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研究成果の概要（和文）：様々な細胞機能の調節に重要な役割を担っているSUMO化翻訳後修飾は、3種類の酵素(活性化
酵素E1、結合酵素E2、リガーゼE3)によって触媒される。E2は、SUMO、E1、E3及び標的タンパク質と、順次、一過的に
相互作用してSUMO化を仲介する中心的役割を担っているが、反応機構の詳細は不明である。本研究では、E2には親和性
の異なる2つの独立したSUMO結合部位が存在することを発見するとともに、E1からE2へのSUMO転移反応の分子機構を解
明した。

研究成果の概要（英文）：Post-translational modification of proteins by a small ubiquitin-related modifier 
(SUMO) regulates many important celluar pathways. SUMOylation requires the sequential action of E1 (activa
ting enzyme), E2 (conjugating enzyme) and often needs E3 (ligases) that mediate substrate specificity for 
SUMO conjugation. In this process, the transfer mechanism of SUMO from E1 to E2 has not been well clarifie
d. In this study, to reveal the functional roles of interaction network among E1, E2 and SUMO, we performe
d structural analyses on E2, SUMO, and E2-binding domain (UFD) of E1 from rice, and identified that E2 has
 multiple SUMO-binding sites with distinct affinities as well as a single UFD-binding site.
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１．研究開始当初の背景 
 SUMOは、ユビキチンと構造的に類似した
翻訳後修飾に関与するタンパク質で、真核生
物に広く保存されている。多岐にわたる標的
タンパク質の SUMO化は、転写制御、細胞周
期、DNA修復、ストレス応答など様々な細胞
機能の制御において重要な役割を担ってい
る。 
 SUMO 化は 3 段階反応によって起こる。
ATP存在下において活性化酵素 E1 (SAE1と
SAE2 のヘテロダイマー)が SUMO の C 末端
カルボキシル基を E1 自身の活性部位にチオ
エステル結合させた後、E1 から結合酵素 E2
へのチオエステル転移反応が起こる。最終段
階で、直接あるいはリガーゼ E3 を介して、
SUMOのC末端カルボキシル基が標的タンパ
ク質中の Lys 残基の-アミノ基とイソペプチ
ド結合を形成する。 
 E2 は、SUMO、E1、E3、及び、標的タン
パク質と順次一過的に相互作用し、SUMO転
移反応機構において中心的役割を担ってい
るが、現在までにその反応メカニズムを解明
するための構造生物学的知見は得られてい
ない。よって、E2と各タンパク質との分子間
相互作用を解明することは、SUMO化の分子
メカニズムを理解する上で重要である。 
 
２．研究の目的 
 イネ由来の E2、SUMO、及び、E1 の 2 つ
のサブユニットのうち E2 との相互作用が想
定される SAE2の C末端ユビキチン様フォー
ルドドメイン UFD について立体構造と分子
間相互作用を詳細に解析し、E1から E2への
SUMO転移反応の分子機構を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
 構造機能解析に供するタンパク質および
変異タンパク質は大腸菌による大量発現に
より調製した。NMR解析には安定同位体(15N
および 13C/15N)標識タンパク質を用いた。X
線回折データは高エネルギー研究所放射光
施設で測定した。分子間相互作用の解析には、
溶液 NMR 法、表面プラズモン共鳴(SPR)法、
等温カロリメトリー(ITC)法を併用した。 
 
４．研究成果 
(1)13C/15N標識したイネ由来 E2を用いて多次
元 NMR 法によりスペクトル帰属を行った。
E2 における SUMO の相互作用部位を特定す
るため、15N 標識した E2 に対する SUMO 滴
定による 1H-15N HSQCスペクトルの化学シフ
ト変化を測定した。その結果、E2 は SUMO
に対して結合能の異なる独立した 2つの結合
部位を持つことが示された。いずれの相互作
用も fast exchange limitであったが、第 1群(第
1 結合部位)はほぼ 2 等量の SUMO の添加で
飽和状態に達するのに対して、第 2 群(第 2
結合部位)は 2 等量を超えてから徐々に変化
を示した。E2 の N 末端付近に存在する第 1
結合部位においては、Arg14、Lys15、Arg18、

Lys19などの塩基性残基が SUMO結合に関与
していた。一方、E2の活性部位近傍に広がる
第 2 結合部位では、Lys75、Ser90、Thr92、
Gln131、Tyr135 の残基が SUMO 結合に関与
していた(図 1)。第 1結合部位についてはヒト
由来 E2 において既に報告された結果と一致
するが、第 2結合部位の存在はこれまでに報
告がなく、イネ由来E2が新規の発見である。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1．イネ由来 SUMO 結合酵素 E2 の溶液
NMR構造。高親和性の第 1結合部位の SUMO
認識残基(○)と低親和性の第 2 結合部位の
SUMO認識残基(●)をマップした。 
 
第 1および第 2結合部位に対する正確な解
離定数を得るため、第 2結合部位の結合能を
欠損させた E2def2変異体、および、第 1 結合
部位の結合能を欠失させた E2def1変異体を用
いて NMR滴定実験ならびに ITC法による相
互作用解析を行った。2 つの方法で算出した
第 1および第 2結合部位に対する解離定数は
良く一致し、それぞれ Kd1 = 20.3 Mおよび
Kd2 = 826 Mであった。 

E2の第 1および第 2 SUMO結合部位の機
能的役割を明らかにするため、天然型 E2 と
E2def2について、E1から E2への SUMOチオ
エステル転移反応の効率を測定した。その結
果、E2def2では転移反応が劇的に阻害されたこ
とから、第 2結合部位における SUMO結合の
機能的重要性が証明された。 
 
(2) E2 の第 1 および第 2 結合部位における
SUMO認識の分子機構を解明するため、天然
型 E2と SUMOの複合体、及び、第 1結合部
位の SUMO結合能を失欠した E2def1変異体と
SUMOの複合体の X線結晶構造を解析した。
第 1結合部位における E2-SUMO複合体の構
造は、既報のヒト E2-SUMO 複合体構造と良
い一致を示した(図 2A)。一方、第 2結合部位
における E2def1-SUMO複合体の構造について
は、これまでに報告例のない新規な構造であ
った(図 2B-D)。第 1 と第 2 部位における
E2-SUMO 認識様式を詳細に比較検討した結
果、SUMOは同一の分子表面を利用して、E2
の第 1部位と第 2部位に結合することが明ら
かになった。また、第 2 結合部位に対して 2
種類の SUMO 結合様式が観測されたことか
ら、この結合部位における SUMOの結合は高



い柔軟性を有することが示唆された。この柔
軟性が、E1から E2への SUMO転移反応に重
要な役割を担っているものと推察される。第
1 および第 2 結合部位における E2-SUMO 複
合体の構造をもとに構築した SUMO(第
1)-E2-SUMO(第 2)複合体のモデル構造を図
2E-Fに示す。 
 

 
図 2．イネ由来 E2と SUMOの複合体構造：
(A)第 1結合部位に SUMOが結合した天然型
E2-SUMO複合体の結晶構造。(Bと C)第 2結
合部位にSUMOが結合したE2def1-SUMO複合
体の結晶構造。(D)SUMO 分子の結合様式が
異なることを示すため、B と C の構造を E2
構造で重ねた構造。(E)Aと Bを E2構造で重
ねて作成した SUMO(第 1)-E2-SUMO(第 2)複
合体のモデル構造。(F) Aと Cを E2構造で重
ねて作成した SUMO(第 1)-E2-SUMO(第 2)複
合体のモデル構造。 
 
(3) E2におけるUFDの相互作用部位を特定す
るため、15N標識した E2に対する UFD滴定
による 1H-15N HSQCスペクトルの化学シフト
変化を測定した。その結果、E2と UFDの相
互作用は slow exchange limitで、E2における
UFD 結合部位は SUMO の第 1 結合部位と空
間的に重複することが明らかとなった。事実、
第 1 結合部位の SUMO 結合能を失欠した
E2def1変異体に対して、UFD は結合しないこ
とが ITC測定により明らかになった。さらに、
E2 と SUMO 複合体に UFD を添加すると
SUMO は UFD に置換されること、逆に、E2
と結合した UFDは SUMOによって置換され
ることはないことも示された。これらの結果
は、E2と UFD複合体の解離定数(0.42 M)が、
第 1 結合部位における SUMO の解離定数
(20.3 M)よりも 50倍近く小さいことを反映
している。 
 
(4) E2のUFD認識の分子機構を解明するため、
イネ由来 E2-UFD複合体のX線結晶構造を解
析した(図 3A)。この複合体構造と上記の第 1
結合部位における E2-SUMO 複合体構造を基
にして SUMO(第 1)-E2-UFD 複合体のモデル
構造を構築すると、SUMO と UFD がクラッ
シュしてしまい、同一の空間を同時に占有す
ることになる(図 3B)。この結果は、SUMOと

UFDが E2の第 1 SUMO結合部位に競合的に
結合することを示し、ITC 法による熱力学解
析の結果と一致する。一方、第 2結合部位に
おける E2-SUMO複合体構造と E2-UFD複合
体構造を基に構築した SUMO(第 2)-E2-UFD
複合体のモデル構造においては、分子間クラ
ッシュは観測されず、この複合体構造は E1
から E2への SUMO転移反応の中間体の構造
をミミックするものと考えられる(図 3C)。 
 

 
図 3．(A)イネ由来 E2と E1を構成する SAE2
のC末端のユビキチン様フォールドドメイン
UFD の複合体の結晶構造。(B)第 1 結合部位
に SUMO が結合した E2-SUMO 複合体と A
の構造を E2構造で重ねて作成した SUMO(第
1)-E2-UFD 複合体のモデル構造。SUMO と
UFDがクラッシュしている。(C) 第 2結合部
位にSUMOが結合したE2def1-SUMO複合体と
A の構造を E2 構造で重ねて作成した
SUMO(第 2)-E2-UFD複合体のモデル構造。 
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