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１．はじめに
　トランスフォーミンググロースファクターβ（TGF-β）は，
細胞の増殖・分化，細胞死，免疫，血管新生，細胞外マト
リックス産生等の制御を担う多機能性のサイトカインで
あり，そのシグナル伝達系は脊椎動物において極めて高
く保存されている [1, 2]。TGF-βのシグナルは生体の形成
や維持に欠かせないものであり，その機能不全は，がんや
線維症といった重篤な疾病や，マルファン症候群に代表さ
れる様々な遺伝性疾患の原因となることが知られている
[3–5]。そのため，TGF-βシグナル伝達系の理解は，これ
らの疾病の発症メカニズムを理解するために欠かせない。
　TGF-βの刺激は，二種類のセリンスレオニンキナー
ゼ型受容体（TβRI, TβRII）によって細胞内に伝達され
る。TGF-βの刺激によって活性化された受容体複合体は，
receptor regulated-SMAD (R-SMAD)と呼ばれる転写因子
SMAD2および SMAD3（以降 SMAD2/3と省略）をリン酸
化する。リン酸化された SMAD2/3は，common mediator 
SMAD (Co-SMAD)と呼ばれる SMAD4と 2対 1のヘテロ
三量体（R-SMAD 2分子と Co-SMAD 1分子）を形成した
後，核内へ移行し様々な遺伝子発現の制御を行う（SMAD
経路，Fig. 1(a)）[6]。TGF-βの刺激は，SMAD経路の他に
SMADを介さない経路（non-SMAD経路）によっても伝
達されるが [7]，本稿では SMAD経路に関して議論する。
　SMAD2/3は，細胞内 TGF-βシグナル伝達系のハブとし
て作用する転写因子である。SMAD2/3は，N末端側に配
列特異的な DNA結合能を持つMad homology 1 (MH1)ド
メインを，C末端側に SMAD4をはじめとする多様な他
タンパク質との相互作用に使われる MH2ドメインを持
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Abstract
　TGF-βは，細胞の様々な機能を制御する多機能性のサイトカインで，その機能不全はがんや線維症といった疾病の原因
となる。TGF-βのシグナルを受けた細胞では，転写因子 SMAD2/3の活性化とともに多様な遺伝子発現の活性化・抑制が
起きる。SMAD2/3の機能は多数の別のタンパク質（補因子）によって制御されている。本研究では，SMAD2/3を中心と
する多様な転写因子複合体がどのような基盤に基づいて構築されるかを解明し，その制御を通じて TGF-βシグナルの調
節が可能であることを提唱した。

つマルチドメインタンパク質で，これら 2つのドメイン
は天然変性領域と予想されるリンカーによってつながっ
ている（Fig. 1(b)）。SMAD2と SMAD3のアミノ酸配列の
相同性は極めて高く，その MH2ドメインでは 97%のア
ミノ酸配列の同一性がある。一方MH1ドメインの機能は
SMAD2と SMAD3で若干異なり，SMAD2の配列特異的
な DNA結合能は SMAD3のそれと比較して低い。TGF-β
シグナルを受けた細胞内では，SMAD2/3のリン酸化依存
的に SMAD2/3-SMAD4のヘテロ三量体（SMAD2-SMAD2-
SMAD4, SMAD2-SMAD3-SMAD4, SMAD3-SMAD3-
SMAD4）がMH2ドメインを介して形成され（Fig. 1(cd)），
シグナルに応じた転写の制御が行われる。
　多くのタンパク質は他のタンパク質と相互作用すること
によって機能を発揮することが知られており，タンパク質
分子間相互作用の解明は生命現象の理解のために欠かせな
い。本研究で着目する転写因子 SMAD2/3も，多様なタン
パク質分子間相互作用を形成する。SMAD2/3の機能は別
のタンパク質（SMAD2/3補因子）との相互作用によって
厳密に制御されているが，SMAD2/3は「配列の相同性を
持たない多数のタンパク質と特異的に相互作用できる」と
いう一風変わった特徴を有する。SMAD2/3は 450アミノ
酸程度からなるそれほど大きくないタンパク質であるが，
タンパク質分子間相互作用のデータベース BioGRID4.2 [8]
によると，SMAD2および SMAD3は，それぞれ 322種
および 379種のタンパク質と相互作用することが報告さ
れている。しかしながら，その中には共通する SMAD2/3
結合性のモチーフはほとんど保存されておらず，なぜ
SMAD2/3が多様な補因子と特異的に相互作用できるのか
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は不明であった。SMAD2/3補因子の多様性は，TGF-βシ
グナルの多機能性と強く関係している。SMAD2/3を中心
とした転写因子複合体の構造多様性の基盤解明は，TGF-β
シグナルの伝達機構の理解にとどまらず，TGF-βシグナル
関連疾患の発症メカニズムの解明や新規治療法の開発に欠
かせない知見となる。
　SMAD2/3補因子の多くは，MH2ドメインに対して結合
することが知られている。そこで本研究では SMAD2/3の
MH2ドメインに着目し，MH2ドメインを介して形成され
る多様な SMAD2/3-補因子複合体の結晶構造解析を行っ
た。その結果，多様な転写因子複合体の形成を可能とす
る，SMAD2/3に特有な分子間相互作用形成機構「SMAD 
cofactor code」の存在が明らかになった [9]。SMAD2/3
と補因子間の特定の相互作用を阻害することによって，
TGF-βシグナルを制御することが可能であり，がんをはじ
めとする TGF-β関連疾患の新規治療法開発への応用が期
待される。

２．SMAD2/3- 補因子複合体の結晶構造
2-1. SMAD2/3 の MH2 ドメインの構造
　SMAD2/3の MH2ドメインは 200残基程度からなる領
域 で，three-helix bundle region，β-sandwich region，loop-
helix region に細分される（Fig. 1(c)）。Three-helix bundle 
regionと β-sandwich regionの間にはヒンジが存在してお
り，TGF-βのシグナルによって誘導される SMAD4とのヘ
テロ三量体形成の際にわずかに屈曲する。TGF-βのシグ
ナルによる SMAD2/3のリン酸化は，SMAD2/3の C末端
に存在する Ser-X-Serモチーフで起こり，活性化した受容
体によって 2つのセリン残基がリン酸化を受ける。リン酸
化された Ser-X-Serモチーフは，ヘテロ三量体中の別の分
子との相互作用に利用される（Fig. 1(d)）。SMAD2/3に結
合する各補因子は，非リン酸化状態（単量体状態）もし
くはリン酸化状態（三量体状態）に対し結合する。「くの

字」型に屈曲した SMAD2/3 MH2ドメインの凹面の領域
は他の SMADとの三量体化に使われるのに対し，凸面の
領域は補因子との結合に利用される。これまでに，MH2
ドメインにおける SMAD2/3-補因子複合体の構造として，
SMAD2/3-SARA 複合体 [10, 11]，SMAD3-FOXH1複合体
[9]，SMAD2-SKI 複 合 体 [9]，SMAD2-CBP 複 合 体 [12]，
SMAD2-MAN1複合体 [13]の構造が明らかにされている
（SMAD2/3-SARA複合体以外の構造は，我々のグループの
研究成果である）。以下に，各 SMAD2/3-補因子複合体構
造の特徴に関して簡単に紹介する。

2-2. SARA 複合体
　SARAは膜にアンカリングするタンパク質で，TGF-β
のシグナルによって活性化された受容体に SMAD2/3を
提示することによって，SMAD2/3のリン酸化を促進する
働きを持つ。SARA は，SMAD binding domain (SBD) と
呼ばれる 57残基の領域を用い SMAD2/3に対して結合す
る [10, 11]。SARAの SBDは，それ自身では特定の三次
構造をとらず，引き伸ばされた構造で SMAD2/3に対して
結合する（Fig. 2(a)）。SARAの SBDは N末端側から，プ
ロリン残基に富んだコイル構造，両親媒性の αヘリック
ス，SMAD2/3 MH2ドメインの N末端領域と逆平行 βシ
ートを形成する βストランドを形成しており，それぞれ，
SMAD2/3の H2ヘリックス近傍，β-sandwich regionの表
面，three-helix bundle regionの H3-H5面に対して結合する。
SARAは SMAD2/3のリン酸化を促進するタンパク質であ
り，リン酸化されていない単量体状態の SMAD2/3に対し
て結合する。

2-3. FOXH1 複合体
　FOXH1は，フォークヘッド型の DNA結合ドメインを
持つ転写因子で，幹細胞の分化を制御する。哺乳動物に
おいて，SMAD2-FOXH1複合体は，goosecoidプロモータ

Figure 1 TGF-β signaling in cell. (a) Schematic diagram of TGF-β signaling in cell. (b) Domain structures of human SMAD2 and SMAD3. (c) MH2 
domain structure of SMAD2. (d) Heterotrimeric structure of SMAD2-SMAD4 complex. The complex consists of two SMAD2 MH2 domains 
(green) and one SMAD4 MH2 domain (cyan). Phosphorylated Ser-X-Ser motifs are shown by sphere models.
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ーに結合し，原条（胚発生の初期の胞胚に形成される線
状の構造）の形成に関与する [14]。また，iPS細胞を作る
際に，FOXH1はヒト線維芽細胞の初期化を促進すること
が知られている [15]。FOHX1は，SMAD interaction motif 
(SIM)と呼ばれる 21残基の領域で SMAD2/3に結合する
[9]。SMAD3-FOXH1複合体において，FOXH1は SARAと
同様引き伸ばされた構造をとり SMAD3に対して結合す
る（Fig. 2(b)）。FOXH1の SIMは，N末端側から両親媒性
のヘリックス，βストランド，疎水性のヘリックスを形成
し，SMAD3の three-helix bundle regionにおける H3-H4面，
H2ヘリックスと L3ループの間の溝，β-sandwich regionの
側面に対して結合する。FOXH1は核内で作用するタンパ
ク質であり，シグナル依存的に形成された三量体状態の
SMAD2/3に対して結合する。

2-4. SKI 複合体
　SKIは転写抑制因子の一種で，TGF-βシグナル伝達系
を負に制御する。TGF-βは細胞増殖抑制作用を持つため，
SKIの過剰発現によって TGF-βシグナル伝達系が阻害さ
れるとがんの成長が促進される。実際多くのがんにおい
て SKIの過剰発現が観察されており，その抑制により腫
瘍の増殖が抑えられることが知られている [16]。SKIは，
N末端側に存在する 25残基の領域で SMAD2/3に対して
結合するが，その領域に変異が生じると TGF-βシグナル
の増強を通じてシュプリンツェン・ゴールドバーグ症候
群が発症する [17]。SKIの SMAD2/3結合領域は両親媒
性の αヘリックスを形成し，SMAD2の three-helix bundle 
regionにおける H3-H5面，及び three-helix bundle regionと
β-sandwich regionの間にできた疎水性の溝に対して結合す
る（Fig. 2(c)）[9]。SMAD2との相互作用には，フェニル
アラニンやロイシンなどのかさ高い疎水性アミノ酸が利用
される。SKIは核内で作用するタンパク質であり，シグナ
ル依存的に形成された三量体状態の SMAD2/3に対して結
合する。

2-5. CBP 複合体
　CBPは転写活性化因子の一種で，TGF-βのシグナルに
応答して三量体化した SMAD2/3に結合し，シグナル依存
的な転写の活性化を促す。CBPは，C末端側に SMAD2/3
結合領域を持ち SMAD2/3に対して結合する。CBPと前述
の SKIの間にアミノ酸配列の相同性は全くないが，CBP
と SKIは競合して SMAD2/3に対して結合する。SMAD2-
CBP複合体において，CBPは SKIと同様に両親媒性の α

ヘリックスを形成し，SMAD2の three-helix bundle region
における H3-H5面に結合する（Fig. 2(d)）[12]。しかし
SKIとは異なり，CBPはアラニンやバリンなどのかさの低
い疎水性アミノ酸を利用し，SMAD2と密な分子間相互作
用を形成する。

2-6. MAN1 複合体
　MAN1は，核膜にアンカリングされているタンパク質で，
脱リン酸化酵素 PPM1Aによる SMAD2/3の脱リン酸化を
促すことにより，TGF-βシグナルを負に制御する。MAN1
に機能喪失性突然変異が起こると，骨斑紋症やブシュケ -
オレンドルフ症候群などの遺伝性疾患が発症する [18]。こ
れまでに紹介してきた SARA，FOXH1，SKI，CBPとは異
なり，MAN1は特定の三次構造を有したドメインを用い
SMAD2に対して結合する（Fig. 2(e)）。MAN1の C末端側
に存在する U2AF homology motif (UHM)ドメインはその直
前に存在する U2AF ligand motif (ULM)と相互作用し，そ
れによって形成されるMAN1の分子表面が SMAD2の H2
ヘリックスの近傍に結合する [13]。

３．SMAD2/3 の MH2 ドメインによる補因子の認識メカ
ニズム
　これまで述べてきたように，SMAD2/3とその補因子の
結合様式は実に多様であり，どの補因子も異なる構造基盤
を用いて SMAD2/3に対して結合する（Fig. 3(a)）。一般的
に，一対多のタンパク質分子間相互作用を行うタンパク質

Figure 2	 Crystal structures of the SMAD2/3-cofactor complexes: (a) the SMAD2-SARA (orange) complex, (b) the SMAD3-FOXH1 (gray) complex, 
(c) the SMAD2-SKI (blue) complex, (d) the SMAD2-CBP (red) complex, and (e) the SMAD2-MAN1 (magenta) complex. 
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Figure 3	 Cofactor binding mechanism of SMAD2/3. (a) Superposition of the SMAD2/3-cofactor complexes. The cofactors are shown in different 
colors as indicated. (b) Hydrophobic patches of the SMAD2/3 MH2 domain. (c) Schematic diagram of the interaction between the SMAD2/3 
MH2 domain and cofactors. Secondary structures of the cofactors are shown by cylinders (helices) and arrows (β strands). (d) Proposed 
cofactor-binding mechanism of the SMAD2/3-SMAD4 heterotrimers.

では，その結合に共通した結合モチーフが利用されるが，
SMAD2/3のMH2ドメインに結合する補因子の中には，そ
のような共通するモチーフがほとんど保存されていない。
わずか 200残基程度の SMAD2/3 MH2ドメインでみられる
このような多岐にわたる分子間相互作用は，非常に独自性
の高い SMAD2/3に特徴的なものであるといえる。
　SMAD2/3-補因子複合体の構造を精査すると，SMAD2/3
のMH2ドメイン上には，補因子が結合する可能性のある
疎水性の小領域（patch）が 6か所（patch A1, A2, A3, B1, 
B2, B3）存在することが見て取れる（Fig. 3(b)）。各補因子
は，これらの疎水性小領域の 1つないし複数を選択し，そ
れらをつなぎ合わせることによって，SMAD2/3に対し結
合している（Fig. 3(c)）。このような，SMAD2/3に特徴的
にみられるタンパク質分子間相互作用様式を，遺伝子暗号
（genetic code）に倣って，「SMAD cofactor code」と呼称し
ている [9]。遺伝暗号では，4つの塩基の中から 3つの塩
基を選択することにより，多様なアミノ酸への翻訳が可

能となっているが，SMAD cofactor codeでは，6か所の疎
水性小領域から，1つないし複数を選択することにより，
SMAD2/3と補因子の間の特異的な相互作用が可能となっ
ている。空間的な配置の制約があるものの，各疎水性小領
域の組み合わせは多様であり，このような特徴的なタンパ
ク質分子間相互作用形成機構が，SMAD2/3の補因子多様
性，ひいては TGF-βシグナルの多機能性に関与している
ものと考えられる。
　ここで重要なことは，同一の疎水性小領域に結合する補
因子の構造は，必ずしも同一である必要はないということ
である（Fig. 3(a)）。例えば，patch A1に対しては CBPや
SKI，SARAが結合するが，その相互作用に係わる構造基
盤はそれぞれ全く異なる。多彩な結合様式は他の疎水性小
領域でも観察されており，patch B3では，Pro-Pro-Asn-Lys
配列からなる βストランドの認識だけでなく，MAN1で
みられるようなループ状の構造の認識も可能である。一般
的な分子間相互作用では一定の構造基盤を利用して分子同
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士が結合するが，SMAD2/3 MH2ドメインの分子表面上で
は，構造のバリエーションに富んだ分子間相互作用がそれ
ぞれの疎水性小領域で形成される。各疎水性小領域単独で
の相互作用はそれほど強固ではないが，SMAD2/3補因子
は各疎水性小領域で形成される弱い相互作用をつなぎ合わ
せることによって，SMAD2/3に対し強固に結合する。
　ここまでは，1つの SMAD2/3 MH2ドメインと補因子の
間の相互作用に関して論じてきた。しかしながら，補因子
の多くはシグナル依存的に活性化された（三量体化した）
SMAD2/3に対し結合することが知られている。SMAD2/3-
SMAD4ヘテロ複合体には，SMAD2/3が二分子含まれるた
め，SMAD2/3-SMAD4ヘテロ複合体に結合する補因子は，
2つの SMAD2/3が持つ疎水性小領域の中から自由に結合
部位を選ぶことができると考えられる（Fig. 3(d)）。実際に，
いくつかの SMAD2/3補因子は，複数の SMAD結合ドメ
インを持つことが知られており，各補因子はより複雑な様
式で SMAD2/3-SMAD4ヘテロ三量体に結合すると考えら
れる [9]。

４．SMAD2/3- 補因子複合体形成阻害による TGF-β シグナ
ルの制御
　TGF-βのシグナルは多様な疾病の発症と強く関係して
いる。例えば TGF-βの異常な活性化はがん悪性化（浸潤
や転移など）や線維症の発症と関係していることが知ら
れている。そこで，本研究によって得られた SMAD2/3-
補因子複合体構造を基に，TGF-βシグナルの制御が可能
か否かを評価した。TGF-β/SMAD経路の活性化には，転
写活性化因子である CBPが必要であることが知られてい
る。そこで，本来細胞内で起こりうる SMAD2/3-CBP複合
体の形成阻害を通じて，TGF-βシグナルを抑制できないか
を検証した。TGF-βシグナルの活性化をレポーターアッ
セイにて評価したところ，SMAD2/3に対する結合力を増

強させた CBP変異体（E1963L）断片（CBPの SMAD2/3
結合領域のみを切り出したもの）を利用することにより，
TGF-β依存的なシグナルの応答を抑制できることが示さ
れた（Fig. 4）[12]。この CBP断片は，SMAD2/3の patch 
A1面に対して結合するため，他の疎水性小領域に対して
結合しSMAD2/3の機能を制御する補因子とは競合しない。
SMAD2/3-補因子間の分子間相互作用を特異的に制御する
ことによって，中和抗体や受容体阻害剤とは作用機序の異
なる新規 TGF-βシグナル制御法を開発できると期待され
る。

５．おわりに
　SMAD2/3-補因子間の多様な相互作用を可能とする
「SMAD cofactor code」は，既知のタンパク質分子間相互
作用では見られない，SMAD2/3のMH2ドメインにおける
新奇なタンパク質分子間相互作用機構である。TGF-βのシ
グナルは生命の維持のために欠かせない一方，その機能不
全はがんや線維症を誘導する。そのため，TGF-βシグナル
伝達系は，これらの疾病の治療の重要な創薬ターゲットと
みなされている。タンパク質分子間相互作用は，次世代の
創薬標的として注目を集めており，本研究の成果を元に，
特定の SMAD2/3-補因子間相互作用を阻害する物質を開発
できれば，多岐に分岐するシグナルの下流での制御を可能
とする，特定の生命現象（疾病）に対し高い特異性を持つ
シグナル調節剤となることが期待される。
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