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研究成果の概要（和文）：植物のペルオキシソームは脂質分解や光呼吸などの代謝を担う重要な

オルガネラである。申請者は、これまでに植物ペルオキシソームの形成を担う PEX タンパク質

群を同定してきた。本申請では、これら PEX タンパク質群と協調的に働くタンパク質の同定を

行った。その結果、PEX7 と結合するタンパク質として PEX12, PEX13 および RabE1c を見いだし

た。PEX16 に結合するタンパク質も複数同定することに成功しており、現在その機能を解析中

である。さらに GFP-PEX16 過剰発現株よりサプレッサー変異体を単離する方法を確立した。 

 
研究成果の概要（英文）：Plant peroxisome is an organelle involved in important metabolisms 
such as lipid breakdown and photorespiration. I have identified many peroxins that 
regulate biogenesis of plant peroxisome. Here I tried to identify proteins cooperatively 
work together with these peroxins. As the results, I found PEX12, PEX13 and RabE1c as 
binding partners with PEX7. I also found several proteins bind with PEX16, and am keep 
analyzing function of these proteins. In addition, method to screen suppressor mutants 
from GFP-PEX16 overexpression line was established.  
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１．研究開始当初の背景 
 ペルオキシソームは、広く真核生物の細胞
に存在する直径約１μｍのオルガネラであ
る。植物のペルオキシソームは脂質の分解や
光呼吸などの重要な代謝に関与する。申請者
は、分子遺伝学的な解析からペルオキシソー
ムの形成に関与する PEXタンパク質群の同定
に成功した。これらタンパク質の機能を解析

するためのツールとして GFP-PEX16 や
GFP-PEX7を含むGFP融合型PEXタンパク質を
過剰発現する形質転換シロイヌナズナを作
成した。上述の形質転換体のうち、特に
GFP-PEX16 過剰発現株は細胞内のすべてのペ
ルオキシソームがひとかたまりに凝集する
という特異な表現型を示した。作成した GFP
融合型 PEX タンパク質の過剰発現株は、植物
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におけるペルオキシソームの形成機構を解
析する上で優れた実験系を提供すると考え
られた。 
 
２．研究の目的 
 これまで分子遺伝学的な解析から、さまざ
まな PEX 遺伝子群を同定したが、それらの機
能は不明な点が多い。そこで、PEX16 をはじ
めとする GFP 融合型 PEX タンパク質過剰発現
株を用いることで、PEX タンパク質と協調的
に働くタンパク質の同定をめざした。 
 
３．研究の方法 
 本研究は以下の３つの方法によって推進
した。 
（１）BiFC 法によるタンパク質間相互作用の
解析 
 申請者がこれまでに同定した多数の PEXタ
ンパク質同士の結合活性を測定した。測定に
は、split YFP をベースにしたパーティクル
ボンバートメントによる BiFC 法を用いた。 
 
（２）免疫沈降−MS 解析による新規結合タン
パク質の探索 
 GFP-PEX16やGFP-PEX7過剰発現株から得た
タンパク質粗抽出液に抗 GFP 抗体を加え、
ProteinA をコートした磁気ビーズを用いる
ことで、GFP 融合型 PEX タンパク質を精製し
た。この操作によって PEX タンパク質と共沈
殿したタンパク質を質量分析機によって同
定した。 
 
（３）GFP-PEX16 過剰発現株のサプレッサー
変異体スクリーニング 
 GFP-PEX16 過剰発現株を再度変異源処理し、
この過剰発現株に特徴的な表現型を失った
サプレッサー変異体を単離、解析することで
PEX16 と協調的に働く遺伝子の同定を試みた。 
 
４．研究成果 
 BiFC 法によるタンパク質間相互作用の解
析からは、PEX7 が PTS2 と呼ばれるペルオキ
シソームタンパク質と結合すること、ペルオ
キシソーム膜タンパク質である PEX12および
PEX13 と結合することを示すことができ、論
文発表（Plant J.）した。 
 免疫沈殿−MS 解析では、PEX7 および PEX16
と結合する複数の新規タンパク質を同定し
た。これらのうち、PEX7 に結合するタンパク
質 RabE1c は PEX7 がペルオキシソームタンパ
ク質の輸送を行った後、再利用されるか、分
解消去されるかを決める上で重要な役割を
果たしていることが示し、論文発表（J. Biol. 
Chem.）した。PEX16 結合タンパク質について
は、引き続き機能解析を継続する必要がある。 
 GFP-PEX16 過剰発現株のサプレッサー変異
体スクリーニングについては、変異源処理後

の植物の生育が極端に悪いことが判明し、当
初の予定から大きく遅れた。発芽条件の検討
を行った結果、助成期間の後半になってスク
リーニングを開始することが可能となった。
すでに、複数の変異体候補を同定している。
これらのうちには、GFP-PEX16 過剰発現株に
見られたペルオキシソームの凝集が消失し、
野生型に近い表現型を示すものも含まれて
いる。今後ともスクリーニングを継続し、分
子遺伝学的な解析を行う必要がある。 
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