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研究成果の概要（和文）：TGF-β刺激におけるSmurf とArkadiaの機能を角化細胞で解析した。TGF-β刺激によりSmad2
/3のリン酸化が誘導されSmad7の発現が増強し、Smurf1,2の発現は増強したがArkadiaの発現には影響を及ぼさなかった
。SmurfをshRNAを用いて抑制すると、TGF-βで誘導されるSmad2/3のリン酸化およびSmad7の発現が著しく亢進した。逆
にArkadiaを抑制すると、TGF-βで誘導されるSmad2/3のリン酸化およびSmad7の発現が減弱した。また、TGF-βにより
誘導される角化細胞の増殖能および遊走能の抑制作用がSmurfのノックダウンにより更に増強した。

研究成果の概要（英文）：Function of Smurf and Arkadia was analyzed in keratinocytes. Stimulation with 
TGF-beta enhanced Smad2/3 phosphorylation and Smad7 expression. While TGF-beta stimulation enhaced 
Smurf1/2 expression, it did not enhance the expression of Arkadia. The phosphorylation of Smad2/3 and the 
expression of Smad7 were significantly enhanced by reducing Smurf by using shRNA. On the other hand, 
suppression of Arkadia by shRNA reduced the phosphorylation of Smad2/3 and the expression of Smad7. 
Furthermore, suppressive effect of TGF-beta on cell growth and migration was enhanced by knockdown of 
Smurf.

研究分野： 皮膚科
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１．研究開始当初の背景 

TGF-βは細胞増殖・分化の調節、血管新生

などの広い生物活性を持ち、免疫抑制ある

いは抗炎症性サイトカインとしても古くか

ら知られている。そのシグナルは主に細胞

内エフェクターである Smad 蛋白を介して

核内に伝達され、標的遺伝子の転写を誘導

する。その標的遺伝子の一つである I-Smad

は TGF-βのレセプターに直接結合して、こ

れらのシグナルを負に制御している。近年、

特定の Smad に結合する新規の TGF-βシグ

ナル制御因子として Smurf、Arkadia が同定

された。Smurf, Arkadia は E3 ubiquitin 

ligase として標的タンパクをユビキチン

化することによりプロテアソームで分解す

る機能を持つ。Smurf は I-Smad と結合する

ことにより核内から細胞質内に移動し、

TGF-βレセプター、R-Smad をユビキチン化

し、TGF-β のシグナルを負に調節する。

Arkadia は転写を負に調節している

c-Ski/SnoN、および I-Smad をユビキチン

化することにより TGF-β のシグナルを正

に調整する。しかし、Smurf, Arkadia は代

表的な TGF-β 制御因子であるにもかかわ

らず、角化細胞における機能は全く検討さ

れていない。 

我々はこれまでに表皮角化細胞が自然免

疫機能を持っていることを明らかにしてき

た。最近では表皮角化細胞の自然免疫がアト

ピー性皮膚炎の発症増悪に関連しているこ

とを報告した。(JACI 127; 806, 2011)。す

なわち、ダニ抗原や花粉は表皮角化細胞の

NLRP3, ASC, Caspase-1 からなるインフラマ

ソームを活性化し、IL-1β, IL-18 を産生さ

せることを証明した。一方、角化細胞のイン

フラマソーム活性化、および IL-18 産生は

TGF-β により抑制されることを我々は明ら

かにしている（未発表データ）。更に、Th2 反

応に必須であるとされている TSLP は角化細

胞から産生されるが、TGF-βにより抑制され

ることが報告されている(JACI 126; 985, 

2010; JACI 123; 179, 2009)。このように、

インフラマソーム制御の分子機構に関して

は未だほとんど解明されていないが、表皮自

然免疫の制御には TGF-βのシグナルが重要

であると考えられた。そして、そのシグナル

を 調 節 する 新 規 ユ ビ キ チ ン リ ガ ー ゼ

Smurf-Arkadia が自然免疫制御に極めて重要

な働きを持つと考えられた。 

 

２．研究の目的 

このように TGF-βのシグナルは獲得免疫系

だけでなく自然免疫系に対しても抑制的に

作用することが示唆されている。本研究では

表皮角化細胞のインフラマソームを中心と

した自然免疫系制御におけるSmurf, Arkadia

の役割を明らかにする。そのために、まず、

(1) 角化細胞のインフラマソーム活性化の

TGF-βによる抑制を証明し、(2)角化細胞に

おける Smad シグナルの解析を行い、(3) 

Smurf、Arkadia が実際に培養角化細胞でも

TGF-βシグナルを制御するかどうかの機能

解析を行う。更に(4) Smurf, Arkadia を角化

細胞特異的に欠損させた KO マウスを作成し 

表皮自然免疫反応を解析する。以上により、

アトピー性皮膚炎や乾癬などの炎症性皮膚

疾患における Smurf、Arkadia の意義を明ら

かにすることが本研究の目的である。 

 

３．研究の方法 

(1) 角化細胞のインフラマソーム活性化の

TGF-βによる抑制 

TGF-β刺激でインフラマソームの活性化が

抑制されるかどうかを TGF-βで前処理後に

環境因子等で刺激し、IL-1β、IL-18、IL-33

などの産生をELISA、RT-PCRなどで確認する。 

(2) Smad シグナルの解析 

正常培養角化細胞を TGF-βで刺激後に Smad

シグナルを解析する。角化細胞を刺激後に細

胞抽出液を作成し、抗 Smad2/3、抗リン酸化



Smad2/3 抗体を用いて Western blot を行う。 

また、Smad シグナルの活性化に伴い産生する

Smad7 の発現を RT-PCR、Western blot で確認

する。更に、刺激による Smurf、Arkadia の

発現の変化を RT-PCR、Western Blot で検討

する。 

(3) Smurf、Arkadia の機能解析 

レンチウィルスベクターを用いて Smurf、

Arkadia をノックダウンした後に、TGF-βで

刺激を加え Smad シグナルの増強・減弱を検

討する。以前に報告されているように、TGF-

βによる Smad シグナル活性化を Smurf が抑

制させるかどうか、また、Arkadia が Smad シ

グナル活性化を亢進させるかどうかを調べ

る。 

(4) 表皮特異的 Smurf、Arkadia KO マウスの

解析 

Smurf、Arkadia 遺伝子を loxP 配列ではさみ

こんだ Smurf flox/flox マウス、Arkadia 

flox/floxマウスとK5プロモーターで発現す

る K5-Cre マウスを交配することにより、

K5-Cre/Smurf、Arkadia flox/+マウスを作成

する。このマウスを再度 Smurf flox/flox マ

ウス、Arkadia flox/flox マウスと交配する

こ と に よ り K5-Cre/Smurf flox/flox, 

Arkadia flox/flox マウスを作成する。それ

らの外観上の異常や環境因子で刺激後の自

然免疫活性化を Smurf、Arkadia、NLRP3、ASC、

Caspase-1、IL-1αβ、IL-18、IL-33、TSLP

などの免疫染色により検討する。 

 

４．研究成果 

(1) 角化細胞におけるインフラマソームの

活性化、およびIL-1β、IL-18の産生がTGF-β

により抑制されることを ELISA、RT-PCR で確

認した。 

(2) TGF-β刺激により Smad2/3 のリン酸化が

誘導され Smad7 の発現が増強することを

Western blot 、 RT-PCR で 確 認 し た 。

 

また、TGF-β刺激で Smurf1,2 の発現は増強

したがArkadiaの発現には影響を及ぼさなか

った。（下図：TGF-βで刺激後の Smurf1,2 お

よび Arkadia の発現を示す） 

 

 

 
 

(3) Smurf を shRNA を用いて抑制すると、TGF-

βで誘導される Smad2/3 のリン酸化および

Smad7 の発現が著しく亢進した。(下図：TGF-

βで刺激後1時間のバンドに有意に差が見ら

れている) 

 
逆に、ArkadiaをshRNAを用いて抑制すると、

TGF-βで誘導されるSmad2/3のリン酸化およ

び Smad7 の発現が減弱した。また、TGF-βに

より誘導される角化細胞の増殖能および遊

走能の抑制作用がSmurfのノックダウンによ

り更に増強することも明らかにした。 



 

 
(4) Smurf2 KO マウスを臨床的に評価したが

それらの外観上の異常は特定できなかった。

また、同マウスを用いて、環境因子で刺激後

の自然免疫活性化を Smurf、Arkadia、NLRP3、

ASC、Caspase-1、IL-1αβ、IL-18、IL-33、

TSLP などの免疫染色により検討したが、有意

な差を明らかにすることはできなかった。 
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