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研究成果の概要（和文）：ペルオキシソームはヒトの生存に必須な細胞内小器官であり、その機能を担う酵素群を含む
ペルオキシソーム局在性タンパク質の選別輸送機構の解明は重要な課題である。本研究では、ペルオキシソームマトリ
クスタンパク質の輸送の中心的因子であるPex5pが、システイン残基のモノユビキチン化修飾を含む3種の異なるユビキ
チン化修飾を受けることを見出した。また、Pex5pのそれぞれのユビキチン化修飾による異なる機能制御の分子メカニ
ズムも明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Peroxisome is an essential organelle containing various metabolic pathways and the
 physiological functions are assured by selective protein import into peroxisomes. Pex5p, a cytosolic rece
ptor of peroxisome targeting signal type-1, plays a pivotal role in peroxisome matrix protein import. 
This study clarified that Pex5p is modified by three distinct modes of ubiquitination, a cysteine-linked m
onoubiquitination and two types of lysine-linked monoubiquitination. Cys-linked ubiquitination of Pex5p is
 prerequisite for export of Pex5p from peroxisomal membrane to the cytosol and its complementing activity.
 On the other hand, monoubiquitination of Pex5p at multiple lysine residues ensures the efficient export o
f Pex5p from peroxisomes. Monoubiquitination of Pex5p at Lys520 in vivo might play a role in self-inhibiti
on of Pex5p in the cargo recognition in the cytosol. Therefore, import of peroxisome matrix proteins is el
aborately regulated by unique ubiquitin modifications of Pex5p.
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１．研究開始当初の背景 
 ペルオキシソームは真核生物全般に存在
する細胞内小器官であり、種々の物質の酸化
や極長鎖脂肪酸の β酸化等、多くの代謝経路
を担う酵素群を有している。ヒトにおいては
ペルオキシソームの形成不全が起因である
Zellweger 症候群等の重篤な先天性代謝異常
症が知られており、医学的見地からもペルオ
キシソームの生理的機能の重要性が示され
ている。研究代表者所属研究グループを中心
とした研究により、哺乳動物ペルオキシソー
ムの形成過程に必須な 14 種の因子（PEX 遺
伝子、その遺伝子産物をペルオキシンと呼
称）が同定され、既知のヒト先天性ペルオキ
シソーム欠損症 13 群全ての原因遺伝子の同
定が完了していた。 
 研究開始時における大きな課題は、遺伝学
的に同定された各ペルオキシンの生理的機
能の解析およびその統合的理解であった。な
かでも最も重要と考えられているのは、ペル
オキシソーム移行シグナル I型（PTS1）を持
つマトリクスタンパク質（PTS1 タンパク質
と略）のレセプターである Pex5pを中心とし
たペルオキシソームマトリクスタンパク質
の輸送局在化機構であり、10種のペルオキシ
ソーム形成因子が関与することが判明して
いた（図 1）。これまでの研究代表者らおよび
外国グループによる多くの研究結果から、遊
離リボソームで合成された PTS1 タンパク質
と細胞質で結合した Pex5pは、ペルオキシソ
ームへ PTS1 タンパク質を輸送した後、再び
細胞質へ戻るという、細胞質-ペルオキシソー
ム間を行き来するシャトルレセプターとし
て機能することが明らかにされていた（図 2）。 

 さらに研究代表者は研究開始前に、哺乳動
物 Pex5p の N 末 11 番目に存在する保存され
たシステイン残基がペルオキシソーム膜上
でチオエステル結合を介したモノ Ub 化修飾
される（Cys-Ub化と略）ことを見出し、この
修飾が Pex5pのペルオキシソーム膜から細胞
質へのエクスポートに必須であることを見
出していた（Okumoto et al., Traffic (2011), 
Miyata et al., Traffic (2012), 図２）。このように、
Pex5p の Cys-Ub 化という独特の翻訳後修飾
が Pex5pのシャトリングおよびペルオキシソ
ームマトリクスタンパク質輸送を制御する
機構が明らかとなり、さらなる研究の展開が
必要となっていた。 
 
２．研究の目的 
 Pex5pの Cys-Ub化修飾の分子基盤、および
Cys-Ub 化型 Pex5p を介したペルオキシソー
ムマトリクスタンパク質輸送の制御機構の
解明を目的とした。また、Pex5p の Ub 化修
飾がリシン残基ではなくシステイン残基を
標的とする生理的意義の解明を目指した。 
 
３．研究の方法 
(1) 不明な点が多い Cys-Ub 化機構について、
Pex5p 特異的 E2、E3 の同定を含めその分子
基盤を解明する。Ub 化活性を持つことが示
唆されているRINGペルオキシン３種（Pex2p, 
Pex10p, Pex12p）を用いた Pex5pの in vitro Ub
化反応系を構築し、Pex5pの Cys-Ub化を担う
E2、E3を同定する。また、HEK細胞や CHO
変異細胞を用いて in vivo における Pex5p の
Ub化修飾を検討する。 
 
(2) 哺乳動物 Pex5pのCys11に相当するシステ
イン残基は酵母からヒトまで完全に保存さ
れており、酵母でも Pex5p の Cys-Ub 化修飾
が観察される。従って、システイン残基を特
異的に標的とする Ub 化が Pex5p の機能に不
可欠であると推定される。Cys11 変異を含む
種々の Pex5p 変異体を作製し、RNAi 法によ
るノックダウンや In vitro Pex5p輸送実験系、
In vitro Ub化反応系、およびペルオキシソー
ム欠損性 CHO細胞を用いた in vivoの実験を
駆使し、どのような分子機構で Pex5pシャト
リングやマトリクスタンパク質輸送が制御
されるのかを統合的に検討する。 
 
４．研究成果 
(1) RING ペルオキシンを用いた Pex5p の in 
vitro Ub化反応系の構築 
 ① 大腸菌から精製した組換え RING ペル
オキシンと種々の E2を用いて、自己 Ub化活
性を指標とした各 RING ペルオキシンの Ub
化活性を検討した。その結果、UbcH4および
UbcH5Cとの組み合わせで Pex10pの RINGフ
ィンガーが Ub 化活性を示すことが明らかと
なった。Pex2pは上記 2種の E2存在下でわず
かに Ub化活性を示したが、Pex12pは全く活
性が見られなかった。さらに、Pex12p は



Pex10pの Ub化活性を相互作用依存的に顕著
に活性化した。 
 ② E2として UbcH5Cを用いた上記 in vitro 
Ub化反応系により、Pex10p-Pex12p複合体が
Pex5p を基質として特異的に Ub 化すること
を見出した。Ub変異体を用いた解析により、
Pex10p-Pex12p 複合体による Pex5p のユビキ
チン化は複数箇所のリシン残基がモノ Ub 化
修飾されるマルチモノ Ub 化の様式でなされ
ることが判明した。一方、3 種 RING ペルオ
キシンおよび種々の E2 を組み合わせて
Pex5p の Cys-Ub 化を再構築しようと試みた
が成功しなかった。その原因として、Pex5p
の Cys-Ub 化はペルオキシソーム膜に局在化
した状態の Pex5pのみが基質として認識され、
溶液中で反応が進行する本 in vitro Ub化反応
系では再現できなかったと考えられた。 
 ③ Pex10p-Pex12p複合体による Pex5pのユ
ビキチン化は Pex14p により阻害された一方
で、Pex13pとの結合では弱いながらも促進さ
れた。また、Pex13pは Ub化修飾型 Pex5pと
ほとんど結合しなかった。従って、in vivoに
おいて Pex5p は Pex14p との結合によりペル
オキシソーム膜上に標的化した時点におい
ては Ub化を受けず、PTS1タンパク質をペル
オキシソーム内腔に放出して Pex13p と結合
した段階で Ub化され、その後 Pex13pから解
離することが示唆された。 
 
(2) In vivoにおける Pex5pの Ub化修飾 
 ① 野生型およびペルオキシソーム欠損性
CHO変異細胞を脱Ub化阻害剤N-エチルマレ
イミド存在下で細胞分画し、ペルオキシソー
ムを含む濃縮オルガネラ画分中の Cys-Ub 化
Pex5p を検出した。Pex5p のエクスポートに
障害を示す PEX1、PEX6 および PEX26 欠損
CHO変異細胞では顕著な Cys-Ub化 Pex5pの
蓄積が観察されたのに対し、RING ペルオキ
シンをコードする PEX2および PEX12の欠損
CHO 変異細胞においては Pex5p がペルオキ
シソームへ顕著に蓄積していたものの、
Cys-Ub化修飾は全く見られなかった。PEX10
欠損性患者由来線維芽細胞においても
Cys-Ub 化 Pex5p は検出できなかったことか
ら、in vivo における Pex5p の Cys-Ub 化修飾
には RINGペルオキシン３種が必須であるこ
とが明らかとなった。 
 ② In vivoにおける Pex5pのUb化修飾を検
討する過程で、プラスミド DNA の導入によ
り一過的に発現させた Pex5pが共有結合を介
した顕著なモノ Ub 化を受けることを見出し
た。Pex5p分子内に存在する 18カ所のリシン
残基をアルギニン残基に置換した多数の KR
変異体を用いた Ub 化標的リシン残基の探索
を行った結果、520 番目のリシン残基が特異
的にモノ Ub 化されることが判明した。この
Lys520のモノ Ub化は RINGペルオキシンお
よびペルオキシソーム非依存的であり、細胞
質の未知の E3 によって触媒されることが強
く示唆された。 

 ③  HEK 細胞および CHO 細胞の細胞分画
による詳細な解析により、内在性 Pex5pにつ
いても Cys-Ub 化 Pex5p に加えてリシン残基
を標的としたモノ Ub 化修飾型 Pex5p が存在
することを明らかにした。従って、哺乳動物
において Pex5p は少なくとも２種の異なる
Ub化修飾を受けることが判明した。 
 
(3) 異なるUb化修飾によるPex5pの機能制御
機構 
 ① KR変異型 Pex5pを用いた in vitro Pex5p
輸送実験系および相補活性検討により、
Lys520以外のリシン残基のマルチモノ Ub化
は Pex5pのマトリクスタンパク質輸送活性に
必須ではないものの、Pex5p のペルオキシソ
ーム膜から細胞質への効率的なエクスポー
トに必要であることが分かった。Cys11 に関
しては既に論文発表しているように、Pex5p
のエクスポートおよび相補活性に必須であ
る。 
 ② Lys520は Pex5pの C末 TPRモチーフ内
に存在しており、PTS1 との結合部位のごく
近傍に位置していた。予想通り、Lys520 が
Ub化修飾された Pex5pは PTS1と全く結合し
なかった。従って、細胞質における Pex5pの
Lys520を標的としたモノ Ub化は、基質であ
る PTS1 タンパク質との結合を阻害すること
で自身のマトリクスタンパク質輸送活性を
自己抑制する可能性が示唆された。 
 
 以上の結果をまとめると、1) マトリクスタ
ンパク質輸送に必須な Pex5pの Cys11のモノ
Ub 化に加え、2) 内在性 Pex5p の Lys 残基の
マルチモノ Ub化、および 3) 一過性に発現さ
せた Pex5pがペルオキシソーム非依存的に細
胞質において Lys520のモノUb化修飾を受け
ること、を見出した。これら Pex5pの異なる
3 種の様式による Ub 化修飾は、それぞれ異
なる作用機序でペルオキシソームマトリク
スタンパク質輸送を制御することを明らか
にした（図３）。これらの成果を国際誌 J. Biol. 
Chem.に発表した（Okumoto et al, J. Biol. 
Chem. 289, 14089-14108 (2014)）。 

 
 関連する研究成果として、新規に分離した
PEX5欠損性CHO変異細胞を用いた解析によ
り Pex5p の新たな機能を見出し、国際誌
Biochemical Journalに発表した（Natsuyama et 



al., Biochem. J. 449, 195-207 (2013)）。また、新
規蛍光タンパク質融合型レポーターを用い
たペルオキシソームマトリクスタンパク質
輸送の定量的解析方法を樹立し、国際誌
Genes to Cellsに発表した（Noguchi M. et al., 
Genes Cells 18, 476-492 (2013)）。 
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