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研究成果の概要（和文）：Arkadia を制御するcofactor を同定し、その分子メカニズムを解明することを目的
に、Arkadia 結合タンパク質のスクリーニングを行い、候補遺伝子を得た。Arkadiaの新規標的タンパク質Smad6
を同定し、Arkadiaが骨芽細胞分化後期過程においてBMPシグナルを優位に活性化することで分化を促進し、BMP
シグナルを選択的に抑制するSmad6をユビキチン化し分解へと導く研究成果については論文発表を行った。
Arkadia の解析の比較対象として準備していたBMPシグナルを負に制御するE3 ユビキチンリガーゼSmurf2のノッ
クアウトマウスで著明な異常が見出された。

研究成果の概要（英文）：To identify the cofactor controlling Arkadia and to elucidate its molecular 
mechanism, screening of Arkadia binding protein was performed to obtain a candidate gene. Smad6 was 
identified as a new Arkadia target protein, Arkadia promotes differentiation by predominantly 
activating BMP signal during the late stage differentiation of osteoblasts, and ubiquitinates Smad6 
which selectively suppresses BMP signal leading to degradation. A marked abnormality was found in 
the knockout mouse of E3 ubiquitin ligase Smurf 2 that negatively regulates the BMP signal prepared 
as a comparison target of Arkadia analysis.

研究分野： 骨代謝
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１．研究開始当初の背景 
  近年、PTH 製剤の台頭により、骨形成を
促進する骨粗鬆症治療に注目が集まってい
る。骨形成因子（ BMP; bone morphogenetic 
protein）は、骨芽細胞分化を促進する因子
であるが、全身的投与が難しく、副作用もあ
り、骨粗鬆症治療薬としては期待できない。
また、BMP は、その時空間的制御機構が複雑
なために、骨代謝におけるシグナル調節機構
の全貌は明らかでなく、BMP 関連因子に関す
る創薬は遅れている。申請者はこれまでに
BMP シグナル伝達研究において、世界に先駆
けてレセプターや Smad などのシグナル伝達
分子の発見からその機能解析（PNAS, 1995; 
Nature, 1997）に成功し、シグナル調節から
骨・軟骨代謝における役割の解明に至るまで
世界をリードした研究成果（Nat Genet, 
1998; Cell, 2000; JCB, 2001; EMBO J, 2004; 
MCB, 2006）を挙げてきた。特に、ユビキチ
ン・プロテアソーム系については、BMP シグ
ナルを負に制御する E3 ユビキチンリガーゼ
Smurf1/2 の機能解析（JBC, 2001; JBC, 2002; 
JBC, 2003, MBC, 2003; JCB, 2004; JBC, 2008）
で大きな成果を挙げている。さらに、BMP シ
グナルを正に制御する因子として、Arkadia
が E3 ユビキチンリガーゼであることを世界
に先駆けて報告し（EMBO J, 2003）、その筋
芽細胞における役割を明らかにした（Bone, 
2000）。以上の結果は、BMP 依存的骨芽細胞分
化における Smurf1/2 と Arkadia の時空間的
制御機構が明らかになり、特に Arkadia を制
御するファクターとその分子メカニズムが
解明されれば、骨形成を促進する新規骨粗鬆
症治療薬開発に繋がる可能性を示唆する。 
 
２．研究の目的 
  申請者自らが開発した多光子励起顕微
鏡を用いた革新的生体蛍光イメージング法、
先端的質量分析システム、さらに遺伝子改
変マウスを駆使し、BMP シグナルを制御す
る E3 ユビキチンリガーゼ Smurf1/2 と
Arkadia の骨芽細胞分化における時空間的
な役割・作用点とその分子メカニズムを明
らかにし、新たな骨粗鬆症の治療薬へ繋が
る基礎的知見を得る。Smurf1/2 と Arkadia 
に対する骨特異的ノックアウトマウスと
BMP シグナル蛍光イメージングマウスを作
製し、in vitro と in vivo で、Smurf1/2
と Arkadia の loss of fuction を解析し、
BMP 依 存 的 骨 芽 細 胞 分 化 に お け る
Smurf1/2 と Arkadia の時空間的制御機構
を明らかにする。さらに Smurf1/2 と
Arkadia を制御する cofactor を同定し、
その分子メカニズムを解明する。 
 
３．研究の方法 
  BMPシグナルを制御するE3ユビキチンリ
ガーゼ Smurf1/2 と Arkadia の骨芽細胞分化
における時空間的な役割・作用点とその分子
メカニズムを明らかにし、新たな骨粗鬆症の

治療薬へ繋がる基礎的知見を得るために、in 
vitro 実験に関しては、質量分析法を用いて
Arkadia 結合タンパク質をスクリーニングし
て、その機能解析を cofactor としての作用
に焦点を絞って解析する。一方、in vivo 実
験に関しては、Smurf1/2 と Arkadia の KO マ
ウスを作製し、その骨形態計測を行う。さら
に、申請者が開発し、高度化した新規補償光
学型長波長２光子励起顕微鏡を用いて、BMP
シグナルイメージングマウスで、骨芽細胞分
化におけるBMPシグナル伝達の時空間的変化
をイメージングし、Arkadia の BMP シグナル
に対する時空間的な役割・作用点を明らかに
する。 
 
４．研究成果 
  最先端の分子生物学的手法、細胞生物学
的手法と申請者自らが開発した多光子励起
顕微鏡を用いた革新的生体蛍光イメージン
グ法を駆使し、BMPシグナルを制御するE3 ユ
ビキチンリガーゼ Smurf1/2と Arkadia の骨
芽細胞分化における時空間的な役割・作用点
とその分子メカニズムを明らかにし、新たな
骨粗鬆症の治療薬へ繋がる基礎的知見を得
ることを目的に研究を行った。    
  まず、Arkadia を制御する cofactor を
同定し、その分子メカニズムを解明すること
を目的に、Arkadia 結合タンパク質のスクリ
ーニングを行い、その機能解析のために基盤
整備を行った。具体的には、293 細胞に
FLAG-tag のついた野生型 Arkadia とリガー
ゼ活性を喪失した変異型 Arkadia の遺伝子
を導入し、免疫沈降後に、質量分析法を用い
て Arkadia 結合タンパク質をスクリーニン
グした結果から、候補タンパク質の選別し、
そのドメインや機能を考慮して、FLAG と
6xMyc などの epitope-tag 付きタンパク質用
のプラスミドのコンストラクションを行い、
一部のタンパク質については機能解析を完
了した。 
  Arkadia の新規標的タンパク質 Smad6 を
同定し、Arkadia が骨芽細胞分化後期過程に
おいてBMPシグナルを優位に活性化すること
で分化を促進し、BMP シグナルを選択的に抑
制するSmad6をユビキチン化し分解へと導く
研究成果については論文発表を行った(JB, 
2015)。 
  in vivo の先進的遺伝子改変マウスを用
いた実験については、単純な Arkadia KO マ
ウスは胎生致死なので、Cre-lox コンディシ
ョナルノックアウト法を利用した Arkadia 
に対する骨特異的ノックアウトマウスの作
製が必要である。作製した Arkadia flox マ
ウスは、hypomorphic phenotype であったの
で、ヘテロマウスを解析したが、骨のフェノ
タイプは認められなかった。そこで、新たな
Arkadia flox マウス作製のデザインとその
genotyping 等の基盤整備を完了した。  
  さらに、BMP シグナルのイメージングの
ために、BMP 特異的プロモーターの下流で蛍



光タンパク質が発現する Tg マウスのデザイ
ンを完了し、in vitroでのプロモーターの特
異性の検討を完了した。 
  Arkadia の解析の比較対象として準備
していた BMP シグナルを負に制御する E3 ユ
ビキチンリガーゼ Smurf2 のノックアウトマ
ウスの骨形態計測を行ったところ、著明な異
常が見出されたので、その骨代謝解析を in 
vitroと in vivoで進めた。 
  蛍光顕微鏡を用いて、より広範囲に骨の
蛍光イメージング解析を行うための新しい
手法として、透明化の手法を取り入れ、透明
化骨の蛍光イメージングに条件検討を完了
した。 
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