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研究成果の概要（和文）： 
 
出芽酵母細胞質分裂領域に局在するセプチンリングの構成因子Cdc3はSUMOリガーゼSiz1によ

り M 期のみ一時的に SUMO 化された。また、Cdc3 は Rsp5 ユビキチンリガーゼ依存的にユビキチ

ン化されたが、PY モチーフには依存していなかった。セプチンと Siz1 や SUMO との融合タンパ

クを種々の変異株に発現させて表現型を調べ、SUMO 化はセプチン脱重合を誘導すること、ポリ

SUMO 化された Siz1 が Slx8/Slx5 によりユビキチン化され、タンパク質分解されることが示唆

された。 

 
研究成果の概要（英文）： 
 
Budding yeast Cdc3 is a component of septin rings which localize at the neck region and 

is essential for cytokinesis. Cdc3 was transiently sumoylated by Siz1, a SUMO ligase only 

during M-phase. Cdc3 was ubiquitinated in Rsp5-dependent way, but the PY-motif of Cdc3 

was not required for the ubiquitination. We examined the phenotypes of various mutants 

when Siz1-septin or SUMO-septin fusion proteins were over-expressed. Results suggested 

that the septin sumoylation induces the depolymerization of septin rings, and that the 

sumolylated Siz1 was ubiquitinated by Slx8/Slx5 ubiquitin ligase for its degradation. 
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１．研究開始当初の背景 

出芽酵母セプチンタンパク Cdc3, Cdc10, 

Cdc12, Cdc11 はオリゴマーを形成し、さらに

オリゴマーが重合してリング構造を形成す

る。セプチンリングは細胞質分裂の場となる

母細胞と娘細胞の境界領域であるネックに

局在し、細胞質分裂前に、hourglass 状から

２本のリングへと構造変化を起こし、細胞質

分裂後に脱重合する。我々はセプチン構成因

子 Cdc3 がユビキチン類似タンパクである

Smt3 (SUMO)によりタンパク質修飾を受ける

こと、さらに、その SUMO 化は Siz1 に依存し、

Siz1が PIASタイプのSUMOリガーゼであるこ

と初めて明らかにした。また、Siz1 は M 期に

核から細胞質に排出され、セプチンリングと

共局在する。SUMO リガーゼは基質に特異的に

結合し、SUMO 結合酵素より SUMO 分子を受け

取り基質にイソペプチド結合させるアダプ

ターであることを示した。しかし、セプチン

の SUMO 化の生物学的意義については未解決

のままである。 

 一方、セプチンリングに欠損がある場合は

その異常を感知して細胞周期を阻害するチ

ェックポイント機構が働く。G2 期から M 期へ

の移行が阻害され、芽の先端成長が持続する

ために、細長い細胞形態になることが知られ

ている。通常の細胞周期 G2/M 移行期に、CDK

である Cdc28 をリン酸化して負に制御する

Swe1 (Wee1)キナーゼはセプチンリング上で

種々のリン酸化を受けた後、ユビキチン化さ

れ分解されるが、チェックポイント機構が働

くと Swe1 タンパクが安定化し、CDK 活性を抑

えたままになると考えられている。しかし、

この Swe1 と拮抗する Mih1 (Cdc25)フォスフ

ァターゼの活性制御についてはあまり解析

が進んでいなかった。 

２．研究の目的 

(1) セプチンの SUMO 化やユビキチン化： 

セプチンリングは細胞質分裂前に、構造変化

を起こすが、この現象にセプチン分子の修飾

状態がどのように関与しているのか？リン

グ中央部のセプチン分子が SUMO 化されてユ

ビキチン化し、タンパク質分解されたり、エ

ンドサイトーシスすることにより、セプチン

リングの構造変化を起こし、アクトミオシン

リング収縮の場を提供している可能性を検

証し、複雑な細胞質分裂機構を解明する一助

とすることを目的とした。 

 

(2) Mih1/Cdc25 の機能解析 

Swe1 と拮抗する Mih1 (Cdc25)フォスファタ

ーゼの活性制御機構を調べ、Swe1 以外の、CDK

活性を制御するチェックポイント機構を明

らかし、シグナル経路の上流に位置するセプ

チンの修飾制御との関係を調べることを目

的とした。 

 

３．研究の方法 

(1) セプチンの SUMO 化やユビキチン化： 

セプチンの SUMO 化が細胞周期に一過的に起

こることを説明するため、ポリ SUMO 化され

たタンパクを標的にするユビキチンリガー

ゼ Slx8・Slx5 複合体などの関与を調べた。

また、セプチン Cdc3 には WW-ドメインと結合

する PY-モチーフが存在するため、WW-ドメイ

ンを持つ Rsp5 ユビキチンリガーゼとの関係

を調べた。 

 

(2) Mih1/Cdc25 の機能解析： 

MIH1は必須遺伝子ではないため、まず、MIH1

欠失体が表現型を示すような遺伝的バック

グラウンドを探索し、さらに制御に関与する



と考えられるアミノ酸残基を変異させ、その

効果を調べた。タンパク量や修飾状態、GFP

融合タンパクの細胞内局在などを調べた。 

 

４．研究成果 

(1) セプチンの SUMO 化やユビキチン化： 

セプチン Cdc3、及び Shs1 の SUMO 化の細胞周

期依存性を詳細に調べた結果、M 期から細胞

質分裂時に SUMO リガーゼ Siz1 により一過的

に SUMO 化された。また、Cdc3 は Rsp5 ユビキ

チンリガーゼ依存的にユビキチン化された

が、PY モチーフには依存していなかった。セ

プチンと共沈殿するタンパクにはユビキチ

ン化されたものが複数種存在することが分

かった。Cdc10-Siz1 や Cdc3-Smt3 融合タン

パクを siz1, rsp5, slx5, slx8 変異株に過

剰発現させて、増殖阻害や細胞形態が細長く

なるかなどを観察した結果、セプチンの SUMO

化はセプチンリング構造の脱重合を誘導す

ること、自身によりポリ SUMO 化された Siz1

が Slx8/Slx5 によりユビキチン化され、タン

パク質分解されることが示唆された。従って、

セプチン Cdc3 の SUMO 化は Siz1 タンパクが

核より細胞質に排出され、セプチンリングに

結合して Cdc3 を SUMO 化する。その後、自身

によりポリ SUMO 化された Siz1-SUMO 結合体

がユビキチン化され、分解されることにより

SUMO リガーゼが消失するため、セプチンの脱

SUMO 化へと進むと考えられ、セプチンのSUMO

化が細胞周期依存的に一過性であることを

説明できた。 

 

(2) Mih1/Cdc25 の機能解析： 

G2 サイクリン Clb1, 2, 3, 4 のうち、Clb2

だけを発現させたバックグラウンドで MIH1

を欠失すると温度感受性となった。このシス

テムを利用してMih1 の活性を調べた。まず、

ドメイン解析により、酵素活性を持つ中央部

分のみで活性があり、N-末領域、C-末領域部

分は制御機構に関与すると示唆された。C－キ

ナーゼ(Pkc1)によるリン酸化サイトが存在

することから、リン酸化を受けるセリン残基

を変異させたところ、グルタミン酸に変異し

て疑似リン酸化させると活性を失った。従っ

て、Pkc1 によるリン酸化により Mih1 は負に

制御されると示唆された。また、GFP との融

合タンパクを過剰発現し細胞内局在を観察

したところ、野生型 Mih1 は核内に、疑似リ

ン酸化タイプの Mih1 は細胞質に局在したこ

とから、Pkc1 によるリン酸化は Mih1 を核外

放出させ、機能を低下させることが分かった。

G2/M 移行期に Pkc1 活性が下がり、Mih1 が核

移行して細胞周期進行に正に働き、さらに、

ストレス時のチェックポイントとして、Pkc1

が Mih1 をリン酸化し、その核局在を阻害し

て、Mih1 を負に制御していると考えられた。 
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