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研究成果の概要（和文）：ペルオキシソームマトリクスタンパク質の輸送局在化において中心的分子として機能
するPex14pが、酸化ストレス刺激によりリン酸化修飾を受けることを見出した。酸化ストレスによるPex14pのリ
ン酸化修飾はマトリクスタンパク質輸送を制御しており、酸化ストレスに対抗する応答機構の一つとして機能す
ることが示唆された。また、一次繊毛形成に関与するNDR2キナーゼが、そのC末端３アミノ酸配列Gly-Lys-Leuを
局在化シグナルとしてペルオキシソームに一部局在化することを見出した。ペルオキシソームが一次繊毛形成や
繊毛形成不全に由来する繊毛病に関与する可能性を示すものである。

研究成果の概要（英文）：A peroxisomal membrane protein Pex14p plays a pivotal role in peroxisomal 
matrix protein import. In this study, we found that Pex14p is phosphorylated upon oxidative 
stresses. Phosphorylation of Pex14p regulates import of peroxisomal matrix proteins, which can 
counteract cellular oxidative stresses. We also found that NDR2, a protein kinase involved in 
primary cilium formation, partially localized to peroxisomes in a manner dependent on its 
peroxisome-targeting signal-1-like sequence, Gly-Lys-Leu, at the C-terminus. Novel peroxisomal 
function is implicated in ciliogenesis and pathogenesis of ciliopathies.

研究分野：分子細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 
	
 細胞内小器官ペルオキシソームは極長鎖
脂肪酸のβ酸化や胆汁酸の合成、種々の物質
の酸化など生体に必須な多くの重要な代謝
機能を有し、その形成障害はヒトにおいて
Zellweger 症候群等の致死性の先天性代謝異
常症を導く。申請者らは諸外国グループとの
競争の下、ペルオキシソーム形成に必須な一
連のペルオキシソーム形成因子（PEX遺伝子、
その遺伝子産物をペルオキシンと呼ぶ）14種
の同定に成功した。この成果は既知の 13 相
補性群に対する全てのヒトペルオキシソー
ム欠損症の病因遺伝子解明に至り、医学的に
も顕著な貢献となった。 
	
 PEX遺伝子群の同定は、タンパク質の細胞
内選別輸送機構解明という学術的な重要命
題においても大きな進展をもたらした。ペル
オキシソームの生理機能を担うタンパク質
の大部分は、輸送シグナルとしてペルオキシ
ソーム移行シグナル 1 型（PTS1）を有する
（PTS1タンパク質と略）。申請者らは、PTS1
レセプターである Pex5p、およびそのペルオ
キシソーム膜上受容体である Pex14p 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の分子基盤を明らか
にしてきた。一方で、ペルオキシソームの多
くの代謝機能は細胞内外の環境変化に応答
して調節を受けることが推察されるが、それ
らを担うと予想される質的、量的な調節を含
めた PTS1 タンパク質輸送の制御機構は全く
不明であった。 
	
 研究開始当初までに申請者は、動物培養細
胞において Pex14p がある種の酸化ストレス
刺激によりリン酸化修飾され、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
ことを示唆する結果を得ていた。すなわち、
細胞に課せられた要求に応答するペルオキ
シソームの機能適応機構が、リン酸化修飾を
介した細胞内シグナル伝達経路により制御
されるという新しい作業仮説を立て、研究を
開始した。 
 
２．研究の目的 
	
 本研究は、細胞内外の環境変化や刺激に応
答したリン酸化修飾による、ペルオキシソー
ムマトリクスタンパク質輸送およびペルオ
キシソーム機能の制御機構の解明を目的と
し、さらには Pex14p リン酸化修飾の上流シ
グナル伝達経路の同定を含めたオルガネラ
恒常性維持機構の解明を目指した。大きく以
下の２課題を設定した。 
（１）Pex14pリン酸化修飾によるペルオキシ
ソームマトリクスタンパク質輸送、およびペ
ルオキシソーム機能の制御機構の解明 
	
 Pex14pのリン酸化部位を特定した上で、ど
のような分子機構で Pex14p のリン酸化修飾
がマトリクスタンパク質輸送を制御するの
か、Pex14pを中心とするタンパク質輸送装置
複合体の形成における役割を含め、その分子
機構を解明する。 

（２）Pex14pリン酸化修飾の上流シグナル伝
達経路の解明 
	
 細胞に課せられた要求に応じてペルオキ
シソームが有する代謝機能の活性調節がな
されるという作業仮説の中で、Pex14pは一連
の細胞内シグナル伝達経路の最下流に位置
し、機能変換の実行因子として機能すると予
想された。よって、細胞内外の環境変化を感
知し、Pex14pのリン酸化修飾に至る上流シグ
ナル伝達経路を解明する。 
 
３．研究の方法 
（１）Pex14pリン酸化修飾によるペルオキシ
ソームマトリクスタンパク質輸送の制御：刺
激に応答した Pex14p のリン酸化部位を特定
し、Alaあるいは Asp置換型 Pex14pリン酸化
修飾変異体を作製する。Pex14p 欠損性 CHO
変異細胞への発現等により、リン酸化および
非リン酸化型 Pex14pの機能の違いを解析し、
リン酸化修飾による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を解明す
る。 
（２）Pex14pリン酸化修飾の上流シグナル伝
達経路の解明：各種キナーゼ変異体や特異的
キナーゼ阻害剤、RNA干渉法等の使用により
Pex14p のリン酸化に関与するリン酸化シグ
ナル伝達経路を解析する。また、（１）、（２）
による知見に基づき Pex14p リン酸化シグナ
ル経路を操作することで、Pex14pリン酸化が
調節するペルオキシソーム機能を明らかに
する。 
 
４．研究成果 
（１）Pex14pリン酸化修飾によるペルオキシ
ソームマトリクスタンパク質輸送の制御 
① 質量分析計による解析、リン酸化候補残
基に対するアミノ酸置換導入変異体の作製、
およびそれら変異体を用いた解析により、ス
トレス刺激に応答した Pex14p の主要なリン
酸化残基の１つを同定した。 
 
② これらの知見を活用して非リン酸化型お
よび恒常的リン酸化型 Pex14p 変異体を作製
し、これらを PEX14欠損性 CHO変異細胞に
発現させた安定発現株を分離した。野生型
Pex14p を入れ戻した安定発現株との比較に
より、Pex14pのリン酸化修飾が過酸化水素分
解酵素であるカタラーゼを含むマトリクス
タンパク質輸送の効率を低下させる方向に
作用することを見出した。 
 
③ Pex14p 変異体安定発現株を用いた免疫沈
降実験により、Pex14pとペルオキシソーム膜
上のマトリクスタンパク質輸送装置複合体
との結合が、Pex14pのリン酸化修飾により調
節されることを示唆する結果を得た。 
 
④ 上記 Pex14pリン酸化部位を特異的に認識
するウサギポリクローナル抗体を作製し、内
在性 Pex14p のリン酸化を高感度かつ簡便に



検出できる、解析に不可欠なツールとして確
立することができた。 
 
（２）Pex14pリン酸化修飾の上流シグナル伝
達経路の解明： 
① 種々のキナーゼ阻害剤を用いた解析によ
り、Pex14pのリン酸化に関わると考えられる
複数のキナーゼカスケード候補を見出した。 
 
②  一方で、酸化ストレスの種類により
Pex14p のリン酸化はその程度や上流キナー
ゼカスケードが異なることが示唆され、想定
より複雑かつ精巧な制御を受ける可能性が
示された。 
 
	
 まとめると、酸化ストレスによる Pex14p
のリン酸化修飾はペルオキシソームマトリ
クスタンパク質輸送を負に制御することが
明らかとなった。これまで酵母から哺乳動物
を含め細胞外刺激によるペルオキシソーム
タンパク質輸送制御の分子機構は全く未知
であり、得られた成果は新規かつ重要な知見
といえる。これとは別に私達は、アポトーシ
ス促進因子の１つである BAK が一部ペルオ
キシソームにも局在しており、ミトコンドリ
ア膜上と同様の機構によりペルオキシソー
ム膜の透過性を制御することを見出した（J. 
Cell Biol. 216: 709-721, 2017：発表論文３）。こ
の成果は、広く知られたミトコンドリアでの
BAKによる細胞死亢進とは逆に、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
作用するという新たなアポトーシス制御機
構を明らかにした。Pex14pリン酸化修飾によ
るペルオキシソームマトリクスタンパク質
の輸送効率低下は、上記ペルオキシソーム局
在性 BAK 活性化と同様に酸化ストレスに対
抗する応答機構の一つとして機能する可能
性があり、さらなる研究進展の必要性が高ま
った。 
 
	
 上記に関連して、セリン／スレオニンキナ
ーゼの１つである NDR2（核 Dbf2関連タンパ
ク質 2）を介したリン酸化修飾によるペルオ
キシソームの新たな機能制御に関わる成果
を得た。多くの動物細胞は細胞表面に一次繊
毛と呼ばれる突起構造を有しており、細胞外
からの様々なシグナルを感受するアンテナ
として重要な機能を担っている。一次繊毛の
形成異常や機能不全は、嚢胞性腎疾患や網膜
変性症、肥満など多様な症状を呈する繊毛症
と呼称される疾患の原因となることが知ら
れている。NDR2 は細胞の恒常性維持や増
殖・分化の調節などに重要な役割を果たす一
次繊毛形成に関与するタンパク質キナーゼ
である。 
	
 今回、NDR2がその C末端３アミノ酸配列
Gly-Lys-Leu を局在化シグナルとして，PTS1
レセプターPex5p 依存的にペルオキシソーム
に一部局在化することを明らかにした。

NDR2 のペルオキシソーム局在化は一次繊毛
形成に必須であったことから、ペルオキシソ
ームが一次繊毛形成に必要なシグナル分子
を係留する場としての新たな機能を有する
ことが示唆され、一次繊毛形成および一次繊
毛形成不全に由来する繊毛病にペルオキシ
ソームが関与する可能性が示された（J. Biol. 
Chem. 292: 4089-4098, 2017: 発表論文２）。 
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