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研究成果の概要（和文）：細胞外マトリックスタンパク質 POEM(pre-osteoblast epidermal 
growth factor-like repeat protein with meprin, A5 protein, and receptor protein-tyrosine 
phosphatase µ domain) の遺伝子発現が TGF-βにより抑制され、その制御には ERK1/2 お

よび JNK を介していることを明らかにした。さらに詳細な骨芽細胞における発現制御機

構と、POEM の骨形成における機能の解析を行うために、POEM 遺伝子の転写開始点の

決定を 5’-RACE (Rapid Amplification of cDNA End) 法によって決定した。 
 
 
研究成果の概要（英文）：POEM(pre-osteoblast epidermal growth factor-like repeat protein with 
meprin, A5 protein, and receptor protein-tyrosine phosphatase µ domain) gene expression was 
suppressed by TGF-β via ERK1/2 and JNK. To investigate function of POEM in 
osteoblasts and bone formation, we determined start point transcription.  
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１．研究開始当初の背景 
 
(1)細胞接着分子 POEM の骨芽細胞における
発現について 
細胞接着分子 POEM は正常マウス頭蓋冠

由来骨芽細胞株 MC3T3-E1 細胞から単離さ

れた分泌型タンパク質である。POEM は５

つの EGF-like リピート、α８β１インテグリ

ンと相互に作用する RGD 配列および強力

な細胞接着力を有する MAM ドメインで構

成され、細胞-細胞間あるいは、細胞-細胞

外マトリックス間の相互作用において非常

に重要な役割を担っていると考えられてい

る [Morimura N et al. J.Biol.Chem. 

276(45):42172-42181(2001) 
 
(2)POEM の生体においての役割について 
POEM は Nephronectin とも呼ばれ、腎臓に

おいてα８β１インテグリンのリガンドとし

て見つかったが[Brandenberger R et al. J.Cell 

Biol. 154(2):447-458(2001)]、このα８β１イン

テグリンと POEM の相互作用が、腎臓の初

期発生において重要であることが明らかと

なっている[Linton JM et al. Development. 

134(13):2501-2509(2007)] 。 こ の よ う に

POEM は様々な組織や器官の発達と機能に

関わっていることが示唆される。 
  
(3)本研究課題に至った背景 
 申請者はこれまでにPOEMの発現制御

機構において、次のような実験結果を得

ている。 

①POEM 遺伝子発現制御因子の検討 

MC3T3-E1 細胞において POEM 遺伝子

の発現は TGF-βによって強力に抑制され

ることが明らかになった[Miyazono A et 

al. FEBS Letters 581:5321-5326(2007)]。 

②POEM 遺伝子発現制御機構の解明 
 TGF-βによる POEM の発現抑制は

MAPK 経路阻害剤のうち ERK1/2 阻害剤

および JNK 阻害剤によって阻害された。

このことより、TGF-βによる POEM の発

現抑制は ERK1/2 および JNK 経路の関与

が明らかになった [Miyazono A et al. 

FEBS Letters 581:5321-5326(2007)] 
 
２．研究の目的 
POEM はその分子構造により、細胞接着、

伸展、生存活性において重要な役割を担

っていると考えられている。 
 [Morimura N et al.J.Biol.Chem. 

276(45):42172-42181(2001)]。このことか

ら、POEM は骨形成の初期における未分

化間葉系細胞の凝集や、骨芽細胞が

nodule を形成していく過程で重要である

可能性が示唆される。しかしながら

POEM に関してはその制御機構および骨

における生理作用を含めてその詳細は全

く明らかになっていない。そこで申請者

は POEM の骨芽細胞における発現制御

機構および骨形成における機能の解明し

ていくことを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1)TGF-βによる POEM の発現制御におけ

るプロモーター解析による検討 

1)POEM 遺伝子の転写開始点の決定を

5’-RACE (Rapid Amplification of cDNA 

End) 法によって決定する。 

2)1)で決定した転写開始点上流のプロモ

ーター領域をルシフェラーゼベクターに



 

 

挿入する。そのプラスミドベクターを骨

芽細胞株 MC3T3-E1 細胞にトランスフェ

クションし、TGF-βによる POEM 遺伝子

プロモーター活性の抑制を検討する。 

3)さらに、種々の長さの POEM プロモー

ターをルシフェラーゼベクターに挿入し

たレポーターコンストラクトを用い、プ

ロモーター解析を行う。この結果から、

TGF-βによる POEM 遺伝子を抑制する制

御領域が明らかになり、TGF-βの骨芽細

胞への作用によって活性化された POEM

遺伝子発現を制御する転写因子も明らか

となる。 
(2)POEM リコンビナントタンパク質の精製お
よび POEM リコンビナントタンパク質を用い
た機能解析 

発現ベクターを用いて、動物細胞で POEM

を発現させ、カラムクロマトグラフィーに

より POEM リコンビナントタンパク質の

精製を行う。ここで精製した POEM リコン

ビナントタンパク質を、骨芽細胞に作用さ

せ、骨芽細胞の分化に対する影響を

Alkaline phosphatase(ALP)染色・活性測定お

よび種々の骨芽細胞分化マーカーで検討す

る。 

 
４．研究成果 
 
(1)POEM 遺伝子の転写開始点の決定 

POEM の骨形成における機能の解析を行

うために、POEM 遺伝子の転写開始点の決

定を 5’-RACE (Rapid Amplification of 
cDNA End) 法によって決定した。 

 ここで決定した転写開始点上流のプロモ

ーター領域をルシフェラーゼベクターに挿

入し、そのプラスミドベクターを骨芽細胞

株 MC3T3-E1 細胞にトランスフェクショ

ンし、TGF-βによる POEM 遺伝子プロモ

ーター活性の抑制を検討した。さらに、種々

の長さの POEM プロモーターをルシフェ

ラーゼベクターに挿入したレポーターコン

ストラクトを用い、プロモーター解析を行

った。プロモーター解析の結果、有為な差

がでなかったが、転写開始点の決定ができ

たので、今後さらに、重要な配列を検討し

ていく。 
(2)POEM リコンビナントタンパク質の精

製 
種々の発現ベクターを用いて、動物細胞で

POEM を発現させ、培養上清中に分泌され

ると予想される種々の POEM 変異体を精

製した。COS 細胞からタンパクを精製し、

Western Blot 法にて、その発現を確認した。

また、培養上清を用いて骨芽細胞分化を

ALP 染色および ALP 活性を測定したが、

有意な差がでなかったことから、上清中に

は POEM タンパクが発現しなかったこと

が推測される。POEM は細胞接着因子とし

て機能し、細胞から分泌後直ちに細胞表面

に、α8β1 インテグリンを介して接着する

ために、分泌型タンパク質ではあるものの、

培養上清中には多量に存在していないこと

が考えられる。 
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