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研究成果の概要（和文）：TGF-βファミリーは、転写因子Smadの活性化を介して、骨格形成を制御している。
Smad4は、Smad依存的な細胞内シグナルに必須の共役因子である。我々は、タモキシフェン誘導性にSmad4を欠失
できるマウス (Smad4 cKO)を樹立した。Smad4 cKOマウスは、海綿骨の骨量が増え、β-catenin陽性の骨芽細胞
が増加していた。Wntシグナル関連分子の解析によって、Smad4 cKOマウスでは、Wnt7bの発現が亢進しているこ
とが明らかとなった。これらの結果は、Smad4依存的シグナルの阻害によって、Wnt7bの発現亢進を介し、骨形成
が亢進することを示唆する

研究成果の概要（英文）：Members of the transforming growth factor-β (TGF-β) family regulate 
skeletal formation through activating Smad transcription factors. Smad4 is a critical coactivator 
essential for the Smad-dependent intracellular signaling. We established Smad4 conditional knockout 
(Smad4 cKO) mice under the control of tamoxifen. The Smad4 cKO mice showed an increase in bone mass 
in trabecular bone. They also showed an increase in β-catenin positive osteoblasts in spongiosa. 
The analysis of the Wnt signaling related genes revealed that expression of Wnt7b was increased in 
Smad4 cKO mice. These results suggest that the inhibition of Smad4-dependent signaling enhances bone
 formation through increased expression of Wnt7b. 

研究分野： 病態生理学

キーワード： 骨形成　骨系統疾患　骨粗鬆症　シグナル伝達

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究から、出生後におけるSmad4を介したシグナルは、骨形成を抑制している可能性を見出した。さらに、
TGF-βファミリーと骨形成を強力に亢進するWntシグナルの新たなクロストークの発見は、骨粗鬆症をはじめと
した骨代謝関連の疾患の新たな治療標的となる可能性がある。

※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、研究者個人に帰属されます。



様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通）	
１．研究開始当初の背景	

TGF-βファミリーは、BMP、GDF,	TGF-β,	Activin など 30 種類以上の因子からなり、それ

ぞれ骨格の形成や維持に重要な役割を果たす。骨格中の標的細胞が発現する BMP や GDF の

受容体は転写因子 Smad1/5/9 を活性化するのに対し、TGF-βや Activin の受容体は Smad2/3

を活性化することが知られている。一方、Smad4 は、活性化された Smad1/5 および Smad2/3

の両者と複合体を形成し、標的遺伝子への結合に必須の転写共役因子と考えられている。し

かし、胎生期から Smad4 を欠失したマウスは、胎生致死となるため、出生後の骨格をはじめとし

た運動器における Smad4 の役割は不明な点が残されている。そこで、出生後の任意のタイミン

グで転写共役因子 Smad4 を欠失する遺伝子改変マウス	(Smad4	cKO マウス)を樹立、解析し

た。すると、出生後に Smad4 を欠失したマウスでは、骨量が増加することが判明した	(若手

研究 B、2015 年度〜2016 年度	採択課題、研究代表者:塚本翔)。	
	
２．研究の目的	

TGF-βファミリーのシグナルは、一般的に骨格形成を促進すると考えられている。しかし、

TGF-βファミリーのシグナル伝達の共役因子であるSmad4を成体マウスで欠失させると、予想に

反して骨量が増加することを見出した。そこで、本研究では、出生後のSmad4を介したTGF-β

ファミリーによる骨格制御機構を明らかにする目的に、以下の解析を行った。	

(1)	Smad4	cKOマウスにおける骨組織の解析	

(2)	Smad4	cKOマウスによる骨量増加の機序解明	

(3)	Smad4を介したシグナルが制御している骨格形成に重要な標的分子の同定	
	
３．研究の方法	
(1) Smad4	floxed マウスと CAG-CreERt マウスの交配により得られた、10週令の誘導型 Smad4 欠
失マウスにタモキシフェンを投与し、大腿骨の海綿骨及び、皮質骨をマイクロ CT で解析し
た。また、1年齢のマウスにタモキシフェンを投与し、老年マウスにおける影響を検討した。	

	
(2) コントロールマウス及び、Smad4	cKO マウスの脛骨を採取し、固定、脱灰後に、パラフィ
ン包埋による組織切片を作製し、骨代謝に重要なタンパクの免疫染色を行った。	

	
(3) Smad4	cKO マウスの脛骨から抽出した RNA を鋳型に cDNA を合成し、主要な骨代謝関連マー
カーの発現をリアルタイム PCR 法で解析した。	

	
(4) 野生型マウスの骨髄細胞を分離培養し、骨髄間葉系幹細胞を調製した。骨髄間葉系幹細胞に
Wnt7b を処理し、骨芽細胞分化に対する影響をアリザリンレッド S染色で検討した。	

	
(5) Smad4	floxedマウス、Wnt7b	floxed マウス及び、CAG-CreERt を交配し、タモキシフェン誘
導性の Smad4 と Wnt7b のダブルコンディショナルノックアウトマウス（Smad4;Wnt7b	 dcKO）
を樹立し、骨組織の組織学的解析を行った。	

	
４．研究成果	
(1) Smad4	cK0 マウスは、海綿骨が著しく増加していた。一方、マイクロ CTによる定量解析の結
果、皮質骨の骨量に大きな変化はなかった。また、1年齢の老年マウスで Smad4 を欠失した
結果、コントロールと比較して、海綿骨の骨量に変化は認められなかった。	
	

(2) Smad4	cK0 マウスの脛骨組織切片を使用して、骨芽細胞活
性の指標となるオステオカルシン及び、Wnt シグナル活性
化の指標となるβ-catenin の組織免疫染色を行った。す
ると、Smad4	cKO マウスでは、オステオカルシン陽性の骨
芽細胞が増加し、それらはβ-catenin 陽性であることが
明らかとなった	(図 1)。	

	
(3) Smad4	 cKO マウスの骨組織から調製した RNA をサンプルとし、Wnt シグナルを制御する
リガンド、アンタゴニスト及び、受容体の mRNA 発現を検討した。コントロールマウス
と比較解析を行った結果、Smad4	cKO マウスでは、Wnt7b	mRNA の発現が亢進しているこ
とが明らかとなった。	

	

コントロール Wnt7b

コントロール Smad4 cKO

図1.オステオカルシン免疫染色	



(4) 骨髄間葉系幹細胞に Wnt7b 処理を行い、アリザリンレッ
ド S染色を行った。すると、コントロールと比較し、Wnt7b
を処理した骨髄間葉系幹細胞では、アリザリンレッド S
染色陽性の骨様結節が多数認められた。この結果から、
Wnt7b は、in	 vitro で骨芽細胞分化を促進する因子であ
ることが示唆された	(図 2)。	

	
(5) 新たに誘導型 Smad4;Wnt7b	dcKO マウスを樹立し、脛骨の骨量を解析した。Smad4;Wnt7b	dcKO
では、Smad4	cKO による骨量増加が認められず、コントロールマウスと同程度の骨量である
ことが判明した。	

	

以上の結果から、Smad4	 cKO による骨量増加は、Wnt7b を介した作用であることが明らかとな
り、Wnt7b は、骨形成を制御する新たな分子であることが示唆された。	

コントロール Wnt7b

コントロール Smad4 cKO

図 2.アリザリンレッド S染色	
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