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研究成果の概要（和文）：骨形成因子（BMP）は、骨格形成において重要な役割を果たすが、そ

のシグナルレベルは負の制御因子によって適正に保持される。本研究においては、新たな BMP

シグナル阻害因子である Dullard の骨形成における関与を明らかにした。Dullard は、細胞内

の膜構造に局在し、骨芽細胞に発現し、少なくとも BMP の細胞内情報伝達因子 Smad1 のレベル

において BMP シグナルを抑制する事を明らかにした。 

 
研究成果の概要（英文）： Bone morphogenetic protein (BMP) plays crucial roles in 
skeletal formation, and its signal level is regulated properly by negative regulators. 
In the present study, I investigated involvement of novel BMP inhibitor Dullard in 
bone formation. I found that Dullard is localized in intracellular membrane structure, 
expressed in osteoblast, and suppress BMP signaling at least at intracellular signal 
transducer Smad1 level. 
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１．研究開始当初の背景 
 BMP は筋肉内に異所性に骨を誘導する能
力を持つタンパク質として同定された。
BMP2 および BMP4 遺伝子を同時に欠損させ
たマウスでは、軟骨形成、骨形成ともに正
常に開始されるが、生後１週では骨形成が
行われず、生後３週では、骨は吸収されて
しまう。すなわち、BMP2/4 は骨形成の開始
よりもむしろ、生後の骨の成熟化,維持に必
要とされる。 
 BMP 阻害因子は、骨形成において重要な

役割を果たすことが知られている。Tob1 は、
骨芽細胞に発現する細胞内の BMP 阻害因子
であるが、Smad1 に結合する事により、BMP
シグナルを抑制する。Tob1 欠損マウスは骨
形成亢進による骨量増加の表現型を示す。 
 Dullard は、両生類の神経発生に必要と
される新規遺伝子として同定された。
Dullard は、244 アミノ酸からなる脱リン酸
化酵素をコードし、機能がよくわかってい
な い NLI-IF (Nuclear LIM 
Interactor-Interacting Factor)ドメイン
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をもつ。Dullard は、BMP シグナルでリン酸
化された I型受容体(ALK3)を脱リン酸化す
る。さらに、Dullard は、II 型 BMP 受容体
(BMPRII)に結合し、カベオリン経路により
BMPRII を細胞内に取り込み、ユビキチン-
プロテアソーム経路によって分解され、結
果として BMP シグナルが抑制される。この
ような２つの経路での BMP シグナルの阻害
機構はこれまで知られていなかった。 
 Tob1 などの BMP 阻害因子が、骨形成に関
与する事及び、Dullard が BMP シグナルを
抑制する分子である事から、Dullard が骨
形成において重要な役割を果たす可能性が
考えられた。 
 
２．研究の目的 
Dullard が骨芽細胞において BMP シグナル伝
達をどのような作用機序で抑制するか、及び、
Dullard の骨芽細胞分化における役割を明ら
かにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) ルシフェラーゼアッセイ 
骨芽細胞株 MC3T3-E1 に、BMP 応答(BRE)-ルシ
フェラーゼレポーターを骨芽細胞株にトラ
ンスフェクションし、Dullard を過剰発現ま
たは、siRNA によってノックダウンさせ、BMP
シグナルの効果因子に対する影響を調べた。 
(2) 骨芽細胞分化アッセイ 
骨芽細胞株 MC3T3-E1 に、Dullard siRNA ヲト
ランスフェクション後、、BMP 処理を行い
Dullard による骨芽細胞分化を、分化の指標
であるアルカリフォスファターゼアッセイ
および RT-PCR により、遺伝子発現を解析し
た。 
 
４．研究成果 
(1)Dullard の骨組織における発現 
定量的 RT-PCR 法により、Dullard は、骨端
部、骨髄を抜き取った大腿骨の骨幹部や骨
髄などの骨組織および骨芽細胞株
MC3T3-E1 に同程度のレベルで発現してい
た。 
(2) Dullard は骨芽細胞において BMP シグ
ナルを抑制する 
Dullard が骨芽細胞において、BMP シグナル
の抑制に関与するかどうかを調べるために、
Dullard 発現ベクターまたは Dullard に対
する siRNA を BRE-ルシフェラーゼ plasmid
とともに MC3T3-E1 にトランスフェクショ
ンし、ルシフェラーゼアッセイを行った。
その結果、Dullard の過剰発現は、BMP シグ
ナルを抑制し、一方 siRNA による Dullard 
mRNA のノックダウンは、BMP シグナルを増
強した。BMP 抑制因子である Smad6 mRNA は
BMP シグナルによって誘導され、負のフィ
ードバックループを形成していることが知
られているが、MC3T3-E1 において Dullard

遺伝子発現は BMP 処理によって変化しなか
った。このことは、Dullard は BMP シグナ
ルの負のフィードバックループに関与しな
いことを示唆する。 
 
(3)Dullard の BMP 抑制作用機序 
 次に、Dullard が BMP シグナル伝達経路の
どのレベルで抑制的に作用しているかどう
かを BRE-ルシフェラーゼアッセイによって
調 べ た 。 Dullard が 恒 常 活 性 型
BMPR1a(caALK3)の活性を脱リン酸化酵素活
性非依存的に抑制する事を見いだした。さら
に、Dullard は、C 末端リン酸化を模倣する
恒常活性型 SMAD1-EVE、及びリンカー領域の
MAPK リン酸化部位が変異した、さらに強力な
SMAD1-EVE-MM の活性も抑制した。これらの実
験から、Dullard は Smad1 またはその下流で
BMP シグナルを抑制できる事が示された。
Dullard が TGF- シグナル経路に影響を及ぼ
すかどうかも検討した。Dullard は TGF- 処
理及び恒常活性型 TGF R1 によるレポーター
の活性化を脱リン酸化酵素活性非依存的に
抑制した。すなわち、Dullard による
BMP/TGF- シグナルの抑制には、脱リン酸化
酵素活性は必要ない事が示唆された。 
 
(5)Dullard は、カベオソーム-プロテアソー
ム非依存的に BMP シグナルを抑制する。 
過去に発表された報告では、Dullard は、II
型受容体の細胞内領域に結合し、カベオソー
ムを介して、細胞内に取り込み、プロテアソ
ーム依存的なタンパク質分解によって、II型
受容体のタンパク質レベルを下げることに
よって、機能すると報告されていた。本研究
において、しかしながら、骨芽細胞において
は、蛍光免疫染色によって、Dullard と
Caveolin-1 は部分的にしか共局在していな
いことを示した。さらに、カベオソーム形成
阻害剤であるナイスタチンおよびメチル  -
サイクロデキストリン存在下でも、Dullard
は BMP シグナルを抑制した。また、プロテア
ソーム阻害剤である MG132 存在下でも、
Dullard は BMP シグナルを抑制した。これら
のことから、Dullard は、カベオソームープ
ロテアソームとは独立にBMPシグナルを抑制
する事が示唆された。 
 
(6)骨芽細胞分化における Dullard の役割 
 BMP 誘導による骨芽細胞分化に関しては、
siRNA による Dullard ノックダウンは、ALP
活 性 及 び Id3, Osterix, osteocalcin, 
alkaline phosphatase遺伝子発現を減少させ
た。 
 
(7)結論 
Dullard は、BMP 受容体の分解の調節因子と
して以前報告されたが、I 型受容体/SMAD の



下流で BMP/TGF- シグナル伝達の多能的な抑
制因子としてより広範囲な役割を持つこと
が示唆された。 
 
(8)今後の展望 
 過去に発表された Dullard の BMPシグナル
抑制機序は、I 型受容体の脱リン酸化および
II 型受容体の分解促進であった。しかしなが
ら、本研究において、Dullard は、受容体の
下流で、脱リン酸化酵素活性とは独立に、プ
ロテアソームを介さずに、BMP シグナルを抑
制する事を示した。Dullard は、TGF- シグ
ナルも抑制する事から、Dullard は Smad4 な
どの共通のシグナル伝達因子の機能を抑制
する可能性が考えられる。このような Smad1 
あるいは Smad4 を標的とした膜近傍での
BMP/TGF-  シグナル抑制という機構は今ま
で知られていないので、新規性が非常に高い。
現在、Dullard の骨特異的、軟骨特異的ノッ
クアウトマウスを作成中であり、Dullard に
よる新規 BMP/TGF  シグナル抑制機構を介し
た骨格形成の制御メカニズムを明らかにし
ていきたいと考えている。 
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