生型 CHO-K1 細胞を細胞分画法により
サイトゾル画分とオルガネラ画分に分離し、
ウエスタンブロットを行ったところ、カタラ
ーゼの大部分はペルオキシソームを含むオ
ルガネラ画分に回収されたが、少量ではある
がサイトゾル画分にも検出された。CHO-K1

細胞に BAK の shRNA を安定発現させて樹立
した BAK ノックダウン細胞株においては、
サイトゾル画分に回収される BAK 量が野生
型 CHO-K1 細胞に比べて有意に低下した。こ
の BAK 低減によるサイトゾル局在性カタラ
ーゼの減少は、界面活性剤ジギトニンを用い
たカタラーゼ活性の細胞内局在性、生化学的
解析によっても同様の結果が示された。した
がって、内在性 BAK は野生型細胞において
もペルオキシソーム内からサイトゾルへカ
タラーゼを一部放出させていることが強く
示唆された。 

 

③ 野生型 CHO-K1 細胞におけるアポトーシ
ス活性化因子 PUMA および BIM の過剰発現
により、カタラーゼがサイトゾルへ局在変化
すること、これが BAK のノックダウンで解
消されることを明らかにした。一方、BAK の
活性化能を持たない BAD の過剰発現ではカ
タラーゼの局在に全く変化が見られなかっ
た。これらの結果から、野生型細胞において
少量ペルオキシソームに存在する BAK が
PUMA および BIM により活性化され、ペル
オキシソーム膜の透過性を高めることでカ
タラーゼのサイトゾルへの放出に介在する
ものと推察された。 

 

④ サイトゾルにカタラーゼが局在化してい
るペルオキシソーム欠損性 CHO 変異細胞で
は、過酸化水素に対する抵抗性が野生型
CHO-K1 細胞より高いことを明らかにした。
したがって、カタラーゼのサイトゾル局在化
は細胞生存に向けた ROS に対する対抗反応
であることが強く示唆された。 

 

 以上の結果をまとめると、野生型細胞にお
いても、BAK は一部ペルオキシソームにも局
在しており、上流アポトーシス活性化因子に
よる制御のもとミトコンドリアと同様の機
構によりペルオキシソーム膜の透過性を制
御することが示された。広く知られているミ
トコンドリアでの BAK による細胞死亢進と
は逆に、ペルオキシソーム局在性 BAK の活
性化は、カタラーゼの放出を介して抗酸化ス
トレス反応として作用するという世界で初
めてのアポトーシス制御機構を明らかにし、
これらの成果を国際誌 J. Cell Biol.に発表した
（J. Cell Biol. 216: 709-721, 2017: 発表論文 6）。
この極めて重要な知見は、 J. Cell Biol.: 

spotlight, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, Mol. Cell. 

Oncol.誌（発表論文 2）などで大きく取上げら
れ評価、報道された。 
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