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研究成果の概要（和文）：ユビキチンおよび類似タンパク質SUMOによる翻訳後修飾は核やクロマチン構造変換に関わる
ことが知られているが、エピゲノム制御との関わりは不明な点が多い。チミンDNAグリコシラーゼ（TDG）は、シトシン
（C）の修飾塩基5fCや5caCを認識し消去するDNAの脱メチル化反応に関わる塩基除去修復酵素である。本研究では、特
に、細胞周期におけるTDGのSUMO化とユビキチン化と、SUMO修飾を認識してユビキチン化するE3リガーゼRNF4とSUMO化T
DGの相互作用の解析に力を入れて解析を行った。その結果、エピゲノム情報の書き換えにおけるSUMOとユビキチン修飾
の役割の一端が明らかになった。

研究成果の概要（英文）：Thymine DNA glycosylase (TDG) is a base excision repair (BER) enzyme that interact
s with the small ubiquitin-related modifier (SUMO)-targeted ubiquitin E3 ligase RNF4 and functions in the 
active DNA demethylation pathway. Here we found that the majority of TDG was SUMOylated in cells undergoin
g mitosis, while both SUMOylated and non-modified TDG were eliminated in cells arrested at S phase. In vit
ro and in vivo binding analyses revealed that TDG interacted with RNF4 in a SUMOylation-independent manner
. In RNF4-depleted cells, both forms of TDG were efficiently degraded, suggesting that RNF4 was not the pr
imary E3 ligase for controlling TDG stability. Our findings would not only be important for understanding 
posttranslational regulation of TDG but also provide implications for the TDG-RNF4 interaction in BER-driv
en active DNA demethylation during cell cycle progression.
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１． 研究開始当初の背景 
 
（１）リジン残基を標的とする翻訳後修飾因

子として、ユビキチンとそれに類似する

SUMO が知られている。前者はエネルギー依

存的タンパク質分解系の一部として発見さ

れ、多くの生命現象の制御系として機能し、

その発見者たちに 2004 年ノーベル化学賞が

与えられた。一方、後者の SUMO は細胞核

内タンパク質に架橋することで、クロマチン

や核の構造と機能を変換することが知られ

ている（Melchior, Nat Rev Mol Cell Biol, 

2007）。申請者は SUMO の発見当初から一貫

して SUMO 修飾が関与する生命現象に着目

した研究を展開してきた。 

（２）本研究で着目する Ring Finger 4 

（RNF4）は真核生物で高度に保存されてい

る RING 型ユビキチンリガーゼで、ヒトやマ

ウスでは精巣と脳で高発現している。SUMO

化タンパク質をユビキチン化し、その安定性

を制御すると考えられている（Hay et 

al.,Nat Cell Biol, 2008；Martin et al., 

EMBO J, 2009）。申請者は、この因子を

SUMO-2/3 をベイトとしたマウス精巣ライ

ブラリーの酵母２ハイブリッド解析から独

自に得て、その機能解析を行ってきた。ごく

最近、このタンパク質が Thymine DNA 

glycosylase（TDG）と複合体を形成し、ゲノ

ムワイドの DNA 脱メチル化に関わることが

報告された（Hu et al., PNAS, 2010）。DNA

のメチル化修飾は、転写制御やゲノムインプ

リンティングおよび発生分化の調節に深く

関わり、その破綻はエピゲノム制御系を撹乱

し、がんや発達障害を促す（Reik, Nature, 

2007; Feinberg, Nature, 2007）。動物細胞で

は、DNA メチル化は CpG 配列の 5C で生じ

（5mC）、メチル基を転移する酵素群

（DNMTs）によるメチル化反応とメチル基

を離脱させる脱メチル化反応により、5mC の

量と質（場所）が厳密に制御される（Esteller, 

Nat Rev Genet, 2007）。こうした酵素群の活

性調節の研究はエピゲノム制御の理解に重

要で、動物細胞では、DNMTs に関する研究

が大きく貢献している（Goll et.al., Trens 

Genet, 2009; Wu and Zhang, Nature Rev, 

2010）があるが、DNA 脱メチル化制御につ

いての統一的な見解は得られていないのが

現状である。ごく最近、米国の Schultz と

Wu の研究グループにより、ヒト細胞を用い

て、メチル化プロモーター活性の解除を指標

とした DNA 脱メチル化因子の大規模なスク

リーニングが行われ、前述した RNF4 ユビキ

チンリガーゼと TDG の複合体がその候補因

子として同定された（Hu et al., PNAS, 

2010）。これにより、国内外で、RNF4-TDG

と 5mC特異的な因子とが協調するG:T不対塩

基の導入と、それを除去する反応系、および

その反応系を中核とするエピゲノム制御ネ

ットワーク(ヒストン修飾や転写・複製との関

わり)に焦点が集まっている。 
 
２． 研究の目的 

 

自身の研究実績と国内外の研究状況から、

RNF4 の機能解析と TDG の SUMO 修飾、

および RNF4-TDG 複合体の研究は時機を

得たものであり、研究の遂行は急務と考え

た。そこで、I) TDG の SUMO とユビキチ

ン修飾による機能制御、II) RNF4-TDG 相

互作用の制御解析を行うことを目的とした。 
 
３．研究の方法 

 

申請者の研究室ですでに確立している分

子生物学（遺伝子クローニングと塩基配列

の改変による変異体の作製、大腸菌体内に

おける離婚美男とタンパク質の発現、ヒト

培 養 細 胞 内 で の 過 剰 発 現 に よ る

Gain-of-Function の解析と siRNA による

Loss- of-Function の解析）や生化学的手法

(プルダウン法とプロテオミクス解析)、お

よび細胞イメージング等の手法を用いた。 



 

４． 研究成果 

 

細胞周期における TDG の量的および質的

な変動を解析して、S 期においてユビキチン

プロテアソームシステムにて分解されるこ

とを明らかにした。また、M 期においては

SUMO 化 TDG の蓄積が観察され、細胞周期

における TDG の制御の一端を明らかにした。 

 

 

 

 

 

 

TDG の変異体を作製して細胞内での

SUMO 化の状態を解析したところ。各ドメイ

ンの変異体に特徴的な SUMO 化の様子が観

察された。このことは TDG の SUMO 化がク

ロマチンとの相互作用に関連することを示

唆するものと考えられた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

RNF4 と TDG の相互作用を in vitro と in 

vivo において解析したところ、これらの２者

のタンパク質が SUMO に非依存的に相互作用

していることが明らかとなった。 

 

 

 

 

最後に、RNF4 の siRNA ノックダウン細胞

を用いて TDG の分解および SUMO 化の状態

を解析したところ、RNF4 の有無によらずに

TDG の安定性と SUMO 化が観察された。こ

のことから、TDG の分解および SUMO 化に

RNF4 が関与する可能性が低いことが示唆さ

れた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

＊紙面の都合上、詳細は省いてある。研究成

果のほとんどはすでに Moriyama et al. 

BBRC, 2014 に発表しているので、詳細は

そちらを参照のこと。 
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