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「オルガネラ構築と細胞機能発現制御の分子機構」

１．研究実施の概要

複雑な内部構造をもつ真核細胞の諸々の生命活動は細胞オルガネラの構造と機能

に大きく依存している。これら細胞内構造並びに細胞構造は、遺伝情報の翻訳産物

であるタンパク質が細胞内で空間的に特定の秩序をもって配置されることにより構

築されている。すなわち遺伝子が生体膜を隔てた場をも支配できる基本原理である。

従って、そのメカニズムを解明することは遺伝子発現から細胞機能の発現と制御と

いう一連の生命活動を理解するうえで極めて重要な研究課題である。本戦略的基礎

研究推進事業ではペルオキシソーム、核、ミトコンドリア、小胞体、ゴルジ体、リ

ソソームなど細胞内オルガネラの動的存在状態とその制御機構、並びに種々の病態

をもたらす障害機構をペルオキシソーム系を主体として明らかにし、それらの成果

を総合的に考察することにより「オルガネラ構築と細胞機能発現制御」の基本原理

を導き出すことを目的として研究を行っている。

本研究課題は真核細胞におけるオルガネラの膜系という巨大かつ複雑な構造体を

研究対象とし、しかも扱う現象はタンパク質の生合成に伴う細胞内での移動という

時間的にも空間的にも極めてダイナミックな現象である。従って、今年度はin vivo, 

in vitro の両系を駆使してタンパク質の細胞内選別輸送・局在化およびペルオキシ

ソーム系を中心にオルガネラ形成にかかわるより多くの細胞内因子の同定とそれら

の機能解明に主力を注いだ。

本課題研究は遺伝情報発現ステップの全貌の理解という生命科学研究における極

めて重要な命題解明に分子的基盤を与えるだけでなく、その成果として、将来有用

物質の分泌生産、オルガネラを利用したバイオテクノロジーや人工細胞の開発など

応用への道も開くことが期待される。

２．研究実施内容

　Ａグループ

　１．ペルオキシソームの形成機構とその障害の分子機構

本研究代表者の研究対象としている細胞内小器官ペルオキシソームは近年多く

の重要な代謝機能が見出される一方、その障害は Zellweger 症候群など遺伝性の
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致死的疾患をもたらすなど、生体にとって不可欠な細胞内小器官である。従って、

ペルオキシソームは本研究課題の解決に非常に適したモデル小器官系といえる。

本年度は昨年度同様、主として多くのペルオキシソーム欠損性動物変異細胞の分

離と相補遺伝子の単離を中心に、さらには相補遺伝子産物の細胞生化学的機能の

解明を含めて展開した。

　２．核タンパク質の細胞質ー核間輸送の分子機構

HIV遺伝子発現調節蛋白質 Tat および Rev をモデル核タンパク質として、その

細胞内選別輸送とその制御機構を分子レベルで解明するため、本年度は、Revの

核内輸送機構を解析する細胞系の樹立を試みた。またPPARの核輸送機構につい

ても検討をはじめた。

　Ｂグループ

１．ミトコンドリアへのタンパク質のターゲッテイング膜透過および小胞体膜形成

の分子機構

�）ミトコンドリア外膜と内膜とはそれぞれ独立した透過装置を持つ。界面活性

剤による内・外膜の解体、人工膜への再構成、化学架橋法などを用いて透過装

置を構成する因子の同定と精製を行った。

�）小胞体（ER）膜タンパク質のトポロジー形成に関わるシグナルの系統的な特

性解析を行った。

　２．ミトコンドリアおよび小胞体へのターゲッテイングシグナルの分子認識機構

�）ミトコンドリアのターゲッテイングシグナル受容体とプロセシングペプチ

ダーゼ上のシグナル認識に係わる構造を遺伝子工学および親和性標識等を用い

て同定を試みた。

�）小胞体のC末端膜挿入シグナルを持つタンパク質のシグナル基本構造の同定

を試みた。

　Ｃグループ

　１．ゴルジ装置の形成機構

ゴルジ体の形態形成に関与するタンパク質としてGCP60を同定し、ゴルジ膜タ

ンパク質との結合などについてその機能を解析した。また、ゴルジ体形態形成に

影響を及ぼす薬剤の作用機構について検討した。

　２．リソソーム・エンドソームの形成機構

リソソームとエンドソームの融合に拘わる細胞質因子、エンドソーム膜タンパ

ク質およびリソソーム膜タンパク質をそれぞれ同定、精製、cDNAクローニング

を試みた。
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　（詳細）

　Ａグループ

　１　ペルオキシソームの形成機構とその障害の分子機構

　　１）新たなペルオキシソーム欠損性 CHO 細胞株の分離　

ヒトの先天性ペルオキシソーム欠損症には現在少なくとも13種類の相補性群

が知られているので、多くのペルオキシソーム欠損性変異細胞株の分離を昨年

度試みた結果、５つの異なる相補性群に属する変異細胞、それぞれZP124（ヒ

ト相補性群A群）、ZP126、ZP128（ヒト相補性群Ｈ群）、ZPG207（ヒト相補性群

R群）、およびZPG208を得た。このことよりヒト相補性群、ヒト相補性群A群と

R群（それぞれアメリカ８群および11群）およびH群に相当する新規なCHO 変

異細胞株が分離されたことになる。一方、ZP126 およびZPG208 は既存のCHO

およびヒトのいずれの相補性群にも属さない、哺乳動物細胞におけるそれぞれ

第16, 17番目の相補性群変異細胞であることも明らかになった（表１）。つぎに

これら変異細胞を用いて新たなペルオキシソーム形成因子の単離を検討した。

２）ペルオキシソーム形成因子（peroxin）のクローニング、ペルオキシソーム病

患者異常遺伝子解析、および機能解明

　　　２－１）機能相補活性スクリーニング法：

変異細胞 ZP128 に対し相補活性を有するPEX13 遺伝子をヒトcDNA library

よりクローニングに成功、Ｈ群の病因遺伝子であることも判明した。ついで 

ZP110に対する相補遺伝子のクローニングを試み、PEX14 cDNA の単離に成

功した。ペルオキシンPex14pはペルオキシソーム膜に局在しペルオキシソー

ム局在化シグナルPTS1, PTS2に対するレセプター（それぞれPex5pおよび

Pex7p）と結合することから輸入装置の主構成因子と考えられる。さらには

ZPG208を用いてその相補遺伝子PEX3 の単離にも成功している。また哺乳動

物系ではPTS1レセプターであるPex5pにアイソフォーム、Pex5pSおよび

Pex5pLが存在し、両者はPTS1タンパク質の輸送に関わるだけでなく、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。
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ZS: Zellweger 症候群.　NALD: 新生児型 adrenoleukodystrophy.  IRD: 乳児型 Refsum 病.

RCDP: rhizomelic chondrodysplasia punctata（斑状軟骨形成不全症� 型 

２． 核タンパク質の細胞質－核間輸送の分子機構

HIV遺伝子発現調節タンパク質 Rev をモデル核移行性タンパク質として、細胞内

選別輸送とその制御機構を分子レベルで詳細に解明することを目的として、gpt

（hypoxanthine-guanine phosphoribosyl transferase）遺伝子発現をマーカーとしたRev 

依存性薬剤感受性細胞株の確立と Revの細胞内輸送異常を表現型とする変異細胞の

分離を試みている。

　Ｂグループ�

　　『ミトコンドリア蛋白質輸送』

ラット肝ミトコンドリア外膜の前駆体蛋白質輸入装置（TOM複合体）を解析し，
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表１　ペルオキシソーム欠損症相補性群とCHO変異細胞および相補遺伝子

相補遺伝子CHO変異細胞相補性群臨床型ヒ　ト

オランダアメリカ日本

ZP124ZS, NALD, IRD�A

PEX10ZS, NALD�B

PEX6ZP92ZS, NALD３�C

PEX16ZS�D

PEX1Z24, ZP107ZS, NALD, IRD２�E

PEX2 (PAF-1)Z65ZS, IRD５�F

PEX5ZP105, ZP139ZS, NALD４�

PEX12ZP109ZS�

ZS, NALD�

ZSG

PEX13ZP128ZS, NALDH

PEX19ZP119ZSＪ

PEX7ZPG207RCDP１�R

PEX14ZP110

ZP114

ZP126

(PEX3)ZPG208



さらにミトコンドリア膜間スペースからのアポトーシス因子の輸出過程を解析し

た。

１．哺乳類ミトコンドリアのTom40の解析：ラットミトコンドリア外膜のTom40

をクローニングし、TOM複合体の成分として蛋白質輸入チャネルを構成するこ

とを明らかにした。

２．哺乳類ミトコンドリアのTom22の解析：ミトコンドリア外膜の18 kDa蛋白質

に対するcDNAを分離し解析を行った結果、酵母ミトコンドリアのTom22とわず

か19%の相同性しか示さないにも関わらず酵母Tom22の欠損を機能的に相補す

ることを見出し、外膜輸送因子としての性質を解析した。

３．哺乳類ミトコンドリアのTOM複合体の分離：ミトコンドリア外膜のTOM複合

体がTom40とTom22に加え分子量の小さい３種類の蛋白質(OM10, OM7.5, 

OM5)より構成され、外膜中で400kDaの複合体として存在することを明らかに

した。

４．N- 末端シグナル・アンカーを持つ外膜蛋白質のターゲティング機構：外膜輸

送因子の一つであるTom20のミトコンドリアへのターゲティング・シグナルの

解析を行った結果、�シグナル・アンカーが中程度の疎水性を持つこと、�そ

の直後の５アミノ酸領域内に１個以上の塩基性アミノ酸が存在すること、がシ

グナルの必要十分条件であることを示した。そして、この塩基性アミノ酸によっ

て、シグナル・アンカーはSRP依存の小胞体輸送を免れることを発見した。

５．ミトコンドリア膜間スペースからのシトクロムcの輸出機構：細胞が「死」の

シグナルを受けるとミトコンドリアは「アポトーシス因子（シトクロムc、AIF、

プロカスパーゼ９など）」を放出しこれによってアポトーシスのカスケードが誘

発される。今回はシトクロムcの輸出反応をin vitroで再構成し、その反応に関る

細胞質因子を精製し、さらに輸出過程の解析を行った。またAIFのクローニン

グと抗体作成を行った。

　　『小胞体膜形成機構』

１．小胞体（ER）に於ける膜蛋白質のトポロジー形成に関わるシグナル（�型シ

グナルアンカー SAI，� 型シグナルアンカー SAII，ストップトランスファーシ

グナルST）の評価を14回の膜貫通領域（TM）を持つ赤血球のバンド３につい

て行った。その結果，いくつかの分子内SAI はその前に存在する疎水性の弱い

領域を膜内に引き込み，強制的に膜貫通領域を形成させる活性があること見い

だした。さらにSTの機能がその直前に存在するSAIIによって増強され、かつそ

の効果は両者の間の距離によって大きく影響されることを見出した。

２．I 型の膜配向性をとるシナプトタグミン２を用いてSAIの特性を詳細に解析

した。そして、SAの疎水性度、SAの両側の荷電および構造によって膜配向性
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が著しい影響を受けることを示した。

　Ｂグループ�

１．シトクロムb5 と外膜シトクロムb5 のターゲティングシグナルの解析から、少

なくともこのタンパク質に関しては、小胞体とミトコンドリアへの局在化は二

者択一的なものではなく両膜に対して競争的に起こることが分かった。このこ

とが外膜に小胞体のタンパク質と類似したタンパク質が存在する理由と思われ

る。また、同一タンパク質（ミトコンドリア外膜タンパク質）が臓器により小

胞体とミトコンドリア外膜に異なった割合で分布していること、その割合が動

物種により異なり、タンパク質は局在化シグナルのみでは決定されないことが

示唆された。

２．ミトコンドリアターゲティングシグナルなどオルガネラへのターゲティング

シグナルの多くは、「共通性の少ない構造にもかかわらず特定のタンパク質を厳

密に見分けて認識している」すなわち、「あいまいな情報を正確に伝達してい

る」。ミトコンドリアでのプロセシング反応も同様な機構で行われていると考え

られる。シグナル（前駆体）と受容体（プロセシングペプチダーゼ）の解析が

進んでいるこの系を用いて上記のタイプの情報の授受の機構を調べた。ペプチ

ダーゼは認識部位を多数用意している。前駆体はそのうちのいくつかを持って

いる。さらに両者とも高次構造に柔軟性がある。これらのことにより一見違っ

た情報が同じ情報として認識されているのであろう。また、複数の認識部位を

持つことにより特異性を増している。

　Ｃグループ�

１．ゴルジ体形成に関与する新規タンパク質（GCP60）の同定と機能解析：

酵母のtwo-hybrid法により、ゴルジ膜タンパク質giantinと特異的に結合するタ

ンパク質として分子量60kDaの新しいタンパク質（GCP60）を同定した。GCP60

は, N末端側にproline-rich domainおよびacyl-CoA binding motifを、また、中央部

にcoiled-coil domainおよび核輸送シグナルを持つ。各種解析の結果、GCP60は

次の特徴をもつことがわかった。１）GCP60のゴルジ体への局在化には、C末

端側の約60残基（393-452）の配列が必須である。２）N末端側175残基およびC

末端側208残基（328-536）を欠失させた変異体は、核に局在するようになる。

３）ゴルジ膜をTriton X-100で抽出すると、GCP60はゴルジ膜タンパク質giantin, 

GM130およびGRASP65との複合体として抽出される。しかし、GCP60は直接

GM130やGRASP65と結合しておらず、giantinを介して複合体を形成する。４）

GCP60はgiantinのC末端領域 (2804-3161)と特異的に結合する。５）GCP60のC末

端領域（393-452）を細胞に過剰発現すると、ゴルジ体は解体し細胞質に分散化

される。以上の結果から、GCP60はgiantinとの結合を介してゴルジ体特有の形
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態形成に関与していることが強く示唆された。

　　２．Nordihydroguaiaretic acid（NDGA）のゴルジ体形態形成への影響：

これまでの研究で、NDGAはB refeldin A（BFA）と同じようにゴルジ体を解

体しゴルジ膜タンパク質を小胞体に再分布させる効果をもつことを明らかにし

た。BFAとの違いとして、COPI小胞の形成に関与するコートタンパク質に対す

る影響、すなわちBFAはARFの機能を抑制することによって脱コートさせ、小

胞の形成を阻害するのに対して、NDGAはこのような効果を持たない。今回、

BFAには見られない新たな知見として、NDGAは次のような作用を持つことが

わかった。１）細胞をNDGAで処理すると、ゴルジ体に局在するp115が速やか

に膜から遊離してサイトソールに分散するようになる。２）in vitroでゴルジ膜

をNDGAとインキュベートすると、ゴルジ膜は速やかに凝集化を惹き起こす。

この凝集体はサイトソール/ATP再生系の添加によってゴルジ層板構造を回復

するが、p115を除いたサイトソールでは回復しない。さらに、３）NDGAによ

るゴルジ膜の凝集化にはNEM（N-ethylmaleimide）感受性因子が必要であり、特

にp97/p47の関与が強く示唆された。

　Ｃグループ�

１．In vitroでのlysosomeとendosomeのfusion系を確立し、N-ethylmaleimide-sensitive 

factor（NSF）がこのfusionには働かないことを明らかにした。更に、現在dominant 

negative NSFを用いてfusionを検討している。

２．Cathepsin BあるいはHはmannnose-6-phosphate receptor に非依存的にlysosomeに

移行することを明らかにした。この問題をcathepsin Dについても検討している。

３．メラノサイトにおいてメラノソームは「特殊リソソーム」であり、その形成

は皮膚や頭髪の色素形成に重要な役割を果たしている。このような「特殊リソ

ソーム」の形成機構をリソソームと比較・検討により行った。蛍光顕微鏡・免

疫電顕による形態学的観察および膜蛋白質の細胞質領域を用いた生化学的分離

実験の結果、メラノソームとリソソームは異なるオルガネラとして存在してい

ることが明かとなった。現在このメラノソームとリソソームへの蛋白質の選別

輸送に関わる分子(VPS41, pallid) の役割について検討を行っている。

４．AAAスーパーファミリー蛋白質であるSKD1はリソソーム・エンドソームを介

した小胞輸送において重要な役割を果たしていることが知られている。ATPの

加水分解能が欠損した変異型SKD1（E235Q）を発現させた細胞では、エンドソー

ム を 介 し た 種 々 の 輸 送 が 停 止 し 管 状 に 変 型 し た エ ン ド ソ ー ム

(E235Qcompartment)を形成する。この変異体の発現により細胞が死に至ること

からSKD1の機能に関しては解析が進んでいない。そこで一過性に多数の細胞に

変異型SKD1 (E235Q)を発現させる目的でEcdyson制御で発現が可能なアデノウ
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イルスの作成を行った。その結果細胞に90%以上の効率で変異型SKD1を発現さ

せることに成功した。現在このアデノウイルスを用いてリソソーム酵素や膜蛋

白質の輸送におけるSKD1の関与について検討を行っている。また極性細胞（肝

細胞・MDCK細胞）におけるエンドサイトーシス・トランスサイトーシスへの

関与についても検討を行う。

５．マウスSKD1の機能発現を調節する分子を同定する目的で酵母two hybrid法に

よるスクリーニングを行いSKD1結合蛋白質の検索を行った。その結果新規蛋白

質であるSBP1 (SKD1 binding protein 1)を同定した。SBP1は細胞質および一部膜

に存在しているが予想されるようにエンドソーム・リソソームには存在してい

ないことが明かとなった。しかしながら変異型SKD1 (E235Q)を発現させた細胞

においては変型したエンドソーム(E235Qcompartment)に局在することが明かと

なり、間接的ではあるがSKD1の機能発現に関与していることが示唆された。ま

たSBP1はヒト、線虫、シロイヌナズナ、酵母においてそのホモログと思われる

分子が存在しており、SBP1欠損酵母の作成を行っている。またアデノウイルス

により変異型SKD1 (E235Q)を発現させE235Qcompartment形成におけるSBP1の

関与についても検討中である。

６．ヒトグリア細胞はH-ras（V12）の発現に伴い多数の液胞を形成した後にアポ

トーシス・ネクローシスとは異なるメカニズム（caspase independent, PI3kinase 

dependent）により細胞死へと移行する。このような細胞死におけるリソソーム

／エンドソームの役割について研究を行った。蛍光顕微鏡および免疫電顕によ

る観察の結果、液胞には初期エンドソーム由来のものと後期エンドソーム・リ

ソソーム由来のもの２種類が存在することが明かとなった。形態的には顕著な

変化が認められるのに反し、リソソーム／エンドソームを介する種々の小胞輸

送の機能には異常が認められなかった。しかしながら発現されたH-ras(V12)蛋

白質自身は形成された液胞膜上に存在していることから、rasを介した膜融合の

メカニズムが存在している可能性が示唆された。現在rasの下流に存在する分子

について検索を行っている。

７．ラット肝リソソーム膜を抗原としてモノクロナール抗体を作成し、これを用

いて分子量55Kを有する新規リソソーム膜タンパク質を同定した。蛍光顕微鏡

による検討では本タンパク質はリソソームに存在していた。現在アミノ酸配列

を決定中である。
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