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研究成果の概要（和文）： 
	
 細胞内小器官のひとつであるペルオキシソームをモデルオルガネラとして、その形成と代謝
の制御システムを分子レベルで解明することを目的とした。Pex14p の Pex5p 結合領域に対する
X線結晶構造解析から両者の結合様式を原子レベルで明らかにした。また、AAA ペルオキシンが
ATP 依存的にダイナミックに細胞内局在を変化させ、Pex26p を介して Pex14p／Pex5p 複合体を
作用標的としていることを明らかにし、AAA ペルオキシンの分子機能解明に向けて新たな知見
を得ることができた。	
 
	
 
	
 
研究成果の概要（英文）：	
 
	
 	
 The	
 aim	
 of	
 this	
 study	
 is	
 to	
 investigate	
 the	
 molecular	
 mechanism	
 of	
 peroxisome	
 biogenesis.	
 
Pex14p	
 is	
 a	
 central	
 component	
 of	
 the	
 peroxisomal	
 protein	
 import	
 machinery,	
 in	
 which	
 the	
 
conserved	
 N-terminal	
 domain	
 mediates	
 dynamic	
 interactions	
 with	
 Pex5p.	
 We	
 reported	
 the	
 
crystal	
 structure	
 of	
 the	
 conserved	
 N-terminal	
 domain	
 of	
 Pex14p	
 with	
 a	
 three-helix	
 bundle.	
 
Furthermore,	
 AAA	
 peroxins	
 are	
 most	
 likely	
 regulated	
 in	
 their	
 peroxisomal	
 localization	
 onto	
 
Pex26p	
 via	
 conformational	
 changes	
 by	
 the	
 ATPase	
 cycle,	
 and	
 modulate	
 the	
 interaction	
 between	
 
Pex26p	
 and	
 Pex14p	
 on	
 peroxisome	
 membrane.	
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１．研究開始当初の背景 
	
 ペルオキシソームは極長鎖脂肪酸のβ酸
化、プラスマローゲンなどエーテルリン脂質
の代謝、胆汁酸の生合成などを含め多くの重

要な代謝機能を有し、その障害はペルオキシ
ソーム欠損症と呼ばれる遺伝性の致死的疾
患をもたらす。その中でも代表的な例として、
Zellweger 症候群と呼ばれる重症型の脳・
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肝・腎症候群は、新生児期より筋緊張低下、
肝腫大、精神運動発達遅延など多発奇形を有
する症候群で乳児期早期に殆ど死亡すると
いう重篤な疾患である。このようにペルオキ
シソームは生体機能にとって不可欠なオル
ガネラであるが、その形成の分子機構の全容
および機能障害による欠損症の発症メカニ
ズムは未だ明らかにされていないのが現状
であった。 
	
 哺乳動物系において、これまでに 14種類
のペルオキシン遺伝子 (PEX) が同定され
ている。これらペルオキシソーム生合成過程
を担うペルオキシンの中でも、本課題研究の
申請者および所属する研究グループ（九州
大・院理・藤木幸夫）は PEX1, PEX2, PEX3, 
PEX5, PEX6, PEX12, PEX13, PEX14およ
び PEX19を CHO変異細胞を用いた機能相
補スクリーニングで単離し、さらに PEX10, 
PEX16を EST法による、酵母遺伝子のヒト
ホモログとして単離した。そして、ヒトのペ
ルオキシソーム欠損症における１３種の相
補性群の中でも最後まで病因（遺伝子）が不
明であった A 群（米国 8 群）の相補遺伝子
である PEX26を単離し、ヒトペルオキシソ
ーム欠損症における全病因を解明した
（Matsumoto N., Tamura S. and Fujiki Y.  
Nat. Cell Biol. (2003) 5, 454-460）。 
	
 本研究では特に、AAAペルオキシンである
Pex1p および Pex6p、そして Pex1p-Pex6p
複合体をペルオキシソーム膜へリクルート
する Pex26pを研究の中心として位置づけて
いる。AAAペルオキシンは、前述の（３）で
示した過程に関与することを申請者らの研
究グループおよび Erdmann R.（独国）らの
研究グループが示唆しているが、実際にどの
ような分子メカニズムで Pex5p のリサイク
リングを担っているのか不明のままである。
また、Pex1p は同じく AAA ファミリータン
パク質であり膜融合に関わる NSF や
VCP/p97などと同様に、細胞質においてホモ
オリゴマーを形成していることを報告して
いるが(Tamura	
 S.	
 et	
 al.	
 J.	
 Biol.	
 Chem.	
 
(2006)	
 281,	
 27693-27704)、詳細な複合体構
造およびホモオリゴマーとしての役割は明
らかになっていない。さらに、Pex1p は NSF
や VCP/p97 と一次構造だけでなくアミノ末
端側約200アミノ酸領域の立体構造でも非常
によく似た構造を持っていることから、NSF
や VCP/p97と同様にこの領域で Pex1p特異
的に結合するアダプタータンパク質が存在
し、Pex1pの機能制御を担っている可能性も
ある。 
 
２．研究の目的 
	
 本研究は細胞内小器官ペルオキシソーム
をモデルオルガネラとして、その形成と代謝
の制御システムを分子レベルで明らかにす

ることを目的としている。ペルオキシソーム
形成を担う因子（ペルオキシン）の中でも、
AAA ファミリータンパク質である Pex1p お
よび Pex6p（AAA ペルオキシン）に研究の
焦点を合わせ、それらの構造生物学的な解析
とタンパク質間相互作用の制御能に着目し
たペルオキシソーム形成システム解明とい
う切り口から研究を遂行する。 
	
 以下、個別の達成目標を述べる。	
 AAA ペ
ルオキシンは、他の AAA ファミリータンパク
質と同様に ATPase 活性およびシャペロン様
の活性を持つと推測している。そこで、AAA
ペルオキシンが担うタンパク質間相互作用
の制御能を定量的に測定する新たな実験系
を構築し、上記の過程（３）での作用機序を
分子レベルで解明することを第一の達成目
標とした。 
	
 AAA ペルオキシンに関しては、既にバキ
ュロウィルス・Sf9細胞を用いた発現系によ
り純度の高いリコンビナントタンパク質の
調製に成功している。これらを機能解析に供
するだけでなく、電子顕微鏡によるタンパク
質複合体の単粒子像解析を行い、ATP 加水
分解や他の因子との相互作用に伴う構造変
化を観察することで、AAA ペルオキシン機
能を明らかにするための構造生物学的な基
盤を得ることを第二の達成目標とした。 
	
 Pex1p のアミノ末端側領域に特異的に結
合する新規アダプタータンパク質を生化学
的に同定する。この新規因子は NSF や
VCP/p97 におけるアダプタータンパク質と
同様に、ATPase 活性やオリゴマー構造の制
御に関わると推測している。その制御メカニ
ズム解明を手がかりとして、ペルオキシソー
ム機能全体の制御メカニズム解明に発展さ
せることを第三の達成目標とした。 
 
３．研究の方法 
	
 研究計画について、以下に述べる３通りの
方向性から研究を遂行した。	
 
	
 まず第一の方向性として、AAAペルオキシ
ンがタンパク質間相互作用を制御する働き
を定量的に測定するための新たな実験系を
構築する。これまで、個々のペルオキシン機
能の解析はそのペルオキシンを欠損した変
異細胞に対するペルオキシソーム形成の相
補活性として形態学的に調べる方法が主で
あった。また、タンパク質間相互作用解析に
ついては、免疫共沈降や two-hybrid システ
ムなどを用いてきた。しかしながら、これら
の方法では結合や解離を定量的に、そして連
続して起きる反応過程を段階的に捉えて解
析することが困難であった。そこで本研究で
は、ペルオキシン機能を測定するための新た
な手法として、表面プラズモン共鳴を応用し
た Biacoreシステムを用いることで、ペルオ
キシンタンパク質間の結合および解離の速



 

 

さを定量的に、そして連続して起きる反応過
程の中の一反応として捉えて解析する。つま
り、ペルオキシソーム膜上で行われているタ
ンパク質間相互作用の変化を、Biacore シス
テムのセンサーチップ上において部分的に
再構成させ、その動的な変化を定量的に測定
する。このような実験系の構築により、ペル
オキシソーム生合成機構の中でも、膜上でな
される Pex5p のターゲッティングからリリ
ースまでの一連の反応過程を解析すること、
特に AAA ペルオキシンによるシャペロン様
の活性とタンパク質間相互作用を制御する
働きに焦点を合わせて解析することが可能
になる。 
	
 次に第二の方向性として、Pex5pのターゲ
ッティングとリサイクリングという一連の
動的変化とその制御に関わるペルオキシン
群を構造生物学的に解析し、機能解明のため
の構造的な基盤を得る。Pex1pや Pex6pと同
じく AAAファミリータンパク質である NSF
や VCP/p97 は、ホモヘキサマーを形成する
こと、そして ATP 加水分解や他の因子との
相互作用による構造変化と機能との相関が
詳細に調べられている。Pex1pや Pex6pにつ
いても最近ようやく純度の高いリコンビナ
ントタンパク質の調製に成功し、また Pex1p
は約 150kDそしてPex6pは約 110kDという
大きさのタンパク質であり、これらによって
構成されるホモまたはヘテロ複合体は、電子
顕微鏡による単粒子像の観察が十分可能で
あると考えている。また、その他のペルオキ
シンについても、タンパク質相互作用に関わ
る機能ドメインについて構造生物学的な解
析を進める。 
	
 さらに第三の方向性として、Pex1pのアミ
ノ末端領域に結合する新規アダプタータン
パク質を同定し、AAAペルオキシン機能制御
のメカニズムを解明する。Pex1pのホモオリ
ゴマーまたは Pex6p とのヘテロオリゴマー
を精製・回収し、これらと共に複合体を形成
するタンパク質を質量分析することで新規
アダプタータンパク質の候補を同定する。こ
うして同定できたタンパク質が Pex1p 機能
や複合体構造を制御する働きを分子レベル
で解析する。 
	
 以上の方向性から、研究を計画そして遂行
した。 
	
 
４．研究成果	
 
(1)	
 AAA ペルオキシンの機能解析、さらには
それらの機能的な標的と推測している
Pex14p の構造生物学的な解析からタンパク
質選別輸送システムの解明を目指して研究
を行った。	
 
	
 Pex1pおよびPex6pの D1D2領域のリコンビ
ナントタンパク質を調製し、それらの ATPase
活性を測定する実験系を構築した。その結果、

Pex1p は３量体を形成し、D2 部分が ATPase
活性を担っていることを明らかにした。この
ATPase 活性を利用して Pex14p のオリゴマー
構造を変換していると推測している。また、
Pex14p がアミノ末端部分で２量体を形成し
ていることを構造生物学的に明らかにし、そ
の機能的な意義について考察した。	
 
(2)	
 AAA ペルオキシンをペルオキシソーム
膜へリクルートする役割を持つ Pex26p が、
膜透過装置の主要な構成ペルオキシンであ
る Pex14p と直接結合し、AAAペルオキシン
が Pex14p-Pex5p複合体と相互作用するため
の足場タンパク質として機能することを明
らかにした。また AAA ペルオキシンの細胞
内局在に重要な役割を果たす Pex26pとの相
互作用をセミインタクト実験系を用いて解
析し、AAAペルオキシンの細胞内におけるダ
イナミックな機能と立体構造の変化を解明
した。さらに AAA ペルオキシンの分子標的
と考えている Pex14p-Pex5p複合体の構造と
結合親和性の相関を表面プラズモン共鳴の
原理に基づいたビアコアシステムを用いて
定量的に解明することで、AAAペルオキシン
の分子機能解明に向けて新たな知見を得る
ことができた。 
(3)	
 AAAペルオキシンが ATP依存的な構造
変化を伴いながらダイナミックに細胞内局
在を変化させていることを明らかにした
(Traffic	
 (2011)	
 12,	
 774-788)。また、AAA
ペルオキシンは Pex26p を介して Pex14p と
相互作用することを見いだし、AAAペルオキ
シンが作用する標的分子は Pex14pを含む膜
透過装置複合体であることを示唆する結果
を得た。さらに、Pex14p を主な構成因子とす
るペルオキシソーム膜透過装置複合体には、
complex	
 I、II、III と名付けた分子量の異な
る３種類の複合体が存在することを Blue	
 
Native-PAGE 解析から見いだした。それぞれ
の複合体を分離・精製することにより構成タ
ンパク質およびその複合体構成を明らかに
し、リポソーム膜上で再構成させることで
Pex5p をリポソーム内腔に輸送させることに
成功した。この再構成実験系の構築により、
これまでその実体が不明であったペルオキ
シソーム膜透過装置の構造および機能解明
に向けて、重要な知見、実験基盤を得ること
ができた。	
 
	
 以上のように、当初、研究目的として設定
した、Pex1pおよび Pex6pといった AAAペ
ルオキシンの作用機序解明を目指した細胞
内動態の解明、そしてこれらと相互作用する
因子を同定するだけでなく、AAAペルオキシ
ンの作用ターゲットと想定した膜透過装置
複合体の実体解明に向けた、複合体の分離・
精製および構造の解析、さらには Pex5p輸送
の再構成実験系の構築にまで発展させるこ
とができた。 



 

 

	
 今後は、ペルオキシソーム膜透過装置複合
体の構造生物学的な解析をさらに進めるこ
と、さらに再構成実験系を駆使することで
Pex5p やマトリックスタンパク質の輸送機
序を分子レベルで解明することを目指す。ま
た、AAA ペルオキシンが、ATP 加水分解の
エネルギーを用いて Pex5pを Pex14pから解
離させ、細胞質へとリサイクリングさせるメ
カニズムを分子レベルで明らかにすること、
また、Pex14p のリン酸化と輸送能の制御に
着目して、細胞外シグナルに応答したペルオ
キシソーム機能制御機構の解明へさらに発
展させることで、ペルオキシソームのみなら
ずオルガネラ機能制御の普遍的なメカニズ
ム解明へと研究を展開させる。	
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