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論 文 の 内 容 の 要 旨

（目的）

　TGF-β（Transforming-growth factor-β）は、細胞の増殖やアポトーシス、運動など多彩な生体反応を調節し

ているサイトカインである。そのシグナルは、TGF-βが細胞膜表面に存在する受容体に結合した後、受容体

キナーゼによって R-Smad （Receptor-regulated Smad）がリン酸化されることで、シグナルを細胞内へと伝える。

その後、R-Smadは Co-Smad （Common-mediator Smad）と複合体を形成し、核へと移行し、他の転写因子と共

に標的遺伝子の転写を制御している。この TGF-βシグナル伝達系に異常が生じ、恒常性維持機構の喪失が

起こると、発癌や先天性遺伝子疾患などが生じることが知られている。

　TGF-βによって発現が誘導される遺伝子のひとつである TMEPAIは様々な癌細胞でその発現が亢進され

ることが報告されているが、その生理機能に関しては不明な点が多い。そこで、本論文では TMEPAIの機

能解析を目的とした。

（対象と方法）

1． 培養細胞を TGF-βで刺激し、TMEPAIが TGF-βシグナルの標的遺伝子であることを RT-PCR法およびウェ

スタンブロット法により検討した。

2． ヒトおよびマウスの腫瘍組織における TMEPAIの発現について組織免疫染色法およびウェスタンブロッ

ト法により検討した。

3． 培養細胞にTMEPAIを過剰発現させたときのTGF-βファミリーに及ぼす影響についてルシフェラーゼアッ

セイ法により調べた。

4． TMEPAIが R-Smadのリン酸化に及ぼす影響について抗リン酸化 Smad抗体を用いたウェスタンブロット

法により検討した。

5． TMEPAIがR-Smadの核移行やTGF-β標的遺伝子に及ぼす影響について蛍光免疫染色法やRT-PCR法、ウェ

スタンブロット法により検討した。

6． TMEPAIを RNAiによりノックダウンした時の影響について調べた。
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7． TMEPAIが TGF-βシグナルを抑制することが明らかになったため、TMEPAIと TGF-β受容体、SARA、

Smadとの結合を免疫沈降法により検討した。

8． TMEPAIは R-Smadと結合することから、TMEPAIの変異体を作製し、結合部位を調べた。結合部位に変

異を導入した変異体を作製し、機能について調べた。

9．TMEPAIと SARAの機能的競合作用について検討した。

10． Xenopus胚を用いて、TMEPAIを過剰発現またはノックダウンしたときの表現型について解析した。

（結果）

1．TMEPAIは TGF-βシグナルの直接の標的遺伝子であった。

2．TMEPAIはヒト乳癌やマウス小腸腺腫において発現が亢進していた。

3．TMEPAIは TGF-βシグナルを特異的に抑制し、BMPシグナルを抑制しなかった。

4．TMEPAIは TGF-βや activinシグナルによる R-Smadのリン酸化を抑制した。

5．TMEPAIは R-Smadの核移行を阻害し、TGF-β標的遺伝子の誘導を抑制した。

6． TMEPAIをノックダウンすると TGF-βによる R-Smadのリン酸化が持続し、TGF-β標的遺伝子の発現が

増強した。

7．TMEPAIは TGF-β受容体や SARAとは結合せず、R-Smadと結合した。

8． TMEPAIは SIMドメインを介して R-Smadと結合し、SIMドメインに変異を導入すると、TGF-βシグナ

ル抑制作用が消失した。

9．TMEPAIは R-Smadの結合に対して SARAと競合した。

10． Xenopus胚に TMEPAIを過剰に発現させると、背側中胚葉誘導を抑制した。また、TMEPAIの発現を抑

制すると activinによる中胚葉誘導を増強した。

（考察）

　TMEPAIは TGF-βシグナルによって発現が誘導され、TGF-βシグナルを抑制し、BMPシグナルを抑制し

ない、新規のネガティブフィードバック制御分子であることが示された。そのメカニズムは、TMEPAIは

R-Smadを捕捉し、R-Smadとの結合に関して、R-Smadを受容体キナーゼに提示する役割を担う SARAと競

合することで、R-Smadのリン酸化を抑制していると考えられる。また、Xenopus胚では TGF-βと同様のシ

グナル系を持つ activinシグナルを抑制することで、背側中胚葉誘導を阻害した。さらに、TMEPAIは癌細

胞で発現が亢進しており、TGF-βによる細胞増殖抑制作用を阻害し、癌の進展に関与している可能性が示唆

された。

審 査 の 結 果 の 要 旨

　本研究では、TGF-βシグナルや癌化過程で発現が誘導される遺伝子として見いだされた TMEPAIの生理

機能を解明することを目指しており、以下の重要な知見が得られている。すなわち、TGF-βシグナルは

R-Smadのリン酸化を介して標的遺伝子の転写を調節しているが、TGF-βシグナルの活性化により発現する

TMEPAIが SARAと競合的に R-Smadと結合するために、R-Smadが TGF-β受容体と相互作用することがで

きなくなり、結果的に TMEPAIは TGF-βシグナルを負に制御することを明らかにしている。また、TMEPAI

は乳癌の悪性度に依存して発現が亢進していることも示している。このように、本研究で得られた成果は、

非常に興味深く、質の高いものであると評価できる。また、著者の基礎学力や研究遂行能力は優れたもので

あると評価できる。

　よって、著者は博士（医学）の学位を受けるに十分な資格を有するものと認める。


