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研究成果の概要（和文）：我々は、タンパク質の Sumo 化に必須である酵素 Ubc9 とクロマチン因

子である hmgb3 との共発現が、アフリカツメガエルの眼の巨大化を引き起こすことを見出し、

その分子機構を解析した。Ubc9 と hmgb3 の共発現により、cell cycle inhibitor である p27

の発現が抑制されることを見出した。この研究により、hmgb3 と Ubc9 は発生中の網膜前駆細胞

の増殖の制御に共同的に機能し、細胞周期を制御することが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Precisely controlled progenitor proliferation is essential for
normal development. However, molecular mechanisms, which control the correct timing of
cell cycle withdrawal during development, have been poorly understood. We show here that
ubc9, a sumo-conjugating enzyme, controls the cell cycle exit of retinal progenitors.
We found that ubc9 is highly expressed in retinal progenitors and stem cells in Xenopus
embryos. Ubc9 physically and functionally associates with Xenopus hmgb3, which is
required for retinal cell proliferation, and prolonged expression of ubc9 and hmgb3
results in suppression of the cell cycle exit of retinal progenitors in a
sumoylation-dependent manner. Overexpression of ubc9 and hmgb3 decreased expression of
the cell-cycle inhibitor p27Xic1. Furthermore, progenitor proliferation is regulated,
at least in part, by sumoylation of transcription factor Sp1. These results suggest a
significant role of sumoylation for cell cycle regulation in retinal progenitors
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１．研究開始当初の背景
神経発生研究において、中枢神経系で発生

初期に見られる細胞増殖の制御、細胞分化の
機構は重要な研究課題のひとつであり、神経
幹細胞の自己複製、神経幹細胞の全能性維持
の仕組み、神経前駆細胞の細胞分裂能力の制
限の仕組み、神経前駆細胞の分化能力の制限
の機構など、解明されていないことが多く残
されている。神経幹細胞は、一部が成体幹細
胞 として残るが、ほとんどは神経前駆細胞
となって種々の神経細胞に分化して、脳構造
の形成に寄与する。網膜幹細胞も未分化前駆
細になり、網膜神経細胞に分化する。発生が
進むにつれて、未分化前駆細胞の分化可能な
細胞種数は減少するが、その仕組みは完全に
は明らかにされていない。また、未分化前駆
細胞は分裂能力に制限があり、未分化前駆細
胞が増殖可能な未分化細胞として残ること
はないと考えられているが、その分裂の回数
がどのような機構により調節されているの
かは明らかにされていない。マウスで beta-
カテニンを神経前駆細胞で強制発現させる
と脳の細胞数が増大することが報告されて
いる。また、ニワトリの系でも、Wnt2b が網
膜幹細胞・未分化前駆細胞の増殖を維持する
ことが報告されている。一方、Notch-Delta
の系が神経、網膜前駆細胞の未分化状態の維
持に関わることは以前より知られていた。
網膜未分化前駆細胞を用いた研究で、細胞

外因子の影響を受けない環境でも、細胞が内
部のプログラムに従って決まった時期に分
化することも報告されている。外部からのシ
グナル、内部プログラムの両方の制御が考え
られているが、内部プログラムについては不
明な点が多い。
神経系発生の過程における細胞増殖の制

御機構は、神経系構築の仕組みの理解には重
要であるが、完全には明らかにされていない。

２．研究の目的
転写因子 rax は、網膜幹細胞と未分化前駆

細胞に発現している転写因子をコードし、眼
の初期発生に必須であることが知られてい
る。また、rax は網膜幹細胞ならびに網膜未
分化細胞の細胞増殖に必要であることが知
られていることから、rax の細胞増殖機構に
おける作用機序の解析は、網膜幹細胞・未分
化前駆細胞に内在する細胞増殖、分化のプロ
グラムの理解につながると期待される。この
ような観点から、我々は rax の下流で機能す
る因子をスクリーニングし、アフリカツメガ
エルの系を用いてXenopus high mobility group
B3 (xhmgb3)を単離し、クロマチン結合タンパ
ク質 xhmgb3 が実際に網膜幹細胞・未分化前
駆細胞の細胞増殖に重要な役割をもつこと
を生体レベルで明らかにしてきた。hmgb タ

ンパク質は 2 つの DNA 結合ドメイン以外に
は既知のドメインは見つかっていない。その
ため、hmgb3 による網膜幹細胞・未分化前駆
細胞の増殖の調節には、他のタンパク質と協
同して機能することが推測された。そこで、
hmgb3と結合するタンパク質を酵母ツーハイ
ブ リ ッ ド 法 で 探 索 し 、 SUMO(small
ubiquitin-related modifier)化酵素である Ubc9
を同定した。最近、SUMO によるタンパク質
の修飾が、転写制御、タンパク質の細胞内局
在の調節など、種々の細胞機能に重要な役割
をもつことが示されていた。

我々は、Ubc9 と hmgb3 の網膜幹細胞、あ
るいは、網膜未分化前駆細胞の細胞周期の調
節おける機能に着目し、神経発生期における
細胞増殖調節機構のさらなる理解を得るこ
とを目的として研究を行った。

３．研究の方法
アフリカツメガエルの受精卵に興味ある

遺伝子の mRNA を注入し、発生させた。その
後、適当な発生段階において解析に用いた。
解析は、注目する部位の大きさや形態におけ
る表現型の解析。発現させた遺伝子の、注目
する部位の細胞の性質への影響、細胞分裂へ
の影響などの、免疫組織学的手法による解析。
発現させた遺伝子の、注目する部位の細胞の
性質への影響、細胞分裂への影響などの遺伝
子発現解析による評価。主に、以上の方法を
組み合わせることによって解析した。

４．研究成果
アフリカツメガエルに Ubc9 と hmgb3 を共

発現させると、眼の巨大化が引き起こされる
ことを見出した(下図)。

左側の、黄色い矢印で示した眼は、Ubc9 と
hmgb3 を共発現させた。右は正常な眼。

これらは、hmgb3 単独強制発現の場合と比
較しても有意に眼の巨大化を引き起こして
いた。さらに、Ubc9 と hmgb3 の網膜未分化前
駆細胞への強制発現により、前駆細胞でのク
ローンレベルでの分裂回数の増加が観察さ
れた(次のグラフ)。



上のグラフは、アフリカツメガエルの片側の
眼にグラフの下に示したタンパク質を発現
させ、発現させていない眼の直径との比を計
算して縦軸とした。hmgb3 の発現はコントロ
ールとして lacZ を発現させた場合に比較し
て眼の巨大化を引き起こしたが、Ubc9 との組
み合わせは、その効果を増大させた。各、約
100 匹を解析した。

上の各写真は、アフリカツメガエルの成熟し
た眼の一部を示している。緑色のシグナルは、
1 つ 1 つが網膜神経細胞を示す。緑色で示さ
れている神経細胞は、網膜前駆細胞に EGFP
遺伝子を導入後、1 つの前駆細胞が分裂して
できたもの。EGFP だけ導入した場合(左)と比
較して、Ubc9 と hmgb3 を共導入した場合(右)
は、細胞数が増加している。これは、網膜未
分化前駆細胞の分裂回数が増加した結果で
あると考えられる。

次に、どのように分裂回数に影響を与える
のか検討した。その結果、Ubc9 と hmgb3 の網
膜未分化前駆細胞への強制発現は、細胞周期
阻害因子である p27 の遺伝子発現を抑制した
(下図)。

左下の写真は、アフリカツメガエル胚におけ
る p27 の mRNA の 発 現 を in situ
hybridization 法を用いて検出した写真。左
目に Ubc9 と hmgb3 を発現させ(右の写真)、
右目をコントロールとして(左の写真)、p27
の発現を比較した。緑の矢印は、p27 の発現
が現弱している部分を指し示している。

転写因子 Sp1 は Sumo 化修飾により、転写
活性が影響を受けることが知られている。そ
こで、アフリカツメガエルの Sp1 オーソログ
を単離した。マウス、ヒトで Sumo 化される
部位の lys 残基を保存していたので、Sumo 化
されるかどうか培養細胞を用いて検討した
その結果、Sumo 化され得ることを見出した
(下図)。

293T 細胞に Sp1、あるいは Sp1 と Sumo を発
現させた。Sumo と発現させた時に Sp1 は、
SDS-PAGE での泳動が遅くなり、特異的抗体を
用いたウェスタンブロットで、上にシフトし
たバンドが認められた(左から 3、4 番目)。
このシフトしたバンドは、Sumo 化 lys を欠失
した Sp1 では、Sumo との共発現でも認められ
なかった(左から 5、6 番目)。

さらに、Sumo 化部位を欠失させた Sp1 を発
現させたり、Sumo ポリペプチドと Sp1 との融
合タンパク質を発現させたりして(Sumo 化を
模倣した変異タンパク質としてよく用いら
れる手法)、p27 の遺伝子発現や、アフリカツ
メガエルの眼発生における、それら変異 Sp1
タンパク質の与える影響を検討した。その結
果、Sumo 化部位欠失の Sp1 は、眼発生におい
て負に作用し、反対に、Sumo 融合 Sp1 は、眼
を巨大化させ、網膜未分化前駆細胞の増殖を
活性化させた。

Sumo 化部位欠失 Sp1(右)の発現は、眼の正常
な発生を阻害した。左は、コントロール。



Sumo 融合タンパク質の発現(右)は、発現させ
た眼(左目)で眼の巨大化を引き起こした。コ
ントロール(左)では、左右で眼のサイズに変
化は認められなかった。緑の矢印は、巨大化
した眼を示す(右写真)。

本研究では、hmgb3 と Ubc9 の機能的な関係
を解析し、Ubc9/hmgb3 複合体が Sumo 修飾を
介して転写因子 Sp1 の活性を抑制し、それに
より細胞周期阻害因子 p27の発現を抑制する
ことによって未分化細胞の増殖を維持する
という、新たな転写調節カスケードを明らか
にした。すなわち、Sumo 修飾を介した転写の
ON、OFF により細胞増殖の維持や停止を決定
するという、発生中の組織における未分化前
駆細胞の増殖の、新しい細胞周期制御機構を
見出した
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