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研究成果の概要（和文）： 

トポⅡを標的とする複数の阻害剤がトポ IIβの選択的な分解を引き起こす。トポ IIβは分解に

先立って 1259 番目のリジン残基が SUMO-2/3 により修飾され、その修飾が起きない変異体

(K1259R)では分解も起きなかった。一方、トポ IIαは同様に阻害されるにも関わらず分解され

ない。強制発現実験や SUMO 修飾部位の解析から、両者の阻害後の処理のされ方の違いは発現時

期・局在の違いに依るのではなく、SUMO 修飾部位の有無によると考えられる。 
 

研究成果の概要（英文）： 

Degradation of DNA topoisomerase II (Topo II) was induced by Topo II inhibitors. The lysine 

residue at amino acid position 1259 of Topo IIβ was modified by SUMO-2/3 in advance of 

the degradation. The lysine-to-arginine substitution (K1259R), which was not modified 

by SUMO, prevented the degradation following its inhibition. On the other hand, the same 

drugs did not induce the degradation of Topo IIα although its activity was inhibited 

similarly. Over-expression experiments and analysis of SUMOylation sites suggested that 

the difference in their fate after inhibition depends on the presence or absence of 

SUMOylation site, not on the expression timing or nuclear localization. 
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１．研究開始当初の背景 

トポⅡは，二本鎖 DNA に結合，切断し，他の

二本鎖を通過した後，再結合し DNA の高次構

造を変化させる酵素であり，細菌からヒトま

で広く存在する．酵母などではトポⅡは一つ

であるが，脊椎動物のトポⅡにはαとβの二

つのアイソザイムが存在し機能分化が起き

ている．トポⅡαは酵母トポⅡと同様に分裂

期の染色体分離に必須であり，トポⅡβは神

経細胞の分化過程で一群の神経関連遺伝子

を活性化する． 

トポⅡを標的とする阻害物質は２つに大別

され，一つは二本鎖切断時の反応中間体

cleavable complex を安定化する“トポ毒”

と呼ばれるもの，他方は cleavable complex

を形成しない catalytic 阻害剤である（図１）．

トポ毒を使用すると細胞内には高頻度の二

本鎖切断（Double strand Break, DSB）が生

じ，DNA 修復が行われ，DNA 修復が追いつか

ない場合は細胞死が引き起こされる．抗腫瘍

剤として用いられるエトポシドは，トポ毒に

分類される．一方，ICRF-193 に代表される

catalytic 阻害剤は，DNA 切断を引き起こさ

ずトポⅡの活性を阻害することで，閉鎖クラ

ンプを形成させる．この閉鎖クランプは二本

鎖の解離を抑制する為に，複製や転写などの

クロマチンの機能に対して障害となる．この

ような“DNA 損傷を伴わないクロマチン障害”

の修復は殆ど解析されておらず，我々は，ト

ポⅡβの分解をその修復の一部であると考

え，解析を行ってきた．トポⅡβは分解に先

立ち SUMO-1,-2/3 で修飾され，SUMO 化の起こ

らない細胞株ではトポⅡβの分解が起きな

い事が明らかになった． 

 

 

２．研究の目的 

トポ毒や catalytic 阻害剤によって誘導され

るトポⅡβの選択的分解の機構を明らかに

することを目的とする。特に、トポⅡβ分解

に先立つ SUMO などによる修飾が分解に必須

であることから、これらの修飾がどのように

分解に関与しているのかを解析する。また、

同様に活性が阻害されるはずのトポⅡαで

は分解が起きないことから、両者を比較する

事で活性阻害から分解に至る経路の解明に

つながると考えている。 

 

 

３．研究の方法 

(1) トポ IIβの KR 変異体作製 

部位特異的変異導入法を用いてトポ IIβの

潜在的 SUMO 修飾部位のリジン-アルギニン

（KR）変異体を作製し、分解に必須な修飾部

位の同定をこころみた。 

 

(2) 免疫沈降-ウエスタンブロット法での KR

変異体の修飾解析 

トポ IIβの N末の FLAG 抗体で免疫沈降し、

抗 SUMO 抗体、抗ユビキチン抗体などで KR 変

異体の修飾の有無を検討した。 

 

(3) RNF4 siRNA による解析 

SUMO 依存的ユビキチン化酵素（E3）である、

RNF4 の関与を RNF4 siRNA を用いてノックダ

ウンして解析した。 

【表１】 トポ毒 catalytic 阻害剤 

薬剤 Etoposide ICRF-193 

DSB 形成 非形成 

トポⅡβ 分解 促進 促進 

分解系 Proteasome 不明 



 

(4) トポ IIαの強制発現による解析 

ラットトポ IIαの cDNA を発現ベクターにク

ローニングし、解析用の FLAG/EGFP タグがつ

いたトポ IIαを外因的に強制発現し解析し

た。 

 

 

４．研究成果 

 (1)、(2) KR変異体の解析 

ICRF-193処理でトポIIβがDNAにクランプを

形成した後、トポIIβのC末側側の1259番目の

リジン残基が修飾していることが明らかとな

った。そして、その修飾が起きないKR変異体

では、分解が抑制されることも判明した。 

 

(3) RNF4の関与について 

SUMO修飾後の経路として、SUMO依存的ユビキ

チン化酵素（RNF4）の関与を想定した。RNF4 

siRNAを用いてRNF4のノックダウンし、

ICRF-193による分解が起きるか検討した。予

想と反して、トポIIβ分解は抑制されなかっ

た。つまり、SUMO修飾から分解までの過程に

RNF4の関与は無い可能性が高い。ただし、RNF4

タンパク質の減尐を特異抗体で確認していな

いため、確認のための実験が必要である。 

 

(4) トポIIαとの比較 

トポIIαはトポIIβと類似しているが、その

機能時期や細胞内の局在が異なっている。

ICRF-193による阻害でトポIIα分解が起きな

いのが、発現時期や局在の違いに依るかを検

討した。外因的に強制発現したトポIIαも内

因性のものと同様に分解は起きなかった。つ

まり、トポIIαの分解が起きない理由は機能

時期や局在の為ではないことが示唆された。

現在のところ、SUMO修飾部位の違いが主因で

あると考えている。 
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