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研究成果の概要（和文）：シロイヌナズナapem7 (aberrant peroxisome morphology 7) 変異体の解析から、ペ
ルオキシソームタンパク質膜上のユビキチン化の分子機構を明らかにした。APEM7遺伝子が植Peroxin 4 (PEX4)
をコードしており、ユビキチン系のE2酵素であるユビキチン結合活性をもち、apem7変異によるユビキチン化の
異常がペルオキシソームタンパク質輸送効率の低下を引き起こすことが明らかとなった。このユビキチン化を介
したペルオキシソームタンパク質輸送経路は、基部陸上植物のゼニゴケにおいても存在することから、植物の陸
上化の初期に既に獲得されていることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：To better understand molecular mechanism(s) of ubiquitination on the 
peroxisome membrane, we analyzed the Arabidopsis apem7 (aberrant peroxisome morphology 7) mutant, 
which exhibits reduced protein transport efficiency. The APEM7 gene encodes PEX4 (Peroxin 4), which 
had the ubiquitin conjugating activity. This study revealed that the abnormal ubiquitination caused 
by the apem7 mutation affectes protein transport to peroxisomes. In addition, we succeeded in the 
identification of proteins involved in the ubiquitination on peroxisomal membranes in an early 
diverging land plant, the liverwort Marchantia polymporpha. The results showed the presence of 
ubiquitination-dependent protein transport to peroxisomes in Marchantia polymporpha, indicating that
 the ubiquitination-dependent protein transport to peroxisomes was acquired early in the evolution 
of land plants.

研究分野：植物分子生物学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ユビキチン化によるペルオキシソームタンパク質輸送制御は、酵母や動物でも報告されているものの植物での知
見は少なかった。同定したPEX4は植物以外では酵母でのみ確認されており、実際にユビキチン結合活性を確認で
きたのは、多細胞生物では本研究が初めてである。また、進化過程における基部陸上植物のゼニゴケにおいて
も、同じ制御機構の存在が示されたことから、この制御機構の植物における普遍性に迫ることができた。しかし
ながら、この制御機構は動物や酵母で全く同じではなく、生物種に応じた違いがあることが示唆され、真核生物
におけるユビキチン制御以降の共通性と多様性の理解に繋がる知見として意義がある。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
ペルオキシソームは、植物のみならず酵母や動物など真核細胞に普遍的に存在するオルガネ
ラで、脂肪酸代謝や活性酸素の除去といった共通の機能をもつ。それらの共通の機能に加え、酵
母ではアルコールの代謝、動物ではコレステロールや胆汁酸の生合成、植物では光呼吸やジャス
モン酸の生合成など生物種に特化した機能が存在する。ペルオキシソームは独自のオルガネラ
ゲノムが存在しないため、構成するタンパク質は全て核ゲノムにコードされている。そのためペ
ルオキシソームが様々な機能を発揮するには、ペルオキシソームへの正確なタンパク質輸送が
必須である。このペルオキシソームへのタンパク質輸送の解明は、動物、植物、酵母において精
力的に解析されているものの、その全容は明らかになっていない。我々は、ペルオキシソームの
形態や大きさ、数、細胞内分布、タンパク質輸送に異常を示すシロイヌナズナ apem (aberrant 
peroxisome morphology) 変異体を多数単離して、ペルオキシソームの機能や形成機構の解析を
進めてきた。これまでに、APEM1、APEM2、APEM3、APEM4、APEM9、APEM10 遺伝子の同定とそれら
遺伝子産物の機能について明らかにしている。apem7 変異体は、ペルオキシソームタンパク質輸
送の効率が低下した変異体として単離し、APEM7 遺伝子に１塩基置換を生じ、その結果、アミノ
酸のプロリンがロイシンに置換することが明らかとなっていた。この APEM7 遺伝子は、酵母での
み報告されている Peroxin 4 (PEX4)に相同性があるタンパク質をコードしていた。PEX4 はユビ
キチン系の E2 酵素として働くユビキチン結合活性をもつことが報告されているものの、シロイ
ヌナズナの PEX4 がユビキチン結合活性をもつのか、ユビキチン化によるタンパク質輸送制御機
構は存在するのかは不明であった。 
また、基部陸上植物として位置づけられている、ゼニゴケのゲノム解読が終了し、バイオイン
フォマティクス解析により、ゼニゴケにおけるペルオキシソーム遺伝子の探索が可能になった
ことから、シロイヌナズナから得られた知見が、他の植物にも当てはまるのか、あるいは特異性
があるのかを解析できるようになった。 
 
２．研究の目的 
本研究は、シロイヌナズナ apem7 変異体の解析を進め、シロイヌナズナの PEX4 の機能を明ら
かにするとともに、apem7 によるタンパク質機能及び植物個体への影響を明らかにすること、バ
イオインフォマティクス解析からゼニゴケのシロイヌナズナのペルオキシソーム因子のホモロ
グを同定し、それらの機能解析から共通性あるいは特異性を明らかにすることを計画した。 
 
３．研究の方法 
(1) APEM7 遺伝子がコードするタンパク質は、ユビキチン結合活性をもつ酵母の PEX4 と相同性
を示す。既に、ウサギ網状赤血球ライセートを用いた無細胞翻訳系を用いてユビキチン化の検出
を試みたところ、非還元条件下では PEX4 の大きさに相当する約 17 kD のタンパク質に加え、ユ
ビキチン１分子が結合した PEX4 相当の約 27 kD のタンパク質が検出された。この 27 kD のタン
パク質はβメルカプトエタノールを添加した還元条件下では消失し、17 kD タンパク質の量が増
加することが明らかとなった。また、ユビキチンが結合すると想定されたシステインをアラニン
に置換した場合には、非還元条件下でも 27 kD タンパク質は検出されないことから、PEX4 がユ
ビキチンを結合する活性を有していることが明らかとなった。このユビキチン結合能をさらに
詳細に検討するために、in vitro ubiquitination アッセイ及びアミノ酸置換をもつ PEX4 を
apem7 変異体に導入して検討した。 
 
(2) PEX4 タンパク質の細胞内局在解析を行うため、作製した PEX4 特異抗体を用いて、免疫電子
顕微鏡観察と細胞分画後のウエスタンブロット解析を行った。 
 
(3) apem7 の変異とペルオキシソーム機能との関係を明らかにするために、ショ糖要求性、4-(2 
4-dichlorophenoxy)butyric acid 耐性との検討を行った。 
 
(4) APEM7 遺伝子発現を明らかにするために、APEM7 プロモーターの下流に GUS 遺伝子をつない
だ融合遺伝子を導入したシロイヌナズナを用いた GUS 染色を行った。 
 
(5)ペルオキシソームタンパク質輸送を含むペルオキシソーム形成機構の共通性及び多様性に関
する知見を得るために、ゼニゴケ及び近縁種のバイオインフォマティクス解析を行い、PEX4 を
含む Peroxin 因子群の同定を試みた。 
 
(6) バイオインフォマティクスにより明らかにしたゼニゴケのペルオキシソーム遺伝子のいく
つかを Crispr/Cas9 法によるゲノム編集に破壊し、その影響を検討した。 



 
(7) モデル植物であるシロイヌナズナやゼニゴケとは異なる植物におけるペルオキシソームタ
ンパク質輸送機構の共通性及び多様性に迫るために、トウダイグサ科トウゴマ属のヒマを用い
た解析を開始した。ゲノム編集技術による遺伝子破壊を行うためのツールとして、ヒマ用の
Crispr/Cas9 ベクターの構築を開始した。 
 
 
４．研究成果 
(1) In vitro ubiquitination アッセイに供するために、野生型 PEX4 (PEX4WT)、apem7 変異を
もつ PEX4 (PEX4P123L)、ユビキチンが結合すると予想されるシステインをアラニンに置換した
PEX4 (PEX4C90A)、及びペルオキシソーム膜上で E3 酵素として機能すると予想される PEX2、
PEX10、PEX12、E3 酵素を介してユビキチンを最終的に受け取る人工基質のタンパク質を得るた
めに、タグを付けた融合遺伝子を大腸菌で発現させ、タンパク質の精製することには成功した。
それらを用いて、様々な条件の下、vitro ubiquitination アッセイを試みたが、PEX4WT を用い
てもユビキチン結合能を見いだすことはできなかった。 
そこで、PEX4WT、PEX4P123L、PEX4C90A を apem7 変異体に導入することで、ユビキチン活性の
影響を検討した。apem7 変異体は、ペルオキシソーム局在型の GFP を発現している形質転換シロ
イヌナズナ (GFP-PTS1) を親株として作製されており、GFP-PTS1 では粒状として GPF が観察さ
れるが、apem7 変異体では GPF がサイトソルに局在する。PEX4WT を apem7 変異体で発現させる
と GFP の蛍光は粒状に観察された。一方、PEX4P123L や PEX4C90A を発現させた場合は GFP の蛍
光はサイトソルで観察され、apem7 の表現型を相補できなかった。PEX4C90A を導入しても相補で
きないという結果は、PEX4 のユビキチン結合活性が GFP のペルオキシソームへの輸送へ必要で
あることを示している。次に GFP-PTS1、apem7、PEX4WT を発現している apem7 植物体から総タン
パク質を抽出し、PEX4 抗体を用いたウエスタンブロット解析を行った。非還元条件下では PEX4
の大きさに相当する約 17 kD のバンド及び、ユビキチン１分子が結合した PEX4 相当の約 27 kD
のバンドが全てのタンパク質中に検出された。しかしながら、βメルカプトエタノールを添加し
た還元条件下において、GFP-PTS1 と PEX4WT を発現している apem7 植物体では、約 27 kD のバン
ドが消失し 17 kD タンパク質の量が増加するものの、apem7 植物体では約 27 kD のバンドは完全
には消失しなかった。この結果は、apem7 変異により PEX4 の構造が変化した結果、還元剤がア
クセスできない状態になっているか、PEX4 の異なる部位にユビキチンが結合していることを示
唆している。 
 
(2) PEX4 抗体及びペルオキシソームのマーカー酵素であるカタラーゼの抗体を用いて二重電子
顕微鏡観察を行ったところ、マトリクス酵素であるカタラーゼはペルオキシソーム内部に、PEX4
はペルオキシソーム膜周辺部にシグナルが観察された。次に、親株の GFP-PTS1 と apem7 変異体
から総タンパク質を抽出後、膜画分と可溶性画分に分画しウエスタンブロット解析を行ったと
ころ、非還元条件下において PEX4 の大きさに相当する約 17 kD のバンド及び、ユビキチン１分
子が結合した PEX4 相当の約 27 kD のバンドが膜画分に検出された。以上の結果から、PEX4 はペ
ルオキシソーム膜に局在し、ユビキチン化はペルオキシソーム膜上で行われていることが明ら
かとなった。 
 
(3) apem7 変異によるペルオキシソーム機能への影響を明らかにするために、ペルオキシソーム
機能の一つである脂肪酸β酸化の活性を、ショ糖要求性と 4-(2 4-dichlorophenoxy)butyric 
acid (2,4-DB) 耐性として検討した。脂肪酸β酸化の機能が低下すると、ショ糖を含まない培地
での発芽が抑制される一方、2,4-DB を含む培地での発芽抑制が抑えられ、野生型では発芽でき
ないものの脂肪酸β酸化の変異体では発芽可能となる。ショ糖を含まない培地と 2,4-DB 培地を
餅値いて、apem7 変異体の発芽試験を行ったところ、野生型に比べるとショ糖を含まない培地で
の発芽は著しく低下し、2,4-DB 培地においては少し耐性を示したことから、apem7 体では脂肪酸
β酸化系は完全に抑制されていないものの、活性が低下していることが明らかとなった 
 
(4) 植物個体において PEX4 機能が必要となる器官や時期を明らかにするために、既に作製した
PEX4 プロモーター下で GUS を発現する形質転換シロイヌナズナを用いて、GUS 染色実験を行っ
た。PEX4 遺伝子は、葉や花弁の維管束、雌しべの柱頭で強く発現するほか、老化が始まった古
い葉においても発現が高いことが明らかとなり、このような組織や時期において PEX4 を介した
ペルオキシソームタンパク質輸送が必要であることが示唆された。 
 
(5) Marchantia polymorph、Mesotaenium endlicherian、Klebsormidium nitens のゲノムに対
してバイオインフォマティクス解析により、PEX4 を含むペルオキシソーム形成に関わる PEX 因



子群を同定したところ、ほぼ全ての PEX 因子を同定することに成功した。シロイヌナズナでは２
つ存在する PEX3 と PEX19 遺伝子は、３つの種では１つであり、シロイヌナズナで５つ存在する
PEX11 遺伝子は、Marchantia polymorph、Mesotaenium endlicherian では２つ、Klebsormidium 
nitens では１つであることが明らかとなり、シロイヌナズナは進化の過程で遺伝子数を増やし
ていったことが推測された。 
 
(6) 上記の同定した Marchantia polymorpha の PEX 遺伝子の中で、まずユビキチン系に関わる
PEX4、PEX12、APEM9 遺伝子のゲノム編集株の作製を、蛍光タンパク質の Citrine によりペルオ
キシソームが可視化されている形質転換ゼニゴケを親株として Crispr/Cas9 法により試みた。
先行して作製できた PEX4 遺伝子破壊株については、野生株よりも個体の成長が遅れる表現型を
示した。PEX12 と APEM9 については、破壊株は得られなかった。現在、別の guide RNA を用いて
再挑戦しているが、これらの破壊株は致死になる可能性もあるため、RNAi による抑制株の作製
に変更しなければならない可能性も考慮して、今後の研究を進めていきたい。 
 
(7) ヒマのゲノム編集株作製を目的として、ヒマ用の Crispr/CAS9 ベクターの構築を進めた。ヒ
マの U6 プロモーターを同定したところ６つ存在することが明らかとなり、U6 RNA の上流 2 kb
に GFP-PTS に繋げ、ヒマ細胞で発現させたところ、全てのプロモーターにおいてペルオキシソー
ムを可視化させることに成功した。その後、上流 500 bp、300 bp と領域を狭めたところ、300 
bp においてもプロモーター活性があることが明らかとなった。今後、このヒマ U6 プロモーター
に加え、ヒマ EF1 プロモーターも同定し、ヒマ用の Crispr/CAS9 ベクターを作製する。ベクター
構築後は、それを用いてヒマのユビキチン系遺伝子の破壊株の作製を進め、ユビキチンシグナリ
ングの共通性と多様性を明らかにする。 
 
以上のように、当初計画していたシロイヌナズナにおけるペルオキシソーム輸送を制御する
ユビキチン系を介したタンパク質輸送について知見を得ることができ、論文及び図書の一章と
して発表することができた。加えて、国内の学会で発表するとともに、シロイヌナズナの国際学
会ではトークにも選ばれた。 
このシロイヌナズナで明らかにされたユビキチン系を介したペルオキシソームのタンパク質
輸送機構については、ゼニゴケなど進化過程の初期に出現した植物においても保存されている
ことが明らかとなり、今後はその制御機構の共通性や多様性についても明らかにしていく必要
がある。ゼニゴケにおける Crispr/Cas9 法による遺伝子破壊実験は、一部の遺伝子の破壊株しか
得られなかったが、これはゼニゴケの葉状体がハプロイドであり、細胞におけるペルオキシソー
ム機能の重要性を考えると、遺伝子破壊された株が致死になってしまっている可能性がある。今
後は RNAi 等の機能抑制株による解析も検討する必要がある。 
次世代シークエンサーの発達により非モデル植物における解析も可能となったことから、現
在、菌従属植物のギンリョウソウと絶対寄生植物のオロバンキという生存戦略がシロイヌナズ
ナやゼニゴケと全く異なる植物におけるユビキチン系の制御機構の有無、その役割について解
析を開始している。これらの知見から、植物におけるユビキチン系を介したペルオキシソームタ
ンパク質輸送の分子機構の共通性と多様性に迫っていきたい。 
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