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研究成果の概要（和文）：Transforming growth factor (TGF)-βは標的細胞に多様な細胞応答

を惹起することにより、個体の恒常性維持において重要な役割を果たしている。本研究におい

て、転写因子 Olig1 が TGF-βシグナル依存的に Smad2/3 と協調し、細胞運動性を促進すること

が明らかになった。また、Smad2/3 と Olig1 の相互作用を阻害することにより、TGF-βによる

細胞運動亢進作用を選択的に抑制することに成功した。これらの知見により、TGF-βによる細

胞応答を選択的に制御する手法の開発へと道が開かれた。 

 
 
研究成果の概要（英文）：Transforming growth factor (TGF)-β plays crucial roles in 
embryonic development and adult tissue homeostasis by eliciting various cellular 
responses in target cells. TGF- β  signaling is principally mediated through 
receptor-activated Smad proteins, which regulate expression of target genes in 
cooperation with other DNA-binding transcription factors (Smad cofactors).  

In this study, we found that the basic helix-loop-helix transcription factor Olig1 
is a Smad cofactor involved in TGF-β–induced cell motility. We also observed that 
cooperation of Smad2/3 with Olig1 is regulated by a peptidyl-prolyl cis/trans isomerase, 
Pin1. We further found that Olig1 interacts with the L3 loop of Smad3. Using a synthetic 
peptide corresponding to the L3 loop of Smad3, we succeeded in selectively inhibiting 
TGF-β–induced cell motility. These findings may lead to a new strategy for selective 
regulation of TGF-β–induced cellular responses. 
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１．研究開始当初の背景 

代表的な細胞増殖因子である transforming 
growth factor (TGF)-βは、標的細胞の種類や状
態に依存して多様な細胞応答を惹起する。顕
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著な例として、正常細胞に対してがん抑制的
に作用するが、いったんがん化した細胞に対
しては悪性化促進的に作用することが知ら
れている。近年、TGF-βのがん悪性化促進作
用に注目し、その作用を抑制する化合物が国
内外の製薬会社により開発されているが、副
作用の問題が懸念される。そこで細胞応答選
択的な第２世代の TGF-βシグナル制御法の開
発が待たれていた。 
 
２．研究の目的 

本研究では、TGF-βのシグナル伝達を媒介
する Smad タンパク質と転写因子（Smad 
cofactor）の協調作用を標的に、細胞応答を選
択的に抑制する手法の開発することを目的
とした。 
 
３．研究の方法 

細胞運動性は chamber migration assay、
wound healing assay により評価した。細胞
増殖は細胞数の計測により評価した。上皮間
葉転換はマーカー遺伝子（E カドへリン、N
カドへリン）の発現変化をイムノブロット法
により検討した。 

遺伝子ノックダウンは siRNA オリゴヌク
レオチドを用いた。ペプチドの細胞内への導
入には peptide transfection 法を用いた。 
 
４．研究成果 
（１）Olig1 は TGF-βによる細胞運動性亢進
作用に関与する 
本研究では Smad cofactor のひとつ、basic 

helix-loop-helix型転写因子Olig1を研究対象に

とりあげた。Olig1 が TGF-β刺激に応答して

Smad2/3 と結合すること、TGF-βの標的遺伝子

の一部だけの誘導に関与することはすでに報

告していた(Ikushima et al., EMBO J. 27, 
2955-2965, 2008)。しかし Olig1 がどのような

細胞応答に関与するかは不明であった。そこ

で Olig1 をノックダウンした細胞で TGF-βへ
の細胞応答を検討した。 

Olig1 ノックダウン条件下では、TGF-βによ

る細胞運動性亢進作用は顕著に抑制されたが、

細胞増殖抑制作用や上皮間葉転換作用は抑制

されなかった。また、他のサイトカインによ

る運動性亢進作用も影響されなかった。従っ

て、Olig1 は TGF-βによる細胞運動性亢進作用

に特異的に関与する Smad cofactor であると結

論した。 
TGF-βによる細胞増殖抑制に関与するとさ

れる Smad cofactor の報告はいくつかあるが、

実験結果に controversial な点も少なくない。

一方、細胞運動性に関与する Smad cofactor と
しては本研究が初めての報告になる。 

TGF-βによる細胞運動性亢進作用は、転移・

浸潤に関与するとされ、がん悪性化を促進す

る細胞応答である。細胞応答選択的な制御手

法開発のターゲットとして好適であると考え、

研究を進めた。 
 
（２）Smad-Olig1 の協調作用は Pin1 により
制御されている 

以前にアメリカのグループにより Pin1 が
TGF-βによる細胞運動性を促進することが報
告されていた（Matsuura et al., J. Biol. Chem. 
285, 1754-1764, 2010）。そこで、 Pin1 が
Smad-Olig1 の協調作用に影響する可能性に
ついて検討した。 

Pin1 をノックダウンすると Smad2/3 と
Olig1 の結合が抑制され、TGF-βによる細胞運
動性も阻害されることがわかった。また、
DNA マイクロアレイと用いた解析により、
Olig1 ノックダウンと Pin1 ノックダウンは
TGF-βによる標的遺伝子の誘導に対して同様
の影響を与えた（図１）。したがって、Pin1
は Smad2/3-Olig1 の協調作用に必須の因子で
あることがわかった。 

 

図１．TGF-β標的遺伝子の誘導に対する Olig1・ 
Pin1 ノックダウンの効果。DNA マイクロアレイの

解析データをヒートマップ表示した。 
 

Pin1のこの作用には Smad2/3のリンカー部
位の CDK8/9 によるリン酸化が必要であるこ
ともわかった。この知見は、Smad タンパク
質の修飾により Smad cofactor との協調作用
が調節されるメカニズムを明らかにした初
めての例である。 
 
（３）Smad-Olig1 相互作用の抑制による細胞
運動性の選択的制御 

最後に、Smad-Olig1 の複合体形成阻害によ
り、細胞応答を選択的に抑制することを試み
た。Smad3 のアミノ酸置換変異体を用いた実
験により、Smad3 タンパク質上で Olig1 との
相互作用に関与する領域を L3 ループ上の２
アミノ酸にまでに絞り込んだ（図２）。 

 



 
図２．Olig1 との結合に関与するアミノ酸残基

R385 と T388 を Smad の立体構造モデル上に表示

した（緑色の残基）。この２残基を含むループ構

造は L3 ループと呼ばれる。 
 

ついで、L3 ループに該当するペプチドを合
成し、細胞に取り込ませたところ、Smad2/3
と Olig1 の結合が阻害され、同時に TGF-βに
よる細胞運動性が抑制されることを見いだ
した。一方、TGF-βによる細胞増殖抑制や上
皮間葉転換は影響を受けなかった。Smad と
Smad cofactor の結合を阻害することにより、
TGF-βシグナルの細胞応答選択的抑制が実現
できることが実証できた。これは低分子化合
物により TGF-βのシグナル伝達の細胞応答選
択的制御に成功した初めての例である。 

 
以上の結果により、TGF-βによるがん悪性化

促進作用を特異的に抑制する手法の開発へと

道筋をつけることができ、本研究の当初の目

的は達成できたと考えている。今後は、この

機能阻害ペプチドを、作用の強さと特異性に

優れた化合物に置き換えることが重要である。

また、TGF-βによるがん悪性化に深く関与す

る Smad cofactor の同定も進める必要がある。 
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