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研究成果の概要（和文）：1つの蛋白質より多彩な機能を発揮させる分子メカニズムの一つとし

て翻訳後修飾が重要な役割を担う。SUMO 化は標的蛋白質に 10kD 程度の SUMO（Small

Ubiquitin-like Modifier）蛋白質を結合するが、生体視細胞の光受容伝達における SUMO 化の

役割は不明であった。そこで、SUMO E2 リガーゼを成体視細胞に成長後に欠損する時期特異的

欠損マウスを作製した。免疫組織化学的・電気生理学的解析を行った結果、いずれも野生型と

同様であることが分かった。この結果は成体のマウス視細胞において SUMO 化が分化決定に関与

する一方、光情報伝達や維持には関与が少ない事を示唆している。

研究成果の概要（英文）：Post-translational modification (PTM) plays a crucial role in

switching activities of the target proteins. Since SUMOylation, one of PTMs, is

responsible for photoreceptor specification, we studied the functional role of

SUMOylation of mature photoreceptors by using mice in which SUMO E2 ligase was

conditionally disrupted. As a result, these conditional knockout mice were normal in

immunohistochemical studies and electrophysiological recording, suggesting that

SUMOylation is more important in specification and maturation, but not in

phototransduction in photoreceptors.
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１．研究開始当初の背景
多くの哺乳類において網膜は唯一の光受容
組織であり、明暗を感じる杆体視細胞と、青
色 （ Short-wavelength ） ・ 緑 色
（Middle-wavelength）感受性の 2 種類の錐
体視細胞を持つ。外界の視覚（光）情報は視

細胞の過分極応答により電気信号に変換さ
れる。即ち、暗所では視細胞外節側面のイオ
ンチャネルを介した内向き電流が流れるこ
とによって脱分極した状態にあるが、外節デ
ィスク膜上の光受容蛋白質（オプシン）が光
を受容すると G 蛋白質を介して、イオンチャ
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ンネルを閉口させる。これにより過分極した
視細胞シナプスからの神経伝達物質放出量
が減少することで二次ニューロンへ光情報
が伝達される。正常な視覚情報伝達には光受
容細胞である視細胞が正しいサブタイプに
分化し正常に機能する事が必須であり、これ
までに多くの視細胞特異的な転写因子およ
び光受容伝達因子が同定されてきた。

申請者は E3 SUMO リガーゼの一つである転
写制御因子 Pias3（Protein Inhibitor of
Activated Stat3）が視細胞のサブタイプの
決定に重要である事を明らかにした。SUMO 化
とは標的蛋白質の SUMO 結合モチーフ配列
（KxD/E）のリジン残基に SUMO（Small
Ubiquitin-like MOdifier）蛋白質を結合さ
せる翻訳後修飾の一つで、その機能は転写制
御・蛋白輸送・アポトーシスなど多岐に渡る。
申請者は杆体視細胞において、SUMO 化された
核 内 受 容 体 Nr2e3 （ Nuclear Receptor
subfamily 2, group E, member 3）が錐体視
細胞特異的遺伝子の転写を抑制する事を示
し、Nr2e3 の SUMO 結合モチーフの変異は網膜
変性疾患の一つである S 錐体増強症候群（S
cone enhanced syndrome）を引き起こす事を
報告した（Onishi et al. Neuron. 61, 234,
2009）。

SUMO 化蛋白質は生体においてユビキタス
に発現し、分化後の網膜で高く発現していて
いる。また、光情報伝達蛋白質の一つである
フォスデューシンが SUMO 化される事が報告
され、視細胞の光情報伝達における SUMO 化
の関与が示唆された。

２．研究の目的
視細胞は光を受容する外節部分と細胞体

と応答を 2次ニューロンに伝達するシナプス
から形成される。翻訳後修飾の一つである
SUMO 化は視細胞特異的な転写因子の活性を
制御して視細胞の分化決定に関与するが、成
体での視細胞の機能（視細胞外節における光
受容応答や、シナプス伝達過程など）におけ
る SUMO 化の役割は不明である。

光情報伝達に関与する蛋白質の 1つである
フォスデューシンや、シナプス形成因子であ
る Cask は視細胞でも発現し、SUMO 化が報告
されている。そこで、本研究では、成体視細
胞において SUMO 化を欠損するコンディショ
ナルノックアウト（CKO）マウスを作製し、
(1)視細胞の形態・構造の維持 ならびに (2)
光情報伝達 における SUMO化の関与を明らか
にし、SUMO 化の関与が認められた場合、(3)
SUMO 化蛋白質のプロテオミクス解析を試み
る。

３．研究の方法

SUMO化はユビキチン化と同様に E1（活性化）,
E2（結合）, E3（連結）の 3 ステップから成
るが、E1, E3 リガーゼが多様であるのに対し
E2 リガーゼは 1 種類である。そこで、E2 リ
ガーゼの Flox マウスを作製した。

このマウスに視細胞特異的遺伝子 Crx プロ
モータ制御下でタモキシフェン誘導型 Creを
発現するトランスジェニックマウス
（Crx-CreERT2）を掛け合わせた。成体（4 週
齢）でタモキシフェンを投与し、成体視細胞
特異的に SUMO 化カスケードを欠失させた
（Ubc9 CKO マウス）。このマウスを用いて、
SUMO 化を阻害した場合の視細胞の形態異常
および電気生理応答をコントロールと比較
した。CKO マウスの解析と平行して、既知の
視細胞で発現する既知の SUMO 化蛋白質（Cask,
mGluR8）の SUMO 化部位の変異蛋白質を電気
穿孔法により導入し、局在および形態を比較
した。

４．研究成果
まず、網膜発生における SUMO 化の作用を

追試するため、Flox マウスを網膜幹細胞特異
的に Cre を発現するマウス（Chx10-Cre）と
掛け合わせた。アフリカツメガエルにおいて、
SUMO 化が発生中のも不磨区前駆細胞の増殖
の制御に機能することが報告されており、
Chx10-Cre による CKO マウスでは、網膜幹細
胞の増殖が阻害される事が予想される。実際
に CKO マウス網膜は、野生型と比して眼球は
小さく網膜の細胞数も少ない表現型を示し、
作製した Flox マウスの SUMO 化が部位特異的
に阻害される事を確認した（下図）。

P21 における眼球写真。

右側は野生型のマウス、左側は CKO マウスの
眼球。

P21 におけるトルイジンブルー染色写真。



野生型は網膜の層構造が観察されるが、CKO
では細胞が少なく、層構造が確認出来ない。
出生直後（P2）網膜でも同様の表現型が観察
された。

次に、成体の視細胞特異的に SUMO 化カス
ケードを停止するマウスの表現型を解析し
た。4 週齢の CKO マウスにタモキシフェンを
投与し、4 週間（1 ヶ月）後に網膜の形態を
野生型と比較した。

まず、Crx-CreERT2 と CAG-CAT-lacZ,の掛
け合わせマウス（4 週齢）でタモキシフェン
投与後 1 週間で LacZ 染色すると、視細胞特
異的に LacZのシグナルが観察される事より、
誘導型 Creの視細胞特異性を確認した（下図）。

CKO マウスにおいて、外節の光受容蛋白質
（杆体および錐体オプシン）、シナプス形成
因子など視細胞の分子マーカーの発現パタ
ーンを比較した結果、外節の長さや核の位置
やシナプスの形態などにおいて特筆する変
化は観察されなかった。また、分子マーカー
の異所的な発現および視細胞に接続する双
極細胞の視細胞への投射にも大きな変化は
観察されなかった。同様の解析を投与後 6 ヶ
月後のマウスについても行ったが、大きな変
化は観察されなかった。

下図は外節ディスク膜に発現する杆体の
光受容蛋白質であるロドプシン（赤色）と錐
体オプシン（M オプシン；緑色 S オプシン；
青色）の 3重染色である。外節の長さや外顆
粒層（視細胞層）の厚さには有意な差は観察
されなかった。また、発生期の視細胞におけ
る SUMO 化の破綻により杆体視細胞で S オプ
シンの異所的発現が引き起こされるが、成熟
後の視細胞で SUMO 化を欠損させた場合では
オプシンの異所的な発現は観察されなかっ
た。

下図は外網状層（外顆粒層と内顆粒層の間
の視細胞・双極細胞・水平細胞がシナプスを
形成する部分）における免疫染色を示す。
PKC（緑色：杆体双極細胞の細胞体に局在）、
mGluR6（赤色：ON 型双極細胞の先端に局在）、
CtBP2（青色：視細胞軸索終末のリボンシナ
プス部分局在）抗体により視細胞～双極細胞
の接続を比較し、有意な差は観察されなかっ
た。

次に、上記のマウスを用いて網膜電図測定
による光情報伝達能を比較した。暗順応下
（杆体視細胞由来）および明順応下（錐体視
細胞由来）の網膜電図を記録した結果、視細
胞由来の応答である a波および脱分極型双極
細胞由来の応答である b波の応答は CKO マウ
スにおいて野生型と同等であった。また、
SUMO 化による制御が報告されている分子で
視細胞での発現が報告されている分子
（mGluR8, Cask）について、SUMO 化修飾を受
けるリジン残基の変異体を電気穿孔法で導
入したが、導入蛋白質の局在や視細胞の形態
に明確な差は認められなかった。

これらの結果は、視細胞における SUMO 化
は視細胞の分化決定に大きく関与し、光情報
伝達や維持には関与が低い事を示している。
また、視細胞の分化決定期における SUMO 化
カスケードの欠損は錐体オプシンの杆体に
おける異所的な発現を引き起こしたが、CKO
マウスではこの現象は認められなかった事



より、視細胞の成熟期ではメチル化など別の
分子機構が視細胞サブタイプ特異的な遺伝
子発現制御に機能している可能性が高い。
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