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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極長鎖脂肪酸のβ酸化な

ど多くの重要な代謝機能を担う細胞内小器官

であり、その内部には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代

謝機能を担う多様なタンパク質が局在してい

る。Pex14p はペルオキシソーム膜上に存在する

タンパク質輸送装置の主要構成因子であり、ペ

ルオキシソーム内部へのタンパク質輸送にお

いて中心的な役割を果たす。私達は動物培養細

胞において、１）過酸化水素等による酸化スト

レス刺激時に Pex14p のリン酸化が大きく亢進

する、２）細胞周期の分裂期において Pex14p
が高度にリン酸化されることを見出した。さら

に、恒常的リン酸化型 Pex14p 変異体の発現は

カタラーゼのサイトゾル局在化をもたらす、と

いう結果を得ていた（未発表）。すなわち、

Pex14p のリン酸化はカタラーゼのペルオキシ

ソームへの輸送を抑制的に制御すること、さら

には細胞内外の環境変化に応じたペルオキシ

ソームへのタンパク質輸送の調節機構の存在

を示唆するものである。

 本共同研究では、徳島大学先端酵素学研究

所・小迫英尊教授との共同研究により、酸化ス

トレスおよび細胞周期に応答した Pex14p のリ

ン酸化部位を質量分析計を用いたプロテオー

ム解析により同定し、リン酸化修飾を介したペ

ルオキシソームのタンパク質輸送制御機構お

よび機能調節機構を明らかにすることを目的

とした。

[1-2]研究の方法・経過 

以下の２項目を計画し、実施した。

A）ラット肝臓由来 Fao 細胞を用いて未処理お

よび過酸化水素存在下 30 分培養後、細胞ライ

ゼートを調製し、抗 Pex14p 抗体による免疫沈

降により内在性 Pex14p を精製する。これをト

リプシン消化後に質量分析に供してリン酸化

修飾部位の同定と定量を行う。

B）細胞分裂期および間期に同調させた HeLa
細胞から１）と同様の手法でライゼートの調製、

ついで免疫沈降を行い、質量分析により内在性

Pex14p のリン酸化部位の同定と定量を行う。 
これらの解析により同定された Pex14p のリ

ン酸化部位の情報に基づき、非リン酸化型およ

び恒常的リン酸化模倣型 Pex14p を作製し、ペ

ルオキシソームのタンパク質輸送制御におけ

る Pex14p リン酸化の意義をさらに解析した。

【2】研究成果 

[2-1]本共同研究で明らかになった研究成果 

本共同研究により、Fao細胞に対する過酸化

水素処理30分で誘導される内在性Pex14pにお

けるリン酸化セリン残基を３箇所同定するこ

とに成功した。これら３箇所のセリン残基をア

ラニン残基に置換したPex14p変異体を作製、

Fao細胞に一過的に発現させることで、同定さ

れたセリン残基が過酸化水素依存的なPex14p
のリン酸化部位であることを確認した。

また、細胞周期分裂期のHeLa細胞で高度にリ

ン酸化される内在性Pex14pのリン酸化セリン

残基を１箇所同定することにも成功した。これ

らの知見も含め、Pex14pリン酸化によるペルオ

キシソームタンパク質輸送調節機構について

の成果を２報の論文として発表予定である

（eLife: 審査中、J. Cell Biol.: 改訂中）。 



[2-2]本共同研究による波及効果及び今後の発

展性 

 本共同研究の成果は、酸化ストレス依存的な

Pex14pのリン酸化部位を同定し、Pex14pのリン

酸化がカタラーゼの輸送を抑制することでサ

イトゾル局在性カタラーゼ量を増加させ、細胞

の酸化ストレス抵抗性を高めるという新たな

抗酸化ストレス応答機構の発見に至った。また、

細胞周期依存的なPex14pのリン酸化がペルオ

キシソーム機能を制御するという知見とも合

わせ、本共同研究による研究成果は細胞内恒常

性を維持するための分子メカニズム解明へ向

けたさらなる発展が期待できる。一方、ペルオ

キシソームへのタンパク質輸送がリン酸化修

飾により制御されるという知見はこれまで酵

母から哺乳類を通じて世界初のものであり、細

胞内タンパク質選別輸送のあらたな制御機構

としても他分野への大きな波及効果を有する。

さらに、他の抗酸化ストレス応答やミトコンド

リアを介した細胞死誘導経路との関連性も想

定され、医学的な見地からも発展性が高い。 
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【4】今後の課題等 

 酸化ストレスに応答してPex14pをリン酸化

するキナーゼ、およびその上流リン酸化シグナ

ル経路はいまだ不明であり、これらを明らかに

することが今後の最大の課題である。具体的に

は、セリンリン酸化キナーゼの阻害剤等を用い

た検討、近接依存性ビオチン標識法を用いたプ

ロテオーム解析により、過酸化水素依存的に

Pex14pをリン酸化するキナーゼの同定を行う。

さらに、カタラーゼを介した細胞の抗酸化スト

レス応答を制御するシグナル経路、および細胞

周期異存的なPex14pのリン酸化の生理的意義

の解明を目指す。 

 


