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研究成果の概要（和文）：近年、細胞内で合成の途中あるいは合成された後に生じるタンパク
質の修飾（翻訳後修飾）がゲノム情報を管理する上で重要な役割を果たすことが分かってきた。
例えば、ヒストンの N末端テールへの多彩な翻訳後修飾によるクロマチン構造の制御は、細胞
の分化と増殖のバランスを保つ上で重要な仕組みであり、その破綻がガンをはじめとする様々
な疾患の原因となる。本研究はユビキチン様の翻訳後修飾因子 Small Ubiquitin-related
Modifier (SUMO) による翻訳後修飾系がヒトを含む高等動物のゲノムとクロマチンの複製の制
御に関わることを示している。

研究成果の概要（英文）：The small ubiquitin-related modifier 2/3 (SUMO2/3) can be
post-translationally conjugated to a wide variety of proteins constituting chromatin, the
platform for genetic and epigenetic regulation. Nevertheless, it is unclear how SUMO2/3
and SUMO2/3 modified proteins are delivered to the chromatin fibers. We report that the
largest subunit of chromatin assembly factor 1 (CAF-1), human p150, which, in the context
of DNA replication, promotes chromatin assembly, interacts directly and preferentially
with SUMO2/3. Our findings suggest an expanded role of p150 as a SUMO2/3-interacting factor,
and raise the intriguing possibility that p150 plays a role in promoting delivery of SUMO2/3
or SUMO2/3 modified proteins (or both) on chromatin fibers during replication.
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１．研究開始当初の背景

細胞内において、タンパク質や核酸（DNA・

RNA）といった生体高分子は合成の途中ある

いは合成された後に様々な修飾を受ける。近

年になり、こうした生体分子の修飾（以下で

は「分子修飾」と呼ぶ）がゲノムの機能制御

の骨子として様々な生命現象に関わること

が分かってきた。例えばヒストンやクロマチ

ン関連因子の多彩な修飾によるゲノム上の

遺伝子発現制御や、半保存的なDNAのメチル
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化修飾とクロマチン構造の維持（クロマチン

記憶）の制御における分子修飾の役割は極め

て重要で、この数年の間に、欧米での研究層

は飛躍的に厚くなり、ゴードンカンファレン

ス、コールドスプリングハーバー会議、キー

ストーン会議、FASEB会議、EMBO会議等、先

端的な国際学会の多くで関連するテーマが

定期的に取り上げるようになってきている。

こうした国際的な動向は、分子修飾に関する

研究がゲノム科学の枢要課題として世界的

に注目されていることを客観的に示すもの

であり、本邦における本格的な研究体制の構

築と人材育成プログラムの整備の必要性を

示している。

さて、本研究計画では、分子修飾の中

で、特に「スモ（SUMO）修飾」と呼ばれるユ

ビキチン様タンパク質によるタンパク質の

翻訳後修飾の制御とこの修飾によるゲノム

の機能制御に焦点を当てる。SUMO は酵母から

ヒト、動物および植物に至る多くの生物種で

観察される低分子量のユビキチンに類似の

タンパク質翻訳後修飾因子である。SUMO 修飾

の発見は 1990 年代後半で比較的新しく、発

見当初は特定の基質のみを対象とする限定

的な修飾システムと考えられていた。しかし

ながら、近年の SUMO 基質のプロテオミクス

解析の結果から、SUMO 修飾はユビキチン修飾

に次ぐ第２の規模を持つユビキチンファミ

リーとして認められるようになってきてお

り、加えて SUMO と SUMO に相互作用する SIM

（Sumo-Interacting Motif）と呼ばれる配列

を持つ分子群の存在が明らかとなったこと

で、SUMO 化タンパク質と SIM 領域を持つ因子

間での SUMO-SIM 相互作用によるシグナリン

グの基盤が細胞の中に存在することも分か

ってきた。現在、SUMO-SIM による相互作用は、

クロマチン・染色体形成・核構造の制御、あ

るいはゲノム機能の制御の中で重要な役割

を果たしていることを示すレポートが数多

く報告されるようになり、ゲノムの機能制御

に関わる様々なシグナル伝達系に影響を及

ぼす重要なシグナリングネットワークの一

つと考えている。メチル化、アセチル化、ユ

ビキチン化といったその他の分子修飾系に

関する研究と連動しつつ、SUMO によるゲノム

の機能制御についての研究は、国内外で益々

活発化する兆候にある。

２．研究の目的

申請者は長年にわたり、分子修飾、とりわけ

SUMO 修飾と高等動物のゲノム・クロマチン・

染色体・核の構造の研究領域において多くの

業績を上げてきた。

本研究では、平成 19 年から平成 21 年

度の３年間の研究期間を設定し、以下の３つ

のプロジェクトを並列的に推進した。

A：SUMOによるゲノム制御

B：SUMO修飾を用いた核制御

C：メダカにおける SUMO 因子の探索

３．研究の方法

A：SUMOによるゲノム制御：酵母2ハイブリド

法によるSUMO結合タンパク質の探索とその

機能解析

B：SUMO修飾を用いた核制御：in situ SUMO

化法の改良と阻害剤による核構造の解析

C：メダカにおける SUMO 因子の探索：メダカ

cDNA より SUMO パラログのクローニングとそ

の機能的な発現

４．研究成果
A：SUMOによるゲノム制御（Uwada et al., 2010,
論文発表済）The small ubiquitin-related
modifier 2/3 (SUMO2/3) can be
post-translationally conjugated to a wide
variety of proteins constituting
chromatin, the platform for genetic and
epigenetic regulation. Nevertheless, it
is unclear how SUMO2/3 and SUMO2/3
modified proteins are delivered to the
chromatin fibers. We report that the
largest subunit of chromatin assembly
factor 1 (CAF-1), human p150, which, in the
context of DNA replication, promotes
chromatin assembly, interacts directly
and preferentially with SUMO2/3. Amino
acid residue of 98-105 in p150 is essential
and sufficient for SUMO2/3 interaction.
p150-SUMO2/3 interaction coincided with
regions that replicate chromatin fibers,
because accumulation of the proliferating
cell nuclear antigen (PCNA), and
incorporation of bromodeoxyuridine (BrdU)
were detected at foci co-stained with both
anti-p150 and -SUMO2/3 antibodies during
the S-phase in a cell line expressing
epitope-tagged p150. Although inhibition
of SUMO2/3 expression had only a small
effect on p150 deposition on the
replication sites, depletion of p150 led



to delocalization of SUMO2/3 from the
replication foci. Furthermore, p150
mutants deficient in SUMO2/3-interaction,
caused a major reduction of SUMO2/3 at the
replication foci. Thus, our findings
suggest an expanded role of p150 as a
SUMO2/3-interacting factor, and raise the
intriguing possibility that p150 plays a
role in promoting delivery of SUMO2/3 or
SUMO2/3 modified proteins (or both) on
chromatin fibers during replication.

B：SUMO修飾を用いた核制御（Muramatsu
et al., 2010, 論文発表み）Pichler et al.
and Saitoh et al. demonstrated that when a
yellow fluorescent (YFP) or green
fluorescent (GFP) protein fused to SUMO-1
was incubated with permeabilized cells in
the presence of ATP and recombinant SUMO-E1
and -E2 enzymes, YFP/GFP-SUMO-1 was
efficiently conjugated to nuclear pore
associated factors, including
RanBP2/Nup358 and RanGAP1, thereby
enabling the visualization of SUMOylation
inside permeabilized cells.This assay can
detect the SUMOylation reaction in situ,
and is, therefore, referred to as the in
situ SUMOylation assay. As shown in Fig. 1,
this assay appears relatively simple.
However, the preparation of the
recombinant proteins required, including a
heterodimer of Uba2 and Aos1 for SUMO-E1,
Ubc9 for SUMO-E2 and YFP/GFP-SUMO-1, is
time-consuming and the purification of
these recombinant proteins requires
specialized equipment and trained skills.

To provide a SUMOylation assay that
can be performed by researchers without
experience of recombinant technologies
and protein purification, we simplified
and improved the in situ SUMOylation assay.
Our new procedure is schematically
represented in Fig. 1. This method
requires only cultured cells and crude
bacterial lysate containing GFP-SUMO-1.

In sum, we develop an in situ
cell-based SUMOylation method which is
simpler, cheaper and more rapid than
previously described assays. The assay
described here will be more easily
performed by researchers and may be
particularly useful in large-scale
screening approaches for the
identification of drug(s) that can inhibit
or enhance SUMOylation, thereby
contributing to the development of
therapeutic drugs.

C：メダカにおける SUMO 因子の探索
At least four paralogs of the small
ubiquitin-related modifier (SUMO) exist
in humans, but there is limited
information about SUMO paralogs from other
vertebrate species. We isolated the four
cDNA encoding proteins, similar to human
SUMOs, from the medaka fish, Oryzias
latipes: OlSUMO-1, OlSUMO-2, OlSUMO-3,
and OlSUMO-4. The amino acid sequences of
OlSUMO-2, OlSUMO-3 and OlSUMO-4 are 89‒94%
identical, but they share only 45%
identity with OlSUMO-1. Phylogenetic
analysis, transient expression of OlSUMOs
in cultured cells and in vitro binding of
OlSUMOs with two different
SUMO-interacting proteins demonstrated
that the medaka SUMO paralogs can be
grouped into two subfamilies, OlSUMO-1 and
OlSUMO-2/3/4, respectively. Furthermore,
this is the first report of all four OlSUMO
transcripts being expressed in medaka
embryos, implying that they have a role in
fish development. The study will improve



understanding of the relationship between
structural and functional diversity of
SUMO paralogs during vertebrate
evolution.
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