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Ｌ要旨

【目的】且ex･determinmgregionYbQ2L2（Sox2）は、ほ乳類発生の胚盤胞期に内部細胞塊

で発現し、その未分化能・多分化能の維持に重要である。また胃を含めた消化管の発生分

化に関わっている。small且biquitm-relatedmodifierCSUMO）は、被修飾タンパク質のリ

ジン残基側鎖にイソペプチド結合する翻訳後修飾因子である。ＳＵＭＯによるタンパク質修

飾は酵母からヒトを含む高等生物まで保存されており、細胞核機能、転写制御への関わり

が示唆されてきた。本論文では、Ｓｏｘ２の機能制御機構とＳＵＭＯ修飾との関連を明らかに

することを目的とした。

【方法】マウスＳｏｘ２を発現させるプラスミドベクターを構築し、ＳＵＭＯ１およびＳＵＭＯ

修飾酵素の発現ベクターと共にヒト子宮頚癌細胞ＨｅＬａ内で共発現した｡Ｓｏｘ２の247番目

のリジンをアルギニンに置換した変異体と、カルボキシル末端にＳＵＭＯ１を結合した変異

体を発現させるベクターを構築した。Sox2、ＳＵＭＯ修飾酵素、ＳＵＭＯ１を大腸菌内で発現

させるプラスミドベクターを構築し、これらを大腸菌内で共発現した。内因性Ｓｏｘ２の

ＳＵＭＯ修飾状態を免疫沈降法で解析した｡野生型および変異体Sox2のアミノ末端にGreen

FluorescentProtein(GFP)を結合させたものをHeLaに発現させ､細胞内局在を解析した。

Sox2の転写活性におけるＳＵＭＯ修飾の影響をルシフェラーゼアッセイで解析した。大腸

菌内で発現させたタンパク質を精製し、Ｓｏｘ２の結合配列を有するオリゴＤＮＡとの結合`性

をE1ectrophoresisMobilityShiftAssay(EMSA)で解析した。

【結果】ＳＵＭＯ－１およびＳＵＭＯ修飾酵素を共発現することで､Ｓｏｘ２がＨｅＬａ内でＳＵＭＯ

修飾を受けた。２４７番目のリジンをアルギニンに置換した変異体Ｓｏｘ２は、ＳＵＭＯ修飾を

受けなかった｡野生型Ｓｏｘ２をＳＵＭＯ－１およびＳＵＭＯ修飾酵素と共に大腸菌内で発現させ

ると、効率よくＳＵＭＯ修飾された。マウス胚性幹細胞およびヒト胃癌細胞ＡＧＳの内因性

Sox2を免疫沈降法で解析した結果、Ｓｏｘ２の一部がＳＵＭＯ修飾されていた。野生型Ｓｏｘ２

とＳＵＭＯ修飾を受けない変異体の間で、細胞内局在に相違は認めなかった。ルシフェラー

ゼアッセイにて、ＳＵＭＯ修飾を受けない変異体は、野生型よりも転写活性が高い傾向を認

めた。ＳＵＭＯをカルボキシル末端に結合した変異体（ＳＵＭＯ化Ｓｏｘ２に相当）は、有意に

低い転写活性を示した。ＥＭＳＡにおいて、ＳＵＭＯが付加されたＳｏｘ２はＤＮＡへの結合`性

が低下した。

【考察】Ｓｏｘ２は２４７番目のリジン残基にＳＵＭＯ修飾を受けることが判明した。Ｓｏｘ２の

ＳＵＭＯ修飾はその転写活`性を低下させる可能↓性があり、その機構としてＳｏｘ２の標的ＤＮＡ

への結合性の低下が関与していることが示唆された。

【結論】Ｓｏｘ２のＳＵＭＯ修飾は、ＤＮＡ結合性の低下を介してその転写活性を負に制御して

いることが示唆された。転写因子のＤＮＡ結合能と機能制御にＳＵＭＯ修飾が重要な役割を

果たす可能`性が示唆された。
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略語一覧

ＡＴＰ;adenosine5'一triphosphate

BSA;ｂｏｖｍｅｓｅｒｕｍａｌｂｕｍｉｎｅ

ｃＤＮＡ;ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔａｒｙＤＮＡ

ＤＴＴ;dithiothreitol

EDTA;ethylenediammetetraaceticacid

EGFP;enhancedgreennuorescentprotem

FBS;fetalbovineserum

FITOHuorescemisothiocyanate

GST;glutathionS-transfbrase

HEPES;N-2-hydroxyethylpiperazme-N2･ethanesulfbnicacid

ＨＭＧ;HighMobihtyGroup

lPTG;isopropyl-1-thio-p-D-galactopyranoside

PBS;phosphatebuffbredsalme

PCR;polymerasechamreaction

SDS;sodiumdodecylsulfate

Sox2;SexdetermmingregionYbox2

TAD;transcriptionalactivationdomam

Iris;tris(hydroxymethyl)aminomethane
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5．研究の背景と目的

5-1．Ｓｏｘ２について

Sex-determinmgregionYbox2（Sox2）は、HighMobilityGroup（ＨＭＧ）と呼ばれる共

通のドメイン構造をもったタンパク質群に属していて、転写の調節やクロマチン構造の調

節に重要である（BianchietaL,2005)。ＨＭＧドメインは､他の多くのタンパク質がＤＮＡ２

重らせんのMajorGrooveに結合するのとは異なり、MinorGrooveに結合する。そうする

ことで、ＤＮＡ分子に折れ曲がり構造をつくることが知られている（WilsonetaL,2002)。

Sox2は､初期発生段階においていくつもの組織で発現している特徴がある｡現在のところ、

神経発生や眼のレンズの発生､消化管の発生に関与していることが知られている(Avilionet

aL2003)。これらの場合においてＳｏｘ２は、その細胞に特徴的な転写因子と協調して、固有

の遺伝子群の発現を調節している（KamachietaL,2000)。

パートナーの中でも重要なのがJOLﾉ万でコードされる転写因子Oct3/4である(NiwaetaL，

2000;NIwaetaL,2002)｡両者は協調して初期発生を制御し､胚』性幹細胞(EmbryonicStem

Cell：ＥＳ細胞）を含めた多能性の細胞で働いている（BoianiandScholer,2005)。

Sox2とOct3/４は、お互い近接したシス作用ＤＮＡ配列に、それぞれのＤＮＡ結合ドメイン

を介して結合し、ＤＮＡ分子との間で３者複合体を形成する（RemenyietaL,2003)。Ｓｏｘ２

が存在することで、Oct3/４がＤＮＡに結合し、安定化すると考えられている。

マウスの胚発生において､Ｓｏｘ２とOct3/４のヘテロ２量体は､種々の下流遺伝子､Fibroblast

GrowthFactor4（FUFV）やUndiffbrentiatedembryoniccelltranscriplionfMorl

（UhfD、Ｃｓ〃qPozmn、さらにはＰＯＤ万やSbJK2自身も制御している（AmbrosettietaL，

2000;NishimotoetaL,1999;BotquinetaL,1998;ChewetaL,2005)。

マウスの胚盤胞における内部細胞塊は、全能`性を維持した未分化な細胞の集団であり、そ

の性質が維持されるのに必要ないくつかのKeyRegulatorが知られている。Sox2、Oct3/４

も、Nanogなどとともにその中に含まれている。興味深いことに、ハルmqgの制御配列にも

Sox2、Oct3/４の認識配列が近接して存在し、これら３者による制御ネットワークの存在が

考えられている。

Ｓｏｘ２の機能制御については不明な点が多いが､ＳＯｘファミリーに属するほかの分子(SOX6、

ＳＯＸ１０など）については、近年ＳＵＭＯ（後述）による翻訳後修飾が報告されている

（Fernandez-LlorisetaL,2006;GirardetaL2006ISavareetaL,2005;KimberlyetaL，

2005)。

７



5-2Ｓｏｘ２と疾患

5-1.で述べたようにＳｏｘ２は生理的に重要であるが、ヒトにおける疾病の病因にも関与し

ている。

ヒト成体の胃において、Ｓｏｘ２は粘膜で発現している。しかし、’慢性胃炎に続発して生じる

腸上皮化生や、そこから生じる腸型胃癌の発生の際には発現が低下する（ＬｉｅｔａＬ,2004)。

この過程におけるＳｏｘ２の発現低下と、胃に特徴的なムチンのＭＵＣ５ＡＯＭＵＣ６の発現低

下､さらに腸特異的なCdxl､Cdx2､ＭＵＣ２､vilUn-1の発現上昇も示されている(Tsukamoto

etaL,2004)。

また、膵においては、膵癌の前癌状態と考えられるPancreaticlntraepitherialNeoplasia

（PanlN）が進行する過程で、正常膵管上皮では発現していないＳｏｘ２の異所性発現が増加

することが示された（SanadaetaL,2006)。

また、Ｓｏｘ２遺伝子の変異によって、弧発性の眼球異常症や食道閉鎖症が引き起こされるこ

とがわかっている（RaggeetaL,2005;BruneretaL,2005)。

5-3．タンパク質のＳＵＭＯ修飾

真核細胞には約１００アミノ酸残基のユビキチンフオールドを有するユピキチン様タンパク

質（Ubiquitin-likeprotein;UBL）が複数存在している。その－種であるＳＵＭＯ（Small

Ubiquitin-relatedModifier）は、出芽酵母、分裂酵母から哺乳類に至るまで真核生物一般

に保存されており、出芽酵母におけるＳＵＭＯ相同遺伝子Ｓｍｔ３は生存に必須な遺伝子であ

る（LiandHochstrasser,1999)。

ＳＵＭＯ修飾系はユビキチン修飾系と類似した酵素タンパク質群による修飾反応系から成

り立っている（図１)。ＳＵＭＯは前駆体として翻訳された後、Ｃ末端部位の余分なアミノ酸

配列が特異的な切断酵素により切断されることで、グリシン残基が露出した成熟型ＳＵＭＯ

となる。成熟型ＳＵＭＯは､ＡＴＰ依存的にヘテロダイマーＥ１酵素Aosl/Uba2により活性化

される。活`性化型中間体としてＵｂａ２（Ubiquitm-activatingenzyme2）のシステイン残基

とＳＵＭＯのＣ末端グリシン残基のチオエステル結合物を形成する。次にＥ２酵素である

Ｕｂｃ９（Ubiquitin-conjugatingenzyme9）のシステイン残基にＳＵＭＯ分子が受け渡され活

`性化型中間体を形成する｡Ｕｂｃ９はＳＵＭＯ化コンセンサス配列であるのKX(E/D)を直接認識

して、コンセンサス配列リジン残基の8-アミノ基にＳＵＭＯのグリシン残基をイソペプチド

結合させる。①KX(Eの)ののは側鎖の大きな疎水'性アミノ酸残基、ＫはＳＵＭＯとイソペプ

チド結合するリジン残基､Ｘは任意のアミノ酸残基､Ｅ/Ｄはグルタミン酸またはアスパラギ

ン酸の酸`性アミノ酸残基を示している。Ｕｂｃ９はＳＵＭＯ修飾系における唯一のＥ２酵素で

あり、ユビキチン修飾においてＢ２酵素が１０種以上あることと対照的である。また、Ｕｂｃ９

がＳＵＭＯ化のコンセンサス配列を直接認識することは、ユピキチン修飾におけるＥ２酵素

８





5-4．ＳＵＭＯ修飾と転写因子

Sp3のＳＵＭＯ化(RossetaL,2002)やCtBP(Otermmalbindmgprotem)のＳＵＭＯ化(Lin

etaL,2003）など多くの転写因子において、ＳＵＭＯ化修飾による転写抑制が報告されてい

る。これら転写因子においては、ＳＵＭＯ化リジン残基をアルギニンに変異させるとルシフ

ェラーゼアッセイにより検出される転写活性が上昇する｡このことから､転写因子はＳＵＭＯ

化されることで、転写活`性が抑制されると考えられている。ｄＥＢＰ（CCAAT･enhancer

bindingprotein)、Elk-1（Ets-like位anscriptionfblctorl)、c-Myb、ステロイドホルモン

レセプター等のＳＵＭＯ化アクセプターとなるコンセンサス配列は、以前から知られていた

シナジーコントロール（synergycontrol,Ｓｃ）配列を介した転写不活性化モチーフ配列内

に含まれていた（ChuptretaetaL,2005;HolmstormetaL,2003）（表１)。２個やそれ以上

の転写因子は、協調的に働くことで単純にそれらの相加的な活`性以上の活性を示し、これ

は、シナジー活性と呼ばれる。シナジーコントロールは、転写因子のシナジー活性に対し

て負に作用する転写因子に対する制御機構を意味する。シナジーコントロールを受ける転

写因子内の配列として、シナジーコントロールモチーフが同定されてきた（0,1,2003)。

syne｢gycontrolmotifP-(X)o-3-WK-X-E

SUMOyIationconsensus ①-K-X-E/Ｄ

表１．転写因子に見られるシナジーコントロールモチーフとＳＵＭＯ化基質タンパク質に
見られるＳＵＭＯ化コンセンサス配列。

ＳＵＭＯ化コンセンサス配列は①-K-X-E/Ｄである。のは疎水的アミノ酸残基、ＫはＳＵＭＯ化
リジン残基、Ｘは任意のアミノ酸残基、Ｅ/Ｄはアスパラギン酸やグルタミン酸などの酸性ア
ミノ酸残基である。これに対して、シナジーコントロールモチーフはＳＵＭＯ化コンセンサ
ス同等の配列とさらにこれの1-4アミノ酸上流に存在するプロリン残基が特徴的である。

また、脱ＳＵＭＯ化酵素を過剰発現することにより転写活'性が上昇することや、

GAL4-SUMO融合タンパク質を異所的に発現させ、プロモーター部位の近傍にリクルート

することにより、各々の転写因子はトランス作用を受け､転写活性が抑制される（Yangand

Sharrocks,2004)。これらのことからＳＵＭＯ修飾が転写抑制複合体をリクルートするとい

う仮説が支持される。また、ＳＵＭＯを過剰に発現することでルシフェラーゼアッセイの転

写活`性能が上昇することは、過剰に発現したＳＵＭＯが、シナジーコントロールモチーフに

相互作用する転写抑制に関与するタンパク質を吸着することで、転写抑制がかかりにくく

なっていることの影響を見ているのかもしれない。

また、ＨＤＡＣ１（histonedeacetylasel）やＨＤＡＣ４において示されているように、ＳＵＭＯ

がヒストン脱アセチル化酵素の活性を制御すること(DavidetaL,2002;KirshetaL,2002）

や､ヒストンアセチル化酵素ｐ３００のＨＤＡＣを介した抑制機能においてＳＵＭＯ修飾が関与

することが示されている（GirdwoodetaL,2003)。さらには、ポリコームタンパク質Ｐｃ２
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がＳＵＭＯＥ３酵素活性を有しており、CtBP1やＣ１ＢＰ２のＳＵＭＯ化活』性を促進し、コリプ

レッサー活性を促進することも報告されている（KageyetaL,2003)。

抗ＳＵＭＯ抗体でショウジョウバエの多糸染色体のクロモセンターが染色されることが示さ

れている（LehembreetaL,2000)。ショウジョウバエにおいてpositioneffectvariegation

のサプレッサー遺伝子のひとつのＳｕ(var)2-10がＳＵＭＯＥ３ＵｇａｓｅのPIAＳファミリー遺

伝子であったことが示されている（HarietaL,2001)。ＰIASファミリー遺伝子はもともと

転写因子のＳＴＡＴの活性を抑制させる因子として同定されていた遺伝子である。

ヒストンＨ４がmvitro、ｉｎｖｉｖｏにおいてＳＵＭＯ化修飾を受け、ヒト細胞内で転写抑制と

関連していることが示されている（ShiioandEisenman,2003)。このことから、ヒストン

のＳＵＭＯ化修飾とヘテロクロマチンの形成との関連I性に興味が持たれる。

5-5,本研究の目的

Sox2は、初期発生や組織発生、さらに成体における正常な胃粘膜の維持に働く重要な転写

因子であるにも関わらず、その機能制御機構についての詳細は不明であった。

Sox2のファミリー分子のいくつかが、ＳＵＭＯによる修飾を受けていることから、Ｓｏｘ２に

も同様の制御機構が存在するのではないかと仮説をたて、ＳＵＭＯ修飾がＳｏｘ２の機能.と

りわけその転写活性にどのような影響を与えるのかということと、その機構を解明するこ

とを目的とした。
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６実験方法

6-1プラスミドの作製

ｐｃＤＮＡ３ＦＬＡＧＳｏｘ２プラスミドを作成するために、マウスＳｏｘ２を

5LGTGL…i且△△ⅡL1ATGTATAAOATGATGGAGACGGAGCTG･３，

(フォワード、EcoRI認識部位（下線)）

5,-ＴＡＡＣＴＣＧＡＧＴＣＡＯＡＴＧＴＧＣＧＡＯＡＧＧＧＧＣＡＧTGT-3，

(リバース、Xhol認識部位（下２重線)）

のオリゴヌクレオチドを用いてＰＯＲ法により増幅した｡これらのＰＣＲ増幅断片をEcoRI、

Xhol制限酵素で処理し､pcDNA3-FLAGプラスミドのEcoRI､Xhol部位にサブクローニ

ングした。

Sox2(K247R）の１アミノ酸変異体を発現するプラスミドpcDNA3FLAGSox2K247Rを

作製するために、部位特異的突然変異作成法（sitedirectedmutagenesis）を行った。

ｐｃＤＮＡ３ＦＬＡＧＳｏｘ２－ＳＵＭＯ１プラスミドを作製するために、pcDNA3-FLAG･Sox2no

FLAG-Sox2部分をＰＣＲ法にて増幅し、pcDNA3myc･SUMO-1のｍｙｃタグの部分にサブ

クローニングした。

pGEX4T-1Sox2プラスミドを作製するために､先のＰＣＲ増幅断片をXhol制限酵素で処理

し、pGEX4-1（AmershamBiosciences社）プラスミドにサブクローニングした。

pEGFP-Sox2、pEGFP-Sox2K247Rプラスミドを作成するために、Sox2、Sox2K247R部

分をｐＥＧＦＰベクターにサブクローニングした。

マウスOct3/４を

５，‐ＧＧＧＧＴＧＣＴＣＧＡＧＧＡＡＴＴＣＡＴＧＧＣＴＧＧＡＣＡＣＣＴＧＧＣＴＴＣＡＧＡＯ３，

（フォワード、EcoRI認識部位（下線)）

5'CAGTAACTCGAGCTAACCCCAAAGCTCCAGGTTCTO3’

（リバース、XhoI認識部位（下２重線)）

のオリゴヌクレオチドを用いてＰＣＲ法により増幅した。

Sox2の場合と同様の処理を行い、各種のプラスミドを作成した。

Oct3/４（K118R）の１アミノ酸変異体を発現するプラスミドを作製するために、部位特異

的突然変異作成法を行った。

その他ＳＵＭＯ－１とＵｂｃ９発現プラスミドおよび大腸菌内でＳＵＭＯ-1、ＳＵＭＯ修飾酵素を

発現するプラスミドは当研究室で以前より作製されたものを使用した（T10joetal，2002；

UchimuraetaL,2004)。
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6-2．ヒト・マウス培養細胞、トランスフエクシヨン

ヒト子宮頚癌細胞HeLa、ヒト胃癌細胞ＡＺ･521、ＡＧＳをＤｌｌｍＭＦ１２培地（SIGMA社）

に最終濃度１０％の牛胎児血清（FatalBovmeSerum,Bio-Whittaker社)を加えたもので、

37℃の５％CO2培養器にて継代培養した。ＨｅＬａ細胞にはLipofbctamme（Invitrogen社）

でプラスミドＤＮＡをトランスフェクションした。

マウス胚』性幹細胞を、ノックアウトＤＭＥＭ（ＫＯＤＭＥＭ、Gibco社）に最終濃度03％の

牛胎児血清と１５％knockout-semmrcplacement（KSR、Gibco社)、２，Ｍのグルタミン酸、

ＯｌｍＭの２－メルカプトエタノール、１倍のnon-essentialaminoacids（NEAA、Gibco社)、

leukemiainhibitolyfactor（LIF）を加えたもので、0.1％ゼラチンコートディッシュの上で継

代培養した。

6-3．リコンビナントタンパク質発現と精製

ＳＵＭＯ化Ｓｏｘ２はEcoliSUMOylationsystem（UchimuraetaL,2004）を用いて発現

させた。Ecoli株ＢＬ２１（ＤE3）にｐＧＥＸＳｏｘ２またはpGEXOct3ﾉ4発現プラスミドを単

独あるいはpTE1E2S1とともにトランスフォームした。最終濃度0.2,ＭのIPTGにてタ

ンパク質の発現の誘導を行い、２５℃で１８時間発現誘導した。

ＧＳＴ融合タンパク質にはグルタチオンーセファロースピーズを加え結合させ、十分洗浄した

後溶出させた。

6-4.免疫沈降法

AGS細胞とマウス胚性幹細胞を０１％NP-40、２０mMN-ethylmaleimideを含んだPBSで氷

上にて10分間処理し、細胞膜を溶解させ、氷冷したPBSで3回リンスした。氷冷したRIPＡ

バッファー(50mMHepes､ｐＨ80,150ｍＭＮａＣｌ､1％ＮP-40,01％sodiumdeoxycholate、

20mMN-ethylmaleimide、0.1mMdithiothreitol、proteaseinhibitor）を加えて細胞核を

掻き集めた。超音波処理を行った後、１０分間遠心した。得られた核抽出液を、あらかじめ

抗Sox2抗体を共有結合させたカラム（SeizcXProteinGImmunoprecipitationKit、PIERCE社）

に加え、室温で６０分間反応させ、結合したタンパク質をウエスタンプロット法にて検出し

た。
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6-5．間接免疫蛍光染色

培養細胞を４％parafbrmaldehydeを含むＰＢＳにて室温で１５分間固定した。0.2％

TritonX-100を含むＰＢＳを用いて氷上で５分間処理し､細胞膜と核膜を透過`性にした｡ＰＢＳ

で３回リンスした後、特異的抗体を１時間反応させた。１次抗体IgGを認識する特異的２

次抗体Cy3-conjugateddonkeyanti-rabbitantibodyおよびCy3-conjugateddonkey

anti-mouseantibody（JacksonImmunoResearch社）を１時間反応させた。ＰＢＳで３回リ

ンスした後､カバーガラスを､DABＣＯを用いてマウントし､Olympus社の蛍光顕微鏡IX71

で観察した。

発現させたＧＦＰ結合タンパク質については、固定の後にカバーガラスをマウントし、観察

を行った。

6-6．ルシフェラーゼアッセイ

HeLa細胞に、FGF4のエンハンサー配列を含んだレポータープラスミドとSox2、Oct3/4の

発現プラスミドをともにトランスフェクションし､４８時間後に細胞を回収した。内部コン

トロールとして、phRL-tkプラスミド（Promcga社）を用いた。ルシフェラーゼの活性の測

定には、Dual-LucifbrascReportcrAssaySystem（Pmmega社）を用いた。

レポータープラスミドのFGF4-5,enlltk-lucは、理研発生・再生科学総合研究センターの丹

羽仁史先生にご供与いただいた。

6-7．ElectrophoresisMobilityShiftAssay（EMSA）

Ｆｍ９Ｖ遺伝子のエンハンサー配列内のＳｏｘ２とOct3/4の結合配列を含むオリゴＤＮＡを合成

し、放射性同位元素を含んだY-32Pアデノシン３リン酸にて標識した。結合させるタンパク

質として、大腸菌にて発現、精製したリコンピナントタンパク質を用いた。標識したオリ

ゴＤＮＡとリコンピナントタンパク質を４℃で１５分間反応させ、反応物を非変性ポリアク

リルアミドゲルにて電気泳動した。泳動が終わったゲルをろ紙の上で温熱真空乾燥し、泳

動されたオリゴＤＮＡをオートラジオグラフイにて検出した。

6-8.本研究で用いた抗体

抗Oct3/４（SantaCruz社）抗体、抗GMP-１（ＳＵＭＯ-1）抗体（ZymedLaboratories社)、抗

FＬＡＧＭ５（SIGMA社）抗体を用いた。

抗Sox2抗体は、東京医科歯科大学の湯浅保仁教授にご供与いただいた。
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次に、ＳＵＭＯ修飾の影響を検討するため、図１３の系に加えてＳＵＭＯｌ、Ｕｂｃ９の発現プ

ラスミドを共発現し、同様の実験を行った（図１４)。
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図１４：ルシフェラーゼアツセイの結果（２）

図１３の系に、ＳＵＭＯ－１およびＳＵＭＯ修飾Ｅ２酵素のＵｂｃ９をともに導入し、HeLa細胞

内でＳＵＭＯ修飾が起こりやすい状態で転写活性を検討した。

この状態では､野生型Sox2にくらべてSox2K247Rのほうが転写活性が高い傾向を認めた。

このことから、ＳＵＭＯ修飾はＳｏｘ２の転写活性に負の影響を与える可能性が示唆された。

７－１，７－４で示したとおり、ＨｅＬａ細胞内にＳＵＭＯ-1、Ｕｂｃ９を共発現した場合でも、ＳＵＭＯ

修飾を受けるSox2、Oct3/４の全体に占める割合は大きくはなく、大部分は未修飾の状態で

存在していた。

ＳＵＭＯ結合によるＳｏｘ２の転写活性への影響をさらに明らかにするため、Ｓｏｘ２のカルボキ

シル末端にＳＵＭＯ－１を結合した変異体（Sox2-SUMO1）を作成し、図１３の系に同様に

導入した（図１３，右のシリーズ)。

Sox2-SUMO1は、野生型Ｓｏｘ２およびSox2K247Rに比べて、有意に低い転写活性を示し

た（ステューデントｔ検定、Ｐ＜005）

これらの結果から、ＳＵＭＯの結合はＳｏｘ２の転写活Ｉ性を負に制御する可能性が示された。
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８考察

本研究で、細胞内および大腸菌内において、Ｓｏｘ２が２４７番目のリジンでＳＵＭＯ修飾さ

れることを示した。

ＥＭＳＡの実験から、Oct3/４の存在下においても、ＳＵＭＯが結合したＳｏｘ２はＤＮＡ結合

性を消失した。すなわち、ＳＵＭＯ修飾はＳｏｘ２のＤＮＡ結合性を阻害することが明らかにな

った。

一般的に、転写因子のＳＵＭＯ修飾は、その転写活性にいくつかの影響を与える。

1）ＳＵＭＯ修飾によってタンパク質の構造変化が生じる。

（例：チミンＤＮＡグリコシラーゼ；ＴＤＧ、BabaetaL,2005）

２）ＳＵＭＯが結合することによって、

（例：Elk-1がＳＵＭＯ修飾され、ヒス

呼び寄せることで転写が抑制される。

タンパク質に新しい分子間結合面が生じる。

トン脱アセチル化酵素（ＨDAC）２を

YangetaL,2004）

3）ＳＵＭＯが結合することによって、ＤＮＡとの結合性を消失する。

（例：heatshockfactor（ＨSF）２AnckaretaL,2006、ＴＤＧなど）

これらのなかで、ＨＳＦ２は、自身の持つＤＮＡ結合部位そのものにＳＵＭＯ修飾を受ける

ことで、そのＤＮＡ結合'性を失う。この場合､、ＤＮＡとＨＳＦ２の結合がＳＵＭＯ分子によっ

て物理的に直接に阻害されていると考えられる。

一方、今回のＳｏｘ２においては、ＳＵＭＯが結合するのはＤＮＡ結合部位のＨＭＧドメイ

ンの外であるにもかかわらず、ＤＮＡ結合が阻害されている。

このことから、ＳＵＭＯの結合は、Ｓｏｘ２に何らかの構造変化を起こすことによってＤＮＡ

結合性が失われると推測される。ＴＤＧなどについてはすでにその構造変化に関して血書構

造解析が報告されている。Ｓｏｘ２についても、同様の解析が待たれるが、その場合にＤＮＡ

やOct3/４との３者複合体形成との関連についても考慮が必要であると考えられる。

ある転写因子がすでにＤＮＡに結合していて､ＳＵＭＯ修飾が新たになされることでＤＮＡ

から乖離するという事象を考えた場合、そのＳＵＭＯ修飾の部位がＤＮＡ結合ドメインその

ものにあるよりも、今回のＳｏｘ２のようにそれ以外の部分にあったほうが、修飾酵素の結合

などの点で自然ではないかと考えられる。

今回、Ｓｏｘ２のＳＵＭＯ修飾に関与するＥ３酵素については解析しなかったが、ある生命現

象に関わるＳＵＭＯ修飾を考える際に、その制御機構は重要と考えられる。

Ｅ３酵素がどういった場合にＳｏｘ２の作用部位にリクルートされ、ＳＵＭＯ修飾を触媒する
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のかは、今後の研究が必要である。

他の既知の転写因子の例と同様、Ｓｏｘ２のうちのごく一部がＳＵＭＯ修飾状態にあった。

細胞内のＳｏｘ２のうち、ＤＮＡに実際結合しているのはごく一部で、そのうちのさらに－部

のみがＳＵＭＯ修飾されていると考えらる。

Ｓｏｘ２が下流の遺伝子を活性化している際にはＳＵＭＯ修飾を受けずにＤＮＡ結合していて、

何らかの機構でＳｏｘ２が不活性化される際に、まずＳＵＭＯ修飾によってＤＮＡ結合性が低

下し、下流遺伝子の制御配列から乖離すると考えられる。

既知の転写因子の中には、ＳＵＭＯ修飾を受けることで抑制性の転写因子・転写補助因子

をリクルートする例も知られている。Ｓｏｘ２の細胞内での実際の機構では、ＤＮＡ乖離以外

にこのような機構が働いている可能性もある。

Ｓｏｘ２は、Oct3/４，Nanogなどと同様、胚,性幹細胞の多分化性の主要制御因子である。

Ｓｏｘ２をコードするSOX2遺伝子の上流にも、Ｓｏｘ２・Oct3/４の結合配列が存在すること

より、Ｓｏｘ２のＳＵＭＯ修飾による不活性化は、引き続いてＳｏｘ２自身の発現低下による量的

抑制を引き起こすことも考えられる。

Oct3/4やNanogもSox2･Oct3/４による発現制御を受けていることから､Ｓｏｘ２のＳＵＭＯ

による不活性化がこれら重要因子の発現低下を引き起こす可能性がある。

哺乳類の胚盤胞期には、内部細胞塊にのみSox2、Oct3/４，Nanogの発現や未分化性が維

持され、周辺の細胞は栄養外胚葉や原始内胚葉に分化していくことが知られている。Ｓｏｘ２

のＳＵＭＯ修飾を起こす機構は不明であるが、細胞集団の中である細胞が存在する｢場所｣の

情報が、Ｓｏｘ２のＳＵＭＯ修飾状態を左右し、このような分化の方向付けを行っている可能

性がある。

今回の結果や過去の報告から、Ｓｏｘ２のＳＵＭＯ修飾による転写調節機構のモデル図を

提案した（図１９)。
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9.結語

Ｓｏｘ２のＳＵＭＯ修飾は、ＤＮＡ結合`性の阻害を介してその転写活性を負に制御しているこ

とが示唆された。

転写因子のＤＮＡ結合能と機能制御にＳＵＭＯ修飾が重要な役割を果たす可能'性が示唆さ

れた゜
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