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研究成果の概要（和文）： 
 十数種のペルオキシソーム形成因子（PEX 遺伝子産物、ペルオキシン）のオルガネラ形成過程にお

ける生化学的機能、とくにペルオキシソーム膜形成初期過程やマトリックスタンパク質輸入過程の分子

機構、さらにはペルオキシソーム形態制御や分解（ペキソファジー）の分子機構の解明を目指した。そ

の結果、ペルオキシソーム膜形成の機構解明、局在化シグナル受容体 Pex5p の Cys-ユビキチン化に

よるシトゾール-オルガネラ間リサイクル機構の解明と必須因子Awp1 の発見など、多くの知見を得た。 

研究成果の概要（英文）： 
Our representative findings include 1) peroxisomal membrane is assembled by Pex3p, 
Pex16p and Pex19p; 2) in peroxisome-cytoplasmic shuttling of matrix protein 
transporter Pex5p, Cys-ubiquitination of Pex5p and soluble factor AWP1 are essential 
for the Pex5p exit. 
 
交付決定額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
２００７年度 12,700,000 0 12,700,000 

２００８年度 12,700,000 0 12,700,000 

２００９年度 12,700,000 0 12,700,000 

２０１０年度 18,100,000 0 18,100,000 

２０１１年度 12,700,000 0 12,700,000 

総 計 68,900,000 0 68,900,000 

 
研究分野： 
科研費の分科・細目： 
キーワード：ペルオキシソームの形成機構、CHO 変異細胞、ペルオキシン、Pex5p リサイク
ル、ユビキチン化、ペルオキシソームの分裂と形態制御、DHA、品質管理 
 
１．研究開始当初の背景 
細 胞 内 小 器 官 ペ ル オ キ シ ソ ー ム 

(peroxisome) は多くの重要な代謝機能を有
し、その障害は遺伝性の致死的疾患をもたら
す。先天性代謝異常症ペルオキシソーム病の
病因遺伝子も含め、多くの遺伝子に支配され
たペルオキシソームの形成・制御とその障害
や分解の分子機構の全貌はまだ明らかにさ
れておらず、それらの解明は急務的課題であ
る。従って、ペルオキシソームの形成・分裂

形態制御機構およびその障害機構の研究は、
タンパク質の細胞内選別輸送、オルガネラの
形成、生体膜形成機構などいわゆるプロテイ
ンキネシスの課題解明へのモデルオルガネ
ラとして期待されている。また形態形成・脳
形成障害のメカニズム解明につながること
から、医学領域への貢献も大きい。 
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、哺乳動物系では 13 種類の
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PEX が同定されており、我々はそのうち
PEX1, PEX2, PEX3, PEX5, PEX6, PEX7, 
PEX12, PEX13, PEX14, PEX19 および
PEX26 を CHO 変異細胞を用いて、また
PEX10, PEX16は EST-法により単離した。
この成果により、世界中でしのぎを削り探し
求めたヒト先天性ペルオキシソーム欠損症
13 相補性群に対するすべての病因遺伝子が
解明されたことになり、高い評価を受けてい
る。命題であるペルオキシソーム形成機構の
全容解明には、必須なすべてのペルオキシン
の同定だけでなく、それら個々の機能ならび
に発現と相互作用制御、さらには分裂や形態
制御を時間的・空間的に分子レベルで明らか
にすることが必要不可欠である。 

 
２．研究の目的 
高等動物ペルオキシソームの形成機構の

研究は我々が世界に先駆けて開拓した領域
であり、オリジナリティの高い成果が期待さ
れる。現在までに同定・単離した 13種の PEX
遺伝子（産物）の細胞生化学機能に関しては、
マトリックスタンパク質の輸送・移入機構膜
アセンブリー過程、分裂・増殖過程などの全
体像はほとんど明らかになっていない。従っ
て、ペルオキシソームの形成と障害および機
能発現制御を解明するための分子基盤を導
き出すこと、さらにはオルガネラ形成・形態
制御過程においてペルオキシン群がどのよ
うな時空間的遺伝子発現システムに基づい
た分子動態を構築しているかについて解明
することを本課題研究の目的とした。 

 
３．研究の方法 
本課題研究では、以下の項目・手法を対象

とした。 
１)ペルオキシソーム形成障害性 CHO 変異細
胞の分離と解析 
２)ペルオキシソームマトリックスタンパク
質の輸送・局在化機構の解析 
３)ペルオキシソーム膜タンパク質の輸送と
膜形成機構の解明 
４)ペルオキシソーム誘導・増殖・分裂制御
系の解明 
5)ペルオキシソーム生理機能の調節機構の
解明 
６) ペルオキシソーム分解の解析系の確立  
７) エーテルリン脂質プラスマローゲンの
合成制御機構の解明 
８） PEX遺伝子ノックアウトマウスの確立と
脳・神経形成や器官形成異常のメカニズムの
解明 
 
４．研究成果 
１) 新規 pex5 CHO変異株 ZPEG241の分離と
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）。 
 

２) 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 
a) 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 、 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、独自に構築したセ
ミインタクト細胞を用いた in vitro targeting 
assay 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)。 
b) b-1)マトリックスタンパク質輸送に必要不
可欠である Pex5pのサイトゾル-オルガネラ間
のシャトリングにおいて、ペルオキシソーム
膜上で Pex5p の N末領域に存在する酵母から
ヒトまで完全に保存されたシステイン残基が
DTT(dithiothreitol)感受性のモノユビキチン化
を受けることを in vivoで証明し、この独特な
修飾が Pex5p のエクスポートに必須であるこ
とを明らかにした （Okumoto et al. Traffic 
2011）。 
 b-2)さらに、Pex5p のペルオキシソームから
のエクスポートを促進する新規因子として、
ユビキチン結合性タンパク質 Awp1/ZFAND6
（p40と略）をラット肝臓サイトゾルから生化
学的に精製、同定した (Miyata et al. 2012)。p40
は正常なマトリックスタンパク質の輸送に必
要であり、上記ペルオキシソーム膜上の Cys-
ユビキチン化 Pex5p と AAA-ATPase ファミリ
ーPex6p の両方に相互作用することで Pex5p
のエクスポートを制御することを見出した。 
c) Pex5p の膜上ドッキング因子 Pex14p の構造
と機能制御機構の解明へ向けた取り組みとし
て、N-末端領域(アミノ酸配列 25-70)の結晶構
造、特に Pex5p の WXXXF/Y モチーフとの結合
部位を明らかにし、さらには上記 Pex14p の N-
末端領域と Pex5p の WXXXF/Y モチーフとの結
合依存的な動態解析に成功し、その単量体-２
量体間変換の分子形状を明らかにした。（Su et 
al. 2009; 2010）。 
 
３) 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因子、Pex3p、Pex16p、
および Pex19p に関し、Pex19p が新規合成ペル
オキシソーム膜タンパク質と細胞質ゾルで複
合体を形成、膜上の Pex3p へ輸送・局在化さ
せることにより、膜形成が起きること(Class I 
pathway)を先に明らかにしている。本研究で
は、Pex19p は同様に新規合成 Pex3p と複合体
を形成、膜上の Pex16p へ標的化することによ
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)。 



 

 

 
4) ペルオキシソーム誘導・増殖・分裂制御系
の解明 
a)ペルオキシソーム誘導制御の分子機構解明
の一環としてペルオキシソーム増殖剤応答
性受容体の１種、PPARαの核内移行シグナ
ル(NLS)を同定(Iwamoto et al. 2011)、ついで
PPARαのもう一つのシグナルNLS2と PPAR
γの NLS1, NLS2および両 PPARの核外移行
シグナル  (NES：NES1,NES2)を発見した
(Umemoto & Fujiki 2012)。 
b) ペルオキシソーム形態制御因子 Fis1 の発見 
ペルオキシソームの形態制御因子として CHO変
異細胞 ZP121 を用いて見出したダイナミン様タン
パク質 DLP1 のペルオキシソーム膜上レセプター
として Fis1 を形態学的および生化学的手法によ
り見出した。加えて、Fis1 は Pex11p とも結合した
ことから、これら３者複合体の協奏的作用によりペ
ルオキシソームの分裂とその調節が行われてい
るものと推察した(Kobayashi et al. 2007)。 
c) 脂肪酸 β-酸化系単独酵素欠損症患者由来
線維芽細胞では、極長鎖脂肪酸の蓄積、DHA 
(docosahexaenoic acid, C22:6n-3)合成量の低下
とともに、ペルオキシソーム数の減少、肥大
化等の形態異常が認められる。培地中への
DHA添加によりペルオキシソームの数、形態
が回復すること、この過程は Pex11pbとDLP1
依存的であること、ペルオキシソームの分裂
に先立って、あるいは分裂時に DHA 含有リ
ン脂質による Pex11pβのオリゴマー化が誘導
されるなど、ペルオキシソーム分裂のメカニ
ズムの解明に成功した（Itoyama et al. 2012）。 
 
５) ペルオキシソーム生理機能の調節機構 
a) Pex5p結合タンパク質としてペルオキシソ
ームマトリックスセリンプロテアーゼ
Tysnd1と PsLonを同定し、Tysnd1が脂肪酸 β
酸化系酵素のプロセシング酵素であること、
その過程が脂肪酸 β酸化の活性維持に必要で
あること、Tysnd1のプロテアーゼ活性が自己
切断による不活性化とそれに続く PsLon による
分解により制御されていることを発見した
（Okumoto et al. JBC 2011）。 
b) 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。 
 
６) ペルオキシソームの分解 
動物細胞でのペルオキシソーム恒常性の分
子機構解明を目指している。本研究では、
ペルオキシソーム特異的なオートファジー
と思われる現象（リソゾームでの分解）が、
LC3(Atg8)とペルオキシン Pex14p 依存的に
起きることを、初めて見出した(Hara-Kuge & 

Fujiki 2008)。この過程は、ほ乳動物細胞に
おけるペルオキシソームのホメオスタシス
維持の一機構と推察される。 
 
７) エーテルリン脂質プラスマローゲンの
合成制御機構 
 ペルオキシソームは、リン脂質プラスマロ
ーゲンの生合成経路のうち初期2段階反応を
dihydroxyacetone-phosphate acyltransferase （
DHAPAT) お よ び alkyl-dihydroxyacetonep- 
hosphate synthase（ADAPS）により担う。 
a) プラスマローゲンの機能と輸送機構の解
明を目的とし、 ADAPS障害性CHO変異細胞株
ZPEG251の分離に成功した。プラスマローゲ
ンのペルオキシソーム-小胞体での生合成終
了後の膜への輸送経路を検討した結果、
post-Golgi区画に局在化した。その輸送はATP
依存性であるが、微小管形成や小胞輸送の阻
害剤の影響は受けない経路を辿ることも見出
した(Honsho et al. 2008)。 
b) プラスマローゲンの生合成の調節に関し
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
定性制御を介した活性調節によって達成され
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(Honsho 
et al. 2010; “Paper of the Week” として掲載)。 
 
８）脳・神経形成や器官形成異常のメカニズ
ムの解明 
ペルオキシソーム欠損症の病態モデルマウ
スを用いた解析系の確立に向けて、ペルオキ
シソーム形成因子 (PEX 遺伝子) のひとつで
ある PEX14ノックアウトマウスの作製に成功
し、解析中である。 
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