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序論・目的 

トランスフォーミング増殖因子-β (transforming growth factor-β: TGF-β) は、細

胞の増殖、分化、形態変化及び線維化などの多様な細胞応答を制御しているサ

イトカインである [1–3]。TGF-β の機能の中では増殖抑制作用が最も良く研究

されているが、癌の転移に関わるとされている上皮間葉分化転換 (epithelial-

mesenchymal transition: EMT) 作用や細胞外マトリックス (extracellular matrix: 

ECM) を蓄積させることで組織の線維化を促進する作用についても研究が進ん

でおり、その多様な機能が注目されている [4,5]。TGF-β は構造的に類似したス

ーパーファミリーを形成しており、TGF-β スーパーファミリーは、TGF-β ファ

ミリー、アクチビンファミリー及び bone morphogenetic protein (BMP) ファミリ

ーの主に 3つのサブファミリーから構成される [6]。TGF-β サブファミリーに

属する TGF-β はほぼ全ての組織で産生され、哺乳類では TGF-β1、TGF-β2及び

TGF-β3から成る 3種類のアイソフォームが報告されている。TGF-β は、活性

を持たない潜在型 TGF-β として分泌されるが、何らかの刺激を受けると小分子

量の活性型 TGF-β が切り離され、活性型 TGF-β が TGF-β 受容体と結合する 

[7]。TGF-β シグナリングは、セリン/スレオニンキナーゼである TGF-β Ⅰ型受容

体 (TβR-Ⅰ) と TGF-β Ⅱ型受容体 (TβR-Ⅱ) によって細胞膜上で開始される [8] 

(図 1)。まず、活性型 TGF-β が細胞膜上の TβR-Ⅱへ結合し、TβR-Ⅱと TβR-Ⅰがヘ

テロ四量体を形成した後に、TβR-Ⅱが TβR-Ⅰをリン酸化することで TβR-Ⅰが活性

化する。TGF-β 受容体は mothers against decapentaplegic homolog (Smad) を介す

ることで核へのシグナル伝達を行う [9]。Smad は特異型 Smad 

(receptor-regulated Smad: R-Smad)、共有型 Smad (common-partner Smad: Co-Smad) 

及び抑制型 Smad (inhibitory Smad: I-Smad) の 3 つのグループに分類され、それ

ぞれ異なった役割を果たす [6]。R-Smadに分類される Smad2及び Smad3 
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(Smad2/3) は TGF-β シグナリングの中で転写因子としての役割を果たす重要な

分子である。活性化した TβR-Ⅰは細胞質の Smad2/3 をリン酸化する。その後、

リン酸化 Smad2/3は Co-Smadである Smad4と結合することで核内移行し、例

えば activator protein 1 (AP-1) ファミリーに属する c-Jun や JunBといったタンパ

ク質発現に関わる遺伝子の転写を制御し、TGF-β シグナリングの調節を行って

いる [10–12]。また、TGF-β シグナリングは、ECM 構成因子である I型コラー

ゲンやフィブロネクチンなどの発現を介することで線維化の誘導に関わってお

り [13]、フィブロネクチンの発現には c-Jun が関与していることも知られてい

る [14]。 

近年の研究で、TβR-Ⅰや TβR-Ⅱのようなセリン/スレオニンキナーゼだけでは

なく、いくつかの非受容体型チロシンキナーゼも TGF-β シグナリングに関わっ

ていることが明らかにされてきた。Src型チロシンキナーゼ (Src family kinases: 

SFKs) に属する c-Src [15] は、TGF-β によって誘導されるアポトーシスの制御

に関与している [16]。また、focal adhesion kinase (FAK) [17] は、Smad非依存

的な TGF-β シグナリングの制御に関与している [18]。更に、がん原遺伝子産物

である c-Abl [19] (図 2) が TGF-β 依存的な細胞の形態変化、増殖及び線維化に

関与していることが、in vivo及び in vitro 試験で明らかにされてきた [20–23]。

これらの知見は非受容体型チロシンキナーゼが TGF-β シグナリングへ関与して

いることを示唆しているものの、その詳細な分子機構は未だ明らかにされてい

ない。 

c-Ablによる TGF-β シグナリング制御メカニズムを明らかにするため、我々

は質量分析法を用いて c-Ablの基質探索を行った [24,25]。c-Ablに核移行シグ

ナル (nuclear localization signal: NLS) を付加することで NLS-c-Abl を作製し、

NLS-c-Ablを安定発現させた HeLa S3 細胞からの抽出液を質量分析に用いた。
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抗リン酸化チロシン抗体を用いて免疫沈降することで、NLS-c-Abl 安定発現

HeLa S3 細胞抽出液からリン酸化タンパク質を単離した。その後、単離したリ

ン酸化タンパク質をトリプシンで消化し、質量分析法でリン酸化ペプチドを検

出した。その結果、私は c-Ablの新規基質候補として核内受容体共役因子

SKI-interacting protein (SKIP、SNW domain-containing protein 1: SNW1、Nuclear 

coactivator-62 kDa: NCoA62) を解析することにした (図 3)。SKIP はカルボキシ

ル末端側に NLS を 1 つ持つことで核内に局在している [26]。また、SKIP はビ

タミン D受容体 (vitamin D receptor: VDR) や myoblast determination protein 

(MyoD)、Smad2/3などの転写に関わる重要な分子と結合することで、それらの

活性を調節している [27]。近年の研究で、SKIP は直接 Smad3と結合し、

TGF-β シグナリングにおいて Smad3の転写活性を増強していることが明らかと

なっている [28]。c-Abl は TGF-β シグナリングに関与しているものの、その制

御メカニズムに関わる基質は不明であった。更に、c-Ablは 3つの NLS を持

ち、DNA損傷などの刺激で核内移行することも知られている [29,30]。そこ

で、本研究では c-Abl を介した SKIP のチロシンリン酸化と、そのリン酸化が

TGF-β 依存的な SKIP/Smad3 間の結合及び Smad3の転写活性に与える影響を調

べた (図 1)。 
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材料・方法 

プラスミド 

ヒト野生型 c-Abl-1b (c-Abl) (Dr. Canaani [31] から供与、Weizmann Institute of 

Science, Rehovot, Israel) 及びその変異体をコードした cDNAを pcDNA4/TO ベク

ター (Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham, MA, USA) に組み込んだ [29,32]。

SKIP 又は Smad3をコードした cDNA断片は、HeLa S3 から得られた total RNA

の逆転写産物から PCR 法で合成した。その後、アミノ末端に myc タグ又は

Flagタグを結合させ、pcDNA4/TOベクター (タカラバイオ株式会社、滋賀県草

津市、日本) 又は pCMV_S-FLAGベクター (理化学研究所 バイオリソースセ

ンター、茨城県つくば市、日本) へそれぞれ組み込んだ。チロシン残基をグル

タミン酸又はフェニルアラニンへ置換させた SKIP 点変異体は four-primer 

polymerase chain reaction (four-primer PCR) 法で作製した [33]。PCR 法に使用し

たプライマーの配列は表 1に記した。 

 

抗体 

抗 c-Jun 抗体 (60A8; Cell Signaling Technology, Inc., Danvers, MA, USA)、抗

JunB抗体 (G53; Cell Signaling Technology, Inc.)、抗 SKIP 抗体 (H-300; Santa Cruz 

Biotechnology, Inc., Dallas, Texas, USA)、抗 myc抗体 (9E10; Santa Cruz 

Biotechnology, Inc.)、抗 Flag抗体 (M2 and polyclonal antibody; Merck KGaA, 

Darmstadt, Germany)、抗 Abl抗体 (8E9; Becton, Dickinson and Company, Franklin 

Lakes, NJ, USA)、抗 Actin 抗体 (clone C4; Merck KGaA) 及び抗リン酸化チロシ

ン抗体 (抗 pTyr) (4G10; Merck KGaA) を一次抗体として用いた。 
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HRP (horseradish peroxidase)-F(ab′)2二次抗体として GE Healthcare UK, Ltd. 

(Little Chalfont, Buckinghamshire, UK) から購入したものを使用した。 

 

細胞・遺伝子導入 

HeLa S3 細胞 (国立研究開発法人 医薬基盤・健康・栄養研究所 JCRB細胞

バンク、大阪府茨木市、日本) 及び COS-1細胞は、37°C の条件下で 5% fetal 

bovine serum (FBS) を含有する Iscove's modified Dulbecco's medium (IMDM) で培

養した。A549細胞 (Dr. Tagawaから供与、細胞治療開発研究部、千葉県がんセ

ンター研究所、千葉県千葉市、日本) は、37°C の条件下で 5% FBS を含有する

Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) で培養した。直径 60-mm の培養皿

に細胞を播種し、15 μgの直鎖状 polyethylenimine (25 kDa) (Polyscience, Inc., 

Warrington, PA, USA) を用いて 3 μgのプラスミド DNAを一過性遺伝子導入し

た [24]。内在性 c-Ablによるチロシンリン酸化を検出するために、3 mM 

Na3VO4を用いた。c-Abl を介したチロシンリン酸化を確認するために、20 μM

イマチニブ (c-Abl阻害剤; LC Laboratories, Inc., Woburn, MA, USA)、10 μM 

SU6656 (SFKs 阻害剤; Merck KGaA)、20 μM PP2 (SFKs阻害剤; Merck KGaA) 又

は溶媒 (dimethyl sulfoxide: DMSO) を用いた。5 ng/mL TGF-β1 (活性型; 

PeproTech, Inc., Rocky Hill, NJ, USA) 又は溶媒 (4 mM HCl 及び 1 mg/mL bovine 

serum albumin) は、37°C の条件下で 0.1% FBS を含有する IMDM又は DMEM

に溶解させて用いた。 
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ウエスタンブロッティング及び免疫沈降 

ウエスタンブロッティングは既報に記された方法に従い、セミドライ式を実

施した [25]。SDS サンプルバッファー [50 mM NaF、20 mM β-グリセロリン酸

及び 10 mM Na3VO4を含有] を用いて細胞を溶解し、8又は 10%のポリアクリ

ルアミドゲルを用いて SDS-ポリアクリルアミドゲル電気泳動 (SDS-PAGE) を

行った。その後、パワーサプライを用いて PVDFメンブレン 1 cm2あたり 1 mA

の電流で約 90分間通電し、PVDFメンブレンへ転写した。転写済 PVDFメンブ

レンをブロッキングした後、適切な 1次抗体及び 2次抗体で処理し、ECLを基

質として化学発光を惹起した。化学発光の強度は、ChemiDoc XRSPlus image 

analyser (Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA, USA) 及び Quantity One software 

(Ver. 4.6.9; Bio-Rad Laboratories, Inc.) を用いて測定した。 

免疫沈降は既報に記された方法に従い実施した [25]。TNEバッファー

[20 mM Tris/HCl (pH 7.4)、150 mM NaCl、1% Triton X-100、2 mM EDTA, 2 mM 

Na3VO4及び 50 mM NaFを含有] を用いて細胞を溶解し、15,000 rpm で 10分間

遠心分離した後、上清を回収した。Protein G Sepharose 4 Fast Flow 

(GE Healthcare UK, Ltd.) に抗 myc 抗体を結合させた後、回収した上清に添加

し、4°C に設定した低温室で約 3時間インキュベートさせた。インキュベート

後、Protein G Sepharose 4 Fast Flow を回収し、SDS サンプルバッファー [50 mM 

NaF、20 mM β-グリセロリン酸及び 10 mM Na3VO4を含有] にタンパク成分を溶

解させてウエスタンブロッティングに用いた。 
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デュアルルシフェラーゼレポーターアッセイ 

細胞を 96ウェルプレートに播種し、pGL4.48[luc2P/SBE/Hygro] ベクター

(Promega Corporation, Madison, WI, USA)、pGL4.74[hRluc/TK] ベクター 

(Promega Corporation)、pCMV_S-FLAG/Smad3 ベクター及び

pcDNA4/TO/SKIP(野生型、Y292E及び Y292F) ベクターを一過性遺伝子導入し

た。ルシフェラーゼ活性は、使用説明書に従い Dual-Glo Luciferase Assay System 

(Promega Corporation) 及び FilterMax F5 Multi-Mode Microplate Readers (Molecular 

Devices, LLC., San Jose, CA, USA) を用いて測定した。具体的な操作を以下に示

す。まず、Dual-Glo Luciferase Bufferを Dual-Glo Luciferase Substrate へ全量添加

し、Dual-Glo Luciferase Reagent を作製した。続いて、Dual-Glo Stop & Glo 

Substrateと Dual-Glo Stop & Glo Buffer を 1:100 の割合で混合し、Dual-Glo Stop 

& Glo Reagent を作製した。Dual-Glo Luciferase Reagent を培地と同量添加するこ

とで細胞を溶解し、10 分後にホタルルシフェラーゼの発光を測定した。その

後、Dual-Glo Stop & Glo Reagent を培地と同量添加し、10分後にウミシイタケ

ルシフェラーゼの発光を測定した。 

 

定量的リアルタイム PCR 

RNeasy Micro Kit (Qiagen N.V., Hilden, Germany) を用いて、細胞溶解液から

total RNAを抽出した。精製した total RNAを、High-Capacity RNA-to-cDNA Kit 

(Thermo Fisher Scientific, Inc.) を用いて一本鎖 cDNAに変換した。ABsolute 

QPCR ROX Mix (Thermo Fisher Scientific, Inc.)、TaqMan probes (Thermo Fisher 

Scientific, Inc.) for JunB (Hs00357891_s1) 及び Eco real-time PCR system (Illumina, 

Inc., San Diego, CA, USA) を用いて、得られた一本鎖 cDNAに関して定量的リ
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アルタイム PCR を行った。PCR の反応条件として、95°C で 15分処理した後、

95°C を 15秒と 60°Cを 1分のサイクルを 45回繰り返した。得られた JunB 遺

伝子の発現量をリファレンス遺伝子である HPRT1 (Hs99999909_m1) 遺伝子の

発現量で補正し、比較 Ct 法 (Thermo Fisher Scientific, Inc.) で解析した。 

 

統計解析 

R (Ver. 3.3.2; the R Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria) のユー

ザーインターフェースである EZR (Ver. 1.35; 自治医科大学附属さいたま医療セ

ンター、埼玉県さいたま市、日本) を用いて統計解析を行った [34]。p値が

0.05より小さい時、統計的に有意な差があるとみなした。 
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結果 

1. c-Abl による TGF-β/Smad シグナリングの増強 

TGF-β/Smadシグナリングの下流には c-Jun 及び JunBが存在することが知ら

れている [10,11]。そこで、TGF-β/Smadシグナリングに対する c-Ablの関与を

確かめるため、c-Jun 及び JunBの発現量に対する c-Ablの影響を調べた (主論

文: Supplementary Fig. S1)。HeLa S3 細胞を溶媒 (DMSO) 又は 20 μM イマチニ

ブで 24時間処理し、更に最後の 3時間は溶媒 (4 mM HCl 及び 1 mg/mL bovine 

serum albumin) 又は 5 ng/mL TGF-β1処理を行った。その後、細胞溶解液を回収

し、抗 c-Jun 抗体、抗 JunB抗体及び抗 Actin 抗体を用いたウエスタンブロッテ

ィング法で各種タンパク質の発現量を解析した。主論文 Supplementary Fig. S1

には、Actin に対する c-Jun 又は JunBの量比を相対値として表記した。その結

果、TGF-β 処理で c-Jun 及び JunBタンパク質の発現量は上昇した。また、

TGF-β 処理による c-Jun 及び JunBタンパク質の発現量上昇は、c-Abl特異的阻

害剤であるイマチニブの処理によってそれぞれ阻害された。 

以上の結果から、c-Abl が TGF-β/Smadシグナリングを増強することが内在レ

ベルで確認された。 

 

2. c-Abl による SKIP/Smad3 間の結合の増強 

SKIP は Smad3と結合することで、Smad3の転写活性を増強することが知ら

れている [28]。そこで、SKIP/Smad3間の結合に対する c-Ablの関与を調べるた

め、共免疫沈降法を用いて SKIP に対する Smad3 の結合量を調べた (図 4、主

論文: Fig. 1)。COS-1細胞に myc-SKIP(野生型) 及び Flag-Smad3を共遺伝子導入

し、24時間培養した。更に、最後の 3時間は溶媒、5 ng/mL TGF-β1、20 μM イ

マチニブ、20 μM PP2又は 10 μM SU6656処理を行った。その後、細胞溶解液
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を回収し、抗 myc抗体で myc-SKIP(野生型) を免疫沈降した後、抗 SKIP 抗体

及び抗 Flag抗体を用いたウエスタンブロッティング法で各種タンパク質の発現

量を解析した。図 4及び主論文 Fig. 1Aでは、myc-SKIP(野生型) に対する

Flag-Smad3の量比を相対値として表記した。更に、同様に独立した実験を合計

3回行い、主論文 Fig. 1Bにグラフとして結果を纏めた。グラフでは、

myc-SKIP(野生型) に対する Flag-Smad3の相対量比を mean ± S.E. (n=3) として

表記し、Welch's t-test で統計的検定を行った。アスタリスクは統計的有意差 

(**p < 0.01) を示す。その結果、これまでの報告通り [28]、TGF-β 処理で SKIP

に対する Smad3の結合量は上昇した。また、TGF-β 処理によって増強した

SKIP/Smad3間の結合は、イマチニブ処理によって有意に減少した。一方、

TGF-β 処理によって増強した SKIP/Smad3間の結合は、SFKs特異的阻害剤であ

る SU6656処理では阻害されなかった。尚、PP2は SFKs特異的阻害剤とされて

いるものの、TGF-β 受容体の活性も阻害することが知られており [35]、PP2処

理を行うことで SKIP/Smad3 間の結合が減弱した。 

以上の結果から、c-Abl が SKIP/Smad3間の結合を増強することが示唆され

た。 

 

3. c-Abl による SKIPのチロシンリン酸化 

3-1. c-Abl のキナーゼ活性依存的な SKIPのチロシンリン酸化 

質量分析での結果を確かめるため、c-Ablによる SKIP のチロシンリン酸化を

確認した (主論文: Fig. 2B)。COS-1細胞へ、myc-SKIP(野生型) に加えて恒常活

性型である c-Abl(G2A) [36] 又はキナーゼ活性欠失体である c-Abl(G2A/K290R) 

を過剰発現させて 24時間培養した。その後、細胞溶解液を回収し、抗 myc抗

体で myc-SKIP(野生型) を免疫沈降した後、抗リン酸化チロシン抗体、抗 myc
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抗体及び抗 Abl抗体を用いたウエスタンブロッティング法で各種タンパク質の

発現量を解析した。主論文 Fig. 2Bでは、myc-SKIP(野生型) に対するリン酸化

myc-SKIP(野生型) の量比を相対値として表記した。その結果、恒常活性型であ

る c-Abl(G2A) を共発現させると SKIP のチロシンリン酸化が検出された。一

方、キナーゼ活性欠失体である c-Abl(G2A/K290R) を共発現させても SKIP の

チロシンリン酸化は検出されなかった。 

以上の結果から、c-Abl は SKIP をキナーゼ活性依存的にチロシンリン酸化す

ることが示唆された。 

 

3-2. 内在性 c-Abl による SKIPのチロシンリン酸化 

続いて、内在性 SKIP のチロシンリン酸化に対する c-Ablの影響を調べた (主

論文: Fig. 2C)。A549 細胞を 24時間培養し、最後の 3時間は溶媒、5 ng/mL 

TGF-β1又は 20 μM イマチニブ処理を行った。抗 SKIP 抗体で内在性 SKIP を免

疫沈降した後、抗リン酸化チロシン抗体及び抗 SKIP 抗体を用いたウエスタン

ブロッティング法で各種タンパク質の発現量を解析した。主論文 Fig. 2C で

は、SKIP に対するリン酸化 SKIP の量比を相対値として表記した。その結果、

内在性 SKIP のチロシンリン酸化レベルは TGF-β 処理で上昇し、上昇したリン

酸化レベルはイマチニブ処理で減弱した。 

以上の結果から c-Abl は SKIP をチロシンリン酸化することが内在レベルで

示唆された。 

 

3-3. c-Abl による SKIP Tyr292、Tyr430及び Tyr433残基のチロシンリン酸化 

質量分析の結果から、SKIP の Tyr292及び Tyr433残基を含むリン酸化ペプチド

が検出された (主論文: Fig. 2A)。また、リン酸化サイト予測プログラムである
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NetPhos 2.0 (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos/) を用いると、SKIP のチロシ

ンリン酸化サイトとして Tyr292及び Tyr430を含む複数のチロシン残基が予測さ

れた。更に、プロテオミクスデータベースである PhosphoSitePlus 

(http://www.phosphosite.org/) を用いて検索すると、SKIP のチロシンリン酸化サ

イトとして Tyr292及び Tyr433を含む複数のチロシン残基が示唆された。これら

の予測及び検索結果を考慮し、SKIP の Tyr292残基をグルタミン酸に置換した

myc-SKIP(Y292E) 変異体及び SKIP の Tyr430及び Tyr433残基をグルタミン酸に

置換した myc-SKIP(2YE) 変異体を作製した (主論文: Fig. 2D)。 

c-Ablによる SKIP のチロシンリン酸化部位を探索するため、myc-SKIP(野生

型、Y292E又は YE) のチロシンリン酸化レベルを比較した (図 5、主論文: Fig. 

2E)。COS-1細胞へ、c-Abl(G2A) に加えて myc-SKIP(野生型、Y292E又は 2YE) 

をそれぞれ過剰発現させて 24時間培養した。その後、抗 myc抗体で myc-SKIP

を免疫沈降し、抗リン酸化チロシン抗体及び抗 SKIP 抗体を用いたウエスタン

ブロッティング法で各種タンパク質の発現量を解析した。主論文 Fig. 2E で

は、myc-SKIP に対するリン酸化 myc-SKIP の量比を相対値として表記した。そ

の結果、野生型 SKIP を過剰発現させた場合と比較して、SKIP(Y292E) 変異体

又は SKIP(2YE) 変異体を過剰発現させた場合では SKIP のチロシンリン酸化レ

ベルがそれぞれ 3割程度低かった。 

以上の結果から、c-Abl は SKIP の Tyr292、Tyr430及び Tyr433残基を含む複数の

チロシン残基をリン酸化することが示唆された。 

 

4. SKIP Tyr292残基のチロシンリン酸化による SKIP/Smad3間の結合の増強 

SKIP のチロシンリン酸化が SKIP/Smad3間の結合に与える影響を調べるた

め、SKIP の Tyr292、Tyr430及び Tyr433残基をそれぞれフェニルアラニンに置換し
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た myc-SKIP(Y292F)、myc-SKIP(Y430F) 及び myc-SKIP(Y433F) 変異体を作製

した。更に、SKIP の Tyr430及び Tyr433残基をフェニルアラニンに置換した

myc-SKIP(2YF) 変異体を作製した。フェニルアラニンはリン酸化されていない

チロシンと構造が類似しているため、作製した SKIP YF変異体を非リン酸化変

異体として用いた (図 6)。 

共免疫沈降法を用いて、SKIP/Smad3間の結合に対する SKIP YF変異の影響

を調べた (主論文: Fig. 3B)。COS-1細胞へ、Flag-Smad3に加えて myc-SKIP(野

生型、Y292F、Y430F、Y433F又は 2YF) をそれぞれ共遺伝子導入し、24時間

培養した。更に、最後の 3時間は、溶媒又は 5 ng/mL TGF-β1処理を行った。そ

の後、細胞溶解液を回収し、抗 myc抗体で myc-SKIP を免疫沈降した後、抗

SKIP 抗体及び抗 Flag 抗体を用いたウエスタンブロッティング法で myc-SKIP に

対する Flag-Smad3の結合量を解析した。主論文 Fig. 3Bには、myc-SKIP に対す

る Flag-Smad3の量比を相対値として表記した。その結果、TGF-β 処理下におい

て、SKIP(Y292F) 変異体のみが野生型 SKIP 及び他の各種 SKIP YF 変異体と比

較して Smad3の結合量が少なかった。 

同様の実験を、3-3.項で作製した SKIP(Y292E) 変異体を用いて実施した (図

7、主論文: Fig. 3C)。グルタミン酸はリン酸化チロシンと同様に負電荷を帯びて

いるため、SKIP YE変異体を疑似リン酸化変異体として用いた (図 8)。COS-1

細胞へ、Flag-Smad3に加えて myc-SKIP(野生型又は Y292E) をそれぞれ共遺伝

子導入し、共免疫沈降法を用いて SKIP に対する Smad3の結合量を調べた。図

7及び主論文 Fig. 3C には、myc-SKIP に対する Flag-Smad3の量比を相対値とし

て表記した。更に、同様に独立した実験を合計 3回行い、主論文 Fig. 3D にグ

ラフとして結果を纏めた。グラフでは myc-SKIP に対する Flag-Smad3 の相対量

比を mean ± S.E. (n=3) として表記し、Tukey's test で統計的検定を行った。アス
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タリスクは統計的有意差 (*p < 0.05) を示す。その結果、TGF-β 処理下におい

て、SKIP(Y292E) 変異体は野生型 SKIP と比較して Smad3の結合量が有意に多

かった。なお、TGF-β 処理を行わずに同様の実験を実施したところ、SKIP(野

生型、Y292E及び 2YE) 間で Smad3の相対結合量に大きな差は見られなかった 

(主論文: Fig. 3A)。 

以上の結果から、SKIP の Tyr292残基がチロシンリン酸化されることで

SKIP/Smad3間の結合が増強することが示唆された。 

 

5. SKIP Tyr292残基のチロシンリン酸化による Smad3 の転写活性の増強 

最後に、SKIP(Y292E 又は Y292F) 変異体を用いて、SKIP Tyr292残基のチロシ

ンリン酸化が Smad3の転写活性に与える影響を調べた (主論文: Fig. 4)。 

まず、A549細胞へ、myc-SKIP(野生型、Y292E 又は Y292F)、Flag-Smad3、

Smad binding element (SBE) の下流にルシフェラーゼ遺伝子をコードしたレポー

ターベクター及びコントロールベクターを共遺伝子導入し、24時間培養した。

更に、最後の 6時間は溶媒又は 5 ng/mL TGF-β1 処理を行った。その後、細胞溶

解液を回収し、デュアルルシフェラーゼレポーターアッセイを行った (主論文: 

Fig. 4A)。グラフでは、相対ルシフェラーゼ活性として mean ± S.E. (n=3) を表

記し、Tukey's test で統計的検定を行った。アスタリスクは統計的有意差 (*p < 

0.05; n.s., not significant) を示す。その結果、TGF-β 処理下において、野生型

SKIP を発現させた場合と比較して SKIP(Y292E) 変異体を発現させた場合は、

ルシフェラーゼ活性が有意に高かった。一方、野生型 SKIP を発現させた場合

と比較して SKIP(Y292F) 変異体を発現させても、ルシフェラーゼ活性に有意な

上昇は見られなかった。 
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続いて、Smad3の下流遺伝子である JunB遺伝子の発現量に対する SKIP 点変

異の影響を調べた。A549細胞に myc-SKIP(野生型、Y292E又は Y292F) 及び

Flag-Smad3を共遺伝子導入し、48時間培養した。更に、最後の 24時間は溶媒

又は 5 ng/mL TGF-β1 処理を行った。その後、細胞溶解液を回収し、定量的リア

ルタイム PCR 法で JunB 遺伝子及びリファレンス遺伝子である HPRT1 遺伝子

の相対発現量を調べた (主論文: Fig. 4B)。グラフでは、HPRT1 遺伝子に対する

JunB遺伝子の相対発現量として mean ± S.E. (n=4) を表記し、Tukey's test で統計

的検定を行った。アスタリスクは統計的有意差 (*p < 0.05; n.s., not significant) 

を示す。その結果、TGF-β 処理下において、野生型 SKIP を発現させた場合と

比較して SKIP(Y292E) 変異体を発現させた場合は、JunB遺伝子の発現量が有

意に多かった。一方、野生型 SKIP を発現させた場合と比較して SKIP(Y292F) 

変異体を発現させても、JunB遺伝子の発現量に有意な上昇は見られなかった。 

以上の結果から、SKIP Tyr292残基のチロシンリン酸化によって Smad3 の転写

活性が増強することが示唆された。 
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総括・考察 

非受容体型チロシンキナーゼは TGF-β シグナリングにおいて重要な役割を果

たしていることは知られていたが、これらチロシンキナーゼの基質や TGF-β シ

グナリング制御メカニズムの詳細に関しては不明であった [16,18,20–23]。本研

究では、まず c-Ablが TGF-β 刺激下で SKIP/Smad3 間の結合を増強させ、

Smad3の標的遺伝子産物を増加させていることを示した (結果 1.項、2.項)。そ

して、c-Ablが SKIP をチロシンリン酸化することを示した (結果 3.項)。更に、

SKIP の Tyr292残基がリン酸化されることで、TGF-β 刺激依存的な SKIP/Smad3

間の結合及び Smad3の転写活性が増強することを示した (結果 4.項、5.項)。以

上の実験結果から、c-Ablが SKIP Tyr292残基をチロシンリン酸化することで

SKIP/Smad3 間の結合を強め、Smad3の転写活性を増強した結果、TGF-β/Smad

シグナリングを正に制御していることを新規に見出した (図 9)。また、我々は

これまでにチロシンキナーゼの基質を探索しており、c-Ablの基質として JunB

や HDAC1 を新規に見出してきた [25,37]。本研究では、c-Ablの新たな基質候

補として SKIP を見出した。 

疑似リン酸化変異である SKIP Y292E変異は、TGF-β 刺激下では SKIP/Smad3

間の結合を強める一方で、TGF-β 非刺激下では結合に影響を与えなかった (図

7、主論文: Fig. 3A, C, D)。TGF-β による刺激は、TβR-Ⅰ依存的な Smad3のリン

酸化及び Smad3の核内移行を引き起こす [8]。また、SKIP は NLS を持つこと

で主に核内に局在するため [26,27]、SKIP と Smad3の相互作用は核内で起こる

と考えられる。そのため、恐らく TGF-β 非処理下では SKIP Tyr292残基のリン酸

化の影響を受けるのに十分な量の核内 Smad3が存在していないことが原因で、

SKIP の Y292E変異で Smad3との結合が増強しなかったと考えられる。これら

の結果は、TGF-β 刺激下で核内 c-Ablが SKIP をチロシンリン酸化し、SKIP と
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核内移行してきた Smad3 との結合を誘導することも示唆している。今後、核内

c-Ablが SKIP をチロシンリン酸化していることの検証など、核内 c-Abl に関す

る更なる研究が必要である。 

本研究で点変異させた SKIP Tyr292残基は SKIP が Smad3と相互作用する部位 

(201-303 a.a.) に含まれる一方で、Tyr430及び Tyr433残基はこの相互作用部位に

含まれない [27,28]。更に、SKIP Tyr292残基付近の 299-360 a.a.領域は α-へリッ

クスを形成しており、電荷を帯びている [27]。そのため、SKIP Tyr292残基のチ

ロシンリン酸化による電荷の変化が SKIP の構造に影響を与え、SKIP/Smad3 間

の結合が増強した可能性が考えられる (図 10)。この仮説を確かめるためには、

SKIP の X線結晶構造解析及び SKIP/Smad 間の 3次元結合シミュレーションが

必要であると考えられる。 

SKIP は Smad3以外にも様々な核内分子と結合することで、それらの活性制

御などに関わっていることが知られているため [27]、SKIP のチロシンリン酸

化が Smad3以外の分子との相互作用に影響を与える可能性が考えられる (図

11)。本研究の結果から SKIP Tyr292残基のチロシンリン酸化は SKIP/Smad3 間の

結合に影響を与えることが示唆されており、更に SKIP Tyr292残基は Smad3 との

相互作用部位 (201-303 a.a.) 内に存在する。この SKIP Tyr292残基は Smad3 以外

の SKIP 結合分子との相互作用部位、例えば核内受容体である VDR やレチノイ

ド X受容体 (retinoid X receptor: RXR) との結合部位ともオーバーラップしてい

る。活性型ビタミン D (1,25-(OH)2D3) が結合した VDR は、RXR とヘテロ 2量

体を形成することでビタミン D標的遺伝子の転写を促進するが、SKIP は

VDR/RXR ヘテロ 2量体と結合することでその転写活性を調節している [38]。

また、非受容体型チロシンキナーゼである c-Srcは活性型ビタミン Dにより活

性化することが知られている [39]。このことから、活性型ビタミン Dによって
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活性化した c-Srcが SKIP をチロシンリン酸化し、SKIP と VDR/RXR ヘテロ 2

量体との相互作用に影響を与える可能性がある。この仮説を検証するため、ま

ずは c-Srcによる SKIP Tyr292残基のリン酸化を調べる必要がある。 

SKIP は多くの重要な転写因子の活性制御に関わっており [27]、SKIP の発現

は臨床的な意義も持つため [40]、SKIP がこれらの転写因子を制御するメカニ

ズムの解明は重要だと考えられる。また、SKIP は Smad3と結合することで

Smad3の転写活性を増強することが知られている [28]。しかしながら、SKIP

が Smad3の転写活性を増強する際の詳細な制御機構は未だ明らかとされていな

い。転写共役活性化因子である p300及び CREB-binding protein (CBP) は、

Smad2/3と結合することで Smad2/3の転写活性増強に関与する [41]。p300/CBP

はヒストンアセチル基転移酵素 (histone acetyl transferase: HAT) 活性を有してお

り、ヒストンをアセチル化することでクロマチン構造を緩め、転写を活性化さ

せる [42,43]。SKIP は p300と相互作用することで、VDR 及び RXR 依存的な転

写を調節する [44]。また、SKIP はMLL1ヒストンメチル基転移酵素複合体の

サブユニットであるMenin と結合することで、HIV-1 Tat タンパク質の転写活性

調節に寄与している [45]。そのため、SKIP はヒストン修飾に関わるタンパク

質との相互作用を介して Smad3の転写活性を調節している可能性が考えられる 

(図 12)。疑似リン酸化変異体である SKIP(Y292E) 変異体は TGF-β 刺激下で

SKIP/Smad3 間の結合を増強させるため、この変異体を使用することで SKIP に

よる Smad3の活性制御メカニズムの一端を解明出来る可能性がある。 

我々はこれまでに、核内 c-Ablがクロマチン凝縮を誘導すること、ヒストン

修飾に関わること、転写を抑制することなどを見出してきた [24,29]。一方、本

研究の結果から c-Abl は Smad3の転写活性を増強することで TGF-β/Smad シグ

ナリングを正に制御していることが示唆されている。そこで、c-Abl は核内全
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体としては転写抑制に関わっていると考えられるものの、SKIP などのチロシン

リン酸化を介することでシグナル伝達経路選択的な局所の転写活性化に寄与し

ている可能性が考えられる。チロシンキナーゼによる核内制御に関して、今後

更なる研究の発展が望まれる。 
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図表 

 

図 1. TGF-β/Smad シグナリングと本研究の概要 [21,22,28] 

 

 

図 2. c-Ablチロシンキナーゼ [29]  
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図 3. 核内受容体共役因子 SKIP [27] 

 

 

 

図 4. c-Ablによる SKIP/Smad3間の結合の増強  
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図 5. SKIP YE変異体 (点変異体) 

 

 

 

図 6. SKIP YF変異体 (非リン酸化変異体)  
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図 7. SKIP Tyr292残基のチロシンリン酸化による 

SKIP/Smad3間の結合の増強 

 

 

 

 

図 8. SKIP YE変異体 (疑似リン酸化変異体)  
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図 9. c-Ablによる SKIPのチロシンリン酸化を介した 

TGF-β/Smadシグナリングの制御 [21,22,28] 

 

 

 

 

図 10. SKIP Tyr292のリン酸化が SKIPの構造変換に与え得る影響  
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図 11. SKIP Tyr292のリン酸化が 

Smad3以外の結合分子に影響する可能性 [27,38,39] 

 

 

図 12. 推測される SKIPの転写促進メカニズム [28,41,44,46]  
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 上段: Forward primers (5’ → 3’) 

下段: Reverse primers (5’ → 3’) 

SKIP cDNA AAAGGATCCGCGCTCACCAGCTTTTTACCTGC 

GCAAGAAGAGGAGGAAGGAATAGGAATTCTTT 

SKIP(Y292E) 

変異体 

GGCAGAAGCCCTCGAGATTGCTGATCG 

CGATCAGCAATCTCGAGGGCTTCTGCC 

SKIP(2YE) 

変異体 

GAAGATGAAATTGAAAACGTTGAAGATCAAGCCTGG 

CCAGGCTTGATCTTCAACGTTTTCAATTTCATCTTC 

SKIP(Y292F) 

変異体 

GGCAGAAGCCCTCTTTATTGCTGATCG 

CGATCAGCAATAAAGAGGGCTTCTGCC 

SKIP(Y430F) 

変異体 

GAAGATGAAATTAACGTTTATGATCAAGCCTGG 

CCAGGCTTGATCATAAACGTTGAAAATTTCATCTTC 

SKIP(Y433F) 

変異体 

GAAGATGAAATTTATAACGTTTTCGATCAAGCCTGG 

CCAGGCTTGATCGAAAACGTTATAAATTTCATCTTC 

SKIP(2YF) 

変異体 

GAAGATGAAATTTTCAACGTTTTCGATCAAGCCTGG 

CCAGGCTTGATCGAAAACGTTGAAAATTTCATCTTC 

表 1. PCR法に使用した各種プライマー配列  
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