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研究成果の概要（和文）：本研究はTGFβシグナルと細胞内外のシグナルのクロストークに焦点を当て、ハイスループ
ット・スクリーニングとシグナル依存性の検証を組み合わせることで新規のクロストークTGFβ制御因子を探索した。H
EK293T細胞およびTGFβレポーターを用い約16000の遺伝子をスクリーンし、異なるシグナル依存性のTGFβシグナル制
御因子が複数同定された。これらの因子は全て新規のTGFβシグナル制御因子であり、かつTGFβシグナルと他のシグナ
ル伝達系とのクロストークの焦点となるため、今後制御の分子メカニズムや個体レベルにおける役割を解析することで
新たなシグナルクロストークの意義が明らかになることが期待される。

研究成果の概要（英文）：In this study I performed a functional screening for novel TGFβ signaling 
modulators of which the activity to regulate TGFβ signaling depends on the input of other signaling 
pathways such as Wnt, BMP and FGF/MAPK. Using high-throughput gene expression system, TGFβ responsive 
luciferase reporter and mammalian cell line, I have screened more than 16000 factors and identified 
several novel TGFβ　signaling modulator candidates of which activities change (promoted or inhibited) 
upon other signaling stimuli. Those factors could be the foci of the crosstalk and further analysis will 
reveal novel interaction between TGFβ signaling and other signaling pathways

研究分野：細胞生物学

キーワード： TGFβ　クロストーク
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１．研究開始当初の背景 
 TGFシグナルは細胞の分化や増殖、胚
発生、腫瘍形成など様々な生命現象に重要
なシグナル伝達系である。一つのシグナル
伝達系で多様な役割を果たすため定量的・
定性的に多層的な制御機構が存在し、研究
開始時までにも数多くの TGF制御因子が
同定されその分子メカニズムが研究されて
いた。研究代表者も TGFシグナルの活性
化に必須の制御因子として、細胞内メッセ
ンジャーであるR-Smadの脱ユビキチン化
酵素 USP15 を近年同定し、R-Smad のモ
ノユビキチン化によって TGFシグナルが
制御される機構を明らかにしていた。この
ような TGFシグナル制御機構には細胞内
外からの他のシグナル刺激に依存するもの
も知られており、BMPやWntと言ったシ
グナル伝達系や細胞の密度や形、細胞周期
などの情報が TGFシグナルの活性や標的
因子の選択を調節していることが報告され
ているが、これら異なるシグナル間の相互
作用（クロストーク）の分子的実体は十分
に明らかではなかった。 
 
２．研究の目的 
 本研究では TGFシグナルと細胞内外の
シグナルのクロストークに焦点を当て、ハ
イスループット・スクリーニングとシグナ
ル依存性の検証を組み合わせることで新規
のクロストーク TGF制御因子を探索する
ことを目的に研究を行った。他のシグナル
依存的に TGFシグナルの制御能を変化さ
せる因子は細胞外からの TGFシグナル刺
激を細胞が自らの環境や文脈に沿って解釈
するネットワークの焦点となると考えられ
る（図１）。また、細胞内からのシグナルに
対する応答としてDNA損傷によるUSP15
のリン酸化および Smad2 のユビキチン化
が TGFシグナルに与える影響を検討する。 
 

３．研究の方法 
(1) 本研究は哺乳類培養細胞の系を用い、約
16000の発現ベクターライブラリを探索する
ハイスループットの一次スクリーニングと
その結果得られた候補因子を異なるスケー
ルおよび判定基準で検定する二次スクリー
ニング、さらにその陽性候補因子のシグナル
依存性の検証からなる。一次スクリーニング

は pCAGA12 luciferase、293T細胞、384ウ
ェルプレート、MGC clonesおよび FLJ ライ
ブラリの発現ベクター群を用い、過剰発現す
ることで TGF1 リガンドによる pCAGA12 
luciferase の活性化を促進する因子および抑
制する因子の候補を探索した。 
 
(2) その結果得られた候補因子について、二
次スクリーニングとして 96 ウェルプレート
にスケールアップして同様の活性を確かめ
るとともに異なるTGF応答配列を持つレポ
ーターARE-luciferase に対する活性を観察
し、複数のアッセイにおいて TGFシグナル
を制御する因子を絞り込んだ。 
 
(3) これらのスクリーニングの結果、TGF
シグナルを促進する因子や抑制する因子を
新規制御因子候補として同定し、これらの因
子の TGFシグナルへの制御能が BMP2、
FGF2、Wnt3a、Dorsomorphin（BMPシグ
ナル阻害剤）、PD98059（FGFシグナル阻害
剤）、XAV939 (Wntシグナル阻害剤)で処理す
ることで変化するかどうかを検証した。 
 
(4) USP15のリン酸化と Smad2のユビキチ
ン化の制御について USP15 のリン酸化標的
ア ミ ノ 酸 を ア ラ ニ ン に 置 換 し た
Phospho-deficient 変異体およびグルタミン
酸に置換した Phospho-mimic 変異体を作成
し、Smad2 のユビキチン化に対する影響を
検討した。また、Smad2 のユビキチン化の
生体内での意義を検証するために Smad2 の
ユビキチン化に重要であることが知られて
いる PYモチーフを欠損したマウスを作製す
ることを目標にゲノム編集法を用いた点変
異マウス作製法を確立し、これを用いて
Smad2-deltaPYマウスを作製した。 
 
４．研究成果 
(1) 上記の通り、384ウェルプレート、293T
細胞、pCAGA12 luciferase を用いた一次ス
クリーニングにより約 16000 の発現ベクタ
ーを探索し、TGF1 リガンド刺激によるレ
ポーターの活性化を 3 倍以上促進するもの、
あるいは 1/3以下に抑制するものをそれぞれ



促進因子候補、抑制因子候補としてリスト化
した（図２）。 
 
(2) これら一次スクリーニング陽性因子につ
いて、96ウェルプレート形式で 2つの TGF
シグナルのレポーターである pCAGA12 
luciferaseおよびARE-luciferaseを用いてア
ッセイを行い、異なる実験スケールおよび異
なるTGFレポーターを用いて一次スクリー
ニングの結果を検証した。その結果、44の抑
制因子候補および 45 の促進因子候補がコン
トロールに比べてTGFシグナルを抑制およ
び促進することが確かめられた。これらの因
子のほとんどはTGFシグナルとの関連につ
いて未報告であったが、その中には TGFシ
グナルのmediatorであるSmad3や既知の抑
制因子である TRAF2 が含まれていたことか
らスクリーニングの妥当性が示唆された。 
 
(3) 次にこれらの因子について、他のシグナ
ル伝達、具体的には BMP、FGF、Wntの各
シグナル刺激の存在下でそのTGFシグナル
制御活性が変化するかを検討した。上記のよ
うなシグナル刺激によりTGFの制御活性が
変化する因子は本研究の目的であるクロス
トーク制御因子であると期待される。二次ス
クリーニングと同様に 96 ウェルプレート、
293T 細胞および pCAGA12 luciferase を用
い、上記の候補因子を過剰発現、TGF1 リ
ガンド刺激と同時にリコンビナント BMP2、
FGF2、Wnt3a、Dorsomorphin（BMPシグ
ナル阻害剤）、PD98059（FGFシグナル阻害
剤）、XAV939（Wntシグナル阻害剤）で処理
し、レポーター活性に与える影響を検討した
（図３）。 

その結果、無刺激状態では TGFシグナルの
抑制活性を示すが BMP2 リガンドの存在化
ではTGFシグナル抑制活性を示さない因子
Aや、無刺激状態では TGFシグナルを促進
し、FGF2リガンドの刺激があるとその活性
がさらに高まる因子 B など他のシグナル刺
激依存的にTGFシグナルへの制御活性を変
化させる因子を複数同定することが出来た
(図４)。因子 Aは細胞膜に局在する膜タンパ
ク質制御因子であり、レセプターレベルでの
BMP シグナルと TGFシグナルの相互作用

が示唆される。因子 Bは RNAのプロセシン
グに関わることが報告されているタンパク
質であり、TGFシグナルの構成因子の発現
が RNAレベルで FGF-MAPKシグナルによ
って制御されている可能性を示唆している。
TGFシグナル制御におけるこれらの因子の
役割や分子的な作用機序は全く未知であり、
今後解析を続けることで全く新しいTGFシ
グナル制御機構が明らかになることが期待
される。また、これらの因子は TGFシグナ
ルと他のシグナル伝達系とのクロストーク
の焦点となるため、今後細胞レベルでの分子
メカニズムを解明すること、個体レベルで発
生や恒常性、あるいは発ガンなどの疾患の機
序におけるこれらクロストークの役割や意
義について明らかにすることでTGFシグナ
ルを軸として複数のシグナル伝達間が相互
作用することが複雑な生命現象においてど
のような役割を果たしているのかを明らか
にすることが出来ると期待される。 

 
(4) USP15 の Phospho-deficient および
Phospho-mimic 変異体は野生型と比較して
Smad2 に対する脱ユビキチン活性に大きな
変化は見られなかった。このことから DNA
損傷による USP15 のリン酸化は TGFシグ
ナルの制御に直接的には関与していない可
能性が示唆された。また、近年開発されたゲ
ノム編集の手法を用い、マウスの受精卵に
Smad2 のリンカードメインを認識する
sgRNA と hCas9 の mRNA および鋳型とな
る一本鎖 DNA をインジェクションすること
で Smad2 遺伝子の PY モチーフをコードす
る 15 塩基を欠損させた点変異マウスを作製
した。ゲノム編集を用いた点変異の導入は短
時間および低コストで個体のゲノムに変異
を加えることが出来る点で画期的であり、こ
の Smad2-deltaPY マウスの解析を進めるこ
とでこれまで困難であった個体レベルでの
Smad2 のユビキチン化の意義や、この制御
が個体発生やホメオスタシスにおいてどの
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図３ FGFシグナルの促進/抑制がTGFb制御因子候補に与える影響 
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図４：TGFb制御因子候補A、Bのシグナル依存性 



ように他のシグナル刺激と相互作用するか
が解明されることが期待される。 
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