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研究成果の概要（和文）： 
本研究では、多くのペルオキシソーム形成因子(ペルオキシン)のうち、ペルオキシソーム移行
シグナル１(PTS1)受容体 Pex5pの膜状ドッキング因子 Pex14pの N-末側領域、Pex14p(25-70)
の結晶構造解析に成功した。この領域は、３個のヘリックスからなるドメイン構造をもち、突
出した Phe-35および Phe-52が近傍の塩基性アミノ酸残基とで形成する結合部位(Sites 1 & 2)
に Pex5p N-末端領域側のペンタペプチドモチーフ、WXXXF/Yがすっぽりはまり込む構造をと
っていることを、初めて見出した。また、膜形成に必須な Pex3p は、Pex19pとシトゾールで
複合体を形成、膜上の Pex16p へ局在化されることにより、ペルオキシソームの膜形成が始ま
ることを発見した(Class II pathway)。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Pex14p is a central component of the peroxisomal matrix protein import machinery. We 
successfully delineated the crystal structure at 1.8 Å resolution of the conserved domain 
comprising the amino-acid residues at 25-70 of mammalian Pex14p. A hydrophobic surface 
is composed of the conserved residues, including the protruding Phe35 and Phe52, and 
forms two binding pockets for biding the helical WXXXF/Y motif of Pex5p. As to 
peroxisomal membrane assembly, we demonstrated that Pex16p functions as the 
Pex3p-docking site and serves as the peroxisomal membrane receptor that is specific to the 
Pex3p-Pex19p complexes, termed the class II pathway. 
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１．研究開始当初の背景 
複雑な内部構造をもつ真核細胞の諸々の生

命活動は、細胞内オルガネラの構築と機能

に大きく依存している。これら細胞内構造

体並びに細胞構造は、遺伝情報の翻訳産物で

あるタンパク質が細胞内で空間的に特定の

秩序をもって配置されることにより構築さ

れている。すなわち遺伝子が生体膜を隔て

た場をも支配できる基本原理である。従っ
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て、そのメカニズムを解明することはゲノム

遺伝子発現から細胞機能の発現と制御と

いう一連の生命活動を理解するうえで不可

欠である。 
 遺伝子の転写についで mRNA の核外輸送
後、細胞質リボソームで合成された前駆体タ
ンパク質はターゲティングシグナルに応じ
て各オルガネラに運ばれ、それぞれの膜系の
タンパク質輸送装置の働きによりオルガネ
ラ内のサブ・コンパートメントに送られ機能
を発現すると考えられる。本課題研究の究極
の目的は、細胞内オルガネラの形成および
その機能を発現するための制御や障害・疾
患発症の機構をオルガネラ構築に係わるタ
ンパク質群の構造と機能解析から明らか
にすることである。この目的達成には細胞内
小器官の一つペルオキシソームは最も適
した系であり、このオルガネラの形成・制御
はその過程に必須な PEX(peroxin)遺伝子
産物（ペルオキシンまたはペルオキシソー
ム形成因子と称される）群のネットワーク
システムプロフィールとして捉えること
ができる。ペルオキシソームは、近年極長鎖
脂肪酸の b-酸化やプラスマローゲン型リン
脂質の合成など多くの重要な代謝機能が見
出される一方、その障害は致死性の遺伝性
疾患をもたらすことが判明し、生体機能にと
って不可欠なオルガネラとして認知されて
いる（図１参照）。しかしながら、ペルオキ
シソーム形成やその障害、さらにはペルオキ
シソームの形態制御を含めた機能発現制御
の分子機構の全貌はまだ明らかにされてお
らず、本課題研究を計画、申請した。 
 
２．研究の目的 
ペルオキシソームの形成・制御機構の解明を
目的として、世界の多くの研究室で酵母系、
哺乳動物培養細胞系、in vitro タンパク質輸
送系などを用いた研究が盛んに行われてい
る。しかし、単離された PEX 遺伝子（産物）
の細胞生化学機能については構造生物学
的アプローチも含め殆ど解明されておらず、
本課題研究による世界に先駆けた成果が期
待される。本研究領域は分子細胞生物学、生
化学、分子生物学の基礎をなすものであり、
遺伝情報発現ステップの全貌の理解という
ポストゲノム時代の生命科学の重要命題
にとって不可欠なものである。本課題研究に
より、数多くの遺伝子（産物）が関与する細
胞内巨大構築物、オルガネラの形成制御す
なわち細胞機能の発現と制御の基本原理
を導き出すことができ、膜創成原理の理解な
どにも大きく貢献する。また、哺乳類の発
生・分化過程における脳神経系の確立につ
いての知見のみならず、疾患研究へはペルオ
キシソーム欠損症の発症機構、診断、治療
法の確立など多くの貢献が十分に期待され

る。さらには有用物質の分泌生産、オルガネ
ラを利用したバイオテクノロジー、人工細胞
の開発など応用への道も開く。 
 
３．研究の方法 
本申請研究は、上記の通りペルオキシソーム
の形成と障害機構ならびにペルオキシン群
の単離と機能解析系を取り扱う研究代表者
藤木グループとタンパク質の立体構造解析
を取り扱う研究分担者三木(グループ)が、強
固にタイアップして、ペルオキシン群の構造
と機能解析研究を推進する。以下に、研究分
担体制を示す。 
藤木グループでは、PEX遺伝子産物がペルオ
キシソーム形成という複雑な過程に、ペルオ
キシン分子間相互作用、複合体形成を含め時
空間的にどのように関わっているのか、主と
して構造生物学的アプローチにより明らか
にすることを目的とし、「タンパク 3000プロ
ジェクト(平成 14~18年度)：タンパク質の個
別的解析プログラム」-「タンパク質高次構造
形成と機能発現」（代表者：三木邦夫）では、
課題名「ペルオキシソーム形成因子ペルオキ
シン群の構造と機能解析」（サブ機関代表
者：藤木幸夫）として参画しペルオキシンの
発現と精製を担当、結晶化や構造解析につい
ては三木グループと共同で行う体制で研究
を推進した経験を持つ。結果としては、先ず
ペルオキシンの発現が極度に低いことに直
面、その中でも比較的発現のよいもの（例え
ば Pex14p-N末側部分領域）について大量調
製に全力を挙げ、多くの条件下で結晶化スク
リーニングを行ったが、構造解析には至って
いない。 
本申請研究では、より詳細な発現系および大
量調製系の探索を行い、より純度の高い標品
の調製に努める計画である。現在、ペルオキ
シソーム局在化シグナル１型(PTS1)受容体
Pex5p、PTS2 受容体 Pex7p、AAA-ATPase
ファミリーPex1pなど、いくつかのペルオキ
シンでは精製手法を改良することにより微
量ではあるものの非常に純度が高くかつ生
物活性（変異細胞に対する相補活性など）を
有するものの調製に成功している。一方、結
晶化条件の検討に関し、三木(グループ)では
極微量で結晶化スクリーニングが可能な自
動結晶化装置が稼働しており、ペルオキシン
群の検討にも即時の対応が可能である。また、
これまでにさまざまな高難度のタンパク質
構造解析を成功させてきた経験を基にして、
構造解析可能部位の検討と変異体の作成を
系統的に行う。さらに、ペプチドを利用する
ことにより、構造解析成功の可能性の高い
Pex5p、Pex19p 等の可溶性タンパク質を核
とした膜タンパク質との相互作用の構造的
基盤を解明することも試みる。 
 



４．研究成果 
１）ペルオキシンの発現・精製・大量調製技
術に関する研究 
 ペルオキシソーム移行シグナル１(PTS1)
の受容体であるペルオキシン Pex5p とその
膜状ドッキング因子である Pex14p の結合部
位を含む N-末側領域 Pex14p(25-70)の大量
調製に成功した。 
２）ペルオキシンの結晶化と立体構造に関す
る研究 
 上記 Pex14p(25-70)の結晶化に成功、結晶
構造解析を行った結果、３個のヘリックスか
らなるドメイン構造を明らかにした。さらに、
生物種間で最も保存性の高い Phe-35 および
Phe-52 が溶媒側に突出ており、近傍の塩基
性アミノ酸残基とで形成する結合部位(Sites 
1 & 2)に Pex5p N-末端領域側の複数存在す
るペンタペプチドモチーフ、WXXXF/Yがす
っぽりはまり込む構造をとっていることを
見出した(Su et al. 2009)(図１、A-C）。 
３）ペルオキシンの機能解析系の確立に関す
る研究 
 Pex14pの Phe-35および Phe-52の重要性
を  Pex14p 変異体を作成し検証した。
Pex14pF35A, Pex14pF52A, お よ び 
Pex14pF35A/F52A のいずれも、in vitro で
の Pex5p との結合活性、in vivo での活性す
なわち pex14 変異細胞 ZP161 に対する相補
活性、Pex5pリクルート活性を有していない
ことが判明した(Su et al. 2009)(図１、D)。加
えて、Pex14p(25-70)の単量体 -２量体間
(Pex14p-Pex14p および Pex14p-Pex5p すな
わちホモおよびヘテロ２量体)変換の分子形
状を明らかにした(Su et al. 2010)。 

 
図１. Pex5pの結合への影響 
(A)○で囲んでいる箇所が Pex5p WXXXF/Yモチ
ーフの推測上の結合部位。Phe-35および Phe-52
は緑、Lys-34、Arg-40、Lys55および Lys56は青
で示す。(B) Aを側面から見たもの。(C) WXXXF/Y
モチーフのペプチドである Pex5pLのヘリックス

モデル。モチーフ上の芳香族残基の側鎖は緑で表

す。 
(D) Phe-35と Phe-52の変異解析。野生型と FA-
変異型 (Phe を Alaに置換)を CHO-K1細胞で発
現させ、Pex5pリクルート活性を調べた。細胞は
Pex5p抗体(i-iv)および Pex14p抗体(v-viii)を用い
て免疫染色した (スケールバーは 30 µm)。
CHO-K1で発現された野生型における Pex5pは
顆粒状の染色パターンとして検出されるが(i)、
F35A、F52Aおよび F35A/F52A両変異型 Pex5p
はほとんど検知できない。 

４）ペルオキシソーム膜タンパク質の輸送と
膜形成機構 
ペルオキシソーム膜形成過程の解明は重要
課題の一つである。ペルオキシソーム膜形成
には、ほ乳類細胞ではペルオキシン Pex3p、 
Pex16p、および Pex19pが必須である。先に、
Pex19pと Pex3pの機能に関しては、Pex19p
はシャペロン活性を有し新規合成ペルオキ
シソーム膜タンパク質と細胞質ゾル中で複
合体を形成、安定化させ，膜上の Pex3pをレ
セプターとして輸送・局在化させ、膜形成が
起きること(Class I pathway)を、我々を含め
いくつかのグループは見出している。 我々
は、今回 Pex19p が同様に新規合成 Pex3p
と 細胞質ゾル中で複合体を形成、膜上の
Pex16p をレセプターとして輸送，局在化さ
せることにより、ペルオキシソームの膜形成
が始まることを発見した(Class II pathway) 
(Matsuzaki & Fujiki. 2008)(図２)。 

図２.  ペルオキシソームのアセンブリーと
形成因子ペルオキシン. 
ヒトを含めた哺乳動物系で現在までにクローニン
グされたペルオキシソーム形成に必須なペルオキ
シン(Pex番号で表示)とその細胞内局在を示す。ペ
ルオキシソーム局在化シグナル１型(PTS1)-タン
パク質は PTS1 受容体,Pex5p[２種のアイソフォ
ーム、S型と L型(S型内部に３７アミノ酸の挿入
配列)が存在]により運ばれるが，PTS2タンパク質
は Pex5pL-Pex7p-PTS2 カーゴ複合体として輸送
され、主として Pex14p, Pex13p, RINGフィンガ
ーペルオキシン-Pex2p, Pex10p, Pex12p-から構
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成される膜透過装置を経てペルオキソーム内へ局
在化される。一方、AAA ATPaseペルオキシン複
合体Pex1p-Pex6pはPex26pによりペルオキシソ
ーム膜へリクルートされ、Pex5p のリサイクルを
仲介する。Pex3p, Pex16p, Pex19pはペルオキソ
ーム膜アセンブリーに必須である。Pex3p を除く
ペルオキソーム膜タンパク質は Class I 経路：
Pex19p-依存的に Pex3p へ標的化される一方、
Pex3pは Class II経路：Pex19p-依存的に Pex16p
へ標的化される。３種のアイソフォーム Pex11p、
ダイナミン様タンパク質 1(DLP1)および Fis1 は
ペルオキソームの増殖・分裂に関わる。 

５）マトリックス PTS2-タンパク質の輸送機
構：プラスマローゲン生合成酵素、ADAPS
をはじめペルオキシソーム局在化シグナル
PTS2タンパク質の PTS2受容体 Pex7pを介
したペルオキシソームへの無細胞輸送系の
確立に成功、PTS1 受容体 Pex5p および
Pex7p は ATP 非依存的にインポートされる
こと、Pex5pと Pex7pは化学量論的にそれぞ
れ異なった様式でペルオキシソーム膜上タ
ンパク質輸送装置複合体間を遷移すること
など、その基本的分子機構をほぼ明らかにし
た(Miyata et al. 2009)。 
６）エーテルリン脂質プラスマローゲンの生
合成調節酵素の同定 
プラスマローゲンの生合成の制御機構に関
して、i)ペルオキシソーム膜蛋白質である
fatty acyl-CoA reductase1 (Far1)が、プラス
マローゲン合成中間産物である alkyl-DHAP
産生に必須な長鎖アルコールを産生する酵
素である；ii)プラスマローゲンの生合成は生
合成経路の中間産物ではなく、最終産物であ
るプラスマローゲンによって調節される；iii)
この調節は、細胞内プラスマローゲン量依存
的な Far1 の安定性調節を介した活性制御に
よって達成されている、ことを見出した。こ
れらの知見は、リン脂質ホメオスタシスに関
するまったく新しい発見として、高く評価さ
れている（J. Biol. Chem.誌に“Paper of the 
Week” として掲載された）(Honsho et al. 
2010)。 
７）ペルオキシソームマトリックスタンパク
質の輸送・局在化機構の解明 
 a) 新規 pex5 CHO 変異株 ZPEG241 の解
析： PTS1受容体，Pex5p[S型と L型(S型
内部に３７アミノ酸の挿入配列)が存在]のう
ち、PTS2 タンパク質輸送に関わる Pex5pL
の特異的３７アミノ酸配列の N-末側上流７
アミノ酸配列の必須性が新規に単離した
pex5 CHO変異株 ZPEG241により、明らか
になった(Honsho et al. 2011）。 
 b) Pex26pによる Pex1p-Pex6p複合体のリ
クルート機構：Pex26pは N-末側領域をサイ
トゾルへ配向した II-型ペルオキシソーム
(Ps)膜タンパク質であり、サイトゾル側領域
で AAA ATPaseである Pex1p-Pex6p複合体
を Psへとリクルートする役割を持つ。Pex1p
と Pex6pの Ps膜上への局在化機構を解明す

るため、セミインタクト細胞を用いた in 
vitro targeting assay系を構築した。この系
による解析結果から、Pex1p は ATP 加水分
解依存的に、また Pex6pは ATP結合依存的
に Ps へ局在化することが明らかとなった。
Pex1pおよび Pex6pは ATPの有無によりプ
ロテアーゼ耐性が変化することから、
ATPase サイクルを通して構造変化を起こし、
かつこの構造変化が局在化に必須であるも
のと推察された。さらに、Pex26p の機能に
重要であると思われるアミノ酸配列領域を
同定した(Nashiro et al. 2011)。 
８）ペルオキシソーム欠損細胞の酸化還元状
態解析 
 レドックス変化を検知できる蛍光分子プ
ローブ（レドックスフロール）を用いて、ペ
ルオキシソーム形成障害性・欠損性変異細胞
(CHO 変異細胞)および正常細胞とのレドッ
クス状態を検討の結果、変異細胞では細胞質
が非常に還元的状態であることを見出した 
(Yano et al. 2010)。この発見は、ペルオキシ
ソーム形成障害性疾患の統合的理解に繋が
るものと期待される。 
９）PPARの核-細胞質間輸送機構：核局在化
シグナル(NLS)の同定 
 ペルオキシソームの誘導制御機構解明の
一環として、ペルオキシソーム増殖剤応答性
受容体(PPARα)の NLS の同定に成功した。
DBD-Hinge 領域内アミノ酸残基 144-187に
存在する２つの塩基性アミノ酸クラスター
を NLS として見出し、かつ PPARα の
importin α/β 依存的輸送を明らかにした
(Iwamoto et al. 2011)。 
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