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《研究の概要》 

 

本文 

TGF-βは強力な増殖抑制因子であり、レセプターやシグナル伝達分子 Smad の異常が大

腸がんや膵臓がんなど多くの難治性がんを引き起こすことが知られている。一方、スキル

ス胃がんなど予後の悪いがんにおいて、TGF-βの発現ががんの発生や浸潤、悪性化に関与

していることが明らかにされ、がんにおける TGF-βの作用の二面性が注目されている。が

んには個性があり、それぞれのがん細胞にあった適切な治療を行うことが重要と考えられ

ることから、難治性がんの新たな診断・治療法を開発するためには、TGF-βの新しいシグ

ナル関連因子の検索や、TGF-βシグナルの詳細な分子メカニズムの研究が急務であると考

えられる。本研究では、1）TGF-βシグナル伝達異常によるがんの発生と浸潤・転移の分子

メカニズムの解明と 2）TGF-βシグナルを抑制する方法の開発のための基礎的研究の 2 つ

に焦点を絞り研究事業を開始した。 

まず、TGF 位のレセプターや Smad が作用を調節する新しい E3 ユビキチンリガーゼを同

定した。E3 ユビキチンリガーゼの作用の詳細な分子メカニズムを明らかにするとともに、

癌細胞での発現亢進を示した。さらに、マウス乳癌転移モデルに Smad7 などのアデノウイ

ルスを投与して転移を抑制させることに成功し、癌転移における TGF-βシグナルの役割を

明らかにした。また、TGF-βや BMP の受容体の発現をコントロールできる前立腺がん細胞

を樹立し、マウス移植実験系を用いて、前立腺がんの増殖における BMP シグナルの重要性

を明らかにした。 

TGF-βの増殖抑制活性については、c-myc が TGF-βによる増殖抑制の標的遺伝子として

重要であることを示し、c-myc 遺伝子の TGF-β反応領域を同定し、LEF1 が TGF-βによる

c-myc 遺伝子の転写調節に重要な働きを担っていることを明らかにした。さらに、c-Ski の

転写抑制効果の分子メカニズムを解析し、c-Ski を含む不活性型 Smad 複合体が強く DNA に

結合し、新たな転写因子のプロモーターヘのリクルートを阻害していることを明らかにし

た。 

血管新生に関する TGF-βの作用については、ES 細胞由来の Flk-1 陽性細胞が血管細胞

へ分化する系において、血管内皮細胞においては ALK1 レセプターと Id-1 が、平滑筋細胞

においては ALK5 レセプターと PAI-1 が優位に発現しており、TGF-β添加や活性型 ALK1/5

レセプターの発現により血管内皮細胞と平滑筋細胞の数や割合が変化することを明らかに

した。さらに TGF-β添加みより血管内皮細胞での c1audin-5 の発現が低下し、内皮シート

構造の形成が阻害されることを明らかにし、血管形成における TGF-βの役割を明らかにし

た。 

TGF-βシグナルの詳細な分子メカニズムが解明されると、がんの遺伝子診断や病理組織

診断が飛躍的に進歩することが期待される。さらに、新たな TGF-βシグナルを抑制する方

法の検索は、がんの浸潤や転移に対する新しい治療法の開発につながる可能性がある。本



- 3 - 

研究により得られた基礎的知見は難治性癌の診断・治療体系の構築のために役立つと期待

される。 
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研究報告 

 

Ⅰ 研究目的 

TGF-βは強力な増殖抑制因子であり、大腸がんや膵臓がんなど多くの難治性がんにおい

て TGF-βのレセプターやシグナル伝達分子 Smad の異常が知られている。しかし、TGF-β

レセプターや Smad のシグナルの異常がおこった場合に、種々のがん細胞がどのような機

構で増殖し、さらに組織への浸潤能を獲得していくか、その分子メカニズムについては不

明な点が多い。また、TGF-βは、血管新生や免疫抑制、細胞外マトリックスの産生などの

作用により、がんの増殖の際の母地の形成に関わっており、がんの治療において、TGF-β

のシグナルを抑制する方法を開発することが重要である。本研究では、 

1）TGF-βシグナル伝達異常によるがんの発生と浸潤・転移の分子メカニズムの解明、 

2）TGF-βシグナルを抑制する方法の開発のための基礎的研究、 

の 2 つに焦点を絞り研究事業を開始した。 

 

Ⅱ 研究計画および材料と方法 

本研究においては、難治性がんの発生や進展に密接に関与するとされる TGF-βのレセプ

ターやシグナル伝達分子 Smad のシグナル伝達機構について解析をおこなった。 

 

抑制型 Smad のシグナルの研究 

抑制型 Smad の作用機構の研究にはこれを補助する分子群の役割を明らかにすることが

極めて重要であり、とくにタンパク質のユビキチン化によって分解する機構を明らかにす

ることは極めて重要である。本研究では抑制型 Smad である Smad6、Smad7 について、その

作用を調節する分子の研究を分子生物学的手法にておこなった。具体的には、抑制型 Smad

を介して TGF-βシグナルを制御する E3 ユビキチンリガーゼ Smurf1 と Arkadia の作用メカ

ニズムを解析した。さらに、酵母 two-hybrid 法を用いて抑制型 Smad7 に結合する分子の探
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索をおこなった。得られた分子について TGF-βシグナルに対する影響を中心に機能解析を

おこなった。 

また抑制型 Smad の発現の膵臓がんでの発現上昇を報告した論文がいくつか見られるが、

今後は抑制型 Smad やその補助分子の癌における発現を調べることが重要である。そこで、

39 癌細胞株を用いて、抑制型 Smad やその補助分子の mRNA の発現レベルをリアルタイム

PCR 法で調べた。加えて、特異的な抗体を作製して詳細な解析をおこなうことが必須であ

るので、免疫組織染色をおこなうための抗 Smurf1/2 抗体や抗 Arkadia 抗体など作製を試

みた。 

 

細胞増殖、細胞浸潤に関する Smad シグナルの研究 

Smad2 や Smad3 の変異は TGF-βのシグナルを遮断することによって細胞の無制限な増殖

などに繋がる。TGF-βの増殖抑制機構の中で c-myc 遺伝子の誘導抑制に関わる Smad の作

用を、特に WNT シグナルとのクロストークに着目し、生物学的手法で調べた。さらに、c-

myc 遺伝子の TGF-β反応領域の同定を試み、その制御に関わる分子を探索した。また、TGF-

βの細胞内シグナル抑制因子である c-Ski について、特に Smad の DNA 結合に対する c-Ski

の作用を解析した。 

 

前立腺がん細胞における TGF-βシグナルの解析 

前立腺がん細胞に Tet-off システムを導入し、TGF-βや BMP の受容体の発現をコント

ロールできる細胞株の作製を試みた。得られた細胞株をマウスに移植し、in vivo で前立

腺がん細胞の増殖に対する、TGF-β/BMP シグナルの役割とその分子メカニズムの解析をお

こなった。 

 

血管新生に関する Smad シグナルの研究 

癌の進展には血管系が密接に関与している。TGF-βや BMP の血管新生における作用の分

子メカニズムを明らかにするために、まず原発性肺高血圧症(PPH)で見つかった II 型 BMP

受容体の変異の機能を解析し、血管新生における BMP シグナル伝達の分子メカニズムを解

析した。 

次に、ヒト臍帯静脈内皮細胞（HUVEC）における 2 種類の TGF-β受容体 ALK1 と ALK5 の

標的遺伝子を、DNA チップを用いて解析し、特異的に制御される遺伝子を同定した。 

さらに、血管形成における種々の TGF-βのシグナル伝達分子の検討を行うために、ES 細胞

から血管を形成する系を立ち上げ、ES 細胞からの血管形成や血管内皮シート構造形成に対

する BMP や FGF の作用と TGF-βとの関係について解析した。 

 

Ⅲ 研究成果 

抑制型 Smad のシグナルの研究 

Smurf と Arkadia の作用メカニズムについては、まず、Smurf1 が核内で Smad7 と結合し、

両者が Smurf1 の NES に結合する CRM1 によって核外に輸送されるメカニズムを明らかにし

た。さらに、Smurf1-Smad7 複合体は、Smurf1 の N 末の C2 ドメインで細胞膜に局在し、

Smurf1 は Smad7 を介して細胞膜の受容体に結合してそれを分解することを明らかにした。 
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次に、抑制型 Smad7 をベイトに用いた酵母 two-hybrid 法によって、Smad7 結合蛋白をス

クリーニングした結果、Smurf1 と構造が類似した E3 ユビキチンリガーゼ NEDD4-2 と WWPI

が Smad7 と結合することを明らかにした。Smad7 が NEDD4-2 や WWP1 と結合することは培養

細胞でも確認し、レポーターアッセイを用いて NEDD4-2 や WWP1 が TGF-β/BMP シグナルを

抑制することを明らかにした。NEDD4-2 や WWPI が TGF-β/BMP シグナルを抑制するメカニ

ズムについては、両者が Smad7 を介してレセプターをユビキチン化分解することで TGF-β

/BMP シグナルを抑制することを明らかにした、 

さらに、39 癌細胞株を用いて、抑制型 Smad やその補助分子の mRNA の発現レベルをリア

ルタイム PCR 法で調べた結果、TGF-β/BMP シグナルを制御する Smurf1、Smurf2、NEDD4-2

と WWP1 がそれぞれ高発現している癌細胞を同定した。これらの癌細胞においては高発現

した E3 ユビキチンリガーゼによって TGF-βシグナルが抑制されることが癌化に関与して

いる可能性が示唆された。 

Smurf1 と Smurf2 に対する抗体について、アフィニティーと特異性の検討をおこない、

内因性 Smurf2 蛋白の検出に成功した。 

さらに、マウス乳癌細胞株 JygMC(A)の癌転移モデルに Smad7 などのアデノウイルスを投

与して転移を抑制させることに成功し、癌転移における TGF-βシグナルの役割を明らかに

した。 

 

細胞増殖、細胞浸潤に関する Smad シグナルの研究 

ヒト角化細胞株 HaCaT に c-myc を恒常的に発現させると TGF-βの増殖抑制活性に応答し

なくなることにより、c-myc が TGF-/3 による増殖抑制の標的遺伝子として重要であること

を示した。さらに、c-myc 遺伝子の TGF-β反応領域（TIE:TGF-β inhibitory e1ement）を

同定し、LEF1 が TGF-βによる c-myc 遺伝子の転写調節に重要な働きを担っていることを

明らかにした。 

c-Ski の転写抑制効果の分子メカニズムを解析し、c-Ski を含む不活性型 Smad 複合体が

強く DNA に結合し、新たな転写因子のプロモーターヘのリクルートを阻害していることを

明らかにした。次に TGF-βによる Epithe1ia1 mesenchyma1 transition（EMT）誘導作用の

一部は、Id や E2A など H1H 型転写因子が関与していることを明らかにした。 

 

前立腺がん細胞における TGF-βシグナルの解析 

前立腺がん細胞に Tet-offシステムを導入した発現誘導細胞の作製を試み、TGF-βや BMP

の受容体の発現をコントロールできる細胞株を樹立した。さらに、その発現誘導細胞を用

いて、in vivo で前立腺がんの増殖における TGF-βスーパーファミリーレセプターの役割

を解析し、BMP シグナルの重要性を明らかにした。 

 

血管新生に関する Smad シグナルの研究 

肺動脈の過剰な細胞増殖を伴う原因不明の難治性疾患である原発性肺高血圧症（PPH）の

患者に於いて同定された II 型 BMP 受容体の変異の機能を解析し、変異体の全てが BMP シ

グナル伝達能を失っているわけではないが、そのメカニズムはリガンドとの結合の喪失、

キナーゼ活性の喪失、さらに細胞内局在の変化に及ぶことを明らかにした。 
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HUVEC における DNA チップから、ALK1 レセプターでは、STAT1、endog1in、Id ファミリー、

抑制型 Smad が特異的に誘導され、ALK5 レセプターでは c1audin-5 の抑制が起こることを

明らかにした。 

また、ES 細胞から血管を形成する系については、ES 細胞由来の Flk-1 陽性細胞が血管細

胞へ分化する系において、血管内皮細胞においては ALK1 レセプターと Id-1 が、平滑筋細

胞においては ALK5 レセプターと PAI-1 が優位に発現しており、TGF-β添加や活性型 ALK1/5

レセプターの発現により血管内皮細胞と平滑筋細胞の数や割合が変化することを明らかに

した。さらに TGF-β添加みより血管内皮細胞での c1audin-5 の発現が低下し、内皮シート

構造の形成が阻害されることを明らかにした。加えて、FITC-デキストランを用いて血管の

インテグリティーを in vivo で評価する方法を確立し、マウスを用いたマトリゲルプラー

グアッセイで VEGF-A と FGF2 の両者を投与した場合に成熟した血管が形成されることを示

した。さらに、そこへ TGF-βの阻害剤を加えることで、成熟した血管の形成が抑制される

ことを示し、血管形成における TGF-βの役割を明らかにした。 

 

Ⅳ 考察 

がんには個性があり、それぞれのがん細胞にあった適切な治療を行うことが重要と考え

られる。大腸がんや膵臓がんでは TGF-βのシグナルを伝達するレセプターの異常、Smad4

の欠失やシグナルを抑制する Smad6 や Smad7 の発現の上昇が知られている。最近、大腸が

んや膵臓がんなど予後の悪いがんにおいて、TGF-βシグナルの異常ががんの発生や浸潤、

悪性化に関与していることが明らかにされた。また、スキルス胃がんのように TGF-βの発

現が癌の悪性化に関与している例もあり、がん関連遺伝子の中でも TGF-βシグナル伝達分

子は特に注目されている。TGF-βのシグナル伝達においては、レセプターや Smad が重要な

働きを担っているが、その作用は様々な分子によって調節されている。こうしたことから

難治性がんの新たな診断・治療法を開発するためには、TGF-βの新しいシグナル関連因子

の検索や、TGF-βシグナルの詳細な分子メカニズムの研究が急務であると考えられる。 

本研究で我々は、TGF-βのレセプターや Smad が作用を調節する新しい E3 ユビキチンリ

ガーゼを同定した。E3 ユビキチンリガーゼの作用の詳細な分子メカニズムを明らかにする

とともに、癌細胞での発現亢進を示した。シグナル伝達の研究においては in vivo でその

作用を検討することが重要であるので、マウス乳癌細胞株 JygMC(A)の癌転移モデルに

Smad7 などのアデノウイルスを投与して転移を抑制させることに成功し、癌転移における

TGF-βシグナルの役割を明らかにした。さらに TGF-βや BMP の受容体の発現をコントロー

ルできる前立腺がん細胞を樹立し、マウス移植実験系を用いて、前立腺がんの増殖におけ

る BMP シグナルの重要性を明らかにした。また、TGF-βの増殖抑制活性や血管に対する作

用についても、詳細な分子メカニズムを明らかにした。 

TGF-βシグナルの詳細な分子メカニズムが解明されると、がんの遺伝子診断や病理組織

診断が飛躍的に進歩することが期待される。さらに、新たな TGF-βシグナルを抑制する方

法の検索は、がんの浸潤や転移に対する新しい治療法の開発につながる可能性がある。本

研究により得られた基礎的知見は難治性癌の診断・治療体系の構築のために役立つと期待

される。 
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