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研究成果の概要： 

ペルオキシソーム膜に局在するタンパク質Pex3pは、ペルオキシソームの生成や膜タンパ

ク質（PMP）の細胞内輸送に不可欠な因子である。Pex3pの細胞質側ドメインは、PMPの細胞

内輸送キャリアであるPex19pと相互作用し、PMPをペルオキシソーム膜に誘導する。この相

互作用に関連すると考えられるTrp104の変異体を調製し、Pex19pとの相互作用と細胞内で

のペルオキシソーム形成能について詳しく評価した。幾つかの物理化学的な測定から、

Pex3p細胞質側ドメインとPex19pは、１対１の安定な複合体を形成することが判明した。こ

の情報に基き、表面プラズモン共鳴を利用して両者の解離定数を求めた結果、3.4 nMとい

う値が得られた。この結合力は、他の輸送キャリア：レセプター間の場合に匹敵する強さ

である。次に、Pex3pのW104AとW104Fの二種類の変異体について同様に解離定数を求めると

、それぞれ1080 nM、66 nMという値が得られた。これは、Trp104の芳香環部分がPex19pと

の結合に大きく寄与することを示す。さらに、pex3欠損CHO細胞でPex3p変異体を発現させ

、ペルオキシソーム生成の有無を調べた。W104Fは野生型の場合と同様にペルオキシソーム

の回復が観察された。これに対し、W104Aでは回復が認められなかった。すなわち、Pex3p

に依存したペルオキシソーム形成能とPex3p-Pex19p間の結合には、密接な関係があると示

唆された。さらにPex3pとPex19pの複合体の単結晶が得られ、2.5Å分解能のX線回折強度デ

ータが得られ、2.5Å分解能での立体構造決定に成功した。 
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１． 研究開始当初の背景 

 

ペルオキシソームは脂肪酸の代謝を担う
生理的に重要なオルガネラである。脂肪酸の
うち、極長鎖脂肪酸のペルオキシソームへの
取り込みには、ALDP や PMP70 などのペル
オキシソーム膜挿入型タンパク質(PMP)と総
称される膜タンパク質群が関わっており、
ALDP の異常は、若年性の致死的疾患である
副腎白質ジストロフィを引き起こす。PMP

のペルオキシソーム膜への輸送や膜挿入に
関わるのは、主として Pex19p、Pex3p とい
う尐なくとも 2 つのペルオキシン(Pex)タン
パク質である。Pex とは、その遺伝子欠損が
ペルオキシソームの形成異常をもたらすタ
ンパク質の総称である。ペルオキシソームの
形成異常は、Zellweger 症候群という代謝性
疾患の原因となっている。 

リボソームで生合成されたほとんどの
PMP は、Pex19p と結合し細胞質中を輸送さ
れ、ペルオキシソーム膜上で膜透過装置であ
る Pex3p に受け渡されると考えられている。
しかし、PMP には遺伝子配列上の相同性は
見られず、なぜ、多様な PMP が Pex19p に
特異的に認識されるのかは未だ不明である。
従って、Pex19p が、PMP がもつとされる
PMP輸送シグナル(mPTS)を認識する機構を
解明することは、PMP の膜挿入メカニズム
の理解を基盤とした医薬品開発に応用でき
るものと期待される。 

 

 

２．研究の目的 

本研究の目的は、PMP の輸送キャリアと
される Pex19p と PMP との間の相互作用解
析を行うことにより、PMP がペルオキシソ
ーム膜へ特異的に認識、輸送されるための機
構を明らかにすることである。一般的に、膜
タンパク質の翻訳後輸送は、翻訳されると同
時に小胞体膜に挿入され、引き続いて目的の
オルガネラあるいは細胞表面へと輸送され
る。一方、PMP は遊離型リボソームで生合
成される。翻訳が完了した PMP に存在する
mPTS を Pex19p が認識し、PMP-Pex19p 複
合体として細胞質中を移動しペルオキシソ
ーム膜上の膜タンパク質である Pex3p へと
受け渡されると考えられている。しかし、
mPTS に特徴的な配列はみられず PMP 輸送
過程における分子間の認識メカニズムは未
だ不明である。そこで、本研究課題では、
Pex19p がどのようにして mPTS を認識する

のかを明らかにすることを目的とする。その
ために、さまざまな PMP を用いて PMP と
Pex19p との間の相互作用解析を物理化学的
測定により行う。これにより、PMP の膜輸
送メカニズムの一端を解明することを目指
す。 

 本研究においては、代表的な PMP として
PMP22、PMP70 及び ALDP の 3 種類のタン
パク質を用いる。それらのタンパク質から
種々のフラグメントを切り出し、免疫沈降実
験や表面プラズモン共鳴法を用いて Pex19p

との結合領域の同定を行う。同定された
Pex19p との結合領域の残基を変異させた変
異体を作成し、PMP が Pex19p に結合するた
めに必須な残基を予測する。得られた変異体
に関して Pex19p との結合の有無を免疫沈降
実験、表面プラズモン共鳴実験、NMR によ
る滴定実験などにより評価し、分子間相互作
用に必須な残基を決定する。Pex19p に認識
されるために必須な残基が明らかになれば、
その残基を含む領域の PMP タンパク質フラ
グメントを用い、安定に Pex19p-PMP 複合
体が存在する条件の検討を行う。これにより、
安定に Pex19p-PMP 複合体が存在する条件
が決定された後、X線結晶解析あるいはNMR

による三次元立体構造の決定を行う。以上の
ことから、PMP が Pex19p にどのように認識、
捕捉されるのか、ということを明らかにする。 

 

３．研究の方法 

 
(1)PMP22、PMP70と Pex19pの結合領域の同定 

PMP22と PMP70について Pex19p結合領域の
同定を行う。ALDPについては、Pex19p との
相互作用部位が Yeast two hybrid 法を用い
た実験により同定されている(1)。二次構造
予測を参考にしながら PMPのペプチド断片を
多数設計し、膜貫通領域を含む断片について
はコムギ胚芽抽出液を用いた無細胞合成系
によりペプチドを調製する。膜貫通領域を含
まない領域のものについては、無細胞合成系
に加え大腸菌での発現も試みる。また特に短
い断片については、ペプチド合成により調製
する。それぞれの断片が精製した Pex19p と
結合するか否かを免疫沈降実験、表面プラズ
モン共鳴実験により評価し、結合が確認でき
た断片に関しては、限定加水分解により
Pex19p との結合に最低限必要な領域の絞り
込みを行う。 
 
(2) PMPと Pex19p の相互作用解析 



同定した結合領域について、新たにコムギ胚
芽抽出液あるいは大腸菌を用いた発現精製
系を再構築し、超遠心分析や表面プラズモン
共鳴法などの手法を用いて結合解離に対す
る溶媒条件の検討を行い、安定に複合体が形
成する条件を決定する。並行して、PMP 全長
と Pex19pとの結合についても相互作用様式
を解析する。 

この際、立体構造解析の対象とするタンパ
ク質の物性が安定であることが明らかにな
った場合には X線結晶解析を用いた立体構造
決定を試みる。また、分子量その他の点で NMR
による解析が適していると判断される場合
には、並行して NMR による立体構造決定を目
的とした実験を開始する。 
 
(3) Pex19p-PMP の相互作用残基の特定 

PMP の部分配列の相互作用解析の結果より、
Pex19p との相互作用に関わると考えられる
残基を、PMP 部分配列の二次構造予測などの
方法により予測し、それらの点変異体を多数
作製する。得られた変異体に関して Pex19p
との結合の有無を評価、分子間相互作用に必
須な残基を免疫沈降実験、表面プラズモン共
鳴実験、NMR による titration 実験等の方法
で決定する。 
 
(4) 複合体の結晶化・結晶構造解析及び NMR
による溶液中での構造解析 

得られた複合体について、動的光散乱測定
により物性の評価を行い、結晶化条件をスク
リーニングする。結晶が得られたら、X 線結
晶構造解析を行い、Pex19p が PMPを認識する
ために必要な構造要因を明らかにする。 
 
(5) Pex19pによる PMP輸送メカニズムの解明 

以上の結果をとりまとめ、PMPが Pex19p に
捕捉され、ペルオキシソーム膜へと輸送され
る分子機構について明らかにする。 
 
 
４．研究成果 

本研究では、Pex3p-Pex19p の相互作用につ
いて検討を行った。そのためにまず、Pex3p
の細胞質側領域のみを発現させた。Pex19p と
の結合実験をゲル濾過及び蛍光測定、分析超
遠心沈降平衡法により行ったところ、Pex3p
と Pex19p はストイキオメトリーが１：１で
結合していることが明らかとなった。蛍光測
定において Pex3p に Pex19p を加えていった
場合に、特徴的なブルーシフトを起こしたこ
とから、Pex3p の二つあるトリプトファンの
どちらか（Trp104、Trp224）が Pex19p との
相互作用に関与していると示唆された。そこ
で、これらを Ala に変えた変異体を作成し、
Pex19p との相互作用を免疫沈降実験によっ
て解析したところ、Trp104 のみが Pex3pとの

結合に関与していることが明らかとなった。
さらに Trp104 の周囲の残基を Ala に変異さ
せてスクリーニングを行ったが、Pex19p との
結合力を失った残基は存在しなかった。この
ことから、Pex3p の Trp104 は、直接 Pex19p
との相互作用に関わっているということを
明らかにした。さらに、Trp104 の変異体を調
製し、Pex19p との相互作用と細胞内でのペル
オキシソーム形成能について詳しく評価し
た。幾つかの物理化学的な測定から、Pex3p
細胞質側ドメインと Pex19p は、１対１の安
定な複合体を形成することが判明した。この
情報に基き、表面プラズモン共鳴を利用して
両者の解離定数を求めた結果、3.4 nM という
値が得られた。この結合力は、他の輸送キャ
リア：レセプター間の場合に匹敵する強さで
ある。次に、Pex3p の W104A と W104F の二種
類の変異体について同様に解離定数を求め
ると、それぞれ 1080 nM、66 nM という値が
得られた。これは、Trp104 の芳香環部分が
Pex19p との結合に大きく寄与することを示
す。さらに、pex3欠損 CHO細胞で Pex3p変異
体を発現させ、ペルオキシソーム生成の有無
を調べた。W104F は野生型の場合と同様にペ
ルオキシソームの回復が観察された。これに
対し、W104A では回復が認められなかった。
すなわち、Pex3p に依存したペルオキシソー
ム形成能と Pex3p-Pex19p 間の結合には、密
接な関係があると示唆された。さらに Pex3p
と Pex19p の複合体の単結晶が得られ、2.5Å
分解能の X 線回折強度データが得られ、2.5
Å分解能での立体構造決定に成功した。 
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