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研究成果の概要（和文）：ペルオキシソームの形成とその障害の分子基盤の解明に取り組んだ。代表的成果とし
て、ペルオキシソームの細胞内移動を担うMiro1バリアント分子の発見、酸化ストレス時の過酸化水素分解酵素
カタラーゼによる細胞死防御戦略の発見、ペルオキシソーム分裂を担う超分子ナノマシンの単離とペルオキシソ
ームやミトコンドリアの分裂に必須なGTP供給因子Dynamo1の発見、ペルオキシソーム形成因子Pex14のC末端領域
を欠失したPex14ΔC/ΔCマウスの確立と解析により、小脳形成障害はBDNF-TrkBシグナル伝達系不全によること
を発見、すなわち世界最初のペルオキシソーム欠損症の小脳形成障害機構の解明等がある。

研究成果の概要（英文）：We have investigated peroxisome biogenesis and human deficiency disorders 
(PBD). A number of outcomes include 1) we identified two splicing variants localized to peroxisomes 
of human mitochondrial Rho GTPase-1 (Miro1), both being involved in microtubule-dependent long-range
 movement of peroxisomes; 2) we discovered that the catalase released from peroxisomes via BAK pore 
eliminates H2O2, a toxic and major causative of the oxidative stress, in the cytosol for cell 
survival; 3) we discovered that the 17-kDa nucleoside diphosphate kinase-like protein, DYNAMO1, 
locally generates GTP in mitochondrial division and peroxisome-dividing machineries; 4) to uncover 
the pathological mechanisms underlying PBD, we established a new PBD mouse model that is defective 
in Pex14, termed the Pex14ΔC/ΔC mouse. The Pex14ΔC/ΔC mouse shows an impaired dendritic 
development of Purkinje cells in cerebellum that is caused by a dysregulation of the brain-derived 
neurotrophic factor (BDNF)-TrkB pathway.

研究分野：分子細胞生物学、細胞機能とオルガネラホメオスタシス

キーワード： ペルオキシソーム　PEX遺伝子　カタラーゼ細胞内輸送制御　プラスマローゲン　神経形成障害　脳由来
神経栄養因子(BDNF)　ノックアウトマウス

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
細胞機能の発現は、新生タンパク質の細胞内小器官への選別輸送・局在化により実現される。その障害は、オル
ガネラ欠損症などの重篤な病態をもたらす。本研究では、ペルオキシソームの形成と欠損症の分子基盤解明に取
り組んだ。代表的成果として、ペルオキシソームの細胞内移動を担うMiro1分子の発見、酸化ストレス時のカタ
ラーゼによる細胞死防御戦略の発見、ペルオキシソームやミトコンドリアの分裂に必須なGTP供給因子Dynamo1の
発見、世界で初めてのペルオキシソーム欠損症の小脳形成障害機構の解明等がある。多くの新知見は他のオルガ
ネラの生体内恒常性維持機構とその破綻の解明研究にも大きな波及効果を有する。

※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、研究者個人に帰属されます。
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１．研究開始当初の背景 

 

 真核細胞は構成するオルガネラに固有の新規合成タンパク質を局在化することにより高度な
細胞機能を実現させている。オルガネラは細胞に課せられた要求に応答して各オルガネラの量、
構成成分、構造をダイナミックに変化させる仕組みと機能の恒常性を維持する機構の両方を備
えている。従って、オルガネラの恒常性維持と機能適応メカニズムの統括である「オルガネラ
スタシス」の解明は、オルガネラの形成、動的制御、品質管理という一連のネットワークシス
テムで達成される細胞の機能発現に基づいた生命活動を理解するうえでの極めて重要な研究課
題である。ペルオキシソーム(peroxisome) は多くの必須な代謝機能を有し、その障害は遺伝性
の致死的疾患をもたらす（図１）ことから、これら課題解明のモデルオルガネラとして精力的
な研究として進展している。 

 近年、ペルオキシソーム形成因子（peroxin，ペルオキシン）の同定に関する研究は目覚まし
い進展を遂げ、現在までに本代表者らは１３種の相補性群に分類されるペルオキシソーム欠損
性 CHO 細胞変異株を分離、ついでそれらの相補遺伝子すなわちペルオキシソーム形成に必須
な一連のペルオキシン遺伝子 (PEX) の単離に成功、Zellweger 症候群など先天性代謝異常症
であるヒトペルオキシソーム欠損症の１０以上の病因遺伝子を解明した（図２）。 

以上の状況から、個々のペルオキシンの機能解明によるペルオキシソームの形成、分裂など
の素過程の解析をさらに進展させると同時に、これら一連の素過程の統合的な制御によるペル
オキシソームの動態と機能の恒常性維持機構（ペルオキシソーム−ホメオスタシス）を明らか
にすることが可能な段階に至ったといえる。一方、「なぜペルオキシソーム欠損が重篤な神経疾
患を発症するのか」という根本的な問いに対する解答は未だ得られていない。ペルオキシソー
ム欠損症患者ではペルオキシソーム形成不全を原因とする広範な組織の機能異常が所見される
が、とくに神経発生・分化障害および神経変性を特徴とする脳機能障害が顕著である。ペルオ
キシソーム欠損性マウスの確立とその解析等により、この本質的課題を追究可能な情況と判断
される。 

図１．Zellweger 症候群患者とペルオキシソーム形成障害. 

A, Zellweger 症候群(脳・肝・腎症候群)患者。筋緊張低下、顔貌異常、肝腫大、精神運動発達遅延など多
発奇形を呈する。B, 健常者線維芽細胞(a)、 Zellweger 症候群患者由来線維芽細胞(b)の抗カタラーゼ抗
体による免疫蛍光抗体染色。正常細胞では顆粒状のペルオキソームが多数観察されるが、患児細胞ではペ
ルオキシソームは認められない。 

図２. 哺乳動物ペルオキシソーム形成因子ペ

ルオキシンの細胞内局在とその機能. 

哺乳動物系ペルオキシンとその細胞内局在

を示す。ペルオキシソーム標的化シグナル

PTS1-タンパク質は PTS1 受容体, Pex5 (２

種のアイソフォーム, S 型および内部に 37 

アミノ酸挿入配列を含む L 型)により運ばれ

るが、PTS2-タンパク質は Pex5L-Pex7 

-PTS2 カーゴ複合体として輸送され、主と

して Pex14、Pex13、RING フィンガーペル

オキシン-Pex2、Pex10、Pex12-から構成さ

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。Pex5 はペルオキシソーム膜

上において保存されたシステイン残基にモ

ノユビキチン(Ub)化修飾を受け、その後 Ub 化 Pex5 を認識する AWP1 (p40)、および Pex26 によりペ

ルオキシソーム膜上にリクルートされた Pex1-Pex6 複合体の ATP 加水分解活性依存的にサイトゾルへ

エクスポートされる。Pex3、Pex16、Pex19 はペルオキソーム膜アセンブリーを担う。Pex3 を除くペル

オキソーム膜タンパク質は、Class I 経路を介して Pex19 依存的に Pex3 へ標的化される。一方、Pex3 は 

Class II 経路により Pex19依存的に Pex16 へ標的化される。３種のアイソフォーム Pex11、ダイナミン

様タンパク質 1(DLP1)、Fis1 および Mff はペルオキソームの増殖・分裂に関わる。 

 

２．研究の目的 

 

本研究では、多くの重要な代謝機能を有し、その障害が遺伝性の致死的疾患をもたらすペル



図３．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。 

図４. P7BP2タンパク質の AFM観察像． 

６個の AAA+ドメインを持つ P7BP2は、ダイニン
様の擬似６回リング構造をとる。P7BP2 は円盤様
の形状で観察されるが、a-cは閉じたリング構造を、
d-f は小さな溝（矢頭）を伴う開いたリング構造を
持った像を示す。a の数字は６個のサブ構造を示
す。Scale bar, 50 Å. 

オキシソームをモデルとした、タンパク質細胞内選別輸送、ペルオキシソーム動態制御機構、
それらの障害に起因する病態発症の分子レベルでの解明などに取り組んだ。すなわち、これら
の統合的理解によりオルガネラスタシス制御の分子基盤とその障害の分子機構を解明すること
を目的とした。 

 

３．研究の方法 

 
A)ペルオキシソーム形成の分子機構 

ペルオキシソーム欠損性 CHO 細胞変異株やペルオキシソーム欠損症患児由来線維芽細胞、 
セミインタクト細胞や in vitro でのペルオキシソームタンパク質輸送解析系を用いた解析によ
り、ペルオキシソーム形成機構を解明する。 

B)ペルオキシソーム形成障害の分子機構 

高次生命機能におけるペルオキシソームの役割とその異常を起因とする障害メカニズムを解
明するため、PEX 遺伝子ノックアウトマウスなど病態モデル動物系や神経細胞培養系を用いて、
ペルオキシソームの機能、とくに分化・形態形成・脳神経形成の障害機構を解析する。 

 
４．研究成果 
 
 以下、成果を項目別に列記する。 
(1) カタラーゼのサイトゾル局在化による新規酸化ストレス応答機構 

 過酸化水素分解酵素カタラーゼはペル
オキシソーム内腔タンパク質である。
VDAC2 を受容体としてミトコンドリア
に輸送されるアポトーシス促進因子
BAK は、ペルオキシソームにも一部局
在化することで、ペルオキシソームから
サイトゾルへのカタラーゼ放出に関与
することを発見した。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
ーシス制御機構を見出した（Fujiki et al. 

Mol. Cell. Oncol. 2017: 図３）。また、酸
化ストレス依存的な膜透過装置構成因
子 Pex14のリン酸化誘導によりカタラー
ゼのペルオキシソーム輸送を抑制する
ことで細胞の酸化ストレス抵抗性を高
めるという新規抗酸化ストレス応答機
構も発見した（Okumoto et al. bioRxiv. 

2020）。さらに、ヒト全遺伝子に対する
網羅的な機能阻害スクリーニングにより過酸化水素によるストレス毒性の制御に関わる遺伝子
群を発見、上記の研究成果とは独立に細胞の酸化ストレス抵抗性獲得におけるサイトゾル局在
性カタラーゼの重要性を見出した（Dubreuil et al. Cell Rep. 2020）。 

 

(2) ペルオキシソーム局在性 Miro1 によるペルオキシソームの細胞内長距離移動 

ミトコンドリア外膜局在性の Mitochondrial Rho GTPase-1 (Miro1)に関して、新たに２種のペル
オキシソーム局在型ヒト Miro1 スプライシングバリアント(Var2 & Var4)を同定した。これらは、
Pex19 との結合領域を含む挿入配列に依存してペルオキシソームへ輸送され、これまで分子機
構が未解明であった哺乳類ペルオキシソームの微小管依存的な細胞内長距離移動を担うことを
発見した（Okumoto et al. J. Cell Biol. 2018）。 

 

(3) ペルオキシソームに局在する新規ダイニンタイプ AAA+タンパク質の同定と解析 

Pex7は、ペルオキシソーム標的化シグナル 2型（PTS2）
を有するタンパク質をペルオキシソームに輸送する

PTS2受容体である。今回、Pex7の免疫沈降共沈物の質量分析により、新規 Pex7 結合タンパク



図５. Pex14ΔC/ΔCマウスにおける小脳プルキンエ細胞の形態形成障害． 
野生型マウスにおいては BDNF が TrkB-TK+に結合し自己リン酸
化(Ⓟ)を誘導し、下流の ERKおよび AKTのシグナル伝達系の活性
化を介してプルキンエ細胞の樹状突起形成を導く(左)。Pex14ΔC/ΔC

マウスでは BDNFおよび TrkB-T1 が増加しており、下流のシグナ
ル伝達系を不活性化させ形態形成異常をきたす(右)。 

A 

B 

図６. (A) DYNAMO1 からの
GTP 供給による
DYNAMO1-Dnm1 複合体繊
維の収縮．MD ringや POD 

ringを構成する
DYNAMO1-Dnm1 複合体繊
維は、DYNAMO1 による
GTP 合成により著しく収縮
し、オルガネラ分裂の駆動力
となる。 

(B) MD ringと POD ring収縮
における DYNAMO1 作用機
構のモデル図． 

質 P7BP2 (Pex7 Binding Protein 2, 別名: KIAA0564)を同定した。解析の結果、P7BP2 はミトコン
ドリアとペルオキシソームの両オルガネラに存在し、P7BP2 のペルオキシソーム局在化は N末 

66-79 アミノ酸領域に存在する PTS2 配列に依存すること、これまでのゲノム解析から３つの
AAA+ドメインが報告されていたが、C 末領域にコンセンサス配列から外れた AAA+ドメイン
がさらに３つ存在することを見出した。さらに、組換え P7BP2 タンパク質の原子間力顕微鏡
(AFM)観察から、P7BP2 がダイニンと同様に単量体で擬似６回リング構造をとることを明らか
にした（図４）。ペルオキシソームとミトコンドリアにおいて，このダイニン様 AAA+タンパク
質がどのような機能を有するのか，非常に興味深い（Niwa et al. J. Biochem. 2018: JB 論文賞受賞）。 
 

(4) ペルオキシソーム欠損症における小脳形態形成障害の病態発症機構の解明 

致死性のペルキシソーム形成異常症で
は中枢神経系障害とくに神経細胞遊走障
害や小脳形態異常などを呈するが、これら
の病態発症の分子機構は不明であった。
我々が確立したペルオキシソーム形成因
子 Pex14 の C-末端領域を欠失した
Pex14ΔC/ΔC マウスを用いて、神経栄養因子
brain-derived neurotrophic factor (BDNF)と
その不活性型受容体 TrkB-T1 の発現上昇
がペルキシソーム形成異常症における小
脳形態形成障害の原因であることを初め
て見出した（図５）。すなわち、この発見
は世界で初めての本症の病態発症機構解
明として高く評価されてい
る（Abe et al. Life Sci. Alliance 

2018）。さらに、サイトゾル
局在性カタラーゼがサイト
ゾルの NADH やグルタチオ
ン等の還元性代謝産物の増
加を導き、BDNF の発現上昇
を誘導していることを見出
した（Abe et al. J. Biol. Chem. 2020）。 
 
(5) ペルオキシソーム分裂の制御機構 

単細胞紅藻 C. merolae (シゾン)を用いて、ペルオキシソームの分裂が Dnm1 (DLP1)を含むリ
ング構造の超分子ナノマシン peroxisome-dividing (POD) machinery の収縮による膜の分断によ

り行われることを明らか
にしている。今回、ペルオ
キシソームから単離した
POD machinery のプロテ
オーム解析により、新規因

子DYNAMO1 を同定した。DYNAMO1 は POD machinery に加えてmitochondrion-dividing (MD) 

machinery の構成因子の一つであり、Dnm1 と直接結合すること、分子内の nucleoside 

diphosphate kinase (NDPK)ドメインにより ATP を GTP へと変換する活性を有することを見出
した。分裂装置の in vitro 再構築実験において DYNAMO1-Dnm1 複合体繊維の形成が観察され
（図６A, 左）、ATP の添加により GTP を産生させると、複合体繊維は急激に収縮することが
判明した（図６A, 右）。以上の結果から，DYNAMO1 と Dnm1 はペルオキシソームやミトコ
ンドリアの分裂面の外側でリング構造を形成し、DYNAMO1 が局所的に生成する GTP をエネ
ルギー源として、Dnm1 が収縮力を発揮し膜をくびり切ることが世界で初めて判明した（Imoto 

et al. Nat. Commun. 2018）（図６B）。また、細胞周期における総 GTP 量の調節因子として機能



すると推察される DYNAMO2 の同定にも成功した（Imoto et al. Proc. Jpn. Acad. Ser. B. 2019）。 

 

(6) PTS2タンパク質の輸送に必要最小限なサイトゾル因子は Pex7 と Pex5Lである 

 哺乳動物細胞において、新規合成された PTS2-タンパク質はサイトゾルで PTS2 受容体であ
る Pex7に認識され、さらに Pex7には PTS1 受容体 Pex5 の long isoform (Pex5L)が結合するもの
の（図２参照）、Pex7および Pex5L以外のサイトゾル因子の関与については不明であった。今
回、細胞膜のみを選択的に透過性にしてサイトゾルを除去したセミインタクト化細胞と精製組
換えタンパク質を用いて、PTS2-タンパク質輸送の再構成実験系を構築し解析を行った。その
結果、PTS2-タンパク質のペルオキシソーム輸送は、Pex7 と Pex5L のみで必要かつ十分である
ことを明らかにした（Mukai et al. Biochim. Biophys. Acta - Mol. Cell Res. 2019）。 

 

(7) PEX26 遺伝子変異による難聴発症 

非症候性難聴患者家系のエクソーム解析（米国コロンビア大学との共同研究）により、ペル
オキシソーム膜に局在する Pex26 中にアミノ酸置換(F51L)をもたらす DNA 変異を７人兄弟中
４例同定した。この患者由来の線維芽細胞の形態学的観察では顕著な障害は認められなかった
が、変異型 Pex26の不安定化に起因する Pex14 との結合能低下、および軽度のペルオキシソー
ムマトリクスタンパク質の輸送障害を見出した。この症例ではこれまでに報告されている重篤
なペルオキシソーム欠損症とは全く異なる病態を示し、PEX26 の変異によって聴覚低下・損失
のみをきたすものである。ここで得られた Pex14 に対する Pex26 結合能の低下が聴覚損失の病
因になるという知見は、ペルオキシソーム代謝障害が神経系の発達および維持に異常をきたす
病態発症のメカニズム解明に大きく寄与するものと期待される（Tanaka et al. Cold Spring Harb. 

Mol.Case Stud. 2019）。 

 

(8) プラスマローゲン合成障害マウスの小脳における liver X 受容体依存的転写活性低下と標的
遺伝子 

  エーテルリン脂質プラスマローゲン合成障害性マウスの小脳では、脳のコレステロール代謝
を担う ATP binding cassette transporter A1(ABCA1)や apolipoprotein E (APOE)、さらにはミエリン
形成に必須なミエリン塩基性タンパク質(MBP)などのmRNA量が低下していることを見出した。
これら一連の遺伝子の転写は、liver X 受容体(LXR)を介して促進されることが知られている。
従って、プラスマローゲン合成障害マウスの小脳におけるコレステロール合成低下は,コレステ
ロールを前駆体とし、かつ脳内で最も豊富な LXRのリガンドとして機能する 24-ヒドロキシコ
レステロール(24OHC)の生合成抑制に起因する LXR の転写活性低下とその標的遺伝子である
MBP などの発現抑制によって、ミエリン形成の障害を呈するものと推察された（図７）（Honsho 

et al. J. Biochem. 2019）。 

図７．プラスマローゲンの構造，

生合成制御と生理機能 .  A,プ

ラスマローゲンは sn-1位にビニ

ルエーテル結合を有する（点線

四角）。 B,プラスマローゲンの

生合成はペルオキシソームで開

始され、７段階の反応を経て小

胞体で完了される(a)。その後，

プラスマローゲンは細胞膜へと

輸送される(b)。プラスマローゲ

ンの生合成は、細胞膜の内葉

(inner leaflet)に存在するプラス

マローゲンがセンシングされ

(c)、その情報に基づいたプラスマローゲン生合成の律速酵素である Far1 の発現量調節によって制御され

る(d)。プラスマローゲンの欠損や低下は、コレステロール生合成を担う酵素 squalene monooxygenase (SM)

の分解を抑制し,その発現量を増加させ(e)、24,25-epoxycholesterol (24,25EC)の生合成を促進する一方、コ

レステロールの生合成を抑制する。脳では、グリア細胞で合成されたコレステロールは、リポタンパク質

依存的に神経細胞へと輸送され(f)、一部のコレステロールは、プルキンエ細胞などの神経細胞にのみ発現

する酵素によって 24-hydroxycholesterol (24OHC)へと変換される(g)。24OHCは脳に最も多く存在する liver 

X receptor (LXR)のリガンドである(h)。小脳のプラスマローゲンの合成障害は、コレステロールおよび

24OHCの合成を抑制し、その結果 LXRの標的遺伝子の発現を低下させる(h)。このような一連の代謝異常

によって小脳のミエリン形成が障害されるものと推察される。    
 
(9) プラスマローゲン生合成機構 : acyl/alkyl dihydroxyacetonephosphate 還元酵素 (DHRS7B) の
ペルオキシソームと小胞体への標的化機構 

ペルオキシソーム膜タンパク質の大部分は、その標的化因子である Pex19 とペルオキシソー
ム膜上の受容体 Pex3 に依存してペルオキシソーム膜へ挿入される（図２参照、Class-I 経路）。
ペルオキシソームおよび小胞体に局在するプラスマローゲン生合成経路第３段階触媒酵素
DHRS7B に関し、その両局在化機構を明らかにした（論文投稿中）。 
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