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研究成果の概要：発生・再生現象における SUMO タンパク質修飾機構と細胞核内構造のリモデ
リングを解析し、タンパク質修飾機構の意義を示すとともに、遺伝情報制御の基本メカニズム
を解明することを目的とした。①メチル化 DNA 結合タンパク質 MBD1 とポリコームタンパク質群
の協働性の解析：DNA メチル化とヒストン H3 の 9番目のリジン（H3K9）のメチル化を介する MBD1
複合体経路、ヒストン H3 の 27 番目のリジン（H3K27）のメチル化を介するポリコーム複合体経
路が発生分化に働く遺伝子制御に関わっている。MBD1 の結合因子を探索し、ポリコームタンパ
ク質群（Ring1b、hPc2）と相互作用することを見出した。両経路が直接的に相互作用すること
で、HOXA 遺伝子群の転写抑制とヘテロクロマチン形成に協働することが示唆された。②細胞周
期におけるポリコームタンパク質群の解析：ポリコーム群には PRC1 と PRC2 の２つの複合体が
あり、PRC2（メチル化酵素 EZH2 を含む）は H3K27 をメチル化し、PRC1（SUMO リガーゼ hPc2 を
含む）はメチル化 H3K27 を認識し転写抑制型のクロマチンを形成する。PRC1 が結合したクロマ
チンが細胞周期の G1 期に再構築され、次の S 期への進行に必要であることを見出した。細胞が
G1 期に刺激を受けた場合、PcG の標的クロマチンが再編される可能性を示唆した。③SUMO 結合
モチーフをもつ MCAF1 の解析：ユビキチン様 SUMO で修飾された MBD1 が MCAF1 分子内の SUMO
結合モチーフと相互作用することを報告したが、新たに MCAF1 が転写因子 Sp1 に直接結合し、
Sp1 依存性のテロメラーゼ遺伝子発現を促進することを見出した。MCAF1 が相互作用する標的タ
ンパク質の SUMO 修飾が異なる複合体を形成する可能性を示唆した。④SUMO 修飾が関わる核内
構造の解析：核膜孔に存在する SUMO リガーゼ RanBP2 が、SUMO 修飾と関連する核内構造、とく
に PML ボディーや上記のヘテロクロマチン等の形成に関わることを見出した。このように、タ
ンパク質の SUMO 修飾機構が、遺伝子発現と核内構造体の形成に重要な役割を果たすことを明ら
かにした。
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１．研究開始当初の背景

(1) 発生・再生現象は、細胞個性を変換する

エピジェネティックな高次生命現象として

捉えられる。ひとつの受精卵が多種多様に増

殖・分化することで、１個体内では 200 種を

超える細胞群およびその集団である組織・器

官が形成されている。個々の細胞群は異なる

形態と働きを持っているが、基本的に同一の

ゲノムを有するものである。このような発生

現象は、新しいエピジェネティックな状態を

確立・維持することで、固有の遺伝情報発現

を可能にすると考えられる。他方、再生現象

は、多能性を有する幹細胞が発生過程に準じ

た内在性プログラムを再び進行することで、

必要な分化型細胞を創出するものである。発

生・再生現象のメカニズムを解明することは、

これからの発生医学・再生医学の重要な基盤

研究に位置づけられる。

(2) 遺伝情報発現を担うエピジェネティク
スの機構には、DNA メチル化とクロマチン形
成を主とするゲノム制御、ヒストン等の細胞
核内タンパク質の翻訳後修飾が含まれてい
る。これらは転写調節因子が標的遺伝子に作
用し得る核内環境をつくり、また転写調節因
子そのものの機能を制御しており、互いに連
携することで遺伝情報を調節している。発
生・再生の過程では、これらのエピジェネテ
ィクスの機構が大きく変動することから、生
命現象を理解する上で重要な観点であると
考える。申請者は、エピジェネティクスの機
構および生命現象との関わりについて一連
の研究を進めてきた。その中で、ユビキチン
様 SUMO による修飾が核内タンパク質を主な
標的にすること、SUMO 修飾がタンパク質機能
をダイナミックに変換できることに基づい
て、本研究では、SUMO によるタンパク質修飾
と細胞核リモデリングの視点から発生・再生
現象のメカニズムを明らかにすることを着
想した。

２．研究の目的
(1) エピジェネティクスの機構による生
命現象の成立機序において、ユビキチン様
SUMOによる修飾が核内タンパク質を主な
標的にしており、SUMO修飾がタンパク質機
能をダイナミックに変換できることに基
づいて、本研究では、発生・再生現象にお
けるSUMOタンパク質修飾機構と核内構造

リモデリングの基本メカニズムを明らか
にすることが目的とした。

(2) 具体的には、①SUMO修飾で機能制御さ
れるMBD1による転写抑制とヘテロクロマ
チン形成機構、②ポリコームタンパク質複
合体（SUMOリガーゼhPc2を含む）の細胞周
期制御、③SUMO結合因子MCAF1による遺伝
子制御およびクロマチン形成機構、④核膜
に局在するSUMOリガーゼRanBP2による核
内構造体（PMLボディーなど）の形成機構、
について解析を行う。よって、発生・再生
現象におけるSUMO修飾機構と細胞核リモ
デリングに関する新たなコンセプトを創
出することを目指した。

３．研究の方法
(1) 哺乳類の培養細胞株とその解析：
マウスのES細胞と間葉系細胞株、ヒトの
HeLa細胞とC33細胞などを用いた。各種のク
ロマチン因子に関して、遺伝子導入および
特異的なsiRNAによるノックダウン法、生化
学的手法および１細胞レベルの免疫染色等
の解析を行った。

(2) MBD1-MCAF1複合体の機能解析：
DNA メ チ ル 化 領 域 で は 、 MBD1 が
MCAF1-SETDB1（H3K9のトリメチル化酵素複
合体）をリクルートすることで、ヘテロク
ロマチン形成と転写抑制を可能とする。
SUMO修飾を受けたMBD1がMCAF1分子内の
SUMO結合モチーフと相互作用すること、
H3K27のメチル化に作用するポリコーム複
合体（SUMOリガーゼhPc2を含む）とMBD1
が協働することについて検討した。

(3) ポリコーム複合体の局在解析：
細胞周期において、遺伝子発現とクロマチ
ン形成が再構築されることが、細胞個性の
維持に重要であるが、ポリコームタンパク
質複合体の動態は不明であった。そのPRC2
およびPRC1の複合体の細胞内局在につい
て、細胞周期を同調させた細胞株で解析を
行った。

(4) Sp1-MCAF1複合体の機能解析：
MCAF1が多くの遺伝子発現に関わるSp1と
直接に相互作用すること、MCAF1はRNAポリ
メラーゼIIおよび基本転写因子群と複合
体を形成することを見出し、Sp1-MCAF1複
合体による遺伝子制御について検討した。
また、MCAF1と相互作用するタンパク質因



子について、酵母２ハイブリッド法や細胞
内免疫沈降法を用いて検討を行った。

(5) 細胞核内構造の形成機構の解析：
核膜孔に存在するSUMOリガーゼRanBP2の特
異的なノックダウン細胞において、PMLボデ
ィー等の核内構造体形成が変化するかにつ
いて解析した。

４．研究成果
(1) メチル化 DNA 結合タンパク質 MBD1 とポ
リコームタンパク質群の協働性の解析：
ヒト遺伝子の転写抑制には、DNA メチル化を
認識するメチル化 DNA 結合（MBD）タンパク
質を介する経路、ヒストン H3 の 27 番目のリ
ジン（H3K27）のメチル化を認識するポリコ
ームタンパク質群を介する経路が知られて
いる。しかし、この２つの転写抑制経路の関
連性は不明である。

本研究では、MBD1 の結合因子を探索し、ポ
リコームタンパク質群（Ring1b、hPc2）と相
互作用することを見出した。細胞内で MBD1
は Ring1b-hPc2 とともに、転写抑制に相互作
用すること、HOXA 遺伝子群のプロモーター領
域に存在することが判明した。DNA 脱メチル
化剤（5-aza-deoxycytidine）、RNA 干渉法に
よる MBD1 または hPc2 のノックダウンによっ
て、HOXA2 遺伝子等が再活性化することが分
かった。また、MBD1、Ring1b、hPc2、さらに
メチル化 H3K9、メチル化 H3K27 が細胞核内の
ヘテロクロマチンの一部に共局在していた。
興味深いことに、DNA 脱メチル化剤または
MBD1ノックダウンでは、MBD1とメチル化H3K9
のヘテロクロマチン形成が消失するが、
hPc2-Ring1b のヘテロクロマチン形成に変化
はなかった。一方、hPc2 ノックダウンでは、
hPc2 と Ring1b のヘテロクロマチン形成が消
失し、MBD1 とメチル化 H3K9 のヘテロクロマ
チン形成は影響を受けなかった。MBD1 はメチ
ル化 DNA に結合し、ポリコームタンパク質群
はメチル化 H3K27に結合することが知られる
が、このように異なる足場に結合しながら、
直接的に相互作用することで、HOXA 遺伝子群
の転写抑制とヘテロクロマチン形成に協働
することが示唆された。本研究は、ヒトゲノ
ムの遺伝子制御の一端を明らかにするもの
で、発生分化、癌などの遺伝情報発現制御へ
の応用が十分期待できるものである。

(2) 細胞周期におけるポリコームタンパク
質群の解析：
ポリコーム群タンパク質(PcG)はPRC1とPRC2
の２つの異なる複合体を形成し、発生分化に
関わる標的遺伝子のエピジェネティックな
制御を行う。PRC2 はヒストン H3 のリジン
27(H3K27)をメチル化し、PRC1 はメチル化さ
れた H3K27を認識し抑制クロマチンを形成す
ることが示されているが、PcG が細胞周期を
通してどのように安定かつ柔軟なクロマチ
ンを維持するかは、不明である。本研究で、
PcG結合クロマチンが細胞分裂終了後のG1期
に再構築されること、そしてそれが次の S 期
への移行に必要であることを見出した。分裂
期の細胞では、PcG 結合クロマチンはいった
ん解除され、トリメチル化 H3K27（H3K27Me3）
が染色体腕上に沿って PRC2 と共局在し、PRC1
はセントロメア周辺部位に点状に局在した。
G1 中期から後期にかけて PRC1 は H3K27Me3を
基盤とした高度に組織化されたクロマチン、
PRC フォーカスを形成した。よって、分裂期
から G1 期への移行期は PcG クロマチンの再
構築と次世代への継承に重要な時期である
と考えられた。PRC2 の構成タンパク質である
Suz12 のノックダウンは、分裂期染色体上の
H3K27Me3の量を顕著に減弱させ、その結果と
して分裂後の娘細胞に PRC フォーカスが十
分に伝達されなかった。PcG に結合したクロ
マチンは分裂後の G1 期で再構築されるとい
う発見は、PcG タンパク質が G1 期において細
胞刺激を受けた場合、標的クロマチンをリモ
デルできることを示唆した。本研究は、発生
分化の過程に重要なポリコーム群タンパク
質がダイナミックな分子機序を介して細胞
記憶に関わることを示し、発生分化等の機構
解明に資するものである。



(3) SUMO 結合モチーフをもつ MCAF1 の解析：
ユビキチン様SUMOで修飾されたメチル化DNA
結合タンパク質 MBD1 が MCAF1 分子内の SUMO
結合モチーフと相互作用することを既に報
告している。テロメラーゼは、テロメア長を
維持し、哺乳類細胞の老化と不死化に関わり、
テロメラーゼ逆転写酵素 TERT と RNA 因子
TERC から構成されている。このテロメラーゼ
サブユニットの遺伝子群は主に Sp1によって
発現調節されることが判明している。MCAF1
は遺伝子発現調節のメディエーターである
が、その機能については未知の部分が多い。
本研究では、癌細胞において MCAF1 が Sp1 に
依存したテロメラーゼ活性の維持に関与す
ることを見出した。MCAF1 のふたつの保存さ
れたドメインは Sp1 と基本転写装置に直接結
合した。MCAF1 または Sp1 の選択的ノックダ
ウンは TERT と TERC 遺伝子の転写を低下し、
その結果、テロメラーゼ活性の低下をもたら
した。MCAF1とSp1のノックダウン細胞では、
TERT 遺伝子のプロモーター領域に結合する
活性型 RNA ポリメラーゼ II と基本転写因子
ERCC3 の結合性が低下した。さらに、MCAF1
は組織型が異なる種々の癌組織において、高
頻度に過剰発現していた。これらのデータは、
MCAF1 が Sp1 によるテロメラーゼ遺伝子の活
性化を維持すること、またそれが自己増殖す
る癌細胞の多くに共通したメカニズムであ
ることを示唆している。本研究は、MCAF1 が
転写調節に二面性を有すること、すなわち、
MBD1-MCAF1-SETDB1 複合体で転写抑制に働き、
他方、Sp1-MCAF1 複合体で転写活性化に働く
ことを解明した。

(4) SUMO 修飾が関わる核内構造の解析：
核膜孔に存在する SUMO リガーゼ RanBP2 が、
SUMO 修飾と関連する核内構造、とくに PML ボ
ディーやヘテロクロマチン等の形成に関わ
ることを見出しており、本研究については継
続して進める予定である。

(5) HMGA2 の上皮間葉転換に関する解析：
HMGA タンパク質は、未分化細胞に高発現する
が、分化細胞で発現が低下し、癌細胞で再活
性化する。膵癌細胞において、HMGA2 が上皮
間葉転換（EMT）に関わることを見出した。
膵癌細胞株において、HMGA2 の選択的ノック
ダウンで、E-カドヘリン発現上昇を伴う高接
着性の上皮様に変化した。HMGA2 は E-カドヘ
リンの発現を抑制する転写因子 SNAILのプロ
モーター活性を促進することが判明し、
HMGA2 が発生過程に重要な EMT に関わること
が示唆された。
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