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研究成果の概要（和文）：ユビキチン―プロテアソーム系は骨形成や骨吸収の過程で種々の細胞内シグナル伝達分子の
制御に関与している．本研究では，プロテオソーム阻害剤の一つであるBortezomibが筋分化を抑制し，Runx2のユビキ
チン―プロテアソームシステムによる分解を抑制することにより，骨芽細胞分化を誘導することを明らかにした．また
，Bortezomibは骨芽細胞分化に関与するマイクロRNAの発現も誘導した．さらに，ユビキチンリガーゼ（E３）阻害剤や
そのノックダウンによって骨芽細胞分化を促進する効果があることを見出した．

研究成果の概要（英文）：Recent observations suggest that bone metabolism is regulated by the ubiquitin-pro
teasome pathway, and certain proteasome inhibitor has been reported to induce differentiation of osteoblas
ts in vitro and in vivo. In this study, we show that bortezomib induces osteoblastic differentiation and i
nhibits myogenic differentiation in C2C12 cells in culture. Bortezomib inhibits ubiquitin proteasome pathw
ay to degradation of osteogenic transcriptional factor Runx2 and the function of proteasome in controlling
 degradation of signaling molecules in osteoblast differentiation. Bortezomib could not alter transcriptio
nal activities of beta-catenin dependent reporter and canonical Wnt signaling target gene expression. We a
lso demonstrated that inhibition of certain ubiquitin ligase (E3) up-regulates the differentiation of oste
oblasts.
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１．研究開始当初の背景 
ユビキチン―プロテアソーム系はタンパ

ク質に付加されたユビキチン鎖をプロテア
ソームが認識し，迅速かつ不可逆に標的タン
パク質を分解するシステムである。標的タン
パク質へのユビキチン付加反応はユビキチ
ン活性化酵素（E１），ユビキチン結合酵素（E
２），ユビキチンリガーゼ（E３）によって行
われる．このユビキチン―プロテアソーム系
は，不要タンパク質の分解、抗原提示，細胞
周期調節など生命活動に必須な重要な役割
を果たしている． 
 1990 年代後半からの研究の発展で，骨芽細
胞分化に関わる転写因子やシグナル伝達分
子が同定されてきた．これらの転写因子であ
る Runx2, Smad, β-catenin や Ik-B は，いずれ
もプロテアソームで分解され，BMP-2 は
Runx2 のプロテオソームでの分解を抑えると
の報告もある．最近では，E３である Smrf1, 
β-TrCP1 や Schnuri 3 のノックアウトしたマ
ウスでは骨量が減少し，これらを過剰発現マ
ウスでは骨量が減少することが，報告されて
いる． さらに，近年多発性骨髄腫に有効な
治療薬として臨床に使用されるようになっ
た 26S プロテオソーム阻害剤 Bortezomib は，
がん細胞のアポトーシスを誘導すると共に，
骨吸収を抑制し骨量を増加させることが報
告されている．マウスを用いた実験から
Bortezomib は，骨形成を促進し骨量を増加さ
せる．  
 これらの研究動向から，骨形成・骨吸収の
過程にユビキチン―プロテアソーム系が極
めて重要な役割を果たしていることが予想
される．しかし，この作用の分子機構は未解
明である． 
 
２．研究の目的 
ユビキチン―プロテアソーム系は，不要タ

ンパク質の分解、抗原提示，細胞周期調節な
ど生命活動に必須な重要な役割を果たして
いる．近年，このユビキチン―プロテアソー
ム系が，骨形成・骨吸収の過程でさまざまな
細胞内シグナル伝達分子の制御に関与し，極
めて重要な役割を果たしていることが推測
されるようになりつつある．そこで，本研究
では，種々のプロテオソーム阻害剤およびユ
ビキチンリガーゼ（E３）阻害剤やノックダ
ウンの骨芽細胞分化に及ぼす効果と，Smad, 
Runx2, β-catenin, NF-kB などのシグナル
伝達分子のユビキチン化・プロテオソームに
おける分解と骨芽細胞分化に関する分子機
構を明らかにすることを目的とした． 

３．研究の方法 
(１)  プロテアソーム阻害剤の細胞分化に及
ぼす効果の検討 
未分化間葉系細胞である C3H10T1/2, ST-2, 

C2C12 細胞もしくは骨髄間葉系幹細胞培養
系に，26S プロテアソーム阻害剤である
Bortezomib, 20Sプロテアソーム阻害剤である
Lactacystin, epoxomicin もしくは MG132 を添
加し培養した．リアルタイム定量 RT-PCR 法，
Western blot 法などにより，osteocalcin, ALP, 
Runx2,などの骨芽細胞分化に関係するmRNA
発現やタンパク質産生に及ぼす影響を調べ，
骨芽細胞分化に及ぼす効果を検討した．また，
筋細胞分化や脂肪細胞分化に対するプロテ
アソーム阻害剤の効果を調べた．  
(２)  ユビキチンリガーゼＥ３のノックダウ
ンによる骨芽細胞分化誘導効果の検討 

C3H10T1/2, ST-2, C2C12 細胞もしくは骨髄
間葉系幹細胞培養系で，種々のユビキチンリ
ガーゼＥ３の発現を sgRNA, miRNA など低
分子 RNA を用いてノックダウンさせ，アル
カリフォスファターゼ活性染色等を行った．
また，リアルタイム定量 RT-PCR 法により
osteocalcin 等の骨芽細胞分化に関与する
mRNA の発現量を測定した．複数のユビキチ
ンリガーゼＥ３を標的とした組み合わせ実
験も行い，細胞分化誘導効果を有する sgRNA, 
miRNA など低分子 RNA を調べた． 
（３）プロテアソーム阻害剤とユビキチンリ
ガーゼＥ３の骨芽細胞分化誘導機構の解明 
骨芽細胞分化の促進活性を有するプロテ

アソーム阻害剤とユビキチンリガーゼＥ３
抑制性 sgRNA，miRNA など低分子 RNA につ
いて，Smad, Runx2, β-catenin, NF-kB などのシ
グナル伝達分子のユビキチン化とプロテオ
ソームにおける分解を Western blot 解析を行
いて調べた．これにより，骨芽細胞分化に最
も有効な標的となるユビキチン―プロテア
ソーム系のシグナル伝達分子の同定を行っ
た．さらに，細胞分化促進活性を有する
sgRNA，miRNA など低分子 RNA について，
in vitro の系で Wnt シグナル応答性プロモー
ターコンストラクトや BMP-2 応答性プロモ
ーターコンストラクトを用いて，どのシグナ
ル伝達系の活性化がもたらされるか調べた． 
（４）プロテアソーム阻害剤とユビキチンリ
ガーゼＥ３抑制性低分子 RNA の骨・軟骨形
成に及ぼす影響の検討 
骨形成および骨吸収の程度について組織

学的手法を用いて測定し評価した．この際，
プロテアソーム阻害剤とユビキチンリガー
ゼＥ３抑制性低分子RNAの同時投与の効果，



投与回数ならびに投与量の検討を行った．
Fluorescein 標識した 2’-O-methyl RNA を用
い，組織への取り込み動態を検討した． 
 
４．研究成果 
 本研究で用いた C2C12 細胞は未分化な間
葉系細胞で，BMP2 存在下では骨芽細胞に分
化し，低増殖培地で培養すると筋管細胞に分
化することが知られている．C2C12 細胞培養
系を用いて 26S プロテアソーム阻害剤である
Bortezomib, 20Sプロテアソーム阻害剤である
Lactacystin, epoxomicin もしくは MG132 をそ
れぞれ加え培養し，骨芽細胞及び筋分化に関
連する分化マーカーの mRNA 発現を RT-PCR
やリアルタイム PCR を用いて調べた（図１）．
Bortezomib はオステオカルシンや ALP 
mRNA 発現を誘導した．一方、Bortezomib は
筋分化に関連したマーカーである myogenin
や MCK mRNA 発現を抑制し，筋管細胞の形
成を抑制した（図２）． 
近年，miRNA 発現も細胞分化に関連してい

ることが報告されている． miR-34b は
Wnt/β-catenin シグナルや BMP シグナルによ
り発現が誘導されるが，Bortezomib はこれら
と同様に miR-34b 発現を誘導した．一方，
miR-206はC2C12細胞を含む骨格筋にのみ発
現し，筋分化に伴って発現が増加することが
知られているが，Bortezomib は miR-206 発現
を抑制した． 
さらに、骨代謝に重要な役割を果たしてい

るβ-catenin/Wnt シグナルや BMP/Smad シグ
ナル，骨芽細胞分化に関わるシグナル分子で
ある Runx2 や ATF4 への Bortezomib の関与に
ついてルシフェラーゼレポーターアッセイ
により検討した。Bortezomib は，Smad や
β-catenin 応答レポーターの転写活性は促進せ
ず，BMP2 や Wnt の標的遺伝子である，Id-1，
OPGやRANKL mRNA発現も誘導しなかった．
一方，Bortezomib はオステオカルシンプロモ
ーターへの転写を活性化し，オステオカルシ
ンプロモーターの Runx2 や ATF4 結合部位を
変異させたコンストラクトを用いた解析か
ら ， Runx2 結 合 部 位 の 変 異 に よ っ て
Bortezomib による転写活性化が失われた．
Bortezomib の Runx2 への関与について，クロ
マチン免疫沈降法及びウエスタンブロット
によりさらに検討した．Bortezomib で処理し
た細胞ではRunx2抗体によってオステオカル
シン遺伝子のRunx2結合部位が免疫沈降され，
BortezomibによってRunx2のタンパクレベル
の増加が認められた．しかし，Bortezomib に
より Runx2 mRNA 発現は誘導されなかった．
これらの結果より、プロテアソームインヒビ
ターBortezomib は筋分化を抑制し、Runx2 の
ユビキチン―プロテアソームシステムによ

る分解を抑制することにより、骨芽細胞分化
を誘導する機構が考えられた（図３）． 
 
図１ 
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また， C2C12 細胞培養系で Smuf-1 siRNA

もしくは sgRNA をトランスフェクションさ
せた．細胞抽出物を Western blot 解析を行い
行ったところ，Smrf-1 のタンパク量は著しく
減少していた．リアルタイム定量 RT-PCR 法
を用いてこの細胞の骨芽細胞分化に関与す
るオステオカルシン mRNA 発現量を測定し
たところ増加していた．また，アルカリフォ
スファターゼ活性染色を行うとその活性増
加が認められた．これらの結果から Smrf-1 
siRNA は，骨芽細胞分化誘導効果を有する可
能性が考えられた．Ｅ３抑制性 siRNA もしく
は sgRNA について，Smad, Runx2, β-catenin, 
NF-kBなどのシグナル伝達分子のユビキチン
化とプロテオソームにおける分解を Western 
blot 解析を行いて調べた．Bortezomib によっ
て Runx2 のユビキチン化が抑制されていた．
Bortezomib と Smrf-1 siRNA もしくは sgRNA
を同時に加えると，この抑制はさらに増強さ
れることが明らかになった． さらに古典的



Wnt シグナル応答性プロモーターを用いて検
討したところ，転写活性が活性化した． 
次に，ST-2 細胞培養系でユビキチンリガー

ゼＥ３の一つである Smrf-1 について TRUE 
gene silencing 法を用いた sgRNA を数種類設
計しトランスフェクションした．Western blot
解析を行いて Smrf-1 の発現量を調べたとこ
ろ，ノックダウンが確認された．また，アル
カリフォスファターゼ活性染色を行ったと
ころ，活性の増加が観察された．これらの結
果より Smrf-1 sgRNA が骨芽細胞分化誘導作
用を有する可能性が考えられた．また， 
Schnurri-3 (Shn3)と WWP-1 の si RNA を
MC3T3-E1 細胞に導入し，それらの発現をノ
ックダウンさせ，同様に検討した．Runx2 お
よびオステオカルシン mRNA の発現が増加
した．PTH の間欠的投与を MC3T3-E1 細胞を
用いて行ない，mRNA の発現量の変動につい
てマイクロアレイを用いて解析した．
Wiskott-Aldrich syndrome protein family 
member (Wasf) 2 の発現が特異的に減少し，新
たな標的分子であることを明らかにした．
Wnt inhibitor である IWP-2 や protein kinase C 
inhibitor である Go6976 はこの Wasf 2 発現の
変化を抑制した．同時に骨シアロタンパク質
BSP は著しく発現が低下し，Wnt 経路や PKC
経路を介して Wasf2 を調節し，さらに骨のマ
トリックスタンパク質の産生を制御する新
たな機構が明らかになった． 
本研究によって，ユビキチン・プロテアソ

ーム系制御を介した骨形成の新たな分子機
構が解明され，新たな骨形成誘導法の開発の
ための基礎となる知見が得られた． 
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