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要旨 

VCP (valosin-containing protein)は AAA (ATPase associated with various cellular 

activities)ファミリーに属する ATPase で、ユビキチン－プロテアソーム系タンパ

ク分解やオートファジー、小胞体やゴルジ体における膜融合など、多彩な機能

に関わる分子である。ヒトにおいては、神経変性疾患の発症に関わる VCP の遺

伝子変異や、種々の癌組織における VCP の過剰発現などが見出されており、疾

患関連タンパクとして位置付けられる。これらの背景から、VCP のさらなる機

能解析を進めることによって、各種細胞内イベントの詳細な理解、さらには疾

患メカニズムの基礎的な理解に貢献できることが期待される。本研究では、VCP

の新規機能を明らかにすることを目的とし、各種オルガネラ局在型 GFP による

細胞株モデルおよび RNAi を用いたアプローチを試みた。 

RNAi による VCP ノックダウンに伴い、ペルオキシソーム局在型 GFP の局在変

化が確認されたことから、ペルオキシソームタンパク輸送における VCP の関与

が示唆された。PTS (peroxisome targeting signal)と呼ばれる N 末端あるいは C 末

端のペプチド配列を付加した GFP、および内在性ペルオキシソームタンパクの

局在を検証した結果、VCP はペルオキシソーム内腔タンパク、特に catalase の

局在に関わることが明らかになった。また、ATPase 活性欠失変異体 VCP (K251A、

K524A)の発現、或いは VCP の ATPase 活性阻害剤処理により、catalase のペル

オキシソーム局在配列を付加した GFP (GFP-KANL)の局在変化が生じたことか

ら、catalase のペルオキシソーム局在には VCP の ATPase 活性が必要であること

が示された。 

VCP の相互作用因子を探索するための免疫沈降および質量分析による解析か

ら、VCP とペルオキシソームを関連付ける因子として、ペルオキシソーム膜タ

ンパク輸送因子 PEX19 が得られた。PEX19 ノックダウン細胞では VCP ノック

ダウンと同様に、ペルオキシソーム内腔タンパクである catalase の局在変化が

生じたことから、VCP は PEX19 と協調して catalase の局在に寄与している可能

性が考えられた。 

Catalase は ROS ( reactive oxygen species)である H2O2 の分解を触媒する抗酸化酵

素である。 VCP ノックダウン細胞において、H2O2 処理による細胞内 ROS の上

昇が軽減されたことから、catalase の局在変化は、細胞にとって防御的な意義を

持つことが想定された。VCP は酸化ストレス誘導時、システイン残基の酸化修
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飾により ATPase 活性が低下することが当研究室において明らかにされている。

酸化ストレス誘導剤の処理によって GFP-KANL および catalase の局在変化が生

じたが、酸化修飾抵抗性変異体 VCP (C522T)を発現させた細胞ではその局在変

化が低減されることが明らかになった。 

以上の結果から、VCP の酸化修飾と catalase の局在変化を介した H2O2 レベル調

節機構の存在が示唆される。VCP は種間で高度に保存されたタンパクであるが、

522 番目のシステイン残基は出芽酵母では保存されていない。この知見に合致

するように、出芽酵母ではペルオキシソーム局在型および細胞質局在型の 2 種

類の catalase が存在している。これらの点から、VCP は高等動物が有するスト

レスフィードバック機構の一端を担う因子であることが推察される。 
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略語表 

AAA: ATPases associated with diverse cellular activities 

ACAA1: acetyl-CoA acyltransferase 1 

ACOT8: acyl-CoA thioesterase 8 

ALS: amyotrophic lateral sclerosis 

ATP: adenosine triphosphate 

BSA: bovine serum albumin 

CDC: cell division cycle 

CHX: cyclohexymide 

DNA: deoxyribonucleic acid 

DAPI: 4',6-Diamidino-2-Phenylindole, Dilactate 

DBeQ: N2,N4-dibenzylquinazoline-2,4-diamine 

ER: endoplasmic reticulum 

ERAD: endoplasmic reticulum associated protein degradation 

FBS: fetal bovine serum 

GFP: green fluorescent protein 

H2DCFDA: 2',7'-dichlorodihydrofluorescein diacetate 

HA: hemagglutinin 

HBSS: hank's balanced salt solution 

HRP: horse radish peroxidase 

IBMPFD: inclusion body myopathy with Paget's disease of bone and frontotemporal 

dementia 

IgG: immunoglobulin G 

IRES: internal ribosome entry site 

LC-MS/MS: liquid chromatography-tandem mass spectrometry 

MJD: Machado-Joseph disease 

mPTS: peroxisomal membrane-targeting signal 

mRNA: messenger ribonucleic acid 

NLS: nuclear localization signal 

PBS: phosphate-buffered saline 

PEX: peroxin 

PMP: peroxisomal membrane protein 
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PTE1: peroxisomal thioesterase 1 

PTS1: peroxisome targeting signal 1 

PTS2: peroxisome targeting signal 2 

PDVF: polyvinylidene difluoride 

RNA: ribonucleic acid 

ROS: reactive oxygen species 

RT-PCR: reverse transcriptase polymerase chain reaction 

SDS: sodium dodecyl sulfate 

SDS-PAGE: SDS-polyacrylamide gel electrophoresis 

SOD: super oxide dismutase 

TBST: tris-buffered saline / tween-20 

VCP: valosin containing protein 
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序論 

VCP (valosin-containing protein)は AAA (ATPase associated with various cellular 

activities)ファミリーに属する ATPase である。D1 および D2 と呼ばれる特徴的

な 2 つの ATPase ドメイン有し、ホモ 6 量体を形成して ATPase として機能する

ことが知られている(Hanson & Whiteheart. 2005)。当初、ペプチドホルモン valosin

の前駆体として分離されたことから、valosin-containing protein と命名されたが、

valosin は精製過程の産物であったことが明らかとなっている (Koller & 

Brownstein. 1987)。VCP は種間で高度に保存されたタンパク質であり、マウス、

ショウジョウバエはもとより、酵母、古細菌に至るまで VCP ホモログが見出さ

れている(Ruden et al. 2000; Fröhlich et al. 1991; Pamnani et al. 1997)。 

これまでの研究から、ヒトにおいて VCP と疾患との関わりが複数報告されて

いる。神経変性疾患における VCP の機能解析が進められてきており、当研究室

では、MJD タンパクの伸長したポリグルタミン領域に結合するタンパクとして

VCP が同定された(Hirabayashi et al. 2001)。また、ポリグルタミンを始めとした

細胞内の異常タンパクの凝集、分解に VCP が寄与することが明らかになってい

る(Kobayashi et al. 2002, 2007）。骨パジェット病と前側頭葉型痴呆を伴う遺伝性

封入体筋炎 IBMPFD においては、VCP の変異およびその機能変化が発症の要因

となることが報告されている(Watts et al. 2004; Manno et al. 2010)。また近年、筋

萎縮性側索硬化症(ALS)においても VCP の関与が示唆されてきている(Johnson 

et al. 2010; Koppers et al. 2012; Tiloca et al. 2012; Williams et al. 2012)。一方、ヒト

の種々のがん組織において VCP のタンパク量が増加していることが、当研究室

において確認されている。同様の知見は他のグループからも複数報告されてお

り、VCP の量とがんの悪性度、および患者の予後との相関が示されている

(Yamamoto et al. 2003a, b, 2004a-e, 2005; Valle et al. 2011)。さらには、糖尿病関連

因子にVCPが含まれることが報告されていることなどから(Lu et al. 2008)、VCP

は疾患関連タンパクと位置付けることができる。 

 前述の疾患に関わる機能も含め、VCP は多くの細胞内イベントに関与するこ

とが明らかとなっており、細胞分裂や細胞死の調節などにも機能することが報

告されている(Yamanaka et al. 2011)。また、VCP の有する主要な機能の 1 つに、

オルガネラの形成、維持が挙げられる。ゴルジ体膜の再融合、核膜の再構成、

小胞体関連タンパク分解(ERAD: endoplasmic reticulum associated degradation)な

どの機能が知られる(Vembar & Brodsky 2008)。また近年、ミトコンドリア外膜
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タンパクの分解に関与することが報告されている(Heo et al. 2010)。 

オルガネラには、異なるオルガネラ間の相互作用や、形成、維持機構の類似

性見られることが報告されている。ペルオキシソームは ER 由来のオルガネラ

であることが明らかにされており、ペルオキソームと ER の間に見られる、タ

ンパク分解の分子メカニズムの類似性が論じられている(Shiozawa et al. 2006; 

Titorenko & Mullen. 2006)。また、ER とミトコンドリア間での相互作用が報告さ

れている(Kornmann et al. 2009)。 

VCP を対象とした多くの研究が展開されてきているが、近年新たに、VCP が

オートファジーによるタンパク分解にも関与することが明らかにされている

(Wang et al. 2011)。これらの知見に加え、VCP と様々なタンパクとの相互作用

が確認されていること(Dreveny et al. 2004)、多数の翻訳後修飾を受け得ること

が報告されていることからもその機能の多様性が予想され(Mori-Konya et al. 

2009)、ER、ゴルジ体のみならず、他のオルガネラの形成、維持にも寄与する

可能性が考えられる。 

以上のような背景から、VCP のさらなる機能解析により、各種細胞内イベン

トの詳細な理解、さらには各種疾患の基礎的な知見に繋がることが期待される。 

本研究では、VCP の未知の機能、特にオルガネラの形成、維持に関する役割

を探索すると共に、その生物学的意義を明らかにすることを目的とした。 

本論第 1 章では、VCP のペルオキシソームタンパク輸送への関与について論

じる。VCPのRNAiおよび各種オルガネラマーカーGFP発現細胞株を用いた live 

cell イメージングによる解析を行い、VCP のペルオキシソームへの関与を見出

した。また、内在性ペルオキシソームタンパクに対する VCP ノックダウンの影

響について検討を行った。 

第 2 章では、VCP の関わるペルオキシソームタンパク輸送メカニズムについ

て考察する。ATP 活性欠失変異体 VCP および VCP 阻害剤を用い、VCP の ATPase

活性に着目した検証を行った。また、ペルオキシソーム内腔タンパク輸送因子

である PEX5 との関連性を評価した。 

第 3 章では、VCP とペルオキシソーム形成因子 PEX19 との相互作用、およ

び各ノックダウンフェノタイプの比較を行った。免疫沈降法を用いた相互作用

解析により、VCP と PEX19 の相互作用を示す結果が得られた。また、PEX19

ノックダウンにより catalase の局在異常が生じることが明らかになり、VCP ノ

ックダウンと同様のフェノタイプが得られることを見出した。 
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第 4 章では、酸化ストレス下における catalase 局在変化と VCP の関わりにつ

いて述べる。Catalase の局在に対する酸化ストレスの影響、および VCP の酸化

修飾との関連について検討を行った。VCP の酸化修飾、catalase の局在変化を

介した新規の酸化ストレス応答メカニズムについて考察する。 
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1-1: 緒言 

VCP の細胞内機能解析を行う際のアプローチの１つとして、RNAi によるノッ

クダウン系が有用である。これまでの研究において、培養細胞を用いた VCP ノ

ックダウン系での評価が行われており、タンパク分解、細胞周期への影響が生

じることが報告されている (Wójcik et al. 2004)。オルガネラの形成、維持の観点

では、in vitro 再構成系やセミインタクト細胞を用い、VCP が ER やゴルジ体の

形成、維持に関わることが報告されている (Kondo et al. 1997; Kano et al. 2005; 

Uchiyama et al. 2002; 2006)。本章では、オルガネラ局在型 GFP 発現細胞株および

RNAi による VCP ノックダウンを用い、各種オルガネラに対する VCP の関わり

を確認した。 

ペルオキシソームへのタンパク輸送は、内腔あるいは膜への輸送の 2 種類に

大別される(Heiland & Erdmann. 2005)。内腔へのタンパク輸送は、C 末端側のシ

グナル配列である PTS1 (peroxisome targeting signal 1)あるいは N 末端側のシグナ

ル配列である PTS2 (peroxisome targeting signal 2)の 2 種類が知られており、ペル

オキシソーム膜へのタンパク輸送は、mPTS (peroxisomal membrane-targeting 

signal)によって調節される。配列の異なる複数のペルオキシソーム局在型 GFP

を作製し、VCP ノックダウンンによる影響を比較した。さらに、内在性のペル

オキシソーム内腔タンパク、ペルオキシソーム膜タンパクの局在に対する VCP

ノックダウンの影響を検証した。 

 

 

1-2: 材料と方法                                                         

1-2-1：細胞株および細胞培養 

 HeLa 細胞および各種 GFP 安定発現株は 10%FBS を添加したダルベッコ変法

イーグル培地[1.0g/l グルコース][L-グルタミン，ピルビン酸含有] (Nacalai 

Tesque)を用い、37°C の 5%CO2 インキュベーターで培養を行った。培養、継代

には基本的に 10cm 培養ディッシュ(FPI)および 0.05g/l-Trypsin/0.53mmol/l-EDTA 

Solution (Nacalai Tesque)を使用、凍結保存ストックの調製にはセルバンカー(十慈

フィールド)を用いた。 
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1-2-2：プラスミド、siRNA 

 GFP-SKL、GFP-Nuc、GFP-mito および GFP-ER の cDNA はそれぞれ

pEGFP-peroxi、pEGFP-Nuc、pEGFP-mito、pEGFP-ER (Clontech)から取得した。

GFP-KANL の cDNA は pEGFP-peroxi をテンプレートとし、PCR による変異導入

を行って作製した。PTS2 シグナル配列の cDNA は、HeLa 細胞の total RNA か

ら ACAA1 (acetyl-CoA acyltransferase 1)の PTS2 シグナル配列部分を RT-PCR によ

って増幅して取得した。得られた各オルガネラ局在型GFPのcDNAをpIRES-puro

に組み込み、安定発現株作製に使用した。 

siRNA は以下の標的配列を用い、メーカーに合成を委託した。 

VCP (nc): 5'-CGGGAGAGGCGCGCGCCAT-3' (IDT) 

VCP (286): 5'-GGTTAATTGTTGATGAAGCCATCAA-3' (Invitrogen) 

Control: 5'-CGGACGCGTCAGGAGCCGGTT-3' (IDT) 

 

1-2-3：トランスフェクション 

プラスミドのトランスフェクションはLipofectamine reagentおよびPlus reagent 

(共に invitrogen)を使用した下記のプロトコルに従った。35mm 培養ディッシュ 1

枚あたり 2x105 個の細胞を播種し、24 時間後に 2ml の Opti-MEM (GIBCO)に交換

したうえトランスフェクションに使用した。DNA:1μg、Opti-MEM:100μl、Plus 

reagent:6μl の混合液、および Lipofectamine reagent:4μl、Opti-MEM:100μl の混合

液をそれぞれ調整、15 分間静置後に混合し、さらに 15 分後、培養液中に添加し

た。37°C の 5% CO2 インキュベーターで 3 時間静置した後、増殖培地に交換し

た。 

siRNA のトランスフェクションは Oligofentamine (Invitrogen)を使用し、以下の

手順に従って行った。35mm 培養ディッシュ 1 枚あたり 1.2x105個の細胞を播種

し、24 時間後にトランスフェクションに用いた。 siRNA (20μM stock): 2.5μl、

Opti-MEM: 360μl の混合液、および OligofectAmine: 4μl、Opti-MEM: 360μl の混合

液をそれぞれ 5 分間インキュベーションした後、両者を混合した。20 分間イン

キュベーションした後に培養液中に添加し、翌日目的の実験系に合わせて継代、

培養を行った。 
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1-2-4：安定発現株の作製 

HeLa 細胞に pEGFP-SKL-IRES-puro を始めとするオルガネラ局在型 GFP 発現

プラスミドをトランスフェクションによって導入し、24 時間後から 2.5μg/ml の

puromycin を添加した。約 2 週間薬剤選択を行って薬剤耐性細胞を培養し、安定

発現株を得た。 

 

1-2-5：細胞分画 

10cm 培養ディッシュでコンフルエントとなるよう目的の細胞を培養、PBS で

2 回洗浄した後、トリプシン/EDTA 処理によって細胞を回収した。細胞計数装置

(CDA-500, Sysmex)にて細胞数をカウントしてサンプル間の細胞数を揃え、サン

プルを等分して分画用、whole cell lysate 用とした。whole cell lysate 用サンプル

はプロテアーゼ阻害剤カクテルを添加した可溶化バッファー(62.5mM Tris-HCl 

pH6.8、 2% SDS、10% glycerol)を用いて可溶化、ソニケーターでサンプルの粘

性を解消した後、Dc protein assay kit (Bio Rad)を用いてタンパク定量を行った。

サンプル間のタンパク濃度を均一にした後、2- mercaptoethanol およびブロモフ

ェノールブルーを添加、100°C にて 3 分間加熱処理を行い、SDS-PAGE およびウ

ェスタンブロットに使用した。 

分画用サンプルは Subcellular Proteome Extraction Kit (Calbiochem) を用いて、

細胞質、膜・オルガネラ、核の各画分を取得した。製品添付マニュアルに従っ

て処理行い、得られたサンプルは whole cell lysate 用サンプルのタンパク濃度を

基準にサンプル間の量を補正、希釈調整した。5xSDS サンプルバッファー（312.5 

mM Tris-HCl pH 6.8; 10% SDS; 50% glycerol; 5% 2-mercaptoethanol; 0.1 % 

bromophenol blue.）を添加し、100°C にて 3 分間加熱処理を行い、SDS-PAGE お

よびウェスタンブロットに使用した。 

 

1-2-6：SDS-PAGE およびウェスタンブロット 

 プロテアーゼ阻害剤を添加した可溶化バッファー(62.5mM Tris-HCl pH6.8、 

2% SDS、10% glycerol)を用いて目的の細胞を可溶化、ソニケーターでサンプル

の粘性を解消した後、Dc protein assay kit (Bio Rad)を用いてタンパク定量を行っ

た。サンプル間のタンパク濃度を均一にした後、5% 2-mercaptoethanol および
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0.001% bromophenol blue を添加、100°C にて 3min 加熱処理を行い、SDS-PAGE

にてポリアクリルアミドゲルに展開した。タンパクを PVDF 膜に転写した後、

5% スキムミルクを含む TBST に浸して室温 1 時間振とうした。続いて、5% ス

キムミルクを含む TBST にて希釈した 1 次抗体溶液中で室温 1 時間もしくは 4°C

一晩振とうし、TBST にて 10 分間 x 3 回洗浄した。TBST にて希釈した 2 次抗体

溶液中で室温 1 時間振とうし、TBST にて 10 分間 x 3 回洗浄した。2 次抗体は

Anti-Rabbit IgG, HRP-Linked Whole Ab Donkey もしくは Anti-mouse IgG, 

HRP-Linked Whole Ab Donkey (GE Healthcare)を使用した。TBST 洗浄後、PDVF

膜の水分をペーパータオルで吸収し、ECL Western Blotting Detection Reagents (GE 

Healthcare)を添加、イメージアナライザーLAS-1000 (Fuji film)にてシグナルを検

出した。 

 

1-2-7：Live cell イメージング 

35mm 培養ディッシュで目的の細胞の培養を行い、共焦点レーザー顕微鏡

LSM510 (Carl Zeiss)にて 40 倍の水浸対物レンズを用いて観察、画像取得を行っ

た。 

 

1-2-8：抗体 

以下の抗体を各メーカーから購入し、ウェスタンブロットおよび細胞染色に

使用した。anti-actin (chemicon)、anti-catalase (Calbiochem)、anti-ACOT8 (santa cruz)、 

anti-PMP70 (Zymed)、anti-mouse IgG Alexa 488 conjugated (Molecular probes)、

anti-rabbit IgG Alexa 488 conjugated (Molecular probes)。抗 VCP 抗体(ウサギ血清)

は当研究室にて作製されたものを用いた(Hirabayashi et al. 2001 )。 

 

1-2-9：細胞染色 

コラーゲン type Iコートを行った12mm径カバーガラス上に目的の細胞を培養、

3.7%ホルマリンを含む PBS で室温 10 分間固定を行った。0.5%の Triton X-100 を

含む PBS で室温 10 分間処理した後、ブロッキングバッファー(0.1%の BSA およ

び 0.1%のスキムミルクを含む PBS)で室温 1 時間処理した。パラフィルムを敷い

た湿潤容器内にカバーガラスを移し、ブロッキングバッファーにて希釈した 1
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次抗体溶液を、100μl/glass にて添加、室温 1 時間静置した。350μl/glass の PBS

にて 2 回洗浄を行った後、1:1000 でブロッキングバッファーにて希釈した 2 次

抗体溶液を 100μl/glass にて添加、室温 1 時間静置した。350μl/glass の PBS にて

3 回洗浄を行った後、DAPI を含むマウンティングメディウム(Vectashield; Vector 

Laboratories)を用いてプレパラートを作製した。PMP70 を検出する際は、ホルマ

リン固定後の膜透過処理を 0.5% triton X-100 の代わりに、25μg/ml のジギトニン

を含む PBS の 5 分間処理とした。 

1 次抗体の希釈は、それぞれ anti-catalase (1:2500)、anti-ACOT8 (1:50)、 

anti-PMP70 (1:400)で行った。 

 作製したプレパラートは共焦点レーザー顕微鏡 LSM510 (Carl Zeiss)にて 40 倍

の位相差対物レンズを用いて観察、画像取得を行った。 

 

 

1-3: 結果                                                               

＜結果の概要＞ 

各種オルガネラ局在型GFP発現細胞を用いてVCPノックダウンを行った結果、

C 末端に-Ser-Lys-Leu を付加したペルオキシソーム局在型 GFP が VCP のノック

ダウンに伴い細胞質に局在する傾向が確認された。ペルオキシソームへのタン

パク局在と VCP の関わりに着目し、さらに他のペルオキシソーム局在配列を付

加した GFP、内在性のペルオキシソームタンパクの挙動を確認したところ、C

末端に-Lys-Ala-Asn-Leu を持つペルオキシソーム内腔タンパク catalase の局在が

VCP ノックダウンに伴い変化することが分かった。 

 

1-3-1：オルガネラ局在型 GFP 発現株における VCP ノックダウンの影響 

ミトコンドリア、核、小胞体、ペルオキシソームへの局在配列をそれぞれ付加

した GFP 遺伝子を構築、安定発現株の作製を容易にするため、オルガネラ局在

型 GFP と同一の mRNA 内で puromycin 耐性遺伝子を発現可能なベクターを作成

した(図 1-a)。これらの GFP を HeLa 細胞に恒常的に発現させた安定発現株を作

製、各シグナル配列の性質に一致した GFP の局在パターンを示す HeLa 細胞株

が得られた(図 1-b)。 
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 作製した HeLa 細胞株を用い、siRNA による VCP ノックダウンを行った。ミ

トコンドリア、核、小胞体への GFP 局在は、VCP ノックダウンに伴う顕著な変

化は確認されなかった(図 2)。一方、ペルオキシソーム局在型 GFP が、VCP ノ

ックダウンに伴い細胞質にも局在する傾向が得られた(図 2)。 

 

1-3-2：ペルオキシソーム局在型 GFP 発現株における VCP ノックダウンの影響 

 ペルオキシソーム内腔へのタンパク輸送には、C 末端側の非切断型シグナル

配列である PTS1 配列-(S/A/C)-(K/R/H)-(L/M)、N 末端側の切断型シグナル配列で

ある PTS2 配列(R/K)-(L/I/V)-X5-(Q/H)-(L/I/V)- がペルオキシソーム局在シグナル

として機能することが知られている(Wanders & Waterham 2006)。これらのシグナ

ル配列を付加したGFPの局在に対するVCPノックダウンの影響を確認するため、

前項と同様に発現ベクターを構築した(図 3-a)。HeLa 細胞を用い、図 3-a に記載

の GFP の安定発現株を作製した結果、GFP-SKL と同様にドット上の局在が確認

された(図 3-b)。 

 これらのペルオキシソーム局在型GFP安定発現株を用いてVCPノックダウン

を行った結果、GFP-KANL において顕著な局在異常が確認された(図 4-a, -c)。一

方、PTS2-GFP 安定発現株においては、VCP ノックダウンに伴う GFP の局在変

化は確認されなかった(図 4 -b)。 

 

1-3-3：内在性ペルオキシソームタンパクに対する VCP ノックダウンの影響 

 前項において、PTS1 配列を持つ GFP、特に-KANL 配列において VCP ノック

ダウンに伴う局在異常が確認された。内在性のペルオキシソーム内腔タンパク

で同様の検証を行うため、-SKL 配列を持つ PTE1 (peroxisomal thoesterase 1)およ

び-KANL 配列を持つ catalase の局在に対する VCP ノックダウンの影響を確認し

た。VCP ノックダウン時、PTE1 の局在に目立った変化は見られなかったが、

catalase は GFP-KANL と同様、VCP ノックダウンに伴い細胞質への局在が増加

する結果が得られた(図 5 -a 、-b)。一方、内在性のペルオキシソーム膜タンパク

である PMP70 は、VCP ノックダウンに伴う局在異常を示さなかった(図 5 -c)。 
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1-4: 考察 (小括 1) 

1-4-1：オルガネラ局在型 GFP 発現株における VCP ノックダウンの影響 

VCP ノックダウンに伴い、ペルオキシソーム局在型 GFP の細胞質への局在が

認められたことから、VCP がペルオキシソームタンパク輸送に関与していると

考えられる。ペルオキシソームタンパクの局在に対する VCP の関与は過去に報

告されておらず、ペルオキシソームタンパクの局在と VCP との関わりに焦点を

当て、以降の検証を進めた。過去の研究において、VCP が ER の再構成に関わ

ることが報告されているが(Kano et al. 2005; Uchiyama et al. 2006)、今回行ったア

プローチにおいては、VCP ノックダウンに伴う核や小胞体の変化は確認されて

いない。評価系の違いに加え、GFP の局在パターンが顕著に変化する程のオル

ガネラの構造変化が生じていないものと考えられる。 

 

1-4-2：ペルオキシソーム局在型 GFP 発現株における VCP ノックダウンの影響 

PTS1 タンパクのペルオキシソーム内への輸送には、細胞質中で PTS1 シグナ

ルを認識する輸送因子 PEX5 を介することが知られている(Heiland & Erdmann. 

2005)。一方、PTS2 タンパクの輸送には、別のペルオキシソームタンパク輸送因

子 PEX7 が類似の働きを担うことが報告されている。今回の結果から、VCP は

PEX5 を介した PTS1 タンパクの輸送に関わることが推察される。 

 

1-4-3：内在性ペルオキシソームタンパクに対する VCP ノックダウンの影響 

 GFP を用いた系では-SKL 配列において VCP ノックダウンの影響が見られた

ものの、-SKL 配列を持つ内在性のペルオキシソームタンパク PTE1 では同様の

傾向が得られなかった。従って、VCP はペルオキシソームタンパクの中でも特

に-KANL 配列を持つ catalase の局在に寄与するものと考えられる。PTS1 シグナ

ル配列は様々なバリエーションが存在するが、-KANL 配列は catalase に固有の

ものである(Purdue & Lazarow. 1996)。-KANL 配列は、多くの PTS1 タンパクが持

つ-SKL 配列に比べ、PEX5 との親和性が低く、ペルオキシソームへの局在性が

弱いことが報告されている(Maynard et al. 2004)。VCP は分子シャペロンとして

の機能を有することが報告されているが(Kobayashi et al. 2007)、PTS1 タンパク
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の局在に DnaJ、Hsc70 といったシャペロンタンパクが関与するという報告があ

る(Crookes & Olsen. 1998; Harano et al. 2001; Hettema et al. 1998)。これらの知見か

ら、VCP は catalase と PEX5 の親和性を保つための役割を有している可能性が考

えられる。 
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図 1: 各種オルガネラ局在型 GFP の構造と細胞内局在 

a) オルガネラ局在型 GFP の配列模式図。それぞれ、GFP (緑色部分)および局在

シグナル(水色部分および青字のアミノ酸配列)を示す。 

b) a)に示すオルガネラ局在型 GFP の安定発現 HeLa 細胞株の GFP 像。共焦点レ

ーザー顕微鏡を用い、生細胞の状態で撮像を行った。 
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図 2: オルガネラ局在型 GFP 発現株における VCP ノックダウンの影響 

 オルガネラ局在型 GFP 安定発現 HeLa 細胞株を用い、VCP siRNA (nc: 

non-coding、286)もしくは control siRNA をトランスフェクション、72 時間後に

共焦点レーザー顕微鏡を用いて生細胞状態の GFP 局在を確認した。 
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図 3: ペルオキシソーム局在型 GFP 発現株の構造と細胞内局在 

a) ペルオキシソーム局在型 GFP の配列模式図。それぞれ、GFP (緑色部分)およ

び局在シグナル(水色部分および青字のアミノ酸配列)を示す。 

b) a)に示すペルオキシソーム局在型 GFP の安定発現 HeLa 細胞株の GFP 像。共

焦点レーザー顕微鏡を用い、生細胞の状態で撮像を行った。 
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図 4: ペルオキシソーム局在型 GFP 発現株における VCP ノックダウンの影響 

a) PTS1 型ペルオキシソーム局在 GFP 安定発現 HeLa 細胞株を用い、VCP siRNA 

0

20

40

60

80

100

Untreated Control VCP (nc) VCP (286)

P
er

ce
nt

ag
e 

of
 c

el
ls

 w
ith

m
is

-lo
ca

liz
ed

 G
F

P

GFP-SKL

GFP-KANL

*

*

**

**

Control VCP (nc) VCP (286)siRNA

a

b

c

P
T

S
2-

G
F

P
G

F
P

-K
A

N
L

G
F

P
-S

K
L

Control VCP (nc) VCP (286)siRNA



 
 

22

(nc: non-coding、および 286)もしくは control siRNA をトランスフェクション、

72 時間後に共焦点レーザー顕微鏡を用いて生細胞状態の GFP 局在を確認した。

矢印は細胞質に GFP が局在する細胞を示す。 

b) PTS2 型ペルオキシソーム局在 GFP 安定発現 HeLa 細胞株を用い、VCP 

siRNA(nc: non-coding、および 286)もしくは control siRNA をトランスフェクシ

ョン、72 時間後に共焦点レーザー顕微鏡を用いて生細胞状態の GFP 局在を確認

した。 

c) a)に示す GFP-SKL および GFP-KANL 安定発現 HeLa 細胞株における GFP の細

胞内局在状態の評価。局在異常を示した細胞の比率について、各サンプル 200

細胞以上をカウントした n=3 の平均値を示す。Student’s t-test による有意差検定

を行った。(エラーバー：S.D 、** p < 0.01, * p < 0.05) 
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図 5 内在性ペルオキシソームタンパクに対する VCP ノックダウンの影響 

a) HeLa 細胞における catalase および PTE1 の細胞内局在。HeLa 細胞を用い、VCP 

siRNA (nc: non-coding、および 286)もしくは control siRNA をトランスフェクシ
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ョン、72 時間後に固定、抗 catalase 抗体および抗 ACOT8 (PTE1)抗体を用いて免

疫染色を行い、共焦点レーザー顕微鏡で観察した。矢印は細胞質に catalase の局

在が見られる細胞を示す。 

b) a)におけるウェスタンブロット。HeLa 細胞に VCP siRNA (nc: non-coding、お

よび 286)もしくは control siRNA をトランスフェクション、72 時間後に細胞分画

を行い、細胞質、膜/およびオルガネラ、核成分に分離した。whole cell lysate 

(7.5μg/well) および whole cell lysate 7.5μg 分に相当する各分画サンプルを

SDS-PAGE でポリアクリルアミドゲルに展開、各タンパクに特異的な抗体を用

いてウェスタンブロットを行った。 

c) HeLa 細胞における PMP70 の細胞内局在。HeLa 細胞株を用い、VCP siRNA (nc: 

non-coding、および 286)もしくは control siRNA をトランスフェクション、72 時

間後に固定、抗 PMP70 抗体を用いて免疫染色を行い、共焦点レーザー顕微鏡で

観察した。 
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第二章 

 

 

VCPの関わるペルオキシソームタンパク

輸送メカニズムの解析 
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2-1: 緒言 

 第 1 章において、VCP がペルオキソームタンパク、特に C 末端に-KANL 配列

を持つ catalase の局在に関与することが明らかになった。VCP は AAA ファミリ

ーに属する ATPase であり、その ATP 分解活性によって、様々な細胞内イベント

に関わる。本章では、VCP の ATPase 変異体活性欠失変異体および VCP の ATPase

活性阻害剤を用い、ペルオキシソームタンパクの局在と VCP の ATPase 活性の

関わりについて検証した。また、VCP ノックダウンに伴う catalase の局在変化が、

ペルオキシソームへの輸送異常であるか、あるいは一度局在した catalase が再度

細胞質に局在しているか検証を行った。さらに、ペルオキシソーム内腔タンパ

ク輸送因子である PEX5 と VCP のノックダウンおよび過剰発現の組み合わせに

より、各々の機能の相補性を確認した。 

 

 

2-2: 材料と方法                                                         

2-2-1：プラスミド、siRNA およびトランスフェクション 

 PEX5 および catalase の cDNA は HeLa 細胞の total RNA から RT-PCR によって

増幅した。プライマーは Sigma Aldrich に合成を委託、以下の配列を使用した。

PEX5 Forward Primer: 5'-CCATGGCAATGCGGGAGCT-3' PEX5 Reverse Primer: 

5'-CCTCCAGGTCGACACTCAC-3' catalase Forward Primer: 

5'-ACAGCAAACCGCACGCTAT-3' catalase  Reverse Primer: 

5'-ACGCTAAGCTTCGCTGCAC-3' catalase cDNA を pEGFP-C1 に組み込んだ後、

GFP-catalase 断片を pIRES-puro に組み込み、pEGFP-catalase-IRES puro を作製し

た。PEX5 cDNA は pmCherry-C1 に組み込み、pmCherry-PEX5 を作製した。siRNA

は以下の配列を用い、Stealth RNAi siRNA (Invitrogen)にて合成を委託した。PEX5 

(192): 5'-CAAGCCTTTGGGAGTAGCTTCTGAA-3'  PEX5 (955): 

5'-GACCTTACGTCAGCTACCTATGATA-3'  プラスミドおよび siRNAのトランス

フェクションは 1-2-3 に記載の方法に従って実施した。 

 

2-2-2：安定発現株の作製 

HEK293A 細胞に pEGFP-catalase-IRES puro をトランスフェクションにて導入
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し、24 時間後から 2.5μg/ml の puromycin で薬剤選択を行った。約 2 週間後に形

成されたコロニーを単離して培養を継続し、GFP-catalase 安定発現株を得た。 

 

その他の材料、方法については第一章に記載の内容と同様。 

 

 

2-3: 結果                                                               

＜結果の概要＞ 

VCP の ATPase 活性欠失変異体の発現、あるいは VCP 阻害剤の処理によって、

GFP-KANL や GFP-catalase の細胞質への局在が確認された。また、タンパク合

成阻害剤である CHX (cychlohexymnide)処理によって、VCP ノックダウンに伴う

GFP-KANL、あるいは内在性 catalase の細胞質への局在が軽減された。VCP およ

び PEX5 のノックダウンで生じる GFP-KANL の局在異常は、ノックダウンした

遺伝子の add-back により回復したが、VCP ノックダウンによる変化は PEX5 の

過剰発現では回復しなかった。同様に、PEX5 ノックダウンによる変化は VCP

の過剰発現で回復が見られず、ペルオキシソームへのタンパク輸送機構におい

て VCP と PEX5 は相補的な関係にないことが明らかになった。 

 

2-3-1：VCP の ATPase 活性阻害による GFP-KANL、catalase 局在への影響 

 VCP の ATPase 活性欠失変異体として、2 つの ATPase ドメイン D1 および D2

にいずれかに変異を持つ VCP (K251A)および VCP (K524A)を用いた。これらの

変異体では、VCP の ATPase 活性が見られないことが確認されている(Kobayashi 

et al. 2002)。C 末端側に赤色蛍光タンパク mCherry を付加した野生型 VCP およ

び変異体 VCP を GFP-KANL 安定発現 HEK293A 細胞に発現させたところ、VCP 

(K251A)、VCP (K524A)のいずれも GFP-KANL の局在異常が生じた(図 6-a 、-b)。

さらに、GFP-catalase を安定発現させた HEK293A 細胞において、VCP の ATPase

阻害剤である DBeQ (N2,N4-dibenzylquinazoline-2,4-diamine) (Chou et al. 2011)の

処理によって catalase の局在異常が確認された(図 6-c)。 

 

2-3-2：CHX 処理による GFP-KANL および catalase 局在異常の軽減 
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 CHX は真核生物のリボソームにおける mRNA の翻訳に干渉し、タンパクの新

規合成を阻害する。GFP-KANL 安定発現 HeLa 細胞において、VCP ノックダウ

ンと共に CHX を添加したところ、GFP-KANL の局在異常を示す細胞が減少した

(図 7 -a 、-b)。同様に、内在性の catalase においても CHX の添加により局在異

常が軽減された (図 7 -c 、-d)。 

 

2-3-3：GFP-KANL 局在異常に対する PEX5 過剰発現の効果 

 PEX5 は PTS1 タンパクがペルオキシソーム内腔へ局在するために必要な輸送

因子である。VCP ノックダウン時、同じ PTS1 タイプのペルオキシソーム局在

シグナルを有するタンパクであっても、-KANL 配列を持つ catalase のみに局在

異常が確認されたが(図 5-a、-b)、PEX5 ノックダウンでは過去の知見に一致して、

PTE1、catalase いずれも局在異常を生じた(図 8-a)。GFP-KANL 安定発現 HeLa

細胞を用い、VCP および PEX5 のノックダウンと過剰発現を組み合わせて検証

を行った結果、それぞれ同一の遺伝子の add-back により、GFP-KANL の局在異

常が回復した。一方、VCP ノックダウンによる GFP-KANL の局在異常は、PEX5

の過剰発現で改善されなかった(図 8-b、-c)。また同様に、PEX5 ノックダウンに

よるGFP-KANLの局在異常は、VCPの過剰発現で改善されなかった(図 8-b、-c)。 

 

 

2-4: 考察 (小括 2) 

2-4-1：VCP の ATPase 活性阻害による GFP-KANL、catalase 局在への影響 

 ATPase 活性を持たない VCP 変異体の発現、あるいは VCP の ATPase 阻害剤の

処理によって GFP-KANL の局在異常が生じたことから、VCP はペルオキシソー

ムタンパク輸送機構において単なる足場のような役割ではなく、ATPase 活性を

利用して-KANL シグナル配列を持つタンパクの局在に寄与していると考えられ

る。VCP を含め、AAA ATPase ファミリーに分類されるタンパクは、膜融合、

転写調節、DNA 複製、タンパク質の細胞内小器官への輸送、細胞内小器官の形

成などに寄与することが知られている。ペルオキシソームタンパク輸送への

VCP の関与も、ATPase としての VCP の機能の一旦であると理解できる。 

 



 
 

29

2-4-2：CHX 処理による GFP-KANL および catalase 局在異常の軽減 

 一般的にペルオキシソームタンパクの局在異常が見られた場合、ペルオキシ

ソーム内へのタンパク輸送機構の異常と考えると理解しやすい。しかし、ペル

オキシソームタンパク輸送因子である PEX5 は、PTS1 シグナルを持つタンパク

と共にペルオキシソーム内に入った後、再度細胞質に局在を変化させることが

報告されており (Dammai and Subramani 2001)、一度ペルオキシソーム内に局在

した catalase が再度細胞質中にリリースされている可能性も残されていた。新規

タンパク合成の阻害により、VCP ノックダウンによって生じる GFP-KANL およ

び catalase の局在異常が軽減されたことから、ペルオキシソームへの輸送に異常

が生じていると考えられる。 

 

2-4-3：GFP-KANL 局在異常に対する PEX5 過剰発現の効果 

 VCP の add-back により GFP-KANL の局在異常が VCP 回復したこと、ノック

ダウンで見られる GFP-KANL の局在異常が PEX5 過剰発現で改善されなかった

ことから、GFP-KANL の局在異常は PEX5 の異常を介した間接的なものではな

いと考えられる。また、PEX5 で見られる GFP-KANL の局在異常が VCP 過剰発

現で改善されなかったことを合わせると、catalase の正常な局在には PEX5、VCP

のいずれも必要であることが推察される。 
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図 6  VCP の ATPase 活性阻害による GFP-KANL、catalase 局在への影響 

a) VCP変異体発現時のGFP-KANLの細胞内局在。GFP-KANL安定発現HEK293A

細胞株に、mChrrey を付加した野生型 VCP もしくは ATPase 活性欠失変異体 VCP

を発現させ、48 時間後に共焦点レーザー顕微鏡を用いて生細胞状態の GFP 局在

を確認した。 

b) a)に示す GFP- KANL 安定発現 HEK293A 細胞株における GFP の細胞内局在状

態の評価。局在異常を示した細胞の比率について、各サンプル 200 細胞以上を

カウントした n=3の平均値を示す。Student’s t-test による有意差検定を行った。(エ
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ラーバー：S.D 、** p < 0.01, * p < 0.05) 

c) VCP 阻害剤による GFP-catalase の局在変化。GFP-catalase 安定発現 HEK293A

細胞に VCP の ATPase 阻害剤である DBeQ (1μM、5μM) もしくは DMSO を 24

時間処理、蛍光顕微鏡で GFP-catalase の細胞内局在を観察した。矢印は

GFP-catalase の細胞質への局在を伴う細胞を示す。 
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図 7 シクロヘキシミド処理による GFP-KANL および catalase 局在異常の軽減 

a) GFP-KANL の細胞内局在。GFP-KANL 安定発現 HeLa 細胞株を用い、VCP 

siRNA (286)を導入、72 時間後に共焦点レーザー顕微鏡を用いて生細胞状態の

GFP 局在を確認した。siRNA 導入 24 時間後から 72 時間後まで、あるいは 48 時

間後から 72 時間後まで 5μg/ml の CHX を含む培地で培養した。 

b) a)に示す GFP- KANL 安定発現 HeLa 細胞株における GFP の細胞内局在状態の

評価。各条件 200 細胞以上をカウントした n=3 の平均値を示す。(エラーバー：

S.D 、** p < 0.01) 

c) Catalase の細胞内局在。HeLa 細胞を用い、VCP siRNA (286)を導入、72 時間後

に固定、免疫染色を行い、共焦点レーザー顕微鏡を用いて catalase の細胞内局在

を確認した。siRNA 導入 24 時間後から 72 時間後まで、あるいは 48 時間後から

72 時間後まで 5μg/ml の CHX を含む培地で培養した。 

d) c)に示す HeLa 細胞における catalase の細胞内局在状態の評価。各条件 200 細

胞以上をカウントした n=3 の平均値を示す。(エラーバー：S.D) 
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図 8 GFP-KANL 局在異常に対する PEX5 過剰発現の効果 
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a) PEX5 ノックダウン時の PTE1、catalase の細胞内局在。HeLa 細胞に PEX5 siRNA 

(192 あるいは 955)、あるいは control siRNA をトランスフェクション、72 時間後

に固定および免疫染色を行った。抗 catalase 抗体および抗 ACOT8 (PTE1)抗体を

用い、catalase および PTE1 の局在を共焦点レーザー顕微鏡によって確認した。 

b) PEX5およびVCPノックダウンと過剰発現の組み合わせによる add-back実験。

GFP-KANL 安定発現 HeLa 細胞株に VCP siRNA (nc)あるいは PEX5 siRNA (192)

をトランスフェクションした。48 時間後、VCP-mCherry あるいは mCherry-PEX5

発現プラスミドをトランスフェクションし、24 時間後に GFP および mCherry の

蛍光像を共焦点レーザー顕微鏡で確認した。 

c) b)に示す PEX5 および VCP ノックダウンと過剰発現の組み合わせによる

add-back 実験の GFP-KANL 局在状態の評価。各条件 120 細胞以上の mCherry 陽

性細胞をカウント、細胞質に GFP-KANL が局在している細胞の割合を算出した

n=3 の平均値を示す。Student’s t-test による有意差検定を行った。(エラーバー：

S.D 、n.s.: not significant) 
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第三章 

 

 

VCP と PEX19 の相互作用および 

各ノックダウンフェノタイプの解析 
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3-1: 緒言 

 現在までに、VCP の相互作用因子として様々なタンパクが報告されてきてい

るが(Dreveny et al. 2004)、ペルオキシソームとの関連を示す因子は含まれていな

かった。当研究室において独自に同定された翻訳後修飾を模倣した変異体 VCP

の相互作用因子を探索した検証において、ペルオキシソーム膜タンパク輸送因

子である PEX19 が同定された。本章では、免疫沈降による VCP と PEX19 の相

互作用の確認と、VCP および PEX19 ノックダウン時の catalase の局在の確認を

行い、両者の関連性を検証した。 

 

3-2: 材料と方法                                                         

3-2-1 プラスミド、siRNA 

 PEX19 cDNA を HeLa 細胞の total RNA から RT-PCR により増幅、pCMV-HA

プラスミドに組み込んだ。プライマーは Sigma Aldrich に合成を委託、以下の配

列を使用した。Forward Primer: 5'-GCAAGATGGCCGCCGCTGA-3' Reverse Primer: 

5'-CACTCCTGCCTCAGGTCCC-3' VCP の発現には、当研究室において作製さ

れたpCMX-FLAG-VCPを使用した。PEX19ノックダウン用 siRNAはStealth Select 

RNAi (Invitrogen)の HSS108913 および HSS108914 を入手し、使用した。 

 

3-2-2：抗体 

以下の抗体を各メーカーから購入し、免疫沈降およびウェスタンブロット、細

胞染色に使用した。anti-actin (chemicon)、anti-catalase (Calbiochem)、anti-ACOT8 

(santa cruz)、 anti-PEX19 (BD Pharmingen)、anti-HA (santa cruz)、 anti-FLAG M2 

(sigma)、anti-rabbit IgG Alexa 488 conjugated (Molecular probes)。抗 VCP 抗体(ウサ

ギ血清)は当研究室にて作製されたものを用いた(Hirabayashi et al. 2001 )。 

 

3-2-3：免疫沈降 

 HEK293A 細胞を用い、pCMV-HA-PEX19 および pCMX-FLAG-VCP のトラン

スフェクションにより HA-PEX19 および FLAG-VCP を発現させた。24 時間後

PBS で 2 回洗浄を行い、可溶化バッファー(50mM Tris-HCl (pH 7.5), 150mM NaCl, 

1% NP-40, 0.5% deoxycholate, 2mM NaF, 2mM Na3VO4, 1% protease inhibitor 
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cocktail)を添加して溶解させた。20400g、4°C にて 30 分間遠心した後、上清を回

収、Dc protein assay kit (Bio Rad)を用いてタンパク定量を行い、サンプル間での

タンパク濃度が均一になるよう希釈調整した。一部を whole cell lysate サンプル

として分取した後、サンプルに抗 HA 抗体あるいは抗 FLAG 抗体を添加し、4°C

にて一晩、回転盤で緩やかに撹拌、さらに protein G-Sepharose beads (GE 

Healthcare)を添加、4°C にて 1 時間回転盤で緩やかに撹拌した。上清を除去後、

洗浄バッファー(50mM Tris-HCl (pH 7.5), 250mM NaCl, 0.1% NP-40, 0.05% 

deoxycholate)を添加し、4°C で 5 分間、回転盤で緩やかに撹拌し、ビーズの洗浄

を行った。再度洗浄操作を行った後に上清を除去、SDS サンプルバッファー（62.5 

mM Tris-HCl pH 6.8; 2% SDS; 10% glycerol; 1% 2-mercaptoethanol; 0.02 % 

bromophenol blue）を添加して 100°C にて 3 分間加熱処理を行い、上清を回収し

た。得られた免疫沈降サンプルおよび whole cell lysate サンプルを第一章に記載

の方法に従い、SDS-PAGE にて展開、ウェスタンブロットを行った。whole cell 

lysate は 10μg/well、免疫沈降サンプルは 10μl/well を使用した。 

 

その他の材料、方法については前章に記載の内容と同様。 

 

 

3-3: 結果                                                               

＜結果の概要＞ 

HEK293細胞におけるVCPの過剰発現系を用いた免疫沈降実験において、VCP

と PEX19 の相互作用が確認された。HeLa 細胞において PEX19 ノックダウンを

行うとペルオキシソーム内腔タンパク catalase の局在異常が生じたが、ペルオキ

シソーム内腔タンパク PTE1 の局在異常は認められなかった。これらのフェノタ

イプは VCP ノックダウン時の変化と一致するものであった。 

 

3-3-1： VCP と PEX19 の相互作用 

 HEK293A 細胞における VCP および PEX19 の過剰発現系を用い、免疫沈降法

およびウェエスタンブロットにより VCP と PEX19 の相互作用を確認した。VCP

の免疫沈降により、僅かではあるものの、VCP が共沈することが確認された(図
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9)。同様に、PEX19 の免疫沈降においても、VCP の共沈が確認された。 

 

3-3-2：VCP および PEX19 ノックダウン時のペルオキシソームタンパク局在異常 

 PEX19 の欠損はペルオキシソーム病と呼ばれる重篤な代謝異常疾患の要因と

なり、細胞内にペルオキシソームの構造が形成されなくなる(Matsuzono et al. 

1999)。培養細胞において一過性のノックダウンを行うと、新規に合成されたペ

ルオキシソーム膜タンパクのペルオキシソームへの輸送に異常が生じることが

報告されている(Jones et al. 2004)。一方、PTE1 のようなペルオキシソーム内腔

タンパクの輸送には影響が生じないことが報告されている(Jones et al. 2004)。

HeLa 細胞で PEX19 ノックダウンを行ったところ、この結果に一致して、PEX19

ノックダウン時に PTE1 の局在異常は生じなかった(図 10 -a、-b)。意外なことに、

PEX19 ノックダウンに伴い、PTE1 と同じペルオキシソーム内腔タンパクである

catalase の局在異常が認められた(図 10-a、-b)。さらにこれらの変化は、VCP ノ

ックダウンによって生じる変化と一致するものであった(図 10-c)。 

 

 

3-4: 考察 (小括 3) 

3-4-1：VCP と PEX19 の相互作用 

当研究室において独自に同定された翻訳後修飾を模倣した変異体 VCP の相互

作用因子を探索した検証から、翻訳後修飾などある特定の条件下にある一部の

VCP が PEX19 と相互作用する可能性が想定されていた。実際に、免疫沈降およ

びウェスタンブロットで検出された PEX19 に共沈する VCP は僅かであり、一部

の VCP が PEX19 と相互作用する状態にある、あるいは両者の相互作用は弱いも

のであると思われる。本検討では VCP および PEX19 を共に過剰発現させた系を

用いており、内在性の VCP と PEX19 の相互作用を確認することが課題である。

FLAG-VCP のバンドが複数検出されているが、過剰発現系を用いた影響と考え

られる。 

 

3-4-2：VCP および PEX19 ノックダウン時のペルオキシソームタンパク局在異常 

 PEX19 はペルオキシソーム膜タンパク輸送因子として知られる。ペルオキシ
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ソーム内腔タンパクは、ペルオキシソーム膜上の輸送因子を介してペルオキシ

ソーム内に局在することから、PEX19 ノックダウンの影響を間接的に受け、

catalase や PTE1 等のタンパクが局在異常に至る可能性も考えられる。過去の研

究において、一過性の PEX19 ノックダウンを行った際ペルオキシソーム内腔タ

ンパクの局在には異常が生じないことが報告されており(Jones et al. 2004)、本研

究において得られた結果と一致している。これらの結果から、培養細胞を用い

た PEX19 ノックダウン系では、ペルオキシソーム内腔タンパクの局在異常に繋

がるほどの影響は生じないものと考えられる。 

一方、本研究の結果からペルオキシソーム内腔タンパクである catalase の局在異

常が認められた(図 10)。従って、PEX19 がペルオキシソーム膜タンパクだけで

なく、ペルオキシソーム内腔タンパク、特に catalase の局在にも関与しているこ

とが示唆される。 

さらに、PEX19 ノックダウンのペルオキシソーム内腔タンパク局在に対する影

響は VCP ノックダウン時と一致するものであること(図 5、10)、VCP と PEX19

の相互作用を示す結果が得られていることから(図 9)、VCP と PEX19 を介した

catalase のペルオキシソーム局在メカニズムが存在することが予想される。 
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図 9 VCP と PEX19 の相互作用 

 HEK293A 細胞に FLAG-VCP および HA-PEX19 発現プラスミドを導入、24 時

間後に細胞を回収、溶解し、抗 FLAG 抗体もしくは抗 HA 抗体および protein G 

sepharose ビーズを用いて免疫沈降を行った。a) whole cell lysate および、b) 免疫

沈降サンプルを SDS-PAGE により展開し、抗 FLAG 抗体、抗 HA 抗体を用いて

ウェスタンブロットを行った。actin はローディングコントロールとして使用し

た。 
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図 10 PEX19 ノックダウンによるペルオキシソーム内腔タンパク局在への影
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響 

a) HeLa 細胞における catalase および PTE1 の細胞内局在。HeLa 細胞を用い、

PEX19 siRNA (#1:  HSS108913、および#2: HSS108914)もしくは control siRNA を

トランスフェクション、72 時間後に固定、抗 catalase 抗体および抗 ACOT8 (PTE1)

抗体を用いて免疫染色を行い、共焦点レーザー顕微鏡で観察した。矢印は細胞

質に catalase が局在する細胞を示す。 

b) a)におけるウェスタンブロット。HeLa 細胞に PEX19 siRNA (#1:  HSS108913、

および#2: HSS108914)もしくは control siRNA をトランスフェクション、72 時間後

に細胞分画を行い、細胞質、膜/およびオルガネラ、核成分に分離した。whole cell 

lysate (7.5μg/well) および whole cell lysate 7.5μg 分に相当する各分画サンプルを

SDS-PAGE でポリアクリルアミドゲルに展開、各タンパクに特異的な抗体を用

いてウェスタンブロットを行った。 

c) VCP あるいは PEX19 ノックダウン時の細胞質への catalase 局在。HeLa 細胞

を用い、VCP siRNA (nc: non-coding、および 286)、PEX19 siRNA (#1:  HSS108913、

および#2: HSS108914)もしくは control siRNA をトランスフェクション、72 時間後

に細胞を固定、抗 catalase 抗体を用いて免疫染色を行い、共焦点レーザー顕微鏡

で観察を行った。各条件 500 細胞以上をカウントし、catalase が細胞質に局在す

る細胞の割合を算出した、n=3 の平均値を示す。Student’s t-test による有意差検

定を行った。(エラーバー：S.D 、***p < 0.001) 
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第四章 

 

 

酸化ストレス下における catalase の 

局在変化と VCP の関わり 
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4-1: 緒言 

 VCP は、システイン残基の酸化修飾によって ATPase 活性が低下することが明

らかになっている(Noguchi et al. 2005)。前章までの結果から、VCP が catalase の

局在に関与すること、catalase のペルオキシソームへの局在のために、VCP の

ATPase 活性が必要であることが示唆された。Catalase はペルオキシソーム内に

おける脂肪酸 β酸化で発生する H2O2 を分解する役割を有する抗酸化酵素であり、

細胞質に catalase を過剰発現させた細胞では、酸化ストレス抵抗性を示すことが

確認されている(Bai et al. 1999)。これらの事象から、酸化ストレス時の VCP の

活性低下が catalase の局在変化を起こし、細胞内 ROS レベルの軽減に繋がる一

連のメカニズムが予想される。本章では、catalase の局在変化が生じる VCP ノッ

クダウン時の細胞内 ROS レベルの検証、および酸化ストレス誘導時の catalase

局在変化について検証を行った。さらに、酸化修飾の標的となるシステイン残

基を置換した変異体 VCP を用い、VCP の酸化修飾との関連性を確認した。これ

らの検証を通し、VCP および catalase を介した新規の酸化ストレス応答メカニズ

ム、およびヒトの疾患との関連について考察する。 

 

 

4-2: 材料と方法                                                         

4-2-1：細胞内 ROS の評価 

細胞を PBS にて 2 回洗浄、HBSS で希釈した 5μM CM-H2DCFDA (Invitrogen)

溶液を加え 37°C の 5% CO2 インキュベーター内で 30 分間静置した。PBS で 2

回洗浄を行った後、10% FBS を含むダルベッコ変法イーグル培地を添加、H2O2

処理を行うサンプルは、この培地中に 37°C で 30 分間インキュベーションを行

った。インキュベーション後、PBS で 2 回洗浄を行い、130μl/well のトリプシン

溶液で処理。2ml/well の ice cold PBS で細胞を回収、測定に用いるまで氷上で静

置した。FACScan (BD Biosciences)で CM-H2DCFDA の蛍光シグナルを測定した。 

蛍光画像の取得は、35mm 培養ディッシュで上述の薬剤処理を行った後、共焦

点レーザー顕微鏡 LSM510 (Carl Zeiss)にて 40 倍の水浸対物レンズを用いて観察、

画像取得を行った。 

 



 
 

45

4-2-2：プラスミド 

 VCP (C522T)の cDNA は過去に当研究室にて作製された発現プラスミドを用

いて作製した(Noguchi et al. 2005)。変異体 VCP の cDNA を pmCherry-N1 に組み

込み、VCP の C 末端側に mCherry を融合させた VCP-mCherry 発現プラスミドを

作製した。 

 

その他の材料、方法については前章に記載の内容と同様。 

 

 

4-3: 結果                                                               

＜結果の概要＞ 

 VCP ノックダウン細胞において、H2O2 処理による細胞内 ROS の上昇が軽減

されることが確認され、catalase の細胞質への局在が ROS 低減に繋がる可能性が

考えられた。第 2 章の結果および過去の研究成果から、酸化ストレス下では VCP

の ATPase 活性が低下し、catalase の局在変化が生じることが想定されたが、こ

れらの予想に一致して、酸化ストレス誘導剤の処理により GFP-KANL および

catalase の細胞質への局在が生じた。さらに、酸化修飾抵抗性変異体 VCP (C522T)

を発現させた細胞では有意にその局在変化が低減されることが明らかになった。 

 

4-3-1：VCP ノックダウンに伴う細胞内 ROS レベルの低下 

 VCP ノックダウンを行った HeLa 細胞において、コントロール細胞に比べ僅

かに細胞内 ROS レベルが低下する傾向が見られた(図 11-a)。さらに、H2O2処理

条件においては、VCP ノックダウン細胞の細胞内 ROS レベルがより顕著に低減

されることが明らかになった(図 11-b、-c)。 

 

4-3-2：酸化ストレス時に見られる GFP-KANL および catalase の局在異常 

 GFP-KANL 安定発現 HEK293A 細胞において、H2O2、diamide、As2O3 といっ

た各種 ROS 産生誘導剤の処理によって、GFP の細胞質への局在変化が認められ

た(図 12 -a、-b)。同様に内在性の catalase においても、これら ROS 産生誘導剤の

処理によって細胞質への局在変化が確認された(図 12-c)。酸化ストレス時、転写
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因子 Nrf2 (Nuclear factor (erythroid-derived 2)-like 2)を介した抗酸化タンパクの発

現誘導が生じる(Dreger et al. 2009)。ペルオキシソーム局在タンパクの過剰発現

は、catalase のタンパク量が増加することにより、ペルオキシソームへの局在化

が十分に見られない可能性が考えられたが、本検証の条件においては catalase の

タンパク量の増加は見られなかった(図 12 -d)。 

 

4-3-3：酸化ストレスによる GFP-KANL および catalase の局在異常に対する VCP

変異体過剰発現の効果 

第 2 章において、catalase のペルオキシソームへの局在化に VCP の ATPase 活

性が必要であることが確認された。VCP の ATPase 活性は酸化ストレスによって

失われることから(Noguchi et al. 2005)、各種 ROS 産生誘導剤の処理によって生

じた catalase の局在変化は VCP の酸化修飾を介したものであることが予想され

た。GFP-catalase を発現させた HEK293A 細胞に H2O2 処理を行うと、GFP-catalase

の細胞質への局在化が見られたが、VCP の過剰発現により GFP-catalase の局在

変化が抑制された(図 13-a、-b)。As2O3 処理によって生じる GFP-catalase の局在

変化も VCP の過剰発現により抑制され、酸化修飾抵抗性変異体(C522T)を発現さ

せた細胞では野生型に比べ有意に抑制効果が見られた (図 13-c)。 

 

 

4-4: 考察 (小括 4) 

4-4-1：VCP ノックダウンに伴う細胞内 ROS レベルの低下 

H2O2 処理を行わない状態においては、VCP ノックダウン細胞ではコントロー

ル細胞に比べ僅かに細胞内 ROS レベルが低下している傾向が見られるが、顕著

な差は見られない。一方、H2O2 処理時には VCP ノックダウン細胞において明ら

かな ROS の低下が見られることから、catalase が細胞質に局在する状態は、過剰

に存在する H2O2 に対して防御的に機能することが予想される。 

 

4-4-2：酸化ストレス時に見られる GFP-KANL および catalase の局在異常 

 ROS 産生誘導剤によって VCP の ATPase 活性が低下することが過去の研究に

おいて確認されており (Noguchi et al. 2005)、第 2 章において catalase のペルオキ
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シソームへの局在に VCP の ATPase 活性が必要であることが確認されているこ

とから、酸化ストレス下生じる catalase の局在変化は、これらの知見に一致する

現象である。ROS 産生誘導剤処理後の細胞において catalase のタンパク量に顕著

な増加が見られないことから、酸化ストレス下で生じる catalase の局在変化は、

catalase の過剰発現に伴う細胞質への局在量増加ではなく、ペルオキシソームへ

の局在化が低下したことによる変化であると推察される。 

 

4-4-3：酸化ストレスによる catalase の局在異常に対する VCP 変異体過剰発現の

効果 

ROS 産生誘導剤によって生じた catalase の局在変化が、VCP の過剰発現で軽

減されたこと、特に、As2O3 処理による酸化修飾抵抗性変異体(C522T)の発現に

よって有意に catalase の細胞質局在が減少したことから、酸化ストレス下で生じ

る catalase の局在変化は、VCP の酸化修飾を介したものあると考えられる。VCP

は種間で高度に保存されたタンパクであるが、522 番目のシステイン残基は出芽

酵母においては保存されていない(Noguchi et al., 2005)。また、出芽酵母や線虫に

おいては細胞質局在型の catalase が存在するが、哺乳類の細胞ではペルオキシソ

ーム局在型のみが存在することが知られている(Cohen et al., 1988; Frugoli et al. 

1996; Hartig et al., 1986; Togo et al. 2000)。これらの知見を考え合わせると、酸化

修飾を受ける VCP を有する生物では、ペルオキシソーム局在型の catalase のみ

を有している傾向が見てとれる(図 14)。 

細胞内において H2O2 はシグナル分子として利用されている(Funato et al. 2010; 

Veal et al., 2007)。Catalase の局在変化による ROS 調節機構は、細胞に対する ROS

の負荷、特に H2O2 の量を適切にコントロールするための機構であり、高等動物

における細胞内の複雑なシグナル経路を維持、調節するために寄与しているか

もしれない。 
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図 11 VCP ノックダウンに伴う細胞内 ROS レベルの低下 

a) VCP ノックダウン時の細胞内 ROS レベル。HeLa 細胞に VCP siRNA (nc: 

non-coding、および 286)、もしくは control siRNA をトランスフェクションした。

48 時間後に 5μM の H2DCFDA を含む培地で 30 分間培養した後、FACS を用いて

蛍光シグナルを検出した。 

b) H2O2 処理時の HeLa 細胞の細胞内 ROS レベル。HeLa 細胞に VCP siRNA (nc: 

non-coding、および 286)、もしくは control siRNA をトランスフェクションした。

48 時間後に 5μM の H2DCFDA を含む培地で 30 分間培養した後、250μM の H2O2

で 30 分間処理、共焦点レーザー顕微鏡で H2DCFDA の緑色蛍光を観察した。 

c) b)に示す H2O2 処理時の HeLa 細胞の細胞内 ROS レベルの FACS 解析。 
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図 12 酸化ストレス時に見られる GFP-KANL および catalase の局在異常 

a) ROS産生誘導剤によるGFP-KANLの局在変化。GFP-KANL安定発現HEK293A

細胞株を用い、250 μM の H2O2、20nM の As2O3、あるいは 250μM diamide を含

む培地で培養した。24 時間後、共焦点レーザー顕微鏡を用い、生細胞の状態で

GFP-KANL の局在を確認した。矢印は GFP の細胞質への局在が見られる細胞を

示す。 

b) a)に示す ROS 酸性誘導剤による GFP-KANL 局在異常の評価。a)と同条件にて

GFP-KANL 安定発現 HEK293A 細胞株を処理した後、各条件 200 細胞以上をカ

ウントした。GFP-KANL が細胞質に局在する細胞の割合を算出、n=3 の平均値

を示す。Student’s t-test による有意差検定を行った。(エラーバー：S.D 、**p < 0.01) 
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c) ROS産生誘導剤による catalaseの局在変化。HeLa細胞を用い、500 μM のH2O2、

20nM の As2O3、あるいは 250μM diamide を含む培地で培養した。24 時間後に固

定、抗 catalasee 抗体による免疫染色を行い、共焦点レーザー顕微鏡を用いて

catalase の局在を確認した。矢印は catalase の細胞質への局在が見られる細胞を

示す。 

d) ROS 産生誘導剤処理時の catalase タンパク量。HEK293A 細胞を用い、500 μM 

の H2O2、20nM の As2O3、あるいは 250μM diamide を含む培地で培養した。24

時間後に細胞を回収、サンプルを SDS-PAGE で展開し、抗 VCP 抗体および抗

catalase 抗体を用いてウェスタンブロットを行った。Actin はローディングコント

ロールとして検出した。 
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図 13 酸化ストレスによる catalaseの局在異常に対するVCP変異体過剰発現の

効果 

a) H2O2 処理時の catalase 局在異常に対する VCP 過剰発現の効果。GFP-catalase

安定発現 HEK293A 細胞を用い、トランスフェクションにより各種 VCP-mCherry

を発現させた後、500μM の H2O2 を含む培地中で培養した。24 時間後、共焦点

レーザー顕微鏡を用い生細胞の状態で GFP-catalase および VCP-mCherry の蛍光

像を取得した。 
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b) a)に示す catalase の細胞内局在の評価。各条件 300 細胞以上をカウントし、

GFP-catalase の局在異常を伴う細胞の割合を算出した n=3 の平均値を示す。

Student’s t-test による有意差検定を行った。(エラーバー：S.D 、*p < 0.05) 

c) As2O3 処理時の GFP-catalase 局在異常に対する VCP 過剰発現の効果。

GFP-KANL 安定発現 HEK293A 細胞を用い、トランスフェクションにより

mCherry あるいは VCP-mCherry を発現させた後、20μM の As2O3 を含む培地中で

培養した。24 時間後に共焦点レーザー顕微鏡を用い生細胞の状態で GFP-KANL

の局在を確認、各条件 200 細胞以上をカウントし、GFP-KANL の局在異常を伴

う細胞の割合を算出した n=3 の平均値を示す。Student’s t-test による有意差検定

を行った。(エラーバー：S.D 、 **p < 0.01) 
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図14  各生物種におけるVCPの552番目のシステイン残基の相同性と catalase

局在部位の比較 

酸化修飾を受ける VCP のシステイン残基周辺のアミノ酸配列、及び catalase

の局在部位。VCP および各生物種の VCP ホモログで Cys522 に相当するアミノ

酸残基を黒色の背景で示す。 
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総括 

本研究では、VCP のペルオキシソームタンパク輸送への関与、および VCP の

酸化修飾と catalase の局在変化を介した酸化ストレスに対するフィードバック

メカニズムを明らかにした。第 1 章では、VCP の RNAi および各種オルガネラ

マーカーGFP 発現細胞株を用いた live cell イメージングによる解析から、VCP

のペルオキシソームへの関与を見出した。また、内在性ペルオキシソームタン

パクに対する VCP ノックダウンの影響について検討を行い、VCP が catalase の

ペルオキシソーム局在に必要であることを明らかにした。第 2 章では、VCP の

ATPase 活性が catalase のペルオキシソームへの局在化に必要であること、VCP

は既知のペルオキシソーム内腔タンパク輸送因子 PEX5 とは相補的な機能を有

していないことを確認した。第 3 章では、VCP とペルオキシソーム形成因子

PEX19 との相互作用、および各ノックダウンフェノタイプの比較を行った。免

疫沈降法を用いた相互作用解析により、VCP と PEX19 の相互作用が示された。

また、PEX19 ノックダウンにより catalase の局在異常が生じ、典型的なペルオキ

シソーム局在配列(-SKL)を持つ PTE1 の局在には影響を与えないという、VCP

ノックダウンと同様のフェノタイプが得られることを見出した。第 4 章では、

酸化ストレス下における catalase 局在変化と VCP の関わりについて検証を行い、

VCP の酸化修飾によって catalase の局在変化が生じることを明らかにした。 

これらの知見から、ヒトと出芽酵母の間で異なる VCP の 522 番目のシステイ

ン残基の酸化修飾による VCP の活性調節機構と、catalase 局在のバリエーション

という 2 つの事象を結びつけるモデルを提示するに至った。細胞内の ROS が上

昇すると VCP が酸化修飾を受け catalase のペルオキシソーム局在性が低下、細

胞質の catalase が増加し、H2O2 の分解を促進することにより ROS の軽減に繋が

るという、VCP の酸化修飾と catalase の局在変化を介した酸化ストレスに対する

フィードバックメカニズムである(図 15)。当研究室において、VCP は異常タン

パクの蓄積に対し、タンパク合成の抑制を介したフィードバック機構を担うこ

とが明らかにされていることから(Koike et al. 2010)、VCP は様々なストレスに対

するフィードバック機構に関わる鍵分子であることが推察される。 

本研究で明らかになったフィードバック機構と、ヒトの各種疾患の発症や悪

性化との関連性については今後詳細な検証が必要であるが、いくつか興味深い
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知見が報告されている。当研究室において、高い ATPase 活性を有する VCP 変

異体(T761E)を全身発現させたショウジョウバエは短命となることが明らかにさ

れている。また、骨パジェット病と前側頭葉型痴呆を伴う遺伝性封入体筋炎

IBMPFD の原因となる変異型 VCP は、同様に ATPase 活性が亢進していること

が知られている。VCP の ATPase 活性が亢進した状態では catalase の局在変化に

よるフィードバック機構が機能し難くなることが想定され、IBMPFD における

種々の組織障害の要因となっているかもしれない。 

VCP を過剰発現させた細胞では、酸化修飾抵抗性変異体(C522T) VCP のみな

らず、野生型 VCP においても酸化ストレスによる GFP-catalase の細胞質局在化

が軽減された(図 13)。癌細胞では ROS が上昇していること(Szatrowski & Nathan 

1991)、癌細胞における ROS の上昇によって protein kinase C を介した癌の進展に

繋がることが報告されていることなどから(Hu et al. 2011)、上皮系癌組織で認め

られる VCP の過剰発現は、VCP の関わる酸化ストレスのフィードバック機構の

破綻に繋がり、癌の悪性化に寄与しているかもしれない。 

本研究で得られた知見は、ペルオキシソームの基礎的な研究に貢献すること

が期待される。ペルオキシソーム膜タンパク輸送因子として知られていた

PEX19 がペルオキシソーム内腔タンパクである catalase の輸送にも関わること

が示唆され、ペルオキシソームタンパク輸送系の複雑さが明らかになった。ま

た、従来脂質代謝の場として理解されてきたペルオキシソームが、酸化ストレ

ス応答の機能に関わるオルガネラであるという、新たな観点が得られている。

Catalase の細胞質への局在化は老化した線維芽細胞において確認されており

(Legakis et al. 2002)、その詳細なメカニズムは不明であったが、VCP の酸化修飾

がその要因となっているかもしれない。 

H2O2 は細胞の生体分子を酸化損傷することがよく知られているが、細胞内の

シグナル伝達分子としての役割を担うことが明らかにされている(Buettner 

2011; Veal et al. 2007; Valko et al. 2007)。本研究において新たな H2O2 の調節機構

が明らかになったことにより、H2O2 を介した細胞内シグナル伝達の理解、さら

には細胞の老化や、酸化ストレスに起因する各種疾患メカニズムの基礎的な理

解に繋がることが期待される。 
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図 15 VCP を介した酸化ストレスフィードバック機構モデル 

a) 通常状態における catalase のペルオキシソーム内腔への輸送。catalase はペル

オキシソーム内腔タンパク輸送因子 PEX5 に加え、VCP および PEX19 を介して

ペルオキシソーム内腔に輸送される。 

b) ROS による VCP の酸化修飾と catalase の局在変化。細胞内に過剰な ROS が生

じた場合、酸化修飾により VCP の ATPase 活性が低下、新たに翻訳合成された

catalase のペルオキシソームへの輸送レベルが低下し、細胞質に局在する catalase

が増加する。 

c) 細胞質 catalase による ROS の低減。細胞質に局在した catalase が過剰な H2O2

を分解、細胞内 ROS の低減および通常状態への回復に寄与する。 
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