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研究成果の概要（和文）：細胞のがん化におけるタンパク質SUMO化の役割を、ケミカルバイオロジー的手法を用いて明
らかにすることを目的とした。これまでに複数のSUMO化阻害剤の同定に成功した。その中でもspectomycin B1のような
SUMO E2を阻害する低分子化合物は抗乳がん剤として有望であることを示した。さらに、SENP1阻害剤は低酸素微小環境
下のがん細胞の生存に重要な転写因子HIF-1αの活性を減少させることを見出した。加えて、スプリットルシフェラー
ゼの原理を応用したHTS可能なSUMOとSIMの結合を測定可能なアッセイ系の構築に成功し、SUMO-SIMの結合を阻害する世
界初の小分子化合物の同定に成功した。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study is to elucidate roles of protein SUMOylation in carcinogenes
is using a chemical biology approach. Using an in situ cell-based SUMOylation assay system, we identified 
several small molecule inhibitors of SUMOylation including spectomycin B1 as SUMO E2 (Ubc9) inhibitor. Our
 findings suggested that Ubc9 inhibitors such as spectomycin B1 have a potential as a therapeutic agent ag
ainst ERalpha-dependent breast cancers. Furthermore, we identified a novel deSUMOylatuon enzyme, SENP1, in
hibitor by an in situ deSUMOylation assay. We found that SENP1 inhibitor reduced the activity of HIF-1alph
a,an important transcriptional factor for cancer survival under hypoxia microenvironment. In addition, we 
succeeded in developing novel assay systems for detecting non-covalent interactions between SUMO and SIM u
sing a split-luciferase complementation and identified first small molecules that inhibit SUMO-dependent p
rotein-protein interactions.
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１．研究開始当初の背景 
ビキチン類似タンパク質である SUMO は、ユ
ビキチンとは異なり分解シグナルとはなら
ないが、様々な標的タンパク質のリジン残基
を修飾することにより、タンパク質の安定性、
細胞内局在などに影響を与え、様々な生命現
象に関わっていることが知られている。タン
パク質の SUMO 化は複数の酵素が関与する可
逆的な結合反応からなっている。ユビキチン
化と同様に SUMO 化は、SUMO 活性化酵素であ
る E1 (AOS1/Uba2)と ATPにより活性化される
第１段階と、E1 から SUMO 結合酵素 E2 (Ubc9) 
に SUMO が転移される第２段階を経て、最終
的に標的分子のリシン残基のアミノ基とイ
ソペプチド結合し SUMO 化反応は完了する。
この標的分子の識別に SUMO 化促進因子 E3が
関与しており、in vitro において、様々な基
質の SUMO 化には E1、E2 酵素反応で十分であ
るという結果が示されている一方で、in vivo
においては SUMO と基質との反応に E3の活性
が必要であることが示されている。加えて、
ユビキチン化と同様に SUMO 化は可逆的であ
り、脱 SUMO 化酵素（SENP）によって負に制
御されている。また、標的タンパク質上の
SUMO は、SUMO-interacting motif (SIM)含有
タンパク質により認識され、この SUMO 依存
的なタンパク質間結合が、SUMO 化が関わる多
くの細胞内プロセスを媒介していると考え
られている。 
興味深いことに異常な SUMO 修飾は、癌や
神経変性疾患と密接に関わっていることが
示されており、SUMO 化を制御する上記酵素群
は、創薬の標的分子になりうる可能性がある。
したがって、タンパク質の SUMO 化を制御す
る小分子化合物は、SUMO 修飾の生理機能を解
析する上で有用なプローブになるだけでな
く、新たな分子標的治療薬になる可能性があ
る。我々は、 それまで未同定であった SUMO
化阻害剤を探索する目的で、in situ SUMO 化
アッセイ系を応用したスクリーニングシス
テムを開発し、植物抽出物ライブラリー、微
生物抽出物ライブラリー、合成および天然物
由来の化合物ライブラリーからタンパク質
SUMO 化阻害剤を探索した。その結果、ギンコ
ール酸および Kerriamycin B が E１活性を阻
害することを見出し、世界で初めて SUMO 化
阻害の同定に成功した。加えて、in situ SUMO
化アッセイ系をさらに発展させた、スループ
ット性の高い in situ 脱 SUMO 化アッセイ系
を既に確立しており、SENP 阻害剤の探索も可
能であり、タンパク質 SUMO 化を標的とした
化合物を同定し、得られた化合物を用いて細
胞内における SUMO 化の役割を明らかにする
ケミカルバイオロジー研究を実施する環境
が整った。 
 
２．研究の目的 
本研究は、(1)現在までに同定した SUMO 化阻
害剤 spectomycin B1 の作用機構の解明、(2)
新しい化合物ライブラリーから新規 SUMO 化

阻害剤の探索、(3)新たに開発したin situ 脱
SUMO化アッセイを用いたSENP阻害剤の探索、
(4)SUMO- SIM 結合阻害剤の探索、（5）得られ
た化合物を用いて細胞のがん化におけるタ
ンパク質 SUMO 化の役割を明らかにすること
を目的とし、タンパク質 SUMO 化を標的とし
た創薬に向けた基盤構築を目指す。 
 
３．研究の方法 
（1） E2 阻害剤としての spectomycin B1 の
同定。我々は過去のスクリーニングによって、
抗生物質である spectomycin B が SUMO E2 を
阻害する活性を有していることを示唆する
結果を得た。そこで、E2-SUMO 中間体形成に
おける spectomycin B1 の効果、spectomycin 
B1 を固定したビーズを用いたプールダウン
実験、SPR 解析により E2 との結合親和性等を
検討し、spectomycin B1 の標的が E2 である
ことを明らかにする。次に、乳がん細胞にお
ける spectomycin B1 の抗がん活性を検討し、
SUMO E2 を標的とした新しい乳がん治療法の
確立を目指す。 
(2) 新規 SUMO 化阻害剤の探索。 
 理化学研究所が所有する化合物ライブラ
リー（NPDepo）、植物抽出液ライブラリーか
ら in situ SUMO 化アッセイによって、さら
にインシリコスクリーニングによって、新規
構造を有する SUMO 化阻害剤を探索する。ヒ
ット化合物について、IC50 値の算出、標的の
同定等を行い、より強い SUMO 化阻害剤の獲
得を目指す。 
 (3) 脱 SUMO 化酵素 SENP 阻害剤の探索。我々
は in situ SUMO 化アッセイ系を応用した
SENP1,2 依存的な in situ 脱 SUMO 化アッセ
イ系の構築に成功した。そこで本アッセイ系
を用いて、NPDepo が保有する約 20,000 種類
の化合物ライブラリーから SENP を阻害する
サンプルを探索する。SENP1, 2 とも結晶構造
が解かれていることから、インシリコスクリ
ーニングによるSENP阻害剤の同定も試みる。
ヒット化合物について、細胞レベルでの脱
SUMO 化阻害効果を検討し、脱 SUMO 化阻害剤
として有用であるかどうか明らかにし、
SENP1 および SENP2 阻害剤の取得を目指す。
得られた SENP 阻害剤の抗がん活性について
検討する。 
(4)SUMO-SIM 阻害剤の探索。Alpha テクノロ
ジーおよびスプリットルシフェラーゼシス
テムの原理を応用したハイスループットス
クリーニング可能な SUMO-SIM の結合活性を
測定するアッセイ系を確立する。確立したア
ッセイ系およびインシリコスクリーニング
により世界初の SUMO-SIM 結合を阻害する小
分子化合物の同定を試みる。 
 
４．研究成果 
（1） E2 阻害剤としての spectomycin B1 の
同定。Spectomycin B1 の標的が SUMO E2 であ
ることを明らかにするために、固定化ビーズ
を用いた pull down アッセイおよび SPR 解析



により、spectomycin B1 が SUMO E2 と直接結
合することを確認した。さらに、E2-SUMO 中
間体形成を選択的に阻害したことから、
spectomycin B1 は SUMO E2 阻害剤であると結
論づけた。加えて、spectomycin B1 処理ある
いは SUMO E2 (Ubc9)ノックダウンはホルモン
依存的な乳がん細胞の増殖を抑制すること
を明らかにし（図 1）、spectomycin B1 のよ
うな SUMO E2 を阻害する小分子化合物は抗乳
がん剤として有望であることを初めて示す
事ができた。 

 
(2) 新規 SUMO 化阻害剤の探索。ハンカチノ
キの葉の抽出物の SUMO 化阻害活性成分とし
てエラグ酸とダビジインを同定した。中間体
形成等の実験結果から、エラグ酸は E2 を、
ダビジイン E1 をそれぞれ阻害することを明
らかにした。特に、ダビジインの in vitro 
SUMO 化に対する IC50 値は 0.15 μM であり、
これまで同定されている最も強い SUMO 化阻
害剤である。加えて、インシリコスクリーニ
ングを用いて、新規構造を有する複数の SUMO 
E1 阻害剤の同定に成功した。 
(3) 脱 SUMO 化酵素 SENP 阻害剤の探索。In 
situ 脱 SUMO 化アッセイを用いて、SENP1 を
選択的に阻害する複数の化合物の同定に成
功した。そのうち、最も強い SENP1 阻害活性
を示す化合物について詳細な解析を行った。
本化合物は、細胞レベルでも脱 SUMO 化阻害
活性を示し、さらに低酸素微小環境下のがん
細胞の生存に重要な転写因子 HIF-1αの活性
を減少させることを見出し、SENP1 を阻害す
る小分子化合物は抗がん剤として有望であ
ることを示す事ができた。加えて、インシリ
コスクリーニングを用いて、SENP2 阻害剤の
同定に成功した。 
(4) SUMO-SIM 結合阻害剤の探索。インシリコ
スクリーニングを用いて、SUMO-SIM の結合を
阻害する小分子化合物の同定に世界で初め
て成功した。さらに、スプリットルシフェラ

ーゼの原理を応用した in vitro および in 
vivoでHTS可能なアッセイ系の構築に成功し、
化合物ライブラリーから SUMO-SIM 阻害剤の
探索を可能にした。 
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