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研究成果の概要（和文）：  
 
本研究では細胞周期制御因子に対する SUMO 化修飾の有無を検討するための実験系の構築・
改良を行った。既報の in vitro SUMO アッセイシステムでは複数の必須酵素が大腸菌体内で効
率よく発現せずハイスループットな実験を行うことができなかった。そこでベクターの変更や
発現条件の検討を行い効率よく発現できるシステムを構築した。また、この系を用いて HPY2
に対する SUMO 化の検証を行い正常に機能することを確認した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 
I have improved the E. coli expression system for the components of an in vitro 
SUMOylation assay. Since the expression efficiency of E1 enzymes was not enough, I have 
modified the vector and culture conditions. The improved system works well. 
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１．研究開始当初の背景 
 
 核内倍加は特に高等植物によく見られる
現象で、細胞分裂を伴わずに染色体の複製の

みが起こり DNA 量（核相、ploidy）が増加する。
古くからの研究により核相と細胞体積との間に正
の相関が見られること、いったん核内倍加周期に
入った細胞は再び分裂することができないことか
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らこの二種類の細胞周期の切り替えが細胞
分裂と分化の協調的制御の鍵となり得ると
され、細胞分裂周期の活性化因子である
CYCs や CDKs が核内倍加周期への切り替え
にも作用する可能性が指摘されている。すな
わち、新たな細胞の供給源となる茎頂や根の
分裂組織ではCYCsやCDKs活性が高く細胞
分裂周期が行われるが、この領域から外れた
細胞では活性が低下することで核内倍加周
期へ移行することが示唆されている。しかし、
この切り替えに際してCYCsやCDKsがどの
ように制御を受けて活性が低下しているの
かは未知の部分が大きい。 
 
申請者らはこれまでに、新規 SUMO E3 
ligaseであるHPY2/AtMMS21が細胞分裂周
期と核内倍加周期の切り替えに関与するこ
とを明らかとした。hpy2 変異体では分裂領
域において細胞分裂周期を促進する CYCB、
CDKB が mRNA、タンパクとも大幅に減少
し組織が縮小するなど細胞増殖機能の低下
が観察され、本来であれば分裂組織内では起
こらない核内倍加が起こっていた。このこと
は、HPY2 の機能が何らかの形で細胞分裂周
期を促進する機能を有し、hpy2 ではその機
能不全によって異所的な核内倍加が起きた
ことを示唆している。 
SUMO は翻訳後タンパク修飾を担う低分子
ペプチドの一種であり、Ubiquitin 同様に
E1,E2,E3 それぞれの反応を担う酵素によっ
て基質タンパクのリジン残基に共有結合さ
れる。SUMO 化修飾は基質タンパクの活性や
局在に影響を与え、ストレス応答や染色体の
安定性や発生、成長速度の制御に寄与するな
どの報告があるが分子ごとに作用機作が少
しずつ異なる。申請者らのこれまでの研究で
は、HPY2 の E3 ligase 活性部位である
SP-RING ドメインに変異を導入すると機能
しないことが明らかとなっており、hpy2 の
細胞周期の異常という表現型は HPY2 によ
る SUMO 機能に依存している可能性が強く
示唆されている。 
 
 
２．研究の目的 
 
本研究では HPY2 によって行われる SUMO
化修飾の分子的、生物学的意義を解析するこ
とで細胞周期制御因子に関する SUMO 化と
いう新たな制御モデルを明らかとすること
を目標とした。HPY2 は何らかのタンパク質
に対して SUMO 化修飾を行いそのターゲッ
ト分子の機能調節を行うと考えられるが、そ
の対象となる分子は明らかではない。また、
HPY2 は自身を SUMO 化する機能を持つこ
とも示されており、自己 SUMO 化反応が
HPY2の分子機能に大きな役割を持つ可能性
もある。そこで、既に hpy2 変異体において

影響を受けていることが示されている CYCs や
CDKs 、 CDKs を 直 接 的 に 制 御 し て い る
E2F/DELs、KRPs といった細胞周期調節因子群
に注目し、in vitro SUMO 化アッセイによって
HPY2 による SUMO 化修飾因子の選抜を行う。
既にインフォマティクス解析によってシロイヌナ
ズナゲノム上の多くの細胞周期調節因子に
SUMO化修飾のターゲット配列 (Ψ-K-x-D/E) が
存在することが確認されているため、これら候補
因子を対象に in vitro 実験系で HPY2 による
SUMO 化の有無を検証する。また、HPY2 自身を
含めて SUMO 化修飾が確認された分子に関して
は修飾が分子自身の性質にどのような変化を生じ
るのか、また、それが生体内の機能にどのような
影響を持つのかといった点を in vivo の実験系で
検証する。これらの研究により、HPY2 による細
胞分裂周期制御の作用点を明らかとし、細胞分裂
周期から核内倍加周期への切り替えを担う分子機
構の詳細を明らかとする。 
 
 
３．研究の方法 
 
in vitro SUMO 化アッセイの効率化 
既報のアッセイシステムは SUMO、E1、E2 など
を大腸菌体内で発現、精製しいて in vitro で SUMO
化反応を再現する手法を用いている。しかし、こ
の方法で用いている E1 の大小両サブユニットの
発現ベクターは非常に効率が悪い。原因は不明で
あるが、両遺伝子が大腸菌にとって何らかの毒性
を持っているために生育そのものに影響を与えて
いると考えられている。そこで本研究ではまずこ
のシステムに手を加えて多量の E1 酵素を得られ
るように改良した。実際には非誘導条件下におけ
るバックグラウンドが低い pCOLD ベクターを用
いることで毒性の影響を低減して菌体量を増やし
た。 
 
細胞周期制御因子発現ベクターの構築 
Gateway テクノロジーによって作成された細胞周
期制御因子群のクローンコレクションを作成し、
さらに pDEST15 ベクターを用いて GST 融合型の
発現ベクターを構築した。 
 
 
４．研究成果 
 
本研究を通じ、in vitro SUMOylation アッセイを遂
行するにあたり必須となる E1 酵素と基質候補と
なる細胞周期関連因子群を、大腸菌による組換え
タンパク質発現システムを用いて発現、精製する
ための実験系の条件検討を主に行った。これは、
既存の E1 酵素群の発現系が非常に貧弱であり、
一度の発現、精製によって実験数回分のタンパク
しか生成できなかったため、改良を要したことに
よる。本研究以前に報告されている E1 発現系で
は、スモールサブユニット SAE1b とラージサブユ
ニット SAE2 とを共発現させていたが、これは大



 

 

腸菌に対して毒性を持つ可能性が高く十分
な発現量が得られていなかった。そこで、数
種類の発現ベクターを用いて各遺伝子を個
別にクローニングしてさらに菌株や誘導条
件の検討を行った。その結果、既存のベクタ
ーを用いた場合に比べて 100 倍強の効率で酵
素群を得ることに成功した。さらに、この新
規ベクターを用いて発現、精製した酵素を用
いた in vitro SUMO 化アッセイを行い、SUMO 
E3 ligaseである HPY2の自己 SUMO化がおこ
なわれることを確認した。また、細胞周期関
連因子群を Gatewayテクノロジーによって多
数クローニングしたベクターコレクション
を作成し、これらを大腸菌発現用の vector に
導入して各種細胞周期関連因子群の GST 融
合型発現ベクターコレクションを作成した。
次年度にはこれらの材料を用いて SUMO 化
される因子の探索とそれに続く機能解析を
行う予定である。 
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