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研究成果の概要（和文）：TGF-β（transforming growth factor-β）は多様な細胞応答を調節するサイトカイ
ンである。TGF-βは転写因子であるSmad2あるいはSmad3（Smad2/3）を活性化し、活性化したSmad2/3がSmad4を
含むSmad複合体を形成し標的遺伝子のプロモーター領域に結合し、遺伝子発現を制御する。本研究ではSmad複合
体との親和性は同程度であるがプロモーター活性化能が異なる2種類のDNA配列（SBEおよびCAGA）を用いて、
Smad複合体による転写活性化の必要条件を明らかにした。また、TGF-β標的遺伝子発現誘導とSBE、CAGAの関連
について解析した。

研究成果の概要（英文）：TGF-β is a cytokine that regulates a wide variety of cellular responses. 
Smad2 and Smad3 (Smad2/3) are transcriptional regulators activated by TGF-β. Activated Smad2/3 
forms a Smad complex with Smad4 and regulates expression of target genes in the nucleus. The Smad 
complex is known to bind to two distinct Smad-responsive motifs, the Smad-binding element (SBE) (5'
-GTCTAGAC-3') and CAGA motifs (5'-AGCCAGACA-3' or 5'-TGTCTGGCT-3'). In this study, we dissected the 
details of Smad binding and function of the SBE and CAGA motifs. We found that either one SBE or a 
triple-CAGA motif forms a cis-acting functional half-unit for Smad-dependent transcription 
activation; combining two half-units allows efficient activation. We also found that CAGA-like 
motifs with a single base-pair mutation are partially active and the number of CAGA and CAGA-like 
motifs is correlated with fold induction of target gene expression by TGF-βin normal murine mammary
 gland (NMuMG) cells.

研究分野：細胞生物学、生化学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
多機能性サイトカインであるTGF-βの作用は転写因子Smadを介した標的遺伝子発現制御によって主に調節されて
いると考えられている。近年、ChIP-seq解析からゲノム上にリクルートされたSmad複合体の中には転写活性化に
関与していないものも存在することが明らかになってきた。本研究では、TGF-βによる細胞応答機構の詳細を明
らかにするため、DNAに結合したSmadが転写活性化能を持つための必要条件について検討した。本研究成果は、
組織や細胞において異なる遺伝子発現調節を行うことが知られているTGF-βの作用の多様性の理解につながると
考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
TGF-β（transforming growth factor-β）は多様な細胞応答を調節するサイトカインであり、細
胞分化や細胞増殖、免疫応答、組織修復などに関与する。TGF-βが細胞表面の受容体に結合
すると転写因子である Smad2あるいは Smad3（Smad2/3）が活性化し、活性化した Smad2/3
が Smad4 を含む Smad 複合体を形成し標的遺伝子のプロモーター領域に結合することで遺
伝子発現を制御する。しかし、研究代表者は予備的な検討から Smad複合体が結合するにも
かかわらず、転写活性化能をもたない DNA 配列が存在することを見いだし、Smad 複合体
による標的遺伝子の発現誘導には、DNA に結合した Smad 複合体の転写活性化を誘導する
ための条件が存在する可能性が示唆された。 
 
２．研究の目的 
本研究は Smad 複合体との親和性は同程度であり、Smad 複合体による転写活性化を誘導す
るレポーターと誘導しないレポーターを比較解析することで、Smad複合体による転写活性
化の必要条件を明らかにする。そして、TGF-βシグナルによる遺伝子発現制御の理解につな
がる分子基盤を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
（1）レポーターアッセイにより、Smad複合体の活性化に必要な DNA配列の条件について
検討した。 
（2）転写活性化能を持つ Smad-DNA 複合体と転写活性化能を持たない Smad-DNA 複合体
を構成する Smadの違いについて、DNA-affinity precipitation assay （DNAP）およびゲルシ
フトアッセイにより検討した。 
（3）DNA配列とTGF-β標的遺伝子発現誘導の関連についてTGF-β標的遺伝子近傍のChIP-
seqデータを用いて解析した。 
 
４．研究成果 
（1）Smad複合体の転写活性化を誘導する DNA配列の必要条件 
Smad複合体が結合する代表的な DNA配列として、Smad結合に必要なコア配列（GTCTあ
るいは AGAC）が 2 個連続してつながった回文配列である SBE 配列（5’-GTCTAGAC-3’）
と、コア配列を 1つ含む CAGA配列（5’-AGCCAGACA-3’/5’-TGTCTGGCT-3’）が知られて
いる。 
SBEを 3個タンデムにつなげた配列（3xSBE）は TGF-β応答性を示したが、CAGAを 3個
タンデムにつなげた配列（3xCAGA）では TGF-β 応答性を示さなかった。CAGA の個数と
転写活性化の関連を検討したところ、3xCAGAでは転写活性化がみられなかったが、4個以
上に増やすと CAGA の個数依存的な転写活性化の上昇が認められた。一方、SBE の場合、
1 個では転写活性はなく、2 個から活性がみられ、3 個で最大の活性を示した。転写活性化
の程度を比較すると、SBE を 2個つなげたレポーターと CAGAを 6個つなげたレポーター
が同程度の活性を示した。 
次に、SBE1 個と CAGA1 個から 3 個からなるキメラレポーターを作製し、SBE2 個からな
るレポーターと転写活性化能を比較した。すると、CAGA の個数に対応して転写活性が上
昇し、SBE1個と CAGA3個からなる配列を用いた場合、SBE2個と同程度の転写活性を示し
た。 
以上の結果から SBE1個あるいは CAGA3個は不活性型ハーフユニットであり、これらが 2
個つながることで活性型配列になることが示唆された。 
 
（2）転写活性化能を持つ Smad複合体の必要条件 
3xSBEと 3xCAGAに結合する Smadを DNAPにより検討したところ、どちらの配列も TGF-
β 刺激 1 時間でリン酸化 Smad3、Smad2 と Smad4の結合がみられた。また、ビオチンラベ
ルしていない competitorを共存させた場合、DNA-Smad複合体の結合は 3xSBE、3xCAGA共
に互いに排他的であった。 
結合する Smad 複合体の集団に違いがあるのか検討するため、3xSBE あるいは 3xCAGA と
結合しなかった Smad 複合体が異なる DNA 配列と結合できるかどうか、 プローブを変え
ながら 2回連続して DNAPを行うことで検討した。DNAPを 2回連続して行った場合、DNA
配列に結合する Smad 複合体がなかったことから、3xSBE と 3xCAGA に結合する Smad 複
合体の集団には違いがないと考えられた。 
次に、3xSBE あるいは 3xCAGA 結合している Smad 複合体の違いについて、ゲルシフトア
ッセイにより検討した。転写活性化能のない 3xCAGA と結合したタンパク質複合体と比較
して、転写活性のある 3xSBE と結合したタンパク質複合体は移動度が小さくなった。この
タンパク質複合体には Smad3と Smad4が含まれていることを、抗体を用いたスーパーシフ



トアッセイにより明らかにした。また、DNAP の結果と同様に、3xCAGA-タンパク質複合
体、3xSBE-タンパク質複合体の形成はラベルしていない 3xSBE あるいは 3xCAGA を加え
ることで阻害された。 
以上の結果より、転写活性化能を持つ DNA-タンパク質複合体は、転写活性化能を持たない
DNA-タンパク質複合体と比較して DNA 上でより大きな DNA-タンパク質複合体を形成す
ると考えられた。この大きな複合体を構成するタンパク質の同定にはさらなる検討が必要
である。レポーターアッセイの結果より SBE1 個と 3xCAGA はそれぞれ不活性型ハーフユ
ニットでありこれらの配列を 2 個つなげた場合には転写活性がみられること、転写活性化
能をもつ DNA と Smad 複合体はより大きな DNA-タンパク質複合体を形成することから、
Smad複合体が 2ユニットで転写活性化能を持つようになると推察された。 
 
（3）Smad複合体の転写活性化を誘導する DNA配列と遺伝子発現誘導の関連 
SBEと CAGAがどのように内在性の TGF-β標的遺伝子発現制御に関与しているのか、DNA
マイクロアレイより得られたTGF-β刺激依存的に発現が誘導された遺伝子発現のデータと、
ChIP-seq より得られた TGF-β 刺激 1.5 時間後の TGF-β標的遺伝子近傍 50Kb に存在する
Smad2/3結合部位のデータより解析した。 
TGF-β標的遺伝子近傍の Smad2/3結合部位 1000bpにおける SBE、CAGAの個数と遺伝子発
現誘導の関連について検討した。この際、転写活性化にほとんど影響しなかった CAGA（5’-
AGCCAGACA-3’）の上流 2 塩基を対象から除いた 7 塩基（5’-CCAGACA-3’）を CAGA 配
列として計測した。また、これまでに報告されている CAGA一塩基置換体（5’-ACAGACA-
3）（引用文献 1）と、今回新たに見いだされた転写活性化能をもつ一塩基置換体（5’-
CTCAGACA-3’、5’-CCAGTCA-3、5’-CCAGACG-3’）の 4種類の配列を CAGA-like motifと
して遺伝子発現誘導との相関を検討した。 
TGF-β標的遺伝子近傍には SBEはあまり含まれておらず、CAGAと CAGA-like motif （5’-
ACAGACA-3’）が多く存在していた。TGF-β刺激 3時間、8時間で誘導される遺伝子発現誘
導と CAGA および CAGA-like motif の総数において、CAGA 単独の場合を比較して強い正
の相関が見られることが明らかになった。 
 CAGAを介した転写活性化は Smad複合体の DNA結合だけでは誘導されず、転写活性化
能を持つためにはさらに制御機構が存在すること、CAGA は個数あるいは配列に依存して
転写活性化能を柔軟に制御できることから、生体内での遺伝子発現制御では SBE と比較し
て CAGAがよく利用されている可能性が示唆された。 
 
 
 
<引用文献> 
1 Dennler S., Itoh S., Vivien D., ten Dijke P., Huet S., and Gauthier J. M. (1998) Direct binding of 
Smad3 and Smad4 to critical TGFβ-inducible elements in the promoter of human plasminogen 
activator inhibitor-type 1 gene. EMBO J. 17, 3091–3100 10.1093 
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