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【1】研究の概要 

[1-1]本研究の目的・概要 

 ペルオキシソームは生体に必須な細胞内小

器官（オルガネラ）である。過酸化水素分解酵

素カタラーゼをはじめとするペルオキシソー

ムの機能を担うタンパク質（酵素）の大部分は、

分子内C末端に存在するペルオキシソーム移行

シグナル１型（PTS1）に依存してペルオキシソ

ーム内腔に局在化される。近年のペルオキシソ

ーム形成に必須な哺乳動物 PEX 遺伝子群の同

定が端緒となり、PTS1 レセプターである Pex5、
およびそのペルオキシソーム膜上受容体であ

る Pex14 を中心としたペルオキシソーム内腔タ

ンパク質の輸送局在化機構の分子基盤が明ら

かとなってきた。私達は 2019、2020 年度共同

利用（小迫英尊教授の技術支援）により、過酸

化水素誘導性、および細胞周期分裂期特異的な

Pex14 リン酸化部位の同定に成功し、新たな抗

酸化ストレス応答機構を発見した（Okumoto et 
al. eLife (2020)、Yamashita et al. J. Cell Biol. 
(2020)）。 
 ペルオキシソームタンパク質の輸送局在化

の大枠が明らかになる一方で、輸送基質である

PTS1 タンパク質がどのようにしてペルオキシ

ソーム膜を透過するのか、その分子実態は未解

明な点が多い。ペルオキシソーム内腔へのタン

パク質輸送では、多量体を形成した Pex14 を中

心とする膜透過装置を PTS1 タンパク質が通過

すると推測されている。しかし、ペルオキシソ

ームタンパク質の輸送は高次構造を維持した

状態で多量体タンパク質や巨大な基質を膜透

過可能という特徴を持つ。そのため小胞体やミ

トコンドリアへのタンパク質輸送の解析で汎

用される方法が適用できず、膜透過中間体を得

ることが困難であることから、膜透過機構の実

態解明が遅れている。そこで 2021 年度共同利

用に引き続いて、高活性型改良ビオチンリガー

ゼ TurboID を用いた近接依存性標識法の導入に

より、ペルオキシソーム膜上のタンパク質膜透

過装置の詳細な解析を行い、PTS1 タンパク質

の膜透過の過程を明らかにすることを目的と

する。 
 
[1-2]研究の方法・経過 

 膜透過装置の中心因子である Pex14 のサイト

ゾル側に配向した C 末側に TurboID を融合した

Pex14-TurboID、およびTurboIDのC末端にPTS1
シグナルを付加したペルオキシソーム内腔局

在性の TurboID-PTS1 を動物培養細胞にそれぞ

れ安定発現させた株を樹立する。短時間のビオ

チン標識を実施し、Pex14 および PTS1 タンパ

ク質の近傍に位置するタンパク質を質量分析

計により網羅的に同定する。ビオチン化修飾部

位の決定により、膜透過装置の配向性や基質

PTS1 タンパク質が膜透過中に近接するタンパ

ク質およびその領域を見出す。 
 

【2】研究成果 

[2-1]本共同研究で明らかになった研究成果 

 Pex14-TurboID はペルオキシソームに局在し 
ており、質量分析による網羅的解析により多数

のビオチン化ペプチドを同定できた。これらの



中には、PTS1 タンパク質のペルオキシソーム

輸送に関与する Pex5 や Pex13 などの既知の

Pex14 結合タンパク質やカタラーゼを含む基質

PTS1 タンパク質が複数含まれていた。また同

定されたタンパク質のビオチン化修飾部位も

決定できており、TurboID が付加された Pex14
のC末領域がどのように近傍タンパク質と相互

作用するのかについて解析を進めている。 
 一方で、TurboID-PTS1 はペルオキシソームへ

ほとんど局在化しなかった。PTS1 配列の長さ

や配列を検討したがペルオキシソーム局在化

効率は変化しなかった。さらに安定発現細胞の

樹立を試みたが、TurboID-PTS1 の発現が認めら

れる薬剤耐性株は得られなかった。Turbo ID に

よるビオチン化修飾が TurboID-PTS1 自身のペ

ルオキシソーム輸送に対して阻害的に作用し

たものと推察された。 
 

[2-2]本共同研究による波及効果及び今後の発

展性 

 本共同研究では、ペルオキシソームタンパク

質の膜透過過程を TurboID を用いた近傍タンパ

ク質のビオチン化標識により明らかにすると

いう新しい解析系を構築している。このような

動的な現象の一過的な相互作用をビオチン化

標識による“軌跡”として検出することは、他

のオルガネラタンパク質輸送過程などに幅広

く応用可能である。また、高次構造を維持した

まま膜透過可能という独特なペルオキシソー

ムタンパク質輸送の分子メカニズムの解明は、

親水性タンパク質が脂質二重膜を膜透過する

方法について新たな知見をもたらす。 
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【4】今後の課題等 

 膜透過装置（Pex14）に近接するタンパク質

は同定できたが、基質タンパク質（PTS1）につ

いては TurboID-PTS1 のペルオキシソーム局在

そのものを達成できていない。TurboID と PTS1
の間に別のタンパク質を挿入するなどしてペ

ル オ キ シ ソ ー ム 内 腔 に 輸 送 さ れ る

TurboID-PTS1 を作製する必要がある。また、

Pex14 を含めて膜透過装置の配向性は不明な点

が多い。Pex14-TurboID と TurboID-PTS1 それぞ

れの相互作用因子とビオチン化修飾部位を比

較することで、膜透過装置の細胞質側と内腔側

の決定にも発展できると考えられる。 
 


