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【はじめに】

  細胞増殖因子のーっであるTGF-pは，細胞の分化・増殖の抑制，アポトーシスの誘導，細胞外マト

リックスの産生，炎症の抑制など，きわめて多彩な生理活性を示す．このTGF-f3のシグナルは，細胞

表面の2種類のセリン／スレオニンキナーゼ型受容体にTGF-pが結合することにより細胞に伝達され

る．恒常的に活性化しているH型受容体はI型受容体をりン酸化により活性化させ，活性化I型受容

体は細胞内シグナル伝達分子であるSmadをりン酸化して活性化させる．リン酸化Smadは複合体を

形成して核内に移行し，標的遺伝子の転写を誘導する，

  TGF-pは，このシグナル伝達系を介して細胞増殖抑制作用や免疫抑制作用を示す，それゆえ，この

シグナル伝達系の異常は発癌や免疫疾患などの発症と深く関連している．よって，TGF-[3シグナル伝

達系の制御機構を明らかにすることは，これらの疾患に対する新たな治療薬の開発に寄与すると考え

られる，そこで，本研究ではTGF-pシグナル伝達系を制御する分子の同定とその機能解析を行い，新

知見を得ることを目的とした．

【結果と考察】

  Smad7のMH2ドメインをBaitに用いて，yea8ttwo‐hybrid法によるスクリーニングを行った．そ

の結果，新規Smad結合分子としてPIASファミリーのーっであるPIASyを同定した．PIASファミ

リーはその機能としてサイトカインにより活性化される転写因子S皿灯をはじめとする種々の転写因

子と核内で結合して，そのシグナル伝達系を制御していることが報告されている．よって，PIASyは

TGF・pシグナル伝達系においても制御的な役割を果たしている可能性が考えられ，TGF‾pシグナル伝

達系に対するPnSyの機能解析を行った．

  まず，PLへSyとSmadフんミリーとの結合を検討した．その結果，PIASyはSmad2，3（特異型），

Smad4（共有型），Smad6，7（抑制型）のいずれとも結合することが明らかとなった，さらに，PIAsy

はSmad3のMH2ドメインを介して結合することも明らかとなった，次にPIASyとSmadファミリ

ーとの結合がTGF．Bシグナル伝達系に対し，どのような作用を示すかを検討するためレポーターアッ

セイを行った．その結果，活性型I型受容体またはTGF‐p刺激による転写活性の増強はPIASyの発現

によって抑制された，さらに，ヒト肝癌細胞株Hep3BのPIASy遺伝子をs皿NAでノックダウンし，

TGF‐p刺激で誘導されるP甜．1mRNAをRea1‐timePCR法によって定量した，その結果，ノックダ

ウンによりPAI．lmRNAlevelの顕著な増大が認められた．以上の結果より，PIASyはTGF．pシグナ

ル伝達系を抑制的に制御する分子であることが示された．

  さて，PIASyによるTGF‐pシグナル伝達系の制御機構の解明にあたり，PIASファミリーの
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SUMO-E3 ligaseとしての機能に着目した，っまり，「PIASyはSmad3をSUM01化修飾して何らか

の機能変換をさせてTGF-f3シグナル伝達系を制御する」という仮説を立て検証した．まず，実際に

Smad3がPIASyによりSUM01化修飾されることを明らかにした．次に，PIASyのSUMO-E3 ligase

活性がTGF-pシグナル伝達系の抑制に必要かを検討した．RING-fingerドメインに変異を導入して機

能を喪失したPIASyCAを用いた結果，TGF-pシグナル伝達系に対して抑制作用を示さなかった，よ

って，PIASyによるTGF-pシグナル伝達の抑制にはSmad3のSUM01化修飾が関与する可能性が示

された．

  次にSmad3のSUM01化修飾の生理的意義を検討するため，Smad3のSUM01化修飾部位を探索

した．Smad3はN末端から順にMH1ドメイン，リンカー領域，MH2ドメインの3っから構成され

ている．まず，転写活性化や他の転写因子との結合に関わるMH2ドメインについて検討したが

SUM01化部位は存在しなかった，また，リンカー領域にはりジン残基が存在しないことから，Smad3

のSUM01化部位は核移行やDNA結合に関わるMH1ドメインに存在する可能性が示された，

  さて，PIASyは核に局在することからSmad3のSUM01化修飾は核内で起こると考えられる．そ

して，SUM01化部位がMH1ドメインならば，SUM01化修飾によりSmad3のDNA結合能に影響

を及ぽす可能性が考えられる．これを検討するため，Smad3結合配列を含むニ本鎖オリゴヌクレオチ

ドをセファロース担体に連結させたオリゴヌクレオチド固定化セファロースビーズ（以下，オリゴビ

ーズと記す）を用いてpull-down assayを行った，その結果，SUM01化Smad3はオリゴビーズと結

合せず，さらに非SUM01化Smad3とオリゴビーズとの結合も著しく減少した．これはMH1ドメイ

ンがSUM01化修飾によってマスクされる，あるいは構造が変化することによりDNA結合を阻害さ

れる可能性が考えられる．そして，非SUM01化Smad3のDNA結合も阻害されていることについて

は，SUM01化Smad3が非SUM01化Smad3と複合体を形成してドミナントネガティブとして機能

している可能性が考えられる．

  活性化したSmad3が転写因子としての役割を果たすためには一定の間，核内に留まる必要がある．

そして，Smad3の核内での局在保持の要因としてDNA結合能があげられている．Smad3のSUM01

化修飾によってDNA結合能が低下するならば，SUM01化Smad3は核外排出されやすくなる可能性

がある．そこで，Hep3B細胞にECFP-Smad3を単独発現，またはPIASy，EYFP-SUM01と共発現

させて共焦点顕微鏡で細胞内局在を観察した，その結果，ECFP-Smad3は単独発現下ではTGF-p刺激

30分後は核内に集積していたが，三者の共発現下では主に細胞質に局在していた，しかし，三者の共

発現下でも刺激10分後は核内にECFP-Smad3の集積が見られたことから，核移行の異常ではなく核

外排出が亢進していると考えられる，

  これを裏付けるため，三者の共発現下でTGF-p刺激30分後に細胞質に局在しているSmad3が

SUM01化修飾を受けたものかどうかをEYFP-ECFP問のFRET効率の測定により検討を試みた，ア

クセプターブリーチング法で解析した結果，刺激10分後には核内に，30分後には細胞質にSUM01

化Smad3が存在することが示された．よって，SUM01化Smad3は核内から細胞質に排出されてい

る可能性が示唆された，

【まとめ】

  PIASyはSmad3を含むSmadファミリーと結合し，TGF-pシグナル依存的な転写活性を抑制した．

これは，PIASyが核内に移行してきたSmad3と結合して，そのMH1ドメインをSUM01化修飾す



ることによりSmad3のDNA結合能を低下させ，核内での局在保持を阻害した結果，Smad3の転写

因子としての機能が十分に果たされなぃことによると考えられる．このように本研究では，PIASyを

介したSmad3のSUM01化修飾によるTGF-pシグナル伝達系の制御機構の存在を示した．
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PIASyによるTGF-グシグナル伝達系の制御機構の解析

  平成18年12月11日に当該申請者に対する学位論文の発表，同14日口頭
試問を行い，また平成19年2月9日主論文に関する審査員による書面審査
を実施した．
  発表内容は新たなTGF-pシグナル伝達系制御に関与する分子の同定であ
る。細胞増殖因子のーつであるTGF-pは，細胞の分化・増殖の抑制，アポ
トーシスの誘導，細胞外マトリックスの産生，炎症の抑制など，きわめて
多彩な生理活性を示すため，TGF-pシグナル伝達系の異常は発癌や免疫疾
患などの発症と深く関連している．そのため，TGF-pシグナル伝達系の制
御機構を明らかにすることはきわめて重要であり，その研究成果はTGF-p
を介する病態への新たな治療薬の開発に寄与すると期待される．
  これまでに，TGF-pシグナル伝達系を制御する分子の同定を目的とした
yeast two-hybrid法によるスクリーニングを行い，TGF-pシグナルの細胞内
伝達因子であるSmadの新規結合分子としてPIASファミリーのーつであ
るPIASyを同定した．PIASファミリーはその機能としてサイ卜カインに
より活性化される転写因子STATをはじめとする種々の転写因子と核内で
結合して，そのシグナル伝達系を制御していることが報告されている．よ
って，PIASyはTGF-pシグナル伝達系においても制御的な役割を果たして
いる可能性が考えられ，TGF-pシグナル伝達系におけるPIASyの機能解析
を行った．
  その結果，PIASyはSmadファミリーと結合し，TGF-13シグナル伝達系
を負に制御する分子であることを明らかにした．また，その分子機構の追
究にあたりPIASyのSUMOーE3 ligase活性について着目した．まず，Smad3
がPIASyによってSUM01化修飾されることを明らかにし，さらにPIASy
のSUMO-E3 ligase活性に必要なRINGドメインの機能を欠失させると，
PIASyによるTGF-13シグナル伝達系の抑制作用が消失することを示した．
っまり，Smad3のSUM01化修飾とPIASyのTGF-pシグナル伝達系の抑制



作用が関連することを明らかにした．
  そして次に，Smad3のSUM01化部位の探索を行った．その結果，核移
行やDNA結合に関わるMH1ドメインに存在することが判明した．ここ
で，PIASyは核局在性分子であることからSmad3のSUM01化修飾は核内
で起こると考えられる．SUM01化部位がMH1ドメインならば，SUM01
化修飾によりSmad3のDNA結合能に影響を及ぼす可能性が考えられる．
これについてSmad3結合配列を含む二本鎖オリゴヌクレオチドをセファ
口ース担体に連結させたビーズを用いたpull-down assayで検討した結果，
SUM01化Smad3は二本鎖オリゴと結合しなかった．これはSUM01化修
飾によってMH1ドメインがマスクされる，あるいは構造が変化すること
によりDNA結合を阻害される可能性が考えられる．
さて，活性化Smad3が転写因子として機能するためには一定の間，核内
に留まる必要がある． SUM01化修飾によりDNA結合能が低下するなら
ば，SUM01化Smad3は核から細胞質へ排出されやすくなる可能性がある．
そこで，培養細胞にECFP-Smad3を単独発現，またはPIASy，EYFP―SUM01
と共発現させ，その細胞内局在を観察した．その結果，共発現下のSmad3
は単独発現時に比べて，核移行してから細胞質へ排出されるまでの時間が
短くなっていた．さらに，この細胞質のSmad3がSUM01化修飾を受けた
ものか否かをEYFP-ECFP間のFRET効率の測定により検討した結果，
SUM01化Smad3であった．よって，SUM01化Smad3は核から細胞質へ
排出されることが示唆された．以上の結果から，PIASyによるSmad3の
SUM01化修飾を介した新たなTGF-pシグナル伝達系の制御機構の存在を
示した．
  論文発表に続いて発表内容を中心として関連ある専門分野を含めた口頭
試問を実施した．その内容は，本研究の背景，目的および関連分野等にお
ける知識，またTGF-Dインヒピターの有用性や薬剤開発への応用とその
根拠など多岐に亘った．これらに対する回答は，適切かつ高度なものであ
り，博士の学位を与えるに相応しいと判断した．
提出された学位論文の内容はよくまとまっており，その研究成果は独創的
かつ有用性に富み，本専門研究分野の中で高く評価されるに値する内容で
あると判断した．
  以上の結果，本論文審査委員会は，井本世祐氏を博士（薬学）の学位を
授与するに相応しい十分な学カと研究能カを有するものと認めた．


