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研究成果の概要（和文）：骨誘導因子 BMP (bone morphogenetic protein)は TGF-βスーパーフ

ァミリーに属する生理活性物質である。BMP は骨芽細胞、軟骨細胞の分化および骨形成作用を

増強し、また異所性の石灰化を誘導することが知られている。BMP ファミリー分子は十数種類

存在しており、なかでも BMP-2 は強力な骨形成促進作用を有する。我々は、BMP-2 の骨芽細胞

分化促進作用を調節する遺伝子を探索するため、BMP-2 による骨芽細胞分化誘導過程において

発現の変化する遺伝子の網羅的解析を行った結果、Alx3 (aristaless like homeobox 3)が骨芽

細胞分化に伴い発現が増加することを見出した。Alx3はホメオボックス遺伝子に属する転写因

子であり、顔面頭蓋の形成に重要な遺伝子であることが知られている。そこで本研究ではさら

に、BMP-2 による骨芽細胞分化誘導における Alx3の発現制御機構ならびにその作用機序につい

て検討した。 
 
研究成果の概要（英文）：Bone morphogenetic proteins (BMPs) regulate many aspects of skeletal 
development, including osteoblast and chondrocyte differentiation, cartilage and bone formation, and 
cranial and limb development. Among them, BMP-2, one of the most potent osteogenic signaling 
molecules, stimulates osteoblast differentiation, but inhibits myogenic differentiation in C2C12 cells. To 
evaluate important genes for BMP-2-induced osteoblast differentiation, we performed cDNA microarray 
analysis between BMP-2 treated and untreated C2C12 cells, and identified Alx3 (aristaless like 
homeobox 3) as a gene that was clearly induced during osteoblast differentiation. Alx3 is a homeobox 
gene related to the Drosophila aristaless gene and a group of vertebrate genes that includes Prx1/2, Cart1 
and Alx4. Alx3 is expressed in frontonasal head mesenchyme and the first and second pharyngeal 
arches. Alx3 has been linked to developmental functions in craniofacial structures and limb 
development. Little is known about its direct relationship with bone formation. In the present study, we 
also focused on the mechanisms of Alx3 gene expression and function during osteoblast differentiation 
induced by BMP-2.  
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１．研究開始当初の背景 
骨誘導因子（bone morphogenetic protein, 

BMP）は骨芽細胞の分化を誘導し、異所性の

石灰化を誘導する生理活性物質であり、以前

より硬組織再生への応用が期待されてきた。

しかし BMP に対する細胞の感受性は、細胞

によって大きく異なり､特にヒト細胞は BMP
感受性が低く、臨床応用のためには BMP 活

性を促進する方法の開発が必要である。生体

内で BMP の活性は、様々な促進因子と阻害

因子により制御されているが、それらの発現

制御機構、作用機序には不明な点も多く存在

する。さらにいまだ明らかにされていない制

御因子も存在すると考えられており、これら

の因子の発現パターン、発現レベルが細胞の

BMP 感受性を規定している可能性がある。そ

こで本研究では、新たな BMP 活性制御因子

を検索すると共に、既存の制御因子を含めて

これらの因子が細胞の BMP 感受性に及ぼす

影響を解析する。さらにこれらの結果を基盤

に、BMP 活性制御因子を応用した BMP 活性

促進法の開発を試みる。 

 

（１）高齢化社会において増加傾向を示す硬

組織疾患 

高齢化の進む我が国では、加齢に伴う骨量

の低下による骨の脆弱化と、それにより起こ

る骨折が増加傾向にある。骨の脆弱化はまた、

歯槽骨の吸収促進などによる顎口腔機能障害

を引き起こし、高齢者の QOL 低下の主たる要

因の一つになっている。高齢化が急速に進行

している我が国では、この傾向は今後も更に

進むものと予測され、骨量の低下を抑制する

方策が模索されると共に、骨折その他で生じ

た骨欠損部の修復を促進する治療法の開発が

急務とされている。 
 

（２）骨誘導因子（ bone morphogenetic 
protein, BMP） 

骨誘導因子（bone morphogenetic protein, 
BMP）は、筋組織中で異所性骨形成を誘導す

る生理活性物質として骨基質から発見され

た成長因子であるが、今日では、生理的な骨

形成にきわめて重要な役割を果たしている

ことが明らかとなり、医学、歯学の幅広い分

野で、BMP を用いた骨組織再建の可能性が検

討されている。しかし、ヒトは BMP に対す

る感受性が低く、実際の臨床応用には至って

いない。従って、今後 BMP による骨組織再

建を実現するためには、BMP に対する感受性

がヒトで低下している原因を明らかにする

と共に、BMP 活性を促進する方法を開発しな

くてはならない。 
 

（３）BMP 活性の調節因子 

これまでの研究で、BMP に結合してその作

用を抑制するアンタゴニストが存在するこ

とが示されている。これらは大きく 4 種類

（ Noggin、 Chordin、 DAN ファミリー、

Follistatin）に分類され、負のフィードバック

システムによって BMP の作用を押さえてい

ることが示唆されている。一方、BMP の活

性を促進する因子の報告は少ない。我々は、

BMP の骨芽細胞分化誘導活性がヘパリンや

ヘパラン硫酸などの硫酸化多糖によって促

進されることを明らかにし、その増強効果を

in vivo における異所性骨形成でも確認した

（J. Biol. Chem. 278:43229-43235, 2003；J. Biol. 
Chem., 281:23246-23253, 2006）。 

 
（４）本研究課題に至った背景 

以上の通り BMP の生理作用は、BMP の作

用を阻害する因子と促進する因子により調

節を受けていると考えられ、これらの因子の

存在が、細胞の BMP 感受性を全体として制

御している可能性が考えられる。しかし、

BMP 制御因子に関してこれまでに得られた

知見は断片的で、これまで報告されている因

子以外にも、BMP の活性を促進あるいは抑

制する因子が存在し、これらの因子が全体と

して細胞の BMP 感受性が制御されている可

能性が高い。また、BMP 活性抑制因子と促

進因子の間に共通のモチーフが存在するこ

とが示唆され、このモチーフを用いて、BMP
の作用を阻害、あるいは促進する因子の検索

が可能であることが示唆された。 
 
２．研究の目的 

 

本研究では、BMPの生理活性を生体内で調

節している阻害因子・促進因子を解明し、

その発現制御機構を明らかにする。 

①BMPが骨芽細胞に分化誘導されるときに、



早期に発現が変化する遺伝子群を同定する。 

②構造活性相関と発現変動パターンをもと

に、BMP活性に影響を及ぼす可能性のある

遺伝子を選択し、それらがBMP活性へ及ぼ

す影響を骨芽細胞分化誘導能を指標に確認

する。 

③同定した遺伝子産物の発現制御機構と

BMP活性制御機構を解析する。 

④同定した遺伝子の発現レベルをBMP感受

性の異なる複数の細胞株で比較し、細胞の

BMP感受性との関連を検討し、これらの遺

伝子が細胞のBMP感受性に及ぼしている影

響を解析する。 

 
上記の成果をもとに、BMP 活性調節因子

の発現制御に基づく BMP 活性促進法を体系

化する。 

 
３．研究の方法 

１．BMP による骨芽細胞分化誘導時の遺伝子
発現パターンの網羅的解析 
マウス筋芽細胞株 C2C12 細胞に BMP-2

（300ng/ml)を添加して骨芽細胞への分化を
誘導し、経時的（処理後 1、24、72 時間後）
に total RNA を抽出し、マイクロアレイ
（GeneChip, Affymetrics 社）により、遺伝子
発現パターンの変化を網羅的に解析した。  
２．BMP 活性制御因子の候補遺伝子選択 
上記１．に続いて BMP 活性を制御する可

能性のある候補遺伝子を以下の基準で選択
を試みた。 
①既存の BMP 阻害因子、促進因子の特徴的
なアミノ酸配列と相同性のある領域を含む
遺伝子。BMP を含む、既存の TGF-βスーパ
ーファミリーの受容体を調節する因子の多
くは、その構造内に cysteine 残基を豊富に持
ち、S-S 結合で安定なコンフォメーションを
保つシステイン・ノットモチーフ（cysteine 
knot motif）の繰り返し構造、システイン・リ
ッチ領域を持つ（Genes & Dev. 14: 627-644, 
2000）。Ensembl (http://www.ensembl.org) もし
くは MOTIF（http://motif.genome.ad.jp）など
のタンパク質配列解析ソフトを用い、システ
イン・リッチ領域を持つ遺伝子を検索する
（例えば、BMP アンタゴニストの１つ
Chordin はその構造内に CXXCXC もしくは
CCXXC〔C: Cysteine〕が存在する）。 
②BMP 処理後、急速に（原則として１時間以
内）発現レベルが下降、または上昇する遺伝
子を選択した。  
３．選択した候補遺伝子群の発現変化の確認
および発現パターンの詳細な解析 

Real-time PCR 法を用いて、２．で選択した
候補遺伝子群の発現変化を確認すると共に、

経時的発現変化、BMP-2 に対する容量依存性
を詳細に検討した。 
４．決定した候補遺伝子の発現抑制系および
高発現系を構築する 
決定した候補遺伝子の BMP 活性への影響

を検討するために、siRNA およびリコンビナ
ントタンパク質を作る発現ベクターを作製
した。 
 

４．研究成果 

マウス筋芽細胞株C2C12細胞をBMP-2処

理の有無により骨芽細胞および筋管細胞へ

分化誘導させ、各分化段階における遺伝子の

発現様式をマイクロアレイ法により網羅的

解析を行った結果、BMP-2 の濃度および処

理時間依存的に発現が誘導される遺伝子と

して Alx3 を抽出した。 
BMP-2 のシグナル伝達経路の一つである

Smad 経路において、Smad4に対する siRNA
によりBMP-2/Smad経路を阻害したところ、

Alx3 の発現誘導が有意に抑制された。 
BMP-2 による骨芽細胞分化誘導における

Alx3 の作用機序を検討するために、Alx3 に

対する siRNA によりその発現を抑制したと

ころ、骨芽細胞分化の指標とされる Alkaline 
phosphatase活性が有意に低下していること

が認められた。また骨芽細胞マーカー遺伝子

である Osteocalcin や、骨芽細胞分化に重要

な転写因子である Osterix の発現も Alx3 発

現抑制により有意に減少した。また、細胞内

で Alx3 を高発現させる発現ベクターを作製

し、導入したところ ALP 活性の有為な上昇

が認められた。 
 
以上の結果からBMP-2によるAlx3の発現

誘導は Smad 経路を介して行われる。また

Alx3 は C2C12 細胞の筋管細胞への分化に対

して抑制的に、骨芽細胞への分化に対して促

進的に作用している因子であることが示唆

された。 
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