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ペルオキシソームの形成と機能発現制御を司るPEX遺伝子システム
の解明
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〈研究の目的と進め方〉
ペルオキシソーム形成機構の全体像を明らかにするた

めには、必須な全てのペルオキシソーム形成因子
(peroxin) の同定だけでなく、個々の因子の機能と発現制
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。本領域研究では、以下の研究項目を
設定した。
１）ペルオキシソーム形成機構の解明：我々が同定した
哺乳動物細胞系に存在する16相補性群の相補遺伝子PEX
のすべてを明らかにする。
２）ヒト先天性ペルオキシソーム欠損症の病因解明：上
記の成果に基づき，遺伝性難病であるZellweger症候群に
代表されるペルオキシソーム欠損症のうち未解明の２つ
の相補性群の病因遺伝子を解明し、その病態を明らかに
する。
３）peroxinのオルガネラ形成過程における生化学的機能
を解析する。
４）さらに新規なCHO変異細胞の分離を試みる。
５）PEX遺伝子およびペルオキシソーム酵素遺伝子を遺
伝子ネットワークとして捉えた新しい切り口かつ包括的
な解明を試みる。

〈研究開始時の研究計画〉
以下の項目を研究計画とした。

１）新規CHO変異細胞の分離：現在までに得られている
13種のペルオキシソーム欠損性変異株に加えて、さらに
多くの異なる相補性群の変異細胞を分離する。
２）PEX遺伝子の単離：既存および新しく分離された変
異細胞に対し、ペルオキシソーム形成を相補するペルオ
キシソーム形成因子(PEX) cDNAをクローン化するとと
もに、形成因子の性状や細胞内局在性など細胞生化学的
諸性質を明らかにする。
３）病因遺伝子の解明：上述の成果あるいは酵母系相補
遺伝子のヒトホモログをEST法を用いてクローニングし、
ペルオキシソーム欠損症のうち未解決の病因遺伝子を明
らかにする。
４）ラット肝臓などにおけるペルオキシソームの誘導と
増殖過程における遺伝子の発現プロフィールを検討する。

〈研究期間の成果〉
2000年度
１）私たち独自に分離したCHO変異細胞 ZPG208 に対し
ラットcDNA libraryを用いた機能相補活性スクリーニン
グ法によりペルオキシソームの形成異常を相補するPEX3
遺伝子のクローニングに成功、さらにはこれがペルオキ
シソーム欠損症相補性群G群の病因遺伝子であることも
患者由来細胞遺伝子解析により明らかにした(論文リスト
No. 3,6,7)。PEX3 遺伝子変異細胞ではペルオキシソーム
の膜形成にも異常を有することから、 ZPG208細胞は膜
形成の分子機構を解明するうえでも非常に有用である
(No. 5,13)。
２）私たちは、ペルオキシソーム局在化シグナル

1(PTS1)レセプターであるPex5pには哺乳動物系ではアイ
ソフォーム、Pex5pSおよびPex5pL（S型内部に37アミノ
酸配列の挿入が認められる）が存在することを先に見出
している。両者の機能に関し、新たに分離した特異的表
現型（PTS2 タンパク質の輸送のみに異常を示すが変異
遺伝子はPTS1レセプターをコードする PEX5 であった）
を示すCHO変異細胞ZPG231の分子細胞生物学解析から、
PTS1タンパク質輸送に関わる一方、Pex5pLはPTS2タン
パク質の輸送をPTS2レセプターPex7pと結合することに
より担っていることを見出した (No. 1,2,8)。また、これ
らのカーゴ・レセプター複合体はHsp70, ATP依存的に形
成、輸送されPex14p, Pex13pを主体とした膜透過装置を
経てペルオキソーム内へ局在化されることも見出した
(No. 1,11)。今後これら諸因子を用いることにより膜透過
過程の詳細な解析が可能になると考えられる。
３）ペルオキシソーム膜透過装置の構成因子の一つと考
えられるPex12pについて、まずPEX12異常CHO変異細胞
ZP104 およびZP109 の変異部位を決定、ついでPex12pの
構造と機能に関し検討した結果、Ｃ-末端部に存在する亜
鉛フィンガーRINGはPex12pの機能に必須であることを
明らかにした (No. 4)。またPex12pは他のペルオキシン
Pex5p, Pex10pなどと相互作用することも見出した (No.
4)。今後、カーゴタンパク質のオルガネラマトリックス
側での解離機構や両レセプターの細胞質へのシャトル機
構などの解明が待たれる。
４）ペルオキシソーム膜タンパク質のトポロジー形成機
構を明らかにするため、PMP34をモデルタンパク質とし
てその膜局在化領域を見出した(No. 9)。
2001年度
１）PTS2-あるいはPex3p(1-40)-付加型緑色蛍光タンパク
質(EGFP)のCHO-K1の安定発現株(TKaEG2)を用いた
P9OH/UV法によるペルオキシソーム生合成異常変異細
胞の分離を試みた結果、以前に分離していた唯一のpex7
変異細胞株ZPG207に加えてZPEG227およびZPEG231、
および新規表現型pex2変異細胞株の分離に成功した (No.
17,18)。
２）私たちは、PTS1レセプターであるPex5pには哺乳動
物系ではPex5pSおよびPex5pL(S型内部215-216の間に３
７アミノ酸の挿入配列)が存在すること、Pex5pLはPTS2
タンパク質の輸送をPTS2レセプターPex7pと結合するこ
とにより担っていることを見出している (No. 1,2)。2001

年度はこれらのカーゴ・レセプター複合体のPex14p、
Pex13pを主体とした膜透過装置を介したペルオキソーム
内への輸送過程を解析した。Pex5pLのPex14pおよび
Pex13pとの結合にはN末端側(1-243)に存在する7個の
WxxxF/Y motifsが必須であること、Pex7pとはPex5pL特
異的挿入配列のN末端側約半分とさらに上流側27アミノ
酸領域で結合することを明らかにした (No. 14)。さらに
Pex5p-PTS1カーゴ複合体はPex14pとPex13pとの４者複合
体を形成すること、Pex14p-Pex5p-PTS1およびPex13p-
Pex5pは形成されるが、Pex13p-Pex5p-PTS1は存在しない
ことから、PTS1カーゴはPex14pを通過したのちPex13p



－ 387－

に至る前で解離するものと結論した (No. 14)。
３）長年不明であった相補性群６群のZellwger症候群患
者由来線維芽細胞の相補性群を再検証した結果、相補性
群Ｃ群（PEX6, 欧米４群）と同一相補性群であること、
PEX6の発現によりペルオキシソームの形成不全が相補さ
れかつPEX6変異を見出した (No. 10)。この結果、ペルオ
キシソーム形成異常症は現在のところ1２種の相補性群に
分類されることになる。また、数人の相補性群E群（欧
米1群）患者のPEX1変異部位解析の結果、遺伝子型-表現
型の関係は、Pex1p-Pex6pの相互作用度によって説明さ
れることを見出した (No. 12)。相補性群D群（欧米9群）
であるペルオキシソーム膜形成異常性PEX16 障害の患者
解析の結果、新規変異部位を同定した (No. 16)。
４）PTS2レセプターPex7pの機能、機能不全、細胞内局
在について、独自に分離したpex7CHO変異細胞ZPG207

およびPEX7障害性斑状軟骨形成不全症II型(RCDP)患者
由来線維芽細胞を用いて検討した。PTS2およびPex5pL
との結合にはほぼ全長が必要であること、RCDPにおい
て現在までに報告されている３種の変異(L292ter, G217R,
A218V)およびZPG207由来Pex7p-W221terはいずれもPTS2
およびPex5pLとの結合活性を有しないことを見出した
(No. 15)。さらにPex7pは細胞質に大半は存在するが、一
部はPex5pL依存的にペルオキシソームマトリックス内に
局在化することから、Pex5pと同様にshuttling receptorと
して機能しているものと結論した。ラットへのペルオキ
シソーム増殖剤(peroxisome proliferator)の投与ではPTS1-
およびPTS2-タンパク質は顕著に誘導されペルオキシソ
ーム数も増加する。PEX7 の転写レベルは同時に著しく
上昇するのに対し、PEX5 mRNA量にはほとんど変化が
認められなかった (No. 15)。
5）ペルオキシンPex16pのペルオキシソーム膜局在化シ
グナル領域を明らかにした (No. 19)。

〈国内外での成果の位置づけ〉
ペルオキシソームの形成機構の解明を目的として，世

界の多くの研究室で精力的な研究が展開されている。そ
のなかで本研究の成果とくにマトリックスタンパク質輸
送機構に関し、Pex5pの分子解剖による知見、Pex7pの機
能、機能不全、細胞内局在などは最新の重要な貢献とし
て評価された。

〈達成できなかったこと、予想外の困難、その理由〉
PEX遺伝子の単離：既存の３種のCHO変異細胞に対す

る相補遺伝子のクローニング、およびそのうちの一つ相
補性群A群（欧米８群）の病因遺伝子の解明については、
未解決の課題として残された。

〈今後の課題〉
ペルオキシソームの生合成やその障害，機能発現制御

解明へ向けたすべてのペルオキシンの同定とその機能の
解明、ヒトペルオキシソーム欠損症の全病因遺伝子の解
明、さらにはPEX 遺伝子およびペルオキシソーム酵素遺
伝子を遺伝子ネットワークとして捉えた発現とその制御
機構の包括的な解明が待ち望まれる。
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