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論 文 内 容 要 旨

【背景】一SUMO修 飾 一

タ ンパ ク質 は翻訳後 に様 々な修飾 を受け るこ とによ りその機能 が調節 され る場合 が多 い。 その中で,

ユ ビ キチ ン類 似 タ ンパ ク質 のSUMO(旦mall旦biquitin-related!巫 ～di負er)によ る 修 飾 が知 られ て い る。

SUMO修 飾 の反応機構 の素過程 は,ユ ビキチ ン修飾系 のそれ とよく似てい る(図1)。 す なわち,1)未

成熟 のSUMOがSUMOプ ロテアーゼ(UlplorUlp2)に よ りC末 側3ア ミノ酸だ け削 られて成 熟す る。

2)成 熟 したSUMOは,ATPの エネル ギー を利用 してSUMO活 性化酵素であ るEl(Aosl/Uba2)と 結合す

る。3)suMo結 合 タ ンパ ク質のE2(ubc9)に よ りsuMoリ ガーゼE3(sizlorsiz2)の 場 を利 用 して,

SUMOが 標 的 タンパ ク質のLys残 基 にイ ソペ プチ ド結合 され る。4)脱SUMO修 飾酵素(UlplorUlp2)

によ り,SUMOは 標的 タンパ ク質 か ら解離 され,再 利 用 され る とい う反応機構で ある(Fig.1)。 この タ

ンパ ク質修飾機構 は,標 的タ ンパ ク質 にSUMOを 結合 も しくは解離す ることによ り標 的 タンパ ク質の細

胞 内局在 の変化や,タ ンパ ク質問相互作用 の安定化,あ るいはタ ンパ ク質の活性な どに影響 を及 ぼす と

考 え られて いる。
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Flg.lSUMO修 飾 の反応機構

【目的】

当研究室において,ゲ ノム安 定性の維持に関わるウェルナー症候群原因遺伝子産物WRNや ブルーム

症候群原因遺伝子産物BLMが ヒ ト細胞内でSUMO修 飾を受けることが報告されている。しかしながら,

そのSUMO修 飾の意義 については不明のままである。私は,WRNやBLMの みな らず多 くのタンパク

質がSUMO修 飾により制御 され うる可能性を考え,出 芽酵母をモデル生物として採用 し,SUMO化 反応

の鍵になる酵素Ubc9の 温度感受性変異株 を用いて解析を行った。 その結果,SUMO化 が重要な役割

を果たすDNA修 復経路の同定や,幾 っかのSUMO化 され うる標的タンパク質の同定に成功 した。
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【結果 】

1)SUMO修 飾 はDNA組 み換 え修復機構 に関与す る。

めc9-1温 度感受性 変異株 を用 いて,準 許容温度 下でDNAア ル キル化剤 であ るメチル メタンスル フォ

ネー ト(MMS)に 対す る感 受性 を測定 した結果,生 存率 が著 しく低下 した。 そこで,こ のMMS感 受性

がUbc9の 結合酵素 としての酵素活性 が低下 した ために生 じた もので あるのか,ま たはUbc9の 立体構造

がDNA修 復複 合体 の一 部 としてその安定性 に関わ っているために,そ の構造 が維持 で きないた めに生

じた もので あ るのかを決定す るため,立 体 構造 を維 持 したままSUMOと の結合 がで きな くな る ミスセ

ンス変異 を導入 した遺伝子(雌 う69-93)を 耽9-1変 異株 に形質転換 し,そ の感受性 を測定 した。その結果

μわc9-93変 異遺伝子 は,郡 わc9-1変 異株 の温度感 受性お よび薬剤 感受性 を相 補で きなか った。す なわ ち,

Ubc9の 生存 に必須 な機 能お よびDNA修 復機能 には,Ubc9の 持つSUMO化 活性 が重 要であるこ とが明

らか となった。

麗わc9-1変 異株 の一倍体 と二倍体 とで各種DNA傷 害剤 に対 す る感受性 を比較 した ところ,一 倍体,二

倍体 を問わずMMSを は じめ,DNA合 成 阻害剤 であ るヒ ドロキシ尿素,カ ンプ トテ シン,シ スプラチ ン,

ゼオ シ ン,マ イ トマイ シンCな どに対 して感受性 を示 したが,ほ とん どの薬剤 に関 して,二 倍体 の方が

一倍体 よ りも高い感受性 を示 した。以前 よ り,相 同組 み換 え修復 に欠損 があ る変異株 では今回の結果 と

同様 に,一 倍 体 よ りも二倍体の方がDNA傷 害剤 に対 して よ り高い感受性 を示す こ とが報告 されてい る。

この こ とよ り,Ubc9が 相 同組 み換 え修復 に関わ る可能性 が考 え られ た。 そ こで,SUMO修 飾 が相同組

み換 え修復 に関わ るかを直接調べ るため,細 胞 内で生 じるDNA組 み換 え頻度 を定量的 に測定 した。

DNA傷 害剤 を処理 しな い場 合 に 自発 的 に発 生す る 「相 同染 色体 間 の組み 換 え頻度 」 は, 、野生株 と

耽9-1変 異株 の間に違 いは見 られなか った。一方,MMSを 処理 した場合や紫外線 を照射 した場合 の 「組

み換 え頻 度」 は野生株 において上昇す るのに対 し,耽9-1変 異株 では上昇 しなか った。 この結果 よ り,

Ubc9に よるSUMO修 飾 力㍉DNA傷 害 時に誘導 され る相同染色体問の組み換 え修復 の促進 に必須 である

可能 性 を初 めて示唆す るこ とができた。

2)SUMO修 飾 タ ンパ ク質の探索。

SUMO修 飾 がDNA組 み換 え修復機構 に関わ るこ とを明 らか にで きたので,次 にその標 的 タンパ ク質

の探索 を行 った。検 索す るにあた り,SUMO化 タンパ ク質 の検 出の感度 を高 めるために,脱SUMO化 酵

素の一つUlplの 変異株(ψ1-333)を 利用す ることに した。ガ ラ'クトースを加 える ことで,HAタ グ付 き

標 的候補 タンパ ク質 を 吻1-333株 で過剰発現 させ,翻 訳後修飾 の有無 を抗HA抗 体で検 出 した。DNA組

み換 え修復 に関わ るタンパ ク質群 をスク リー ニ ング した ところ,Rad50,Rad51,Rad52,Rad55,Rad57に つ

いて は,ど の タ ンパ ク質 も翻 訳後修飾 は検 出で きなかった。一方,高 等動物細胞 にお けるWRNの 酵母

ホモ ロー グSgs1,DNA複 製酵素DNApolymeraseδ(Polδ)の2番 目のサブユ ニ ッ トPol31,お よび染色

体の構造 の維持 に関与す る と考 え られ てい るSmc6の3つ の タンパ ク質 が翻 訳後 に修 飾 を受 ける可能性

を見 いだ した。 ・
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Sgsl,Pol31に つい ては 抗HA抗 体 で標 的 タンパ ク質 を免疫沈 降後 に,抗SUMO抗 体 を用 いて 高分

子量側 にバ ン ドシフ トを検 出で きた。す なわち,SgslとPoBlがSUMO化 修飾 を受 け るこ とが明 らか

となった。一方Smc6に つ いては,細 胞 内で発現す る内在 性のSUMOを プ ロテイ ンA(ProA)タ グ付 き

のSUMO(ProA-SUMO)に 置 き換 えた ところ,ProAの 分子 量に相 当す る分だ け大 き さが シフ トした2

本 のバ ン ドが検 出 された。 この ことか ら,少 な くとも2つ のSUMOがSmc6に 付加す るこ とが示唆 され

た。もしSgs1,Pol31,Smc6のSUMO化 がDNA組 み換 え誘 導:の引き金 になるのであれば,こ れ ら遺伝子

を 配わc9-1変 異株 に過剰発 現 させ るこ とによ り変異株 の表現型 を補 える可能性 がある。 しか し,POL31,

∫(}∫1,∫〃U6を めc9-1変 異株 に高発現 して も変異株 の温 度感受性 ・薬剤 感受性 を相補 で きなか った。 こ

のこ とは,今 回得 たPol31,Sgs1,Smc6はSUMO化 は され るが,配 わc94変 異株 の表現型 とは全 く関係 のな

い タ ンパ ク質 で あるか,あ るいは 麗わc9-1変 異株 の表現 型は単一 の標的 タ ンパ ク質のSUMO化 では説 明

できない と考 えられた。

上記 タ ンパ ク質の うちPol31に ついてsuMo化 の標 的になるLys残 基の同定 を試み た。各種Pol31欠

失 タ ンパ ク質 を発現 させ,sUMo化 され る領域 を絞 り込 み,最 終的に379番 目のLys残 基 をArg残 基 へ

と変i換した変異Po131に おい てSUMO化 修飾が消失 した。現在,Pol31K379R変 異 が細胞 に どの ような

ゲ ノム不安 定 をもた らすか調べて いる。

3)∫鷹6-56変 異株 ではDNA傷 害時 の相 同組み換 えが誘導 され ない。

野生株 ではDNA傷 害 時に相 同染色体 間の組み換 え頻 度が著 しく上昇す るの に対 し,SUMO修 飾 され

る ことが確 認 されたSgslの 変異株 では組 み換 えの誘導 が欠損す る ことが報告 されてい る。そ こで,Sgsl

と同様 にSUMO修 飾 を受 け るSmc6が ゲ ノムの安定性 に関わ るのか否 かを検討 した。∫〃～c6-56変 異株 は

様 々なDNA傷 害剤 に対 し感受性 を示 した。 さらにSmc6が 相同染色体間のDNA組 み換 えに関わ ってい

るのかを調べ た ところ,野 生株 では,MMSやcis-platinumの 濃度依存的に組み換 え頻度が上昇 していた

のに対 して,∫ 〃2c6-56変 異株 で は,DNA組 み換 え頻度の上昇 が観察 されず,Smc6はDNA傷 害剤 処理 に

よるDNA組 み換 えの誘 導に必要であ ることが判 明 した。

【考察】

本研 究 に よ り,Ubc9がDNA傷 害 時の相 同組み 換 えの誘導 に必 須 であ るこ とが は じめて明 らかに し

た。Sgs1,Smc6は 耽9変 異株 と同様 に,DNA傷 害 時の相 同組 み換 えの誘導 に必要 であ り,し か も本研

究で両者 ともにSUMO化 修飾 を受 けることを示 した。 しか し,Sgs1あ るい はSmc6のSUMO化 の欠損

が,〃 ∂c9変 異株 の表現型 を表 出 させ る原因で ある ことを示す直接的 な証拠 を得 るには至 らなか った。 ま

たDNA傷 害時 の相 同組 み換 えの誘導 に必 要なSUMO修 飾 の標 的は必ず しもひ とつ とは限 らず,複 数 の

タ ンパ ク質 群が 一斉 にSUMO化 され る こ とで,組 み換 え反 応 が誘導 され る可能 性 も否 定で きない。 い

ずれ に して も,SgS1やSmc6のSUMO化 され るLys残 基を同定す る ことで,上 記 の可能性 を検証す る実

験 が可 能 にな るで あろ う。最後 に本研 究 において,DNA複 製に必須 なDNApolymeraseδ の小サブユ ニ
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ッ トPol31のsuMo化 され るLys残 基 の同定 に成功 した。Pol31のsuMo化 の意義 を問 うこ とで ,今 後

耽9株 の表 現型 のひ とつであ る 「複 製の異常」 に,新 たな知見 を与え ることが期待 され る。
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審 査 結 果 の 要 旨

タ ンパ ク質 は翻訳後 に様 々な修飾 を受 け る ことによ りそ の機 能 が調 節 され る。 この タンパ ク質 の翻

訳 後修 飾 の一 つ と してSUMO(旦mall亘biquitirrelated皿gdi行er)化 が知 られ てい る。標 的 タ ンパ ク質 の

SUMO化 に よ り,タ ンパ ク質 の細胞 内局在 の変化 や タンパ ク安定化,あ るい はタ ンパ ク質 の活性化 な ど

が起 こる ことが知 られて いる。SUMO化 の反 応機構 の素過程 は,ユ ビキチ ン化 のそれ とよく似ていて,

まず,SUMO括 性化酵 素であるE1にSUMOが 結合 する。 次に,SUMOはE1か らSUMO結 合 タンパ ク

質のE2(Ubc9)に 渡 され,SUMOリ ガーゼE3の 介在 の もとで,E2で あ るUbc9がSUMOを 標的 タンパ

ク質 のLys残 基 にイ ソペ プチ ド結合 させ る。本論文 ではsuMo化 反応の鍵 になる酵 素,ubc9の 温 度感

受性変異株 を用 いてSUMO化 が重要な役割 を果たすDNA修 復経 路の特定をす る とともに,SUMO化 の

標的 タ ンパ ク質 の同定 を行 い,さ らに,SUMO化 標 的 タンパ ク質 のDNA組 み換 え修復 へ の関与 の可

能性 を検討 した。

まず始 めに,麗 わc9-1温 度感 受性 変異株 を用 い て,準 許 容温 度下 でDNAア ル キル化剤 で ある メチル

メタンスル フォネー ト(MMS)に 対す る感 受性 を調 べ るこ とによ り,DNA修 復機能 には,Ubc9の もつ

SUMO化 活性 が重 要であ るこ とを明 らか に した。 さ らに,こ の変異株の種 々のDNA傷 害剤 に対す る感

受性は,二 倍体 の方が一倍体 よ りも高か った こ とか ら,Ubc9の 相 同組み換 え修復への関与が想定 された。

そ こで,DNA傷 害時 のDNAの 組 み換 え頻 度を調べ る ことによ り,Ubc9に よるSUMO化 が,DNA傷 害

時に誘導 され る相 同染色体 間の組 み換 えに必須 であるこ とを示唆す る結果 をえた。

次 に,DNA組 み換 え修復機構 に関 わるタ ンパ ク質 のなかで$UMO修 飾 を受 ける標 的タ ンパ ク質 の探

索 を行 った。DNA組 み換 え修復 に関 わるタ ンパ ク質,Rad50,Rad51,Rad52,Rad55,Rad57に つ いては,

どの タ ンパ ク質 もSUMO化 は検 出で きなか った。一方,ゲ ノムの安定維持 に関わ るRecQヘ リカーゼで

あるSgsl,DNA複 製酵素DNApolymeraseδ の2番 目のサブユニ ッ トPol31,お よび染色体 の構 造の維持

に関与す る と考 え られ てい るSmc6の3っ の タンパ ク質 がSUMO化 され るこ とを見いだ し,Pol31に つ

いては,そ のSUMO化 され るLysも 決定 した。 さらに,SUMO修 飾 を受け るSmc6が 実 際に組 み換 え修

復 に関与す るか どうかを3MC6の 温 度感受性変異株 を用 いて調べ,'Smc6がDNA傷 害 時のDNA組 み換

えの誘導に必要 であるこ とを明 らかに した。

以上 のよ うに,本 研究 は,タ ンパ ク質 のSUMO化 がDNA傷 害 時の組 み換 え修 復の誘導 に必須 であ る

こ とを明 らかに した ものであ り;タ ンパ ク質のSUMO化 の意義に関す る理解 を大 きく進展 させ るもので

ある。

よって,本 論文 は博士(薬 学)の 学位論文 として合格 と認 める。
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