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研究成果の概要（和文）： 翻訳後修飾依存的な転写抑制機構の解明を目的に、我々は SUMO
化修飾に着目した。核内受容体に SUMO化依存的に結合する介在因子ARIP4の精製に成功し、

その分子機構の解明を行った。その結果、ARIP4 の核内での複合体形成を可視化することに成

功し、その複合体形成が転写抑制に必須であることを明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）：The small ubiquitin-like modifier (SUMO) conjugates transcription factors, 
and suppresses the transcription of their target genes. Although various SUMO-conjugated transcription 
factors have been isolated, mechanisms how sumoylated-transcription factors suppress transcription 
remain largely unknown. To understand mechanisms of SUMO-dependent transcriptional repression, we 
purified interacting partners for a nuclear receptor and identified ARIP4 known as a SNF2 
chromatin-remodeling factor.  
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１．研究開始当初の背景 

 核内レセプターは非常に多くのコファク

ター複合体が秩序だって標的遺伝子上にリ

クルートされ、クロマチン上でそれぞれの役

割を果たしながら多段階で転写のシステム

が進行していくと考えられている。このよう

な秩序だった機構の進行にはおそらく転写

因子側の質的変化、つまり転写因子の分子表

面上または構造上に変化が起きていること

が予測されるものの、現在まで多くの部分が

不明なままであった。私はこの観点からの転

写の分子機構解析を始めるに当たって、 生

殖腺の分化に必須な核内受容体型転写因子

Ad4BP に興味を持ち、Ad4BP の翻訳後修飾と



転写制御の関連について研究を始めた。我々

は SUMO 化修飾が転写誘導後きわめて短時間

に一過的に起きること、その作用は短時間で

あるが非常に大きいことを見出し、まだ未同

定のコファクターが SUMO 化 Ad4BP に特異的

に結合することによりクロマチンレベルで

制御しているとの発想に至った。我々は SUMO

化 Ad4BP を試験管内で作製し、アフィニティ

精製カラムによって SUMO 化依存的に Ad4BP

に強く結合する因子の精製を試みた。精製の

結果、我々は Ad4BP の SUMO 化修飾特異的に

結合する新規介在因子 ARIP4 を発見した。 

さらに ARIP4 は ATP 依存的クロマチンリモデ

リング因子様の Snf2ドメインを有すること、

Ad4BP の標的遺伝子に非常に短時間結合し、

ATP 依存的に一過的に転写抑制することを明

らかにしてきた。 

 

２．研究の目的 

 長年にわたり転写研究は、活性化および抑

制化という二つの状態を、細胞の集団平均と

して計測してきた。しかしながら、転写が個々

の細胞のレベルで時間的・量的に正確に制

御されることを考えれば、経時的に進行する

分子レベルの現象を個々の細胞で解析する

ことが、転写制御の厳密で複雑な動作原理の

理 解 に 重 要 で あ る 。 本 研 究 は 転 写 因 子

Ad4BP の翻訳後修飾 SUMO 化による一過的

な抑制過程を、特定のプロモーター上での分

子レベルの動態観察を行うことにより、転写活

性化プロセスの動作原理を明らかにすること

を目的とした。 

 

３．研究の方法 

クロマチンリモデリング因子の中でも、

ARIP4 の属する Rad54 ファミリー因子群は、

従来の ATP依存的なクロマチン構造変換活性

の検出が困難であるとの複数の報告がなさ

れている。この原因として、従来のクロマチ

ンリモデリング活性の評価系が適切でない

ことが上げられる。このことから、申請者は

適切なクロマチンまたは DNA構造変換活性の

評価系を構築することが、ARIP4 の本来の機

能を明らかにする上で最重要であると考え

た。本申請研究では、二つの１分子蛍光観察

システムを駆使し、今まで検出が困難であっ

たクロマチン構造変換機構を可視化によっ

て明らかにする。さらにセミインタクト細胞

系を用いて ARIP4複合体の高次クロマチン上

での活性評価を行うことを計画した。 

 

平成２１年度研究計画 

 「蛍光観察による転写複合体構成系の確

立」 

 一般に ATP依存的なリモデリング活性の本

質はヒストンと DNAの相互作用の調節である

とされ、一説では ATP 依存的な DNA をねじる

力がその動作原理とされている。現在までに、

DNA 構造変換活性を蛍光 1 分子の可視化シス

テムを利用した実験系の構築を行っている。

さらに、この実験系の構築と共に ARIP4 複合

体の形成機構の解明を行い、その細胞内複合

体形成の可視化システムの構築および検出

を試みた。 

 

平成２２年度研究計画 

 ARIP4 の標的遺伝子の構造変換機構に関し

て得た知見を、よりタンパク質複合体として

検証するため、原子間力顕微鏡および、ARIP4

複合体の細胞レベルでの解析を進めた。 

 

４．研究成果 

 転写機構は多段階の周期的なステップを

経て厳密な制御がなされていると考えられ

る。我々は、この分子機構解明のため、核

内受容体の転写抑制活性に着目した。 



Ad4BPが翻訳後修飾であるSUMO化依存的に

転写抑制を受けることから、Ad4BP の SUMO

化に特異的に結合する因子 ARIP4 を同定す

ることができた。本研究課題では、ARIP4

の転写制御機構の分子メカニズムを明らか

にするために、ARIP4 が細胞内で形成する

複合体の同定と機能解析、またその複合体

の構成因子と ARIP4 の分子レベルでの動態

観察を行った。ARIP4 複合体を細胞核抽出

液より精製すると特異的に約 60kDa のタン

パク質 p60 が結合することが見出された。

この因子はARIP4のATPase活性を促進する

と共に、転写抑制活性を促進した。この結

果は p60 が機能的に ARIP4 の複合体構成因

子であることを意味している。この両者の

結合領域を ARIP4 の欠失変異体の作成によ

って検討したところ、進化的に保存されて

いる約90アミノ酸の領域がp60との結合に

重要であることが判明し、その領域を欠い

た ARIP4 は転写抑制能が顕著に減少した。

これらの結果から ARIP4 に p60 が結合する

ことが転写抑制能において必須であること

が明らかとなったため、さらに、二つの因

子が細胞内で近傍に存在するときに蛍光を

発する in situ PLA システムを用い、内在

の ARIP4 と p60 が細胞内で複合体を形成し

ているかどうかを可視化できるか試みた。

その結果、ARIP4 と p60 は正常な状態では

核で主に複合体を形成しているが、一部細

胞質においても複合体を形成する可能性が

示された。さらにこれらの複合体を分子レ

ベルで観察するために、原子間力顕微鏡を

用いて ARIP4 と p60 の複合体を観察した。

興味深いことにこれらの相互作用は ATP 非

依存的に見られるが、ATP 存在下では、こ

の複合体が集積した大きな集合体を形成す

ることが明らかとなった。p60 は特定の薬

剤によって核内で集積する染色パターンが

観察されることからも、これらの結果は

ARIP4 の複合体が ATP 依存的に集合体を形

成し、核内で存在形態を変化させることで

転写調節を行っていることを意味する。こ

れらの成果は ARIP4 複合体形成機構とその

転写制御機構への影響について分子レベル

でクロマチンの動態を含め解析をすすめる

上で重要な知見であり、今後のクロマチン

レベルでの新規転写調節機構の解明につな

がると考えている。 
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