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§１．研究実施の概要  

生命体の基本単位は細胞であり、真核細胞は非常に緻密に分化した膜構造に基づく生命活動

を行っている。代謝活動も各オルガネラが代謝を機能分担し、オルガネラ-ホメオスタシス（合成系

と分解系のバランス）は、各細胞が必要とする代謝により支配されている。本課題研究は、脂質代

謝等を担い生命体に必須なペルオキシソームの形成と分解の分子制御機構と、その破綻により起

こる代謝障害の全貌解明により、「代謝が調節するオルガネラ-ホメオスタシスと高次細胞機能制

御」の基本原理を導き出し、それに基づく細胞機能制御基盤技術を確立することを目的としている。

具体的には、代謝活動が支配するペルオキシソーム動態ネットワークと遺伝子発現ネットワークの

解明を目指して、以下に述べる種々の検討を行った。この課題研究の推進により、形態形成・脳

中枢神経系の形成と障害の理解や食糧・有用タンパク質生産など、医学・農学の応用領域へも大

きく貢献することができる。 

 

§２．研究実施体制  

（１）「藤木」グループ 

① 研究分担グループ長：藤木幸夫 （九州大学大学院理学研究院、教授） 

② 研究項目 

「代謝が支配するオルガネラ-ホメオスタシスと高次細胞機能制御（哺乳類）」 

・ ペルオキシソーム誘導制御系の解析 

・ メタボローム解析系の確立と試料解析 

・ ペルオキシソーム動態制御系の解析 

・ 脳・神経形成や器官形成異常のメカニズムの解明 

・ ペルオキシソームの誘導と分解系の解析 

 

（２）「阪井」グループ 

① 研究分担グループ長：阪井康能 （京都大学大学院農学研究科、教授） 

② 研究項目 

「代謝が支配するオルガネラ-ホメオスタシスと高次機能発現 (真核微生物)」 

・ オルガネラ形成障害とペルオキシソーム内外におけるレドックス動態の解明 

・ ペルオキシソーム形成障害細胞におけるメタボローム解析 

・ 酵母系を利用したペルオキシソーム誘導制御系の解析 

・ 酵母を利用したペキソファジー・オートファジーを支配する代謝レドックス制御系の解析 

・ 植物病原菌の病原性発現におけるペルオキシソーム代謝と動態の解析 
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§３．研究実施内容  

本課題研究では、代謝と細胞内代謝環境がどのようにして生命現象の基本単位・細胞機能の担

い手であるオルガネラのホメオスタシスを制御し、さらにオルガネラの高次細胞機能を発現してい

るのかを明らかにするため、ペルオキシソームを対象に追究している。藤木グループは哺乳動物

ペルオキシソーム系を主として対象とし、共同研究者阪井のグループは酵母を中心とした真核微

生物系・ペルオキシソーム分解系を中心に、ペルオキシソームホメオスタシス研究を推進してい

る。 

１） ペルオキシソーム誘導制御系の解析 

a）ペルオキシソーム誘導制御の分子機構解明の一環としてペルオキシソーム増殖剤応答性受容

体(PPAR)の核内移行シグナルの同定に成功した（藤木グループ論文リスト：４）。 

b)ペルオキシソームマトリクスに局在する acyl-CoA oxidase (AOx) ならびに D-bifunctional 

protein (D-BP) は、極長鎖脂肪酸の-酸化、とくに docosahexaenoic acid (DHA, C22;Δ6)合

成の最終段階においてその反応の中心的役割を担う。DHA によるペルオキシソームの伸長化、

顆粒状化およびペルオキシソームの増殖を発見し、論文投稿も行い、現在改訂中である。 

２） メタボローム解析系の確立と試料解析 

質量分析機によるリポドーム(メタボローム)解析法の確立に基づき、ツェルベーガー症候群患者

由来線維芽細胞におけるプラスマローゲン型ホスファチジルエタノールアミン(pl-PE)の顕著な低

下やリン脂質中へ極長鎖脂肪酸の高い蓄積など、脂質代謝異常を見出している。現在、ペルオキ

シソーム形態制御障害患児細胞におけるリピドーム解析を行っている。 

３） ペルオキシソーム動態制御系の解析 

 ペルオキシソーム形成因子（ペルオキシン）のオルガネラ形成過程における生化学的機能、さ

らにはメタボライト等によるペルオキシンの動態、機能調節機構の解明を目指している。 

a) マトリックスタンパク質の輸送機構： PTS1受容体，Pex5p[２種のアイソフォーム、S型と L型(S

型内部に３７アミノ酸の挿入配列)が存在]のうち、PTS2 タンパク質輸送に関わる Pex5pL の特異

的３７アミノ酸配列のN-末側上流の重要性を新規CHO変異株ZPEG241により、解明した（藤木

論文リスト：３）。Pex5pのペルオキシソームからのリサイクリングを活性化する新規因子 p40を同定、

単離した。この因子は Pex5p が N-末領域にユビキチン化を受け、ペルオキシソームからエクスポ

ートされる際に必須であることも最近見出している (図１A)。また、昨年解明した Pex5p の膜上ド

ッキング因子 Pex14pの N-末端領域(アミノ酸配列 25-70)の Pex5pのWXXXF/Yモチーフとの

結合依存的な動態解析に成功した（藤木論文リスト：２）。一方，Pex26p は Pex1p-Pex6p 複合体

をリクルートする。セミインタクト細胞を用いた解析により、Pex1p は ATP 加水分解依存

的に、また Pex6p は ATP 結合依存的にペルオキシソームへ局在化することを明らかにし

た（藤木論文リスト：５）。 

b) ペルオキシソーム膜の形成機構： Pex26pに加えて fatty acyl-CoA reductase1 (Far1；次項

目 4)を参照)などペルオキシソーム C 末アンカータンパク質（C-TA）の輸送経路について検討、

Pex19p と複合体を形成後、膜上 Pex3pへ標的化される経路、すなわち Class I pathwayによ

ることを見出した (図１B)。現在、小胞体局在性 C-TAに関わる GET system との関連性の有無

を検証している。 

c) ペルオキシソームの形態制御機構： ペルオキシソームの形態制御因子として、DLP1、Fis1、
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図２．プラスマローゲンの生合成と細胞内輸送 

Pex11p、さらにはMitochondrial fission factor (Mff)など新規な因子の可能性も含めて検討し

ている。 

 

 

図１．ペルオキシソーム形成因子(ペルオキシン)機能の新知見 

（A） AAA ATPaseペルオキシン複合体Pex1p-Pex6pはPex26pによりペルオキシソーム膜へリクルートされ、Pex5p

のユビキチン化依存的なリサイクルを仲介する. （B） ペルオキシソーム C末アンカータンパク質（C-TA）は、

Pex19p と複合体を形成後、膜上 Pex3p へ標的化される経路、すなわち Class I pathway により輸送・局在化され

ることを見出した.  

４）脳・神経形成や器官形成異常のメカニズムの解明 

a)エーテルリン脂質プラスマローゲンの生合成の調節に関して、ペルオキシソーム膜蛋白質 fatty 

acyl-CoA reductase1 (Far1)が律速酵素であり、ii)最終産物プラスマローゲンによって調節され

る； iii)その調節は、細胞内プラスマローゲン量依存的な Far1 の安定性制御を介した活性調節

によって行われている、ことを明らかにした（図２、 藤木論文リスト:１）。また、プラスマローゲンの生

合成調節機構の全貌解明へ向け、新規 CHO変異細胞の分離を進めている。 

b) ペルオキシソーム病において代表的な障害、脳・神経系形成異常の原因解明に向けて、ペル

オキシソーム形成障害性グリオーマ細胞株の確立に成功、海馬神経初代培養細胞との共培養す

ることによる神経

形成への影響を、

メタボローム解析

を含め、現在検

討している。 

c) 共同研究者阪

井グループが開

発したレドックス

変化を検知でき

る蛍光分子プローブ（レドックスフロール）を用いて、ペルオキシソーム形成障害性・欠損性変異細

胞(CHO 変異細胞)および正常細胞とのレドックス状態を検討の結果、変異細胞では細胞質が非

常に還元的状態であることを見出した (両グループ共著論文リスト:１)。これは、ペルオキシソ

(B) Peroxisomal Targeting of C-TA (A) Recycling of Pex5p 
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ーム形成障害性疾患の統合的理解に繋がるものと期待される詳細は下記項目６）を参照。 

５） ペルオキシソームの誘導と分解系の解析 

動物細胞ではほとんど不明のペルオキシソーム分解系の分子機構解明を目的として、CHO 細胞

における特異的分解には、LC3(Atg8)およびペルオキシソーム形成因子 Pex14p の関与を見出

している(BBA-MCR 2008)。この過程にユビキチン結合因子 p62の集積を見出しており、現在そ

の詳細を検討している。 

６）オルガネラ形成障害とペルオキシソーム内外におけるレドックス動態の解明 

前年度までに成果として挙げていた、レドックス変化を検知できる蛍光分子プローブ（レ

ドックスフロール）の開発とそれを利用したペルオキシソーム内外のレドックス状態モニ

タリングの結果を Molecular and Cellular Biology 誌において発表した（両グループ共著

論文リスト：１）。この成果は藤木グループとの共著論文としての意味合いも持つ重要なも

のであるが、多くの新聞媒体を通してその内容を社会に開示できた点でも有意義な成果を

もたらした。現在、共同研究として、iPS 細胞や糖尿病モデル細胞におけるレドックスフ

ロールを用いた細胞内レドックス状態変化のモニタリングを現在進行中である。 

７） ペルオキシソーム形成障害細胞におけるメタボローム解析 

 細胞質還元化を引き起こすメカニズムがこの脂質代謝異常に由来するものかどうか調べ

るため、ペルオキシソーム疾患において特に蓄積している脂質である極長鎖脂肪酸

（hexacosanoic acid）を正常細胞に添加したところ、細胞質が添加後に還元化することを、

上記レドックスフロールによる解析および LC-MS によるグルタチオンの酸化還元比測定

の双方において見出した（図３）。すなわち、ペルオキシソーム機能欠損による脂質代謝異

常がレドックス異常を引き起こすことが示唆される。 

 疾患特異的な水溶性マーカー代謝物を見出すため、LC-MS による untargeted メタボロ

ミクスに取り組んでいる。その結果、pex１、pex5 両細胞株におけるフォスフォコリンの

有意な減少が見出された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

８） 酵母系を利用したペルオキシソーム誘導制御系の解析 

 代謝の流れが支配するペルオキシソーム酵素の遺伝子発現制御機構を明らかにするため、メタ

ノール資化性酵母におけるペルオキシソーム酵素の発現制御（阪井グループ論文リスト：２,３）、転

 

図３ 極長鎖脂肪酸（hexacosanoic acid）

継続添加による正常 CHO 細胞の細胞質の

還元化. 

（A）レドックスフロールによる細胞質レド

ックス状態の可視化。上記脂肪酸 1 M を 7

日間継続投与した場合のレドックスフロー

ル解析像を 2 枚示した。暖色系の色ほど還

元であることを示す。 

(B)LC-MS 解析により

（A）の実験条件での 

細胞抽出液中の酸化型

および還元型グルタチ

オン量を測定した。 
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写制御に関わる因子の機能解析（阪井論文リスト：１）に加え、メタノール誘導時のメタボローム解

析を行った。メタノール誘導初期には、まずジヒドロキシアセトンシンターゼ（DAS）遺伝子の転写

活性化が起こり、細胞内にホルムアルデヒドやその同化代謝産物（グリセルアルデヒド 3-リン酸, ジ

ヒドロキシアセトン, ジヒドロキシアセトンリン酸）が蓄積し始めた後に、アルコールオキシダーゼ

（AOD）遺伝子の発現が最大に活性化されることがわかった。転写因子については、メタノール誘

導性遺伝子の発現制御を、グルコース抑制→グルコース脱抑制、メタノール特異的誘導の３段階

に分け、各段階に関与する転写因子として、Mig1, Trm2, Hap2を同定した。遺伝子破壊株の表

現型解析により、各転写因子がグルコース抑制、グルコース脱抑制、メタノール特異的誘導それ

ぞれの段階で機能していることを明らかにした。 

９） 酵母を利用したペキソファジー・オートファジーを支配する代謝レドックス制御系の解析 

 オートファジーに必要な因子 Atg8 が代謝変換に伴って起こる細胞内のオルガネラ動態、特に

液胞形態変化に必要であることを、Pichia pastoris において見出し報告した（阪井論文リスト：

４）。このAtg8の機能には、他のオートファジー機構に必要な本分子の脂質化が必要でないこと、

また細胞の浸透圧変化に対する応答にもこの Atg8 が関与することを見出し、本分子の新たな生

理学的役割を明らかにした。また、窒素源飢餓時において、酵母細胞質が還元化すること、メタボ

ローム解析により、窒素源飢餓時にはトランスポーターErs1 欠損株において細胞内システイン総

量の増加を見出した。このことは、Ers1 依存システイン輸送の細胞質還元化への寄与を示唆す

る。 

１０) 植物病原菌の病原性発現におけるペルオキシソーム代謝と動態の解析 

 植物病原菌の感染プロセスにおいて、ペルオキシソーム代謝機能の欠損は、感染器官細胞（付

着器）のメラニン合成を顕著に低下させる。一方、メラニン化した付着器の機能発現にはペキソフ

ァジーを必要とする。PEX14 遺伝子欠失株は、PEX6 遺伝子欠失株と異なり、付着器のメラニン

化は正常であること、PEX14 欠失株ではペキソファジーの欠損を、今年度見出した。これらの結

果は、ペキソファジーが付着器の機能発現に必要であることを再確認させ、Pex14p を目印とした、

病原菌感染器官細胞における選択的ペルオキシソーム分解の実行を示している。 
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