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SUMO（SmallUbiquiti－likeModifier） 化 修 飾 は基 質 タ ンパ ク質 の活 性 や 細 胞 内 局在 に

変 化 を与 え る こ とで多 様 な生 命 現 象 に 関 与す る。ProteinKinaseA（PKA） はGタ ンパ ク

質 共役 受 容 体 （GPCR） 一ヘ テ ロ三 量 体GTP結 合 タ ンパ ク質 （Gタ ンパ ク質）の下 流 で活 性

制御 され る リン酸 化 酵 素 で あ る。当研 究 室 の先 行 研 究 で 、哺 乳 動 物細 胞 内 にお い てPKA

の活 性 化 が全 体 的 なSUMO化 修 飾 の元 進 を引 き起 こす こ とが示 され た が 、具 体 的 な基

質 タ ンパ ク質 やSUMO化 修 飾 が もた らす影 響 は不 明で あ っ た。本 研 究 で は 、PKAシ グ

ナ ル 依 存 的 にSUMO化 修 飾 され る タ ンパ ク質 と してcyclaseassociatedactincytoskeleton

regulatoryprotein1（CAPI） を 同 定 し、PKA依 存 的 なCAP1のSUMO化 が 細胞 の遊 走 を

促 進 す る こ とを見 出 した。

まず 初 め に 、哺 乳 動 物 細 胞 に お い てPKAの 活 性 化 に よ りSUMO化 修 飾 され る タ ン

パ ク質 を 質 量 分 析 法 に よ り網 羅 的 に探 索 した 。 そ の 結 果 、PKA依 存 的 にSUMO1、

SUMO3修 飾 され る タ ンパ ク質候 補 群 が 数 百 個 同定 され 、そ の 中 の 一 つ で あ るCAP1を

解 析 した。過 剰 発 現 、及 び 内在 性CAP1がSUMO化 修 飾 され る こ とを確 認 し、SUMO3

よ りSUMO1修 飾 され や す い こ とが 分 か っ た 。一 方 、CAP1上 の348番 目の リシ ン をア

ル ギ ニ ン に置 換 した変 異 体 （K348R） は殆 どSUMO化 され な か っ た。これ らの結 果 か ら、

CAP1は348番 目の リシ ン残 基 にSUMO1修 飾 を受 け る こ とが示 唆 され た。

次 に、PKA依 存 的 なCAP1のSUMO化 修 飾 機 構 を解 析 した。ア デ ニ ル 酸 シ ク ラー ゼ

活 性 化 剤 で あ る フ ォル ス コ リン の処 理 や 活 性 型PKAの 発 現 に よ りCAP1はSUMO化

修 飾 され る が 、酵 素 活 性 欠 失 型PKAはSUMO化 を促 進 しな か っ た。 ま た 、PKA阻 害

剤 処 理 はPKAに よ るCAP1のSUMO化 を抑 制 した。 さ らに 、抗PKAリ ン酸 化 認 識 抗

体 を用 い て 、PKAの 活 性 化 に よ りCAP1の リン酸 化 が充 進 す る こ とが 分 か った 。 これ

らの結 果 か ら、PKAがCAP1を リン酸 化 しSUMO化 修 飾 を促 進 す る こ とが 示 唆 され た 。

次 に、SUMO化CAP1の 機 能 的 な役 割 を調 べ た 。CAP1は 細 胞 遊 走 に介 在 す るア ク

チ ン の動 態 を制 御 す る こ とか ら、SUMO化CAP1が 細胞 の遊 走 能 に及 ぼす影 響 を検 討

した 。 そ の 結果 、PKAに よ りSUMO化 され たCAP1は ヒ ト子 宮 頸 が ん 由来HeLa細 胞

の 遊 走 を促 進 す る こ とが 分 か っ た 。 一 方 、CAP1／K348R変 異 体 は遊 走 を促 進 しなか っ

た 。ま た 、PKAに よ りSUMO化 され たCAP1は 細胞 膜 近傍 へ 局 在 し、そ こにF一 アク チ

ン を集 積 させ る こ とが分 か っ た。 さ らにPKA依 存 的 にSUMO化 され たCAP1はG一 ア

クチ ンか らF一ア クチ ンへ の転 換 を促 進 し、F一ア クチ ン と相 互 作用 す る こ とが 示 され た 。

以 上 の結 果 か ら、PKAに よ り リン酸 化 され たCAP1はSUMO1化 修 飾 を受 けて 、細

胞 膜 近 傍 でF一 ア ク チ ンの動 態 を制 御 し、 細胞 の遊 走 を促 進 す る こ とが示 唆 され た。
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翻訳 後修 飾 の一つで あるSUMO化 は、修飾 され るタンパ ク質の構造、機能 、細胞 内

局在 を変 えるこ とで細胞が 内外 の環境変化 に適応す る一端 を担 ってお り、現在 までに

多 くの ターゲ ッ トタンパ ク質 が同定 され てい る。PKAはGタ ンパ ク質 シ グナル の下流

で働 くリン酸化酵 素で あ り、基質 タ ンパ ク質群 を介 して様 々な生命 現象 に介在す る。

しか し、PKAとSUMO化 の関係 は不明で あ り、PKAシ グナル に よるSUMO化 修飾

制御機 構 の解 明は、新規 の細胞 内シ グナルネ ッ トワー クの発 見に繋 が る。

申請者 は、哺乳動 物細胞 においてPKAシ グナル によ りSUMO化 修飾 され るタンパ

ク質 を網羅 的 に探 索 し、CAP1を 同定 した。 その後 、過剰発 現及び 内在 性CAP1が

SUMO化 修飾 を受 け ること、CAP1に はSUMO3よ りSUMO1が 付加 され易 い こと、

CAP1の348番 目の リシン残基 がSUMO化 修飾 を受 けるこ とを示 した。これ らの結果

は、CAP1の348番 目の リシ ン残 基 にSUMO1が 付加 され るこ とを示唆す る。

Lま た 申請者 は、PKA依 存的 なCAP1のSUMO化 修飾機構 を解 析 し、アデ ニル酸 シク

ラーゼ の活性化剤 で あるフォル ス コ リンの処理や活性型PKAの 発現 がCAP1のSUMO

化修飾 を促進 す るが、PKA阻 害剤 処理 はPKAに よるCAP1のSUMO化 を抑制す る こ

とを示 した。さらに、PKAの リン酸化基質 を認識す る特異抗体 を用 いて、PKAがCAP1

を リン酸化 す る ことを示 した。 これ らの結果 は、PKAがCAP1を リン酸化 し、そ の

SUMO化 修 飾 を促進す るこ とを示唆す る。

さらに 申請者 はPKA依 存的 にSUMO化 修飾 され たCAP1が 細胞機能 に及 ぼす影 響

を調べ た。CAP1が 細胞遊 走 に介在す るア クチンの動態 を制御す るとい う知 見 を元 に、

ヒ ト子宮頸がん 由来HeLa細 胞 を用 いてア クチ ン動態 と細胞の遊走 を検証 した。その結

果、PKA依 存 的にSUMO化 されたCAP1は 細胞膜 近傍 へ局在 しF一アクチ ンを集積 させ

るこ と、 さらに細胞遊走 を促進 す る ことを見 出 した。 また、SUMO化 されたCAP1が

G一ア クチ ンか らF一アクチ ンへ の重合 を促 し、F一ア クチ ン と相互作用す るこ とを示 した。

これ らの結 果か ら申請者 は、PKAに よ りリン酸化 され たCAP1がSUMO1化 修飾 を

受 けるこ とで細胞 膜近傍へ移動 し、そ こでF一アクチ ンと結合 してその動態 を制御 し、

結果 として細胞の遊走 を促進す る とい うモデル を提 唱 した。本研 究 によ り、PKAシ グ

ナル とSUMO化 修飾 とい う二つ の翻訳後修飾 の新 たな クロス トー クが示 された。また、

本研 究で提示 されたPKAシ グナル依存的 な細胞遊走 の新 たな分子機構 は今後 のがん細

胞 の遊 走 メカニズ ムの解明 に向けて重要 な知見 とな る。

以上の よ うに、本論文 はGタ ンパ ク質・PKAシ グナルがCAP1のSUMO化 修飾 を

制御 す る とい う新規 の知 見 を提供す るもので、学術上 、応用 上貢献す る ところが少 な

くない。 よって審査 委員 一 同は、本論文 が博 士 （バイ オサイエ ンス） の学位論文 と し

て価値 あるもの と認 めた。
＼


