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研究成果の概要（和文）： 
 
	
 TGF-βが免疫制御において中心的役割を果たすことはよく知られているが、その下流シ
グナル分子である Smad2 と Smad3 の機能的役割については十分に明らかではなかった。
以前、我々はこの Smad2と Smad3が相補的に機能し、制御性 T細胞のマスター遺伝子で
ある Foxp3の誘導など TGF-βを介した免疫抑制機能をもたらすことを明らかにした。 
	
 今回、我々は小児自己免疫疾患における TGF-βシグナル異常を検索するため、ルシフェ
ラーゼ遺伝子の上流に FOXP3遺伝子のプロモーター領域と Smad結合領域を含んだエン
ハンサー領域を組み込んだレポータープラスミドを作成した。本レポータ解析系がヒト T
細胞株で機能することを確認し、更に、上記エンハンサー領域に SMAD2 と SMAD3 のい
ずれのシグナル分子も結合しうることを ChIP解析にて確認した。 
 
 
 
 
研究成果の概要（英文）： 
 
Transforming growth factor-beta (TGF-β) plays a pivotal role in immunoregulation, yet the role of 
its intracellular signaling molecules, known as the Smads, had not been established. Previously, 
we demonstrated that both Smad2 and Smad3 redundantly play essential roles in the 
immunosuppressive function of TGF-β, including the induction of Foxp3, the master regulator of 
regulatory T cells. We made a reporter assay system with the luciferase gene under the control 
of the FOXP3 promoter and enhancer containing Smad-binding element. We confirmed that this 
reporter assay system worked in Jurkat cells, human T cell line. Furthermore, we demonstrated 
that not only SMAD3 but also SMAD2 can bind to the enhancer region on FOXP3 gene by using 
the ChIP assay.	
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１．研究開始当初の背景 
	
 TGF-βが免疫制御において中心的役割を
果たす抑制性サイトカインとしてよく知ら
れているが、その下流シグナル分子である
Smad2と Smad3の機能的役割については
十分に明らかではなかった。 
	
 以前、我々はこの Smad2と Smad3が相
補的に機能し、TGF-βを介した免疫抑制機
能をもたらすこと明らかにした。我々が作
成した Smad2/Smad3欠損マウスは、高度
の自己炎症・自己免疫病態を呈し、早期に
死亡する。Smad2/Smad3両欠損 T細胞で
は、TGF-βによる制御性 T細胞の誘導が認
めなくなった。また、胸腺由来制御性 T細
胞の分化は Smad2/Smad3欠損マウスにお
いても確認出来たが、その絶対数は著減し
ていた。in vitro の実験より TGF-β-Smad
シグナルが Foxp3発現の維持、即ち胸腺由
来制御性 T細胞の生体内での維持に重要で
あることが示唆された。更には、Smad 欠
損 T 細胞では、TGF-βによる Th1 細胞や
Th2細胞の分化抑制効果もみられなかった。
一方で、TGF-βがその分化促進に重要と考
えられている IL-17 を高産生する Th17 細
胞の分化には Smadシグナルは必須ではな
いことが明らかとなった。以上より、Smad
シグナルは免疫抑制に特化した細胞内シグ
ナルであり、ヒト免疫疾患の発症や増悪な
どの病態にも大きく関与すると推測される。 
	
 腸管はヒト最大の免疫組織であり、腸管粘
膜免疫のみならず生体全体の免疫システム
構築に寄与することが、germ-free マウスな
どを用いた研究で明らかとなっている。また、
腸管はTGF-βや IL-10などの抑制性サイトカ
インを豊富に含むリンパ組織としても知ら
れており、本研究では TGF-βとヒト免疫疾
患との関係を明らかにすると共に、TGF-β
をはじめとした抑制性サイトカインを多く
含む腸管を用いて、経口免疫寛容などの免
疫寛容誘導療法の開発を最終目的としてい
る。 
 
 
 
２．研究の目的 
小児自己免疫疾患や自己炎症性疾患におけ

る TGF-βシグナルの異常(特に制御性 T 細
胞の分化障害)を検索し、疾患の病態を明ら
かにすることで、TGF-βシグナル介した新
たな治療戦略を提起する。 
 
 
 
 
３．研究の方法 
小児自己免疫疾患におけるTGF-βシグナル
異常を検索するため、ルシフェラーゼ遺伝
子の上流に FOXP3遺伝子のプロモーター
領域と SMAD結合領域を含んだエンハン
サー領域を組み込んだレポータープラスミ
ドを作成した。同レポーター解析法が
SMAD2と SMAD3のいずれの分子を介し
たシグナルについて検証可能であるかを
ChIP法を用いて評価した。	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
４．研究成果	
 
	
 ルシフェラーゼ遺伝子の上流に FOXP3
遺伝子のプロモーター領域と SMAD 結合
領域を含んだエンハンサー領域を組み込ん
だレポータープラスミドを作成し、Jurkat
細胞を用いて、同レポータ解析が機能する
ことを確認した。 
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Luciferase reporter assay!
; Jurkat cells were transfected with indicated expression vectors in the presence of  !
  FOXP3-reporter plasmids and "-galactosidase plasmids.!
; 24hrs after transfection, cells were lysed and evaluated the luciferase activity. !
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更に、TGF-β刺激下に培養したプライマリ
ーT 細胞を用いて、ChIP 解析を行い、
FOXP3 エンハンサー領域には SMAD2 と
SMAD3 のいずれも結合しうることを確認
した。 
 
 

 
 
	
 これらの結果から、上記レポータ解析を
用いることで SMAD2 と SMAD3 のいずれ
のシグナル異常も検出可能であり、TGF-β
シグナル異常を検索する有用なツールとな
ることが確認出来た。今後は、本レポータ
解析法を用いて、小児免疫疾患における
TGF-βシグナル異常を検索し、新たな病態
の解明や治療の発展に役立てたい。	
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