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研究成果の概要（和文）：Smadは、BMPによる骨形成に重要な転写因子である。Smad1、Smad5とSmad8（別名 Smad9）は
、BMP受容体によるリン酸化を受けて活性化される。我々は、Smad1、Smad5とSmad8の構成的活性型変異体を樹立し、Sm
ad8は活性が弱いことを見出した。Smad8 mRNAの発現は、BMP-4刺激で上昇した。Smad8 siRNAは、BMP-4が誘導するALP
活性を促進した。Smad8はSmad1に結合し、その結合能はSmad1同士よりも高かった。転写活性の低いSmad8は、Smad1と
複合体を形成しドミナント・ネガティブにBMPシグナルを抑制すると予想された。

研究成果の概要（英文）：Smad proteins are transcription factors important for bone formation regulated by 
BMPs. Smad1, Smad5 and Smad8 (also known as Smad9) are induced phosphorylation by BMP receptors. We have 
established constitutively active forms of Smad1, Smad5 and Smad8 and found that Smad8 is less active 
than other Smads. The mRNA levels of Smad8 mRNA were increased by BMP-4 stimulation. RNAi knockdown of 
Smad8 increased the BMP-induced ALP activity in C2C12 cells. Therefore, Smad8 suppressed BMP activity via 
a novel molecular mechanism. Smad8 bound to Smad1 with a higher affinity than that of Smad1 homodimer. 
Taken together, our findings suggest that Smad8 represses intracellular BMP signaling as a dominant 
negative Smad.

研究分野：病態生理学

キーワード： 骨・軟骨代謝学　シグナル伝達　骨系統疾患
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１．研究開始当初の背景	
 
	
 Bone	
 Morphogenetic	
 Protein	
 （BMP）	
 は、
異所性骨化や生理的な骨形成を促す重要な
サイトカインで、膜貫通型セリン・スレオニ
ンキナーゼ受容体に結合して細胞内情報伝
達系を活性化する。BMP 受容体は、相同性の
高い 3種類の転写調節因子 Smad1、Smad5、お
よび Smad8(別名:	
 Smad9))を基質としてリン
酸化する。以前、我々は、Smad1 の構成的活
性型変異体だけを過剰発現させると、BMP 刺
激と同様に筋芽細胞から骨芽細胞への分化
を誘導できることを報告した。さらに我々は、
Smad5 と Smad8 に Smad1 と同様の構成的活性
型変異を導入し、各 Smad 特異的な活性を検
討した。すると、Smad5 は、Smad1 と同様に
筋芽細胞から骨芽細胞への分化誘導活性を
示したのに対し、Smad8 は Smad1 や Smad5 に
比べて骨芽細胞分化誘導活性が著しく低い
ことが判明した。そこで、Smad8 による BMP
シグナル制御機構を解析した結果、Smad8 は
従来の報告とは異なる BMP シグナルを抑制す
る活性があることを見出した。	
 
	
 
２．研究の目的	
 
Smad8 による新たな BMP シグナル制御機構を
解明するために、以下の課題に取り組んだ。	
 
	
 
(1) Smad8 の活性評価、活性制御領域の同定	
 
	
 

(2) Smad8 の発現制御解析	
 
	
 
(3) Smad8 の複合体形成能、DNA 結合能の評価	
 
	
 
(4) Smad8 の in	
 vivo での発現について	
 
	
 
３．研究の方法	
 
(1)	
 構成的活性型 Smad8 を過剰発現及び、
Smad8 の siRNA によるノックダウンを行い、
BMP シグナルへの影響を定量的リアルタイム
PCR 法とルシフェラーゼアッセイで解析した。
さらに、Smad8 の活性に重要な制御領域を明
らかにするため、Smad1 や Smad5 の各ドメイ
ンを Smad8 に置換した変異体を構築し活性を
検討した。	
 
	
 
(2)	
 株化細胞および初代培養細胞を BMP や
TGF-b1で刺激し各Smadの mRNA発現パターン
を定量的リアルタイム PCR 法で解析した。	
 
	
 
(3)	
 免疫沈降―ウエスタンブロット法によ
って、Smad 同士や Smad 抑制因子との複合体
形成能を検討した。さらに、Smad8 の DNA 結
合を検討するため、BMP の応答配列を含む DNA
プローブで DNA-タンパク質複合体を沈降し、
得られた複合体をウエスタンブロット法で
解析した。	
 
	
 
(4)	
 in	
 vivo での Smad8 の生物活性を検討す
るため、マウス胎児での Smad8	
 mRNA の発現
を定量的リアルタイム PCR 法で継時的に観察

した。	
 	
 
	
 

４．研究成果	
 
(1)	
 Smad1、Smad5、Smad8 に構成的活性型変
異を導入し、活性を比較検討した。BMP 特異
的ルシフェラーゼ・レポーターの活性は、
Smad1 と Smad5 の構成的活性型変異体によっ
て誘導された。一方、Smad8 の活性は Smad1
や Smad5 よりも弱かった。さらに、内在性
Smad8 のノックダウン実験を行うと BMP-4 刺
激で誘導される C2C12 細胞の BMP 特異的ルシ
フェラーゼ・レポーター活性及び ALP 活性を
促進することが判明した。また、Smad8 の BMP
シグナルを抑制する活性の原因となるドメ
インを明らかにするために、Smad1 の MH1、
リンカー、MH2 ドメインを、それぞれ Smad8
の各ドメインと置換したキメラ Smad を構築
した。Smad1 の MH1 および MH2 領域を Smad8
に置換した変異体は、Smad1 と同等の活性示
した。しかし、Smad8 のリンカー領域を Smad1
と置換した変異体は、Smad8 と同程度に活性
が低下することが判明した。この結果から、
Smad8 のリンカー領域が活性を制御すること
が示された。	
 
	
 
(2)	
 BMP-4 及び TGF-b1 刺激後の C2C12 細胞の
Smad	
 mRNA の経時変化を定量的 PCR 法で解析
した。従来から報告されているように、Smad1、
Smad5、および Smad4	
 mRNA の発現量は、変化
せず、抑制型 Smad である Smad6 と Smad7 の
mRNA 量は BMP-4 処理後 24 時間目まで増加し
続けた。さらに、Smad8	
 mRNA を検討すると、
抑制型 Smad と同様に Smad8	
 mRNA は、増加し
続けた	
 (図 1)。また、マウス頭蓋骨由来初代
骨芽細胞をはじめとした他の複数の細胞で
も BMP-4 で刺激すると、Smad8 の発現増加が
認められた。一方、TGF-b1 で刺激すると、抑
制型 Smad7 は増加したが、Smad8 の発現量は
変化しなかった。この結果は、Smad8	
 mRNA の
発現が、BMP-Smad シグナル系によって増加し、
細胞内でネガティブ・フィードバック・ルー
プを形成することが示唆される。	
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図 1.	
 BMP による Smad8 の誘導	
 



(3)	
 C2C12 細胞に Smad1 と Smad8 を過剰発現
させ DNA 結合能を検討すると Smad8 の方が
DNA結合能が高かった。しかし、Smad1とSmad8
の両者を共発現させても、Smad1 の結合量に
変化は認められなかった。そこで、Myc タグ
を付加した Smad1 と、FLAG タグを付加した
Smad1 および Smad8 との複合体形成能を検討
した。すると、Smad1 同士よりも Smad1 と
Smad8 の親和性の方が高いことが判明した	
 
(図 2)。さらに、この現象は、BMP-Smad シグ
ナル系の転写共役因子である Smad4 をノック
ダウンしても変化がなかった。この結果から、
Smad8 による BMP シグナルの抑制機序は、
Smad8 が Smad1 や Smad5 と転写活性の低い複
合体を形成することで標的遺伝子の発現量
を低下させる、ドミナント・ネガティブ効果
によると考えられた。	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 

	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 

	
 
	
 

	
 
	
 
	
 
	
 
	
 

(4)	
 Smad8	
 mRNA の発現変化を E7,	
 E11,	
 E15,	
 
E17 のマウス胎児で継時的に観察した。その
結果、Smad8	
 mRNA の発現パターンは、Smad1
や Smad5 とは異なり、抑制型 Smad	
 の Smad6
や Smad7 と高い相関が認められた。この結果
は、in	
 vivo においても Smad8 は、従来とは
異なる BMP シグナルを抑制するという新たな
制御機構が存在することを示唆する。	
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