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研究成果の概要（和文）：　ペルオキシソームの形成には、Pex3pとPex19やPex5pとPex14の相互作用が必要ある。また
、ペルオキシソーム膜タンパク質の局在化をPex3p結合タンパク質が制御している可能性がある。そこで、ヒトcDNAラ
イブラリーを用いるyeast two-hybrid法を構築し、Pex3pと相互作用する10種の候補タンパク質を見出した。
　また、原虫はペルオキシソームと類似したグリコソームをもつ。グリコソーム形成阻害をターゲットとした新規原虫
感染症治療薬開発のため、原虫Pex5p-Pex14p間相互作用を評価する新規High-throughput assay系を構築した。

研究成果の概要（英文）：Pex3p, Pex19p and Pex5p, Pex14p are essential for the biogenesis of peroxisome. Pu
tative Pex3p binding protein is suggested to regulate insertion of peroxisomal membrane proteins into the 
peroxisome. To identify the binding protein, we established yeast two-hybrid system using human cDNA libra
ry and found ten putative proteins. 
     Trypanosome has glycosome that resembles to human peroxisome. Impaired biogenesis of glycosome is kno
wn to show fatal effect for trypanosome. As an application of the knowledge about biogenesis of peroxisome
, we tried to develop the therapeutic compounds for trypanosomiasis. We established a high thoughput scree
ning system to identify chemical compounds that inhibit the interaction between Pex5p and Pex14p. Using th
is screening system, we started to screen chemical libraries to find effective compounds. 
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１．研究開始当初の背景 
 ペルオキシソーム形成に関わるタンパク
質を Peroxin（Pex）と呼ぶ。ペルオキシソー
ム膜タンパク質の局在化では、遊離型ポリソ
ーム上で翻訳されたペルオキシソーム膜タ
ンパク質が、細胞質で Pex19p と複合体を形
成し、Pex19p とペルオキシソーム膜上の
Pex3p との相互作用を介し、膜へと挿入され
る。この過程で、Pex19p 上のペルオキシソー
ム膜タンパク質は、ペルオキシソーム膜上の
受容体に認識され、トランスロコンを介して
膜に挿入されると推定されが、その実体は不
明である。 
 実際、ペルオキシソーム膜タンパク質と複
合体を形成させた Pex19p と遊離型の Pex19p
との間で、Pex3p との結合性が変わらないこ
とより、細胞内では、Pex19p-ペルオキシソー
ム膜複合体がペルオキシソーム膜上の Pex3p
と結合した後、ペルオキシソーム膜タンパク
質を膜へ挿入し、遊離型 Pex19p を細胞質へ
リサイクリングさせる因子（タンパク質）が
存在すると予想される。よって、ペルオキシ
ソーム膜上の Pex3p と相互作用するタンパク
質を同定し、その機能を解析することが重要
である。 
 一方、トリパノソーマやリーシュマニアな
どの病原性原虫は、ヒトペルオキシソームと
類似したグリコソームをもつ。グリコソーム
と呼ばれる所以は、各種の糖代謝系酵素がペ
ルオキシソーム局在化シグナルをもち、グリ
コソームに局在しているためである。すなわ
ち、病原性原虫は生存戦略として、ヒトなど
の宿主細胞内で効率よく糖代謝を行うため
にグリコソームに糖代謝酵素を局在化させ
ている。よって、ヒトと原虫間でペルオキシ
ソーム（グリコソーム）形成に必須である Pex
の相互作用の共通性と多様性の分子基盤を
明らかにし、その多様性に基づき Pex 間の相
互作用を選択的に阻害することにより、原虫
治療薬を開発できないか考えた。トリパノソ
ーマ、リーシュマニアでは Pex19p ホモログ
は検出されたが、Pex3p ホモログは検出され
ず、Pex3p との類似性が低い Pex19p 結合タン
パク質が存在すると予測される。一方、Pex5p
と Pex14p は存在する。そこで、まず、
Pex5p-Pex14p 間の相互作用を原虫選択的に
阻害する化合物を検索することにより、病原
性原虫治療薬を開発したいと考えた。また、
原虫 Pex3p 様タンパク質を検索し、その利用
も考えた。ペルオキシソーム形成分子を標的
としたナノメディシン創薬への展開である。 
 
２．研究の目的 
 ペルオキシオームは真核生物の生育に必
須のオルガネラであり、その形成には Pex を
必要とする。中でも Pex3p、Pex19p と Pex5p、
Pex14p はペルオキシソームタンパク質の局
在化に中心的な役割を担っており、その機能
とペルオキシソームタンパク質の局在化過
程を明らかにすることは、ペルオキシソーム

形成の基本原理を理解する上で重要であ
る。特に原虫では Pex19p と相互作用する
Pex3p 様タンパク質の同定が重要である。
Pex3p と Pex19p は動物、植物、酵母で保存
されているが、原虫では Pex3p ホモログが
存在せずペルオキシソーム膜タンパク質
の局在化機構には多様性があることが予
想される。また、Pex19p を欠損させると致
死的になることが知られている。 
 そこで本研究では、ペルオキシソーム膜
タンパク質の局在化機構の詳細を理解す
るため、局在化に関わる新たなタンパク質
を探索した。一方、ヒトと原虫間での Pex
の多様性を基盤に、有効な治療法のない原
虫（トリパノソーマやリーシュマニア）感
染症に対してペルオキシソームをターゲ
ットとした新規治療薬候補化合物のスク
リーニング系を構築した。 
 
３．研究の方法 
（１）Pex3p のペルオキシソーム膜上での

存在状態の解析と Pex3p 結合タン
パク質の探索 

① Pex3p のペルオキシソーム膜上での存
在状態 

  ラット肝臓よりペルオキシソームを精
製し、1% digitonin で可溶化後、10-35%
ショ糖密度勾配遠心した。Pex3p の分
子サイズは、immunoblotting で解析し
た。また、Pex3p の細胞質領域を GST
と融合させた GST-Pex3p(AA.34-373)を
大腸菌に発現・精製し、Pex3p 細胞質
ドメインでのダイマー形成を解析した。 

② ヒト Pex3p と相互作用するタンパク質
の探索 

  ヒト Pex3p と相互作用するタンパク質
を網羅的に解析するため、HIS3 遺伝子
の上流に LexA 結合領域を導入した
Saccharomyces cerevisiae Mavχ 株 に
LexA とヒト Pex3p の細胞質領域 
(AA.34-373) の 融 合 タ ン パ ク 質
LexA-HsPex3p を発現させた。この発現
株  (Mavχ/LexA-HsPex3p) に Gal4 
Activated Domain (Gal4 AD)が結合して
いる human fetal brain MatchmakerTM 
cDNA Library ベクターを用いて形質転
換し、histidine の栄養要求性により、ヒ
ト Pex3p と相互作用するタンパク質が
発現している株を選択した。 

 
（２）原虫ペルオキシソーム（グリコソー

ム）タンパク質の局在化をターゲット
とした原虫治療薬の開発 

① ヒトならびにトリパノソーマ Pex5p、
Pex14p の精製 
ヒト及び Trypanosoma brucei の Pex5p、
Pex14pをHisタグもしくはGST融合タン
パク質として大腸菌に発現させ、精製し
た。Pex5p は、Pex14p との結合に関与す
る WXXXF/Y モチーフをもつ（ヒトで７



カ所、トリパノソーマで３カ所）。モチー
フを欠失した各種 ThPex5p を大腸菌に発
現させ、同様に精製した。 

② ELISA アッセイ系の構築 
Pex14p を 96 well plate に固相化し、Pex5p
を加えた。次いで、His を認識する１次抗
体を加え、HRP 標識した二次抗体と反応
させた。o-phenylenediamine dihydrochloride
を基質として加え、HRP 活性を測定する
ことにより Pex5p の結合量を定量化した。 

③ トリパノソーマ Pex3p 結合タンパク質の
探索 
リコンビナント TbPex19p をリガンドと
して、トリパノソーマ細胞質分画より、
Pex19p と結合するタンパク質の単離を試
みた。またトリパノソーマの遺伝子配列
から、タンパク質の２次構造を予測する
ソフト等を用いて、他の生物種の Pex3p
とホモロジーをもつ遺伝子を検索した。 

 
４．研究成果 
 Pex3p のペルオキシソーム膜上での存在状
態の解析ならびに Pex19p 結合タンパク質の
探索と、原虫ペルオキシソーム（グリコソー
ム）タンパク質の局在化機構に基づく原虫治
療薬の開発に関する研究を行い、以下の成果
を得た。 
（１）Pex3p のペルオキシソーム膜上での存

在状態の解析と Pex19p 結合タンパク
質の探索 

① Pex3p のペルオキシソーム膜上での存在
状態 
ラット肝ペルオキシソームを 1% 
digitonin で可溶化し、ショ糖密度勾配遠
心で解析すると Pex3p は分子量約 170 
kDa として存在した。Pex3p の分子サイズ
から、未知のタンパク質と相互作用して
い る こ と が 示 唆 さ れ た 。 ま た 、
GST-Pex3p(AA.34-373)がダイマーを形成
していること、GST-Pex3p(AA.34-373)の
変異体 V69Q、L80Q、G138E を用いた解
析より、Pex3p の細胞質領域は、2-helix
を軸として６本の-helix が巻き付いた
構造を形成することが、Pex3p の構造維
持と機能に重要であることが示唆された。 

② ヒト Pex3p と相互作用するタンパク質の
探索 
一次スクリーニングで得られた 248 株か
ら Library ベクターを単離し、より厳しい
選別を行うため、histidine 合成阻害薬
3-amino-1, 2, 4-triazole を加えた培地によ
り二次スクリーニングを行った。最終的に
得られた約 100 株において、Library ベク
ターに含まれている遺伝子の配列を確認
した後、Library ベクターを LexA-HsPex3p
の C 末端側に HA-tag を融合させた
Mavχ/LexA-HsPex3p-HA に形質転換し、
anti-HA-tag magnetic beads を用いた pull 
down assayによりヒトPex3pとの相互作用
を確認した。現在までに、heat shock protein 

70 family protein, HSPAなど 10種の候補
タンパク質を見出した。今後、これら
タンパク質のペルオキシソーム膜タン
パク局在化における役割を解析してい
く予定である。 
 

（２）原虫ペルオキシソーム（グリコソー
ム）タンパク質の局在化をターゲット
とした原虫治療薬の開発 

① ヒトならびにトリパノソーマ Pex5p、
Pex14p の精製 
ヒトならびにT. bruceiのHis-Pex5p及び
GST-Pex14p を可溶性タンパク質として
高純度で精製することができた。また、
これらの精製タンパク質を用いた pull 
down assay により hPex5p と hPex14p、
TbPex5p と TbPex14p が、それぞれが特
異的に相互作用することを明らかにし
た。また WXXXF/Y モチーフのうち、
1,3 ならびに 2,3 のモチーフを欠失した
1,3TbPex5p,2,3TbPex5p は TbPex14p
に結合しないことが pull down assay に
より示唆された。 

② ELISA アッセイ系の構築 
TbPex5p と TbPex14p が特異的に相互作
用することから、原虫細胞内において
も Pex5p と Pex14p の直接相互作用が原
虫グリコソーム形成に重要な役割を果
たしている可能性が示唆された。そこ
で 、 96 well plate 上 で 精 製
TbPex5p-TbPex14p 間の相互作用を高感
度で迅速に評価できるアッセイシステ
ムを検討した。TbPex14p を固相化し、
TbPex5p-His の添加量を 0~10 g まで変
化させ測定を行ったところ、HRP の活
性は TbPex5p-His の添加量とともに増
加した。本 assay システムを用い、現在
化合物スクリーニングをはじめている。 

③ トリパノソーマ Pex3p 結合タンパク質
の探索 

  Pex19pをリガンドとしてPex3様のタン
パク質を検出しようとしたが、現時点
では成功していない。そこで、タンパ
ク 2 次構造予測モデル等を使って、ト
リパノソーマ遺伝子から候補タンパク
質をコードする遺伝子の検索を行なっ
ている。 
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