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研究成果の概要（和文）：細胞周期の正常な進行には、高度な制御機構が必須である。本研究では、翻訳後修飾機構で
あるSUMOが植物細胞の細胞周期制御にどのような形で関与しているのかを解明することを目標とした。細胞周期の進行
を担うCDK、AUR、RBRを対象として、大腸菌によるリコンビナントタンパク質発現系を構築し、semi-in vitro実験系に
よりSUMO化の検討を行った。その結果、すべてのタンパク質がSUMO化の基質となりうることを見出した。また、これら
のタンパク質のSUMO化サイトを同定し、SUMO-null型タンパク質を用いた機能解析を行うことで、SUMO化による制御が
細胞周期制御に必須であることを明らかとした。

研究成果の概要（英文）：Scrupulously designed cell cycle regulation is the fundamental mechanism for devel
opment of higher organisms. SUMO-mediated posttranslational modification appeared to be involved in the de
velopmental regulation since the fact that a mutation in SUMO E3 ligase HPY2 affect cell cycle progression
 have reported in Arabidopsis. However, further analyses are needed to understand the molecular mechanism.
 In this study, we analyzed cell cycle regulators, e.g. CDKs, AURs and RBR on the SUMO-mediated cell cycle
 regulation context. We established experimental conditions to express and purify these proteins. Our semi
-in vitro SUMOylation assays showed that the cell cycle regulators are SUMOylated proteins. Then we identi
fied SUMOylation sites for the substrates. Furthermore, we generated binary vectors harboring SUMO-null ve
rsion of the regulators and introduced into their mutants plants. The mutant version lose their functions,
 suggesting that the SUMOylation in essential for their functions. 
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１．研究開始当初の背景 
 

Small Ubiquitin-related Modifier 
(SUMO)は分子量約 11KDa のユビキチン様
の小型タンパク質であり、ユビキチン同様の
E1-E2-E3 酵素群によって基質タンパク質の
リジン残基へと共有結合される。SUMO によ
る基質タンパク質の修飾は、タンパク質に多
様な性質の変化をもたらすとされ、動物や酵
母では染色体構造の安定的な維持や DNA ダ
メージに対する応答などの幅広い過程で機
能していることが報告されている。植物細胞
の SUMO も同様に細胞分化や細胞周期の進
行、環境変化への応答などの過程に機能して
いることがこれまでに明らかとされてきて
いる。 
多細胞システムにおいて細胞周期制御は

正常な発生を支える重要なメカニズムであ
る。多細胞生物は個体の中でも幹細胞を含む
分裂組織でのみ細胞増殖を行ない、分化後の
細胞はほとんど分裂を起こさない。そのため、
細胞周期制御に不調が生じた場合にはガン
化や矮化、胚性致死といった個体の生存その
ものに関わる異常を引き起こしてしまう。こ
れを防ぐために細胞周期の進行には多段階
のチェックポイント分子が機能しているこ
とが知られている。 
植物の根端分裂組織では、幹細胞における

細胞周期制御に植物ホルモンの一種である
オーキシンが関与している。オーキシンは転
写因子 PLETHORA を通じて SUMO E3 
ligase である HIGH PLOIDY 2 (HPY2)の発
現を制御し、HPY2 による SUMO 化が細胞
分裂周期を活性化して細胞増殖を促進して
いる。これらの知見に基づいて細胞周期制御
因子に対して SUMO による制御が行われて
いると考え、シロイヌナズナの細胞周期制御
因子ライブラリーを用いて基質タンパク質
のスクリーニングを行った。その結果、
CYCLIN Dependent Kinases (CDKs) 、
Aurora Kinases (AURs) 、
Retinoblastoma-related (RBR)が SUMO 化
を受けることが明らかとなった。CDKs は細
胞周期全体を統御する分子であり、AURs は
染色体分離の際に、RBR は染色体複製の際に
それぞれチェックポイントとして機能する
分子である。そのため、CDKs、AURs、RBR
に対する SUMO 化が各タンパク質にどうい
った変化をもたらし、細胞周期制御において
どのような役割を持つのかを検証する必要
がある。 

 
 

２．研究の目的 
 
細胞周期の正常な進行はすべての生物に

とって必須な機能であり、高度な制御機構が
存在している。先行研究の成果より、SUMO 
E3 ligaseであるHPY2によるSUMO化機構
が細胞周期制御に重要な役割を担うことが

明らかとなっている。また、細胞周期制御を
担う分子群を対象とした SUMO 化の目印と
なる保存配列の探索を行った結果、CDKs、
AURs、RBR といった因子が、SUMO 化の
基質候補であることが示唆された。そこで、
本研究ではこれらの細胞周期制御因子に着
目し、実際にこれらの因子が持つ保存配列が
SUMO 化サイトであるのかどうかを検証す
る。また、SUMO 化されうるものに関しては、
SUMO がどのようにこれら因子の機能性に
寄与しているのかを検証する。これにより、
SUMO 修飾が細胞周期制御因子への機能制
御を通じて細胞周期全体を制御する分子機
構の解明を目的とする。 
 
 
３．研究の方法 
 
SUMO 化サイトの同定と semi-in vitro SUMO
化法による確認 

SUMO 化の分子メカニズムは真核生物で
広く保存されており、いくつかの酵素は互い
に置き換えが可能である。一方で、原核生物
である大腸菌は SUMO 化に必要となる分子
を持っていない。そのため、SUMO、E1、
E2 と基質タンパク質を大腸菌の体内で同時
に発現させることで SUMO 化反応を再構築
することができる。この方法により、基質候
補因子が SUMO 化されうるかどうかを検証
する。さらに、SUMO 化サイトであることが
予想されたリジン残基に変異を導入し、同様
に semi-in vitro 系を用いた試験を行うこと
で、SUMO 化されなくなることを確認する。
実際には、基質候補因子をリコンビナントタ
ンパク質として発現させ、簡易精製を行った
後にウェスタンブロッティングにより検出
する。SUMO 化は共有結合が生じる翻訳後修
飾であり、分子量が増加するため非 SUMO
化タンパク質との判別が可能である。 
 
SUMO-null 型発現ベクターの構築と in vivo
における機能の検証 
 細胞周期制御因子の機能欠失変異体は致
死であるか細胞増殖の不良による生長遅延
などの表現型を示すことが予想される。各変
異体に対してゲノム配列を用いた相補性の
実験を行い、機能的なゲノム領域を決定する。
さらに、前項の結果に基づいて SUMO 化サ
イトに変異を導入した形質転換ベクターを
作製し、変異体に導入する。ゲノム配列上の
SUMO 化サイトを変異させたゲノム配列ベ
クターで変異表現型を相補できなかったと
きには、SUMO 化が基質タンパク質にとって
重要な機能であることが示される。 
 
 
４．研究成果 
 
本研究で解析対象とした複数の細胞周期

制御因子を用いて発現ベクターを作製し、リ



コンビナントタンパク質の発現系を構築し
た。この系と semi-in vitro SUMO アッセイシ
ステムとを組み合わせ、候補とした細胞周期
制御因子における SUMO 化の有無とその詳
細なサイトの同定を行った。シロイヌナズナ
ゲノム中に複数のアイソマーを持つ因子に
関しては少なくとも一つを用いて実験を行
った。その結果、今回着目した CDKs、AURs、
RBR に関しては 1 つ以上の SUMO 化サイト
を持っていることを明らかとした。特に推定
上の SUMO 化サイトが進化的に保存されて
いる分子に関しては全ての因子で SUMO 化
が起こりうることを確認した。 
細胞周期制御因子をコードする遺伝子の

機能欠失変異体やノックダウン形質転換体
を作出し、表現型の解析を行った。さらに、
SUMO-null変異型ゲノム配列を用いた相補性
試験を行った。本研究で実験に供した全ての
変異体で、ゲノム配列を導入した相補系統で
は野生型植物体と同様の旺盛な生育が観察
できたことに対し、SUMO-null 配列の導入で
は生育不良や致死性になるなど変異体と同
様の異常形質を観察した。このことは、
SUMO-null型のタンパク質ではその機能に何
らかの異常が生じ、正常に機能できていない
ことを示唆している。すなわち、SUMO 化に
よる翻訳後修飾は、実験対象とした細胞周期
制御因子が正常に機能するために必要不可
欠であると考えられる。これらの結果から、
植物の細胞周期制御に SUMO が一定の役割
を果たし、何らかのタンパク質間相互作用に
影響を与えている可能性があるものと結論
付けた。 
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