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研究成果の概要（和文）：SUMO (small ubiquitin-like protein)はユビキチン様蛋白質の一つで、

ユビキチン化と同様な修飾システム(E1, E2, E3)により様々な蛋白質と共有結合し、翻訳後修

飾システムとして働く。研究代表者はこれまでに腎尿細管トランスポーターPEPT2 と

SUMO-1 と SUMO 化結合酵素 E2 である Ubc9 との結合、およびアミノ酸トランスポーター

TAT1 と SUMO-1 および E3 リガーゼの PIAS との結合を見出している。本研究は SUMO 化―
脱 SUMO化による新しいトランスポーター輸送制御機構および PDZ結合との拮抗作用の分子

機序の解明を目的とした。 
 これまでに、1. SUMO 化関連タンパク質と腎尿細管トランスポーターPEPT2/TAT1 との結

合の分子機序の解明、を引き続き進めると同時に、2. PEPT2/TAT1 の細胞内 C 末端を介する

PDZ 相互作用の SUMO 化制御機序に対する影響」について以下の検討を行った。 
1. トランスポーターPEPT2/TAT1の細胞内C末端領域における SUMO化部位の同定：PEPT2
および TAT1 の細胞内 C 末端領域にある ψKXD/E（ψは疎水性アミノ酸）という SUMO 化の

コンセンサス配列が SUMO 化関連タンパク質との結合に必須でるかを調べるため、同部位の

Lys の部位指定突然変異体を用いて、酵母 Two-hybrid 法による検討を行った結果、同部位の

変異体では結合が失われることを見出し、同部位が結合に関与することが明らかにされた。 
2. SUMO 化関連タンパク質の PEPT2 及び TAT1 の細胞内局在変化の観察：GFP 融合 PEPT2
及び TAT1 タンパク質発現ベクターの構築後、同ベクターの哺乳類発現細胞 MDCK へのトラ

ンスフェクションを行った結果、細胞内 TAT1 蛋白質は基底側膜に発現することを共焦点レー

ザー顕微鏡により確認した。 
 
研究成果の概要（英文）：SUMO (small ubiquitin-like protein), one of the ubiquitin-like 
proteins, functions as a posttranslational modification system by binding with various 
proteins with covalent bond similar to ubiquitin system such as E1, E2, E3. Before starting 
this project, this researcher had already found the interaction of SUMO-1 and Ubc9, E2 
SUMOylation enzyme, with renal tubular transporter PEPT2 and that of SUMO-1 and 
PIAS, E3 ligase with transporter TAT1. The purpose of this study was to clarify the 
molecular mechanism of novel regulatory system for transporters by 
SUMOylation-deSUMOylation and antagonism to PDZ interaction.  
 In this project, we examined the followings: 1. Clarification of molecular mechanism for 
the interaction of SUMOylation-related proteins with renal tubular transporters 
PEPT2/TAT1; 2. Effects of PDZ interaction via intracellular C-termini of PEPT2/TAT1on 
SUMOylation. 
 As a result, first, we identified the sites of SUMOylation in the intracellular C-termini of 
PEPT2/TAT1：we performed the yeast two-hybrid studies using the clones that have 
mutation of Lysin iposition n SUMOylation concensus sequence ψKXD/E（ψ: hydrophobic 
amino acid residue）in C-termini of PEPT2/TAT1 to confirm its importance. We found that 
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those mutants lost the interaction indicating that those sites are necessary for the bindings. 
Second, we observed the intracellular localization of PEPT2/TAT1 using GFP-fused 
PEPT2/TAT1 full-length proteins in gene-overexpressed MDCK cells. After the transfection 
of those clones, we could confirm the basolateral expression of TAT1 protein by confocal 
laser-scanning microscopy. 
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１．研究開始当初の背景 
 SUMO(Small ubiquitin-like protein)はユ
ビキチン様蛋白質の一つで、ユビキチン化と
同様な修飾システム(E1, E2, E3)により様々
な蛋白質と共有結合し、転写制御や細胞内局
在、染色体分離など細胞質内および核内の生
理現象に関与する翻訳後修飾システムとし
て働く。しかし近年膜タンパク質である K+

チャネルの K2P1 が SUMO 化—脱 SUMO 化
によるチャネル活性の制御を受けることが
判明し、膜タンパク質も SUMO 化を受け、
局在や細胞内輸送に加え、その本来の機能が
制御される可能性が示された。 
 研究代表者らの研究室ではこれまで腎臓
での薬物排泄に関与する有機酸トランスポ
ーターOAT ファミリーの分子同定を継続し
て行うことに加え、アミノ酸およびペプチド
のトランスポーター遺伝子を同定し報告し
ている。近年ではトランスポーター輸送機能
を制御する分子機序の解明を目指し、酵母
Two-hybrid(Y2H)法による腎臓 cDNA ライ
ブラリースクリーニングを行い、細胞内支持
タンパク質の PDZK1 が、腎尿細管管腔側膜
に存在する尿酸トランスポーターURAT1、有
機酸トランスポーターOAT4、そしてペプチ
ドトランスポーターPEPT2 と結合して、こ
れらのトランスポーターの基質輸送活性を
増加することを見出し、報告している。この
中で PEPT2 のスクリーニングにおいては、
PDZK1 以外に SUMO-1 と SUMO 化結合酵
素 E2 である Ubc9 と結合することを見出し
た（第 51 回日本腎臓学会にて発表, 2008）。
さらに腎尿細管基底側膜に存在し芳香族ア
ミノ酸を輸送するアミノ酸トランスポータ
ーTAT1 は、SUMO-1 および SUMO 化リガ
ーゼ E3 である PIAS と結合することを見出
しているが（20th IUBMB にて発表, 2006）、
SUMO 化の腎尿細管トランスポーターに対
する役割の解明は未だ手つかずのままであ
る。 

 ところが 2005 年、K+チャネルの K2P1 に
おいて SUMO 化—脱 SUMO 化という機能変
換が、既報の局在や細胞内輸送という役割以
外に、チャネル活性の制御に関与することが
初めて報告され、にわかに SUMO 化がこれ
ら膜輸送タンパク質の本来の機能制御に関
与する新たな翻訳後修飾システムである可
能性が示唆された。2009 年には申請者らは
肝臓の薬物トランスポーターMRP2 が
SUMO 化を受けることを見出している。そこ
で今回申請者は、SUMO 化—脱 SUMO 化に
よる新たな腎尿細管トランスポーター輸送
制御機構の解明を目指す本研究を着想する
に至った。 
 
２．研究の目的 
 これまでに申請者は腎尿細管管腔側膜の
ペプチドトランスポーターPEPT2 と基底側
膜のアミノ酸トランスポーターTAT1 とがそ
の C 末端側を介してユビキチン様タンパク
質の一つ SUMO-1 の結合酵素である Ubc9
と結合することを、Y2H 法により見出した。
そこで本研究において、SUMO 化—脱 SUMO
化が PEPT2 及び TAT1 基質輸送に与える影
響をその形質膜移行への関与とともに検討
する。そのため以下の点を明らかにする。(1) 
SUMO 化関連タンパク質とトランスポータ
ーPEPT2 及び TAT1 との結合の分子機序（結
合部位の同定）、(2) SUMO 化関連タンパク質
の共発現/ノックダウンによる PEPT2 及び
TAT1 の輸送活性化の有無（基質輸送活性測
定）、(3) SUMO 化関連タンパク質の共発現/
ノックダウンによる PEPT2 及び TAT1 の細
胞内局在の変化(細胞内局在部位の解明)、そ
して(4)PEPT2 および TAT1 の細胞内 C 末端
を介するPDZ相互作用のSUMO化制御機序
に対する影響（相互作用親和性の変化分析）、
などを検討することを目的とした。 
 
 



 

 

３．研究の方法 
 先述のように、申請者はこれまでに腎尿細
管管腔側膜のペプチドトランスポーター
PEPT2 と基底側膜のアミノ酸トランスポータ
ーTAT1とがそのC末端側を介してユビキチン
様タンパク質の一つ SUMO-1 およびその関連
分子と結合することを、酵母 Two-hybrid 法
により明らかにしている（未発表）。そこで
本研究において、SUMO 化—脱 SUMO 化が PEPT2
及び TAT1 基質輸送に与える影響をその形質
膜移行への関与とともに検討することを目
的とし、 (1) 酵母 Two-hybrid 法、GST プル
ダウン法および共免疫沈降法を用いた SUMO
化関連タンパク質とトランスポーターPEPT2
及び TAT1との結合の分子機序の解明、(2) ほ
乳類培養細胞ないしアフリカツメガエル卵
毋細胞に対する SUMO 化関連タンパク質の共
発現/ノックダウンによる PEPT2 及び TAT1 の
基質輸送活性化の有無、(3) SUMO 化関連タン
パク質の共発現/ノックダウンによる PEPT2
及び TAT1 の細胞内局在変化の GFP 融合 TAT1
ないし PEPT2タンパク質発現ベクターの利用
による共焦点レーザー顕微鏡を用いた観察、
そして(4)PEPT2 および TAT1 細胞内 C末端に
存在する PDZモチーフの突然変異体を用いた
SUMO 化関連タンパク質の制御機序に対する
PDZ 相互作用への影響、の４点を検討する。 
 
４．研究成果 
 平成 23年度は SUMO 化関連タンパク質と腎
尿細管トランスポーターPEPT2/TAT1 との結
合の分子機序の解明に焦点を当て、a) 人工
遺伝子変異体作成とそれを用いた酵母
Two-Hybrid 法による確認と b) SUMO 化関連蛋
白質共発現によるトランスポーター輸送活
性への影響の解析を行った。a)では蛋白質間
相互作用に重要な TAT1 及び PEPT2 の C 末端
アミノ酸残基を決定するため、それらの C末
端のアミノ酸欠損体を PCR法により作成を行
い、それをベイト、Ubc9 を持つプレイとの間
での酵母 Two-Hybrid 法を行い、結合影響部
位推定に至った。b)では哺乳類培養細胞の
HEK293 にトランスポーターPEPT2/TAT1 の正
常型と SUMO 化部位変異体のそれぞれに SUMO
化関連蛋白質を共発現させ、PEPT2 および
TAT1 の輸送活性を調べた所、輸送活性が変化
することを見出した。 
 平成 24 年度では前年度の成果を元に、1. 
SUMO 化関連タンパク質と腎尿細管トランス
ポーターPEPT2/TAT1 との結合の分子機序の
解明、を引き続き進めると同時に、2. 
PEPT2/TAT1の細胞内C末端を介するPDZ相互
作用の SUMO 化制御機序に対する影響」につ
いて以下の検討を行った。 
1. トランスポーターPEPT2/TAT1 の細胞内 C
末端領域における SUMO 化部位の同定：PEPT2
および TAT1 の細胞内 C 末端領域にある

ψKXD/E（ψ は疎水性アミノ酸）という SUMO
化のコンセンサス配列が SUMO 化関連タンパ
ク質との結合に必須でるかを調べるため、同
部位の Lys の部位指定突然変異体を用いて、
酵母 Two-hybrid法による検討を行った結果、
同部位の変異体では結合が失われることを
見出し、同部位が結合に関与することが明ら
かにされた。 
2. SUMO 化関連タンパク質の PEPT2 及び TAT1
の細胞内局在変化の観察：GFP 融合 PEPT2 及
び TAT1 タンパク質発現ベクターの構築後、
同ベクターの哺乳類発現細胞 MDCK へのトラ
ンスフェクションを行った結果、細胞内 TAT1
蛋白質は基底側膜に発現することを共焦点
レーザー顕微鏡により確認した。 
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