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研究成果の概要（和文）：間葉系幹細胞は骨形成タンパク質(BMP)による刺激に応答して骨芽細

胞へと分化する。これまでに、BMP応答に重要な転写因子である Smad4が SUMOタンパク質と結

合する(SUMO化修飾)ことで骨芽細胞の分化が制御されていることが分かってきた。本研究では、

SUMO化修飾の阻害により発現が変化する遺伝子を網羅的に解析し、骨芽細胞分化に重要である

ことが期待される遺伝子を複数同定することに成功した。 

 
研究成果の概要（英文）：Osteoblastic differentiation is enhanced by Bone Morphogenetic 
Proteins (BMPs). Recently, we reported that SUMOylation of Smad4 which is a 
transcriptional factor involved in the BMP signaling inhibits osteoblastic 
differentiation induced by BMPs. In this study, I performed a global analysis of gene 
expression by cDNA microarray analysis, and identified several genes encoding the 
transcriptional factors those are expected to be important for osteoblastic 
differentiation. 
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１．研究開始当初の背景 
(1) 幹細胞を用いた再生医療は現在最も研
究が盛んな分野の１つであり、歯科領域にお
いても歯および歯周組織の再生へ向けた研
究が進んでいる。しかし、細胞の癌化をはじ
めとする課題も多く残されており、より安全
な再生医療の実現に向け、幹細胞の分化機構
の解明が強く求められている。研究が進むに
つれ、細胞内シグナル伝達による標的遺伝子

の転写調節の他に、メチル化やアセチル化、
ユビキチン化に代表されるタンパク質修飾
によるエピジェネティックな制御が細胞の
分化機構に深く関わっていることが明らか
になってきた。 
Small Ubiquitin-related Modifier (SUMO)
化修飾はユビキチンに類似したタンパク質
翻訳後修飾の１つであり、SUMO化修飾により
標的タンパク質の活性や細胞内の局在など
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が変化することが報告されている。SUMO化修
飾は細胞周期の調節や、発生段階における形
態形成、細胞の癌化などに重要な役割を担っ
ていることが明らかにされつつあるが、骨を
はじめとする硬組織の形成や細胞の分化に
対する SUMO 化修飾の役割については殆ど分
かっていなかった。 
 
(2) 歯周組織の再生をはじめとした再生医
療への応用に向けて、骨芽細胞の分化機序を
解明する事は非常に重要である。私は本研究
課題開始当初までに、タンパク質翻訳後修飾
の１つである SUMO 化修飾の阻害が BMP 応答
による骨芽細胞分化を大幅に促進すること
を明らかにしていた。 
 
２．研究の目的 
私がこれまでに得た知見をさらに発展さ

せ、本研究課題は SUMO 化修飾が担う骨芽細
胞分化の調節機構を解明し、SUMO化修飾の制
御を介した効率的な骨芽細胞分化誘導系の
開発を目的とした。そのために、 
 
(1) SUMO化修飾の阻害と BMP添加とを組み合
わせた独自の条件下で遺伝子発現の変化を
網羅的に検討し、それらの遺伝子について機
能面から分類することで、SUMO化修飾の阻害
によりどのような機能をもつ遺伝子群の発
現が変化しているのかを明らかにする。 
(2) (1)で発現に変化がある遺伝子について
骨芽細胞分化に関与し得るのかを検討し、
SUMO 化修飾の阻害による骨芽細胞分化促進
の作用機序を解明する。 
(3) ①野生型 Smad4 と SUMO 化修飾を受けな
い変異型 Smad4 の細胞内局在、②疑似的な
SUMO化 Smad4過剰発現による BMP応答能、③
SUMO タンパクの過剰発現による BMP 応答能、
について検討することにより、Smad4の SUMO
化修飾による影響をさらに詳細に解明する。 
 
以上の 3点を本研究課題の目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) マイクロアレイを用いた網羅的な発現
解析 
SUMO化修飾を阻害した C2C12細胞と無処理の
C2C12細胞とを BMP添加条件下で培養した。
培養後に細胞を回収して mRNAを抽出し、Cy3
蛍光色素を用いてラベルした後、マウスオリ
ゴマイクロアレイチップ(G4121B、Agilent
社)を用い G2565BAマイクロアレイスキャナ
ーシステム(Agilent社)にて各遺伝子の発現
量を決定した。 
 
(2) 候補遺伝子の絞り込み 
発現量の変化については、解析ソフト
GeneSpring 11(Agilent社)を用いて解析した。

無処理の場合と比較して発現量が 2倍以上変
化した遺伝子群について、発現量の変化の大
きさおよび機能面に着目して分類した。 
 
(3) 候補遺伝子の骨芽細胞分化に対する機
能解析 
SUMO化修飾を阻害し、BMPを添加して培養し
た条件下での発現量が他の条件下の場合よ
りも 2倍以上大きく、転写因子をコードして
いる遺伝子について siRNAを作製した。siRNA
を C2C12細胞に導入してノックダウンした後、
BMPを添加して骨芽細胞分化を誘導し、アル
カリホスファターゼ(ALP)活性を指標に候補
遺伝子群のノックダウンが骨芽細胞分化に
与える影響を検討した。 
 
(4) Smad4の細胞内局在の検討 
FLAGタグを付した野生型および SUMO化修飾
を受けるリジン残基をアルギニンに置換し
た変異型 Smad4を C2C12細胞に過剰発現させ、
抗 FLAG抗体を用いて蛍光免疫法により局在
を検討した。 
 
(5) 疑似的に SUMO 化修飾された Smad4 の作
製と BMP応答能の検討 
SUMO化修飾を受ける 2か所のリジン残基をア
ルギニンに置換して修飾を受けなくした変
異型 Smad4 の N 末端側に SUMO-1 を融合した
タンパク質を C2C12 細胞に発現させ、BMP 刺
激に対する応答能を(5)と同様の手法により
野生型および SUMO 化修飾を受けない変異型
Smad4と比較した。 
 
(6) SUMO過剰発現条件下での BMP応答能の検
討 
Ubc9 をノックダウンした C2C12 細胞に
SUMO-1,2,3および Id1レポーター遺伝子を導
入した後、BMP 刺激に対する応答能をルシフ
ェラーゼ活性の測定により検討した。 
 
４．研究成果 
(1) C2C12細胞において、SUMO化修飾の阻害
は BMP刺激による骨芽細胞分化を促進し、筋
分化を抑制する。 
私は、今までの研究から、マウス筋芽細胞

由来細胞株 C2C12細胞において、Ubc9をノッ
クダウンして SUMO化修飾を阻害すると、BMP
刺激によるアルカリホスファターゼ(ALP)の
活性および Runx2など既知の骨芽細胞分化マ
ーカーの発現が上昇することを明らかにし
た(図 1)。 
この骨芽細胞分化を効率的に促進させる

条件下で、遺伝子発現がどのように変化して
いるのかを DNAマイクロアレイを用いて網羅
的に検討し、発現の変化を Gene Ontology 解
析により機能面に着目して比較した。 
他の条件下で培養した場合と比較し、SUMO化



 

 

修飾を阻害した上で BMPを添加した場合にお
いてのみ 2倍以上発現が変化した遺伝子群を
機能別に分類した結果、Osteoprotegerin や
Osteomodulin など骨芽細胞へ分化するにし
たがって発現が上昇する遺伝子が複数上昇
している一方で、筋分化に関与する遺伝子群
の発現は有意に低下していた(図 2)。現在ま
でに、BMP シグナルは C2C12 細胞において骨
芽細胞分化を促進し、筋分化を阻害すること
が報告されている。本研究成果から、SUMO化
修飾の阻害が BMPによる細胞分化の制御を増
強していることが示唆された。 
 
(2)SUMO 化修飾の阻害により発現が変化する
転写因子群の骨芽細胞分化における役割の
解明 
マイクロアレイにより発現が変化するこ

とが判明した遺伝子群のうち、発現量の変化
が大きく、転写因子として機能するタンパク
をコードしている遺伝子に着目した。 
それら候補遺伝子群のうち、Lhx8および Irx1
について、siRNA を用いてノックダウンし、
C2C12 細胞における BMP 添加による骨芽細胞
分化誘導に影響を与えるか検討した。 
その結果、Lhx8ノックダウンは BMPによる

骨芽細胞分化を強く抑制し、Irx1のノックダ
ウンは逆に分化誘導を促進した(図 3)。さら
にタンパクの局在を免疫組織学的に検討し
た結果、Lhx8は骨芽細胞に局在が認められた
ことから、骨組織形成に関与することが強く
示唆された。 
これらの転写因子が骨形成に関与すると

いう知見は今までになく、本研究で実施した
SUMO 化修飾に着目したスクリーニングとそ
れに続く機能解析によって、骨芽細胞分化に
重要な役割を担っている可能性をはじめて
明らかにした。 

 
(3) SUMO化修飾による Smad4の機能制御機構
の解明 
 現在までに TGFβおよび BMP シグナルにお
いて転写因子として機能する Smad4 が SUMO
化修飾を受けることは知られているが、SUMO
化修飾が BMPシグナルに対してどのように影
響するかは未解明であった。そこで、SUMO化
修飾をうけるリジン残基をアルギニンに置



 

 

換して SUMO 化修飾を受けない Smad4 変異体
を作製し、野生型 Smad4と細胞内における局
在および BMP応答能について比較した。 
 C2C12細胞に FLAGタグを付した野生型およ
び変異体 Smad4を過剰発現させ、細胞内局在
を検討した結果、どちらも主に細胞質に局在
し、野生型と変異体に差は認められなかった。
このことから、Smad4の SUMO化修飾は細胞内
局在に影響を与えないことが示唆された。 
 Id-1 プロモーターを用いたルシフェラー
ゼアッセイの結果、SUMO化修飾を受けない変
異型 Smad4は野生型と比較して高い BMP応答
能を示す(図 4, K113/158R))。変異体がもつ
高い応答能が SUMO 化修飾によるものである
かを確認するため、変異型 Smad4の N末端側
に SUMO タンパクが融合した融合タンパクを
作製し、同様に BMP 応答能を検討した結果、
SUMOタンパクの融合により変異体 Smad4の応
答能が減少した(図 4(SUMO-K113/158R))。こ
のことから、Smad4の SUMO化修飾が BMP応答
能を抑制的に調節していることが示唆され
た。 

 SUMO化修飾が BMPシグナルを抑制的に調節
していることをさらに確認するため、Ubc9の
ノックダウンによる BMPシグナル伝達の促進
が SUMO タンパク質の過剰発現によりレスキ
ューされるかを検討した。C2C12 細胞におい
て Ubc9 のノックダウンにより BMP 応答能は
有意に上昇するが、この上昇は SUMO-1, 2,3
それぞれの過剰発現により有意に減少する
(図 5)。このことから、SUMO化修飾が BMPシ
グナルの伝達を抑制的に調節していること
がさらに強く示唆された。 
 
 

 
(4)本研究成果のまとめと今後の展望 
本研究課題の遂行により 

①SUMO化修飾は BMPによる細胞分化制御を抑
制的に調節している。 
②SUMO 化修飾の阻害により発現が変化する
遺伝子群のスクリーニングにより転写因子
Lhx8 および Irx1 が骨芽細胞分化に重要な役
割を担う可能性がある。 
③SUMO化修飾は BMPシグナル伝達を抑制的に
調節しており、その調節機構の 1つの標的タ
ンパク質は Smad4である。 
 以上 3点が明らかになった。現在までに骨
組織形成に対する SUMO 化修飾の役割は殆ど
分かっておらず、本研究によって得られた
SUMO 化修飾により骨芽細胞分化が抑制的に
制御されているという知見は、効率的な骨芽
細胞誘導に応用できると期待される。 
そのためには、今後、本研究で関与が明ら

かになった Lhx8や Irx1などの転写因子の詳
細な機能解析や、SUMO化修飾因子の生体内で
の骨組織形成における機能をさらに解析す
ること、および、他の候補遺伝子群において
もスクリーニングを行う事によって、骨芽細
胞分化における SUMO 化修飾による制御機構
をさらに解明することが課題であると考え
られる。 
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