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研究成果の概要（和文）：Bone Morphogenetic Protein (BMP)により、発現が誘導される
Id2とId3遺伝子の転写制御機構を解析した。両者とも、転写開始点の5'上流域に、
Id1遺伝子と相同英の高い6塩基のコア配列を含むBMP応答配列（BRE）が同定された。
コア配列に変異を導入すると、BMPに対する応答性と転写因子Smadの結合性が失わ
れた。Smad1とSmad4を共発現させると、レポーターのルシフェラーゼ活性が上昇し
た。従って、Smadが初期応答遺伝子のコア配列に結合し、転写を制御していること
が明らかとなった。 
 
研究成果の概要（英文）：We analyzed Bone morphogenetic protein (BMP)-responsive 
element (BRE) in the Id2 and Id3 genes. They had homologous BREs containing a 6 bp 
core sequence. The core sequence was essential for both the BMP-response and recognition 
by Smads. Co-transfection of Smad1 and Smad4 induced the reporter activity. These 
findings suggest that BMP signaling induces transcription of the Id genes through binding 
of Smads to the core sequences in the BREs. 
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１．研究開始当初の背景 
 異 所 性 骨 化 を 誘 導 す る Bone 
Morphogenetic Protein (BMP)は、標的細胞
の膜表面に存在する膜貫通型セリン・スレ
オニンキナーゼ受容体に結合してさまざま
な生物活性を示す。BMP を結合した BMP
受容体は、細胞内で Smad 経路、p38 MAP
キナーゼ経路、イノシトール３リン酸経路
等の細胞内情報伝達系を活性化する。 
 BMP の筋組織における異所性骨誘導活性
を反映する in vitroのモデル実験系として、
我々は筋芽細胞 C2C12 を用いた骨芽細胞へ
の分化誘導系を確立した。C2C12 細胞を
BMP で処理すると、筋分化が抑制され、代
わりに骨芽細胞分化が誘導される。この
BMP の作用は、構成的活性型 BMP 受容体

の過剰発現でも起こる。 
 我々は、BMP 刺激後の C2C12 細胞にお
いて、初期応答遺伝子として Id1, Id2, Id3
遺伝子の転写が誘導されることを見出した。
すでに、Id1 遺伝子の BMP シグナルによる
転写制御メカニズムを解析し、1)転写開始点
の 5'上流に存在する GC リッチな配列が
BMP 応答に必須であること、2)この配列に
BMP 受容体で活性化された Smad が結合す
ること、を報告した。さらに、Smad経路の
役割を解明する目的で、Smad1 の BMP 受
容体によるリン酸化部位に変異を導入した。
この Smad1 変異体を過剰発現すると、骨芽
細胞分化を誘導することが明らかとなった。
これらの結果は、Smad依存的情報伝達系が、
細胞増殖に重要な遺伝子群と、骨芽細胞分
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化に重要な遺伝子の転写を制御する可能性
を示す。しかし、相反する細胞増殖と分化
を、どのように Smad が調節するかは明ら
かでない。 
 
２．研究の目的 
 そこで本研究では、BMP の初期応答遺伝
子として同定した Id2 と Id3 遺伝子の BMP
応答領域を同定し、その転写制御機構を解
明することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 マウス Id2 及び Id3 遺伝子の 5'上流域を
組み込んだルシフェラーゼ・レポーターを
構築した。この段階的な欠失変異体を作製
し、C2C12 細胞にトランスフェクションして、
BMP 応答に必要な領域を決定した。BMP 応答
領域をプローブとして、Smad の結合を EMSA
法で解析した。遺伝子発現は、total RNA を
用いた RT-PCR 法で解析した。 
 
４．研究成果 
 マウス Id2 及び Id3 遺伝子の 5'上流 2.9 
kb と 3.4 kb をそれぞれ PCR 法で増幅し、ル
シフェラーゼ・レポータープラスミドを構
築した。これらのルシフェラーゼ活性が、
BMP-4 刺激によって上昇することを確認した。
そこで、両プラスミドを基に、5'側から段
階的な欠失変異体を作製し、BMP に対する応
答性を検討した。 
 その結果、Id2 は-2867 から-2820 の間、
Id3 は-3299 から-3265 の間の配列が、BMP-4
刺激に対する応答に必須であることが判明
した（図 1）。これらの配列を 4 コピーずつ
minimal promoter 上流に挿入しても、BMP
に対する反応が認められた。しかし、この
領域に存在する 6 塩基から成る GC コア配列
に変異を導入すると、BMP に対する反応性が
完全に失われた（図 1、及び図２）。 
 

 
 同定された Id2 と Id3 の BRE をプローブ
として、BMP-4 で１時間刺激した C2C12 細胞
の核抽出液を用いた EMSA を行った。その結

果、Id2 および Id3 共に、BMP-4 刺激によっ
て、DNA-タンパク質複合体の形成が誘導さ
れた。さらに、これらの複合体は、抗 Smad1
および抗 Smad4 抗体の添加でスーパーシフ
トした（図２）。また、Id1 の BRE をプロー
ブとした EMSA では、Id2 および Id3 の BRE
が塩基配列特異的に複合体形成を阻害する
ことが確認された（図２）。 

 
 
 構築した Id2 および Id3 の BRE を含むレ
ポーター活性を指標に、Smad1 と Smad4 の転
写活性を検討した。それぞれの活性は、
Smad1 の単独発現で上昇し、Smad4 を共発現
させるとさらに上昇した（図３）。 
 

 
 以上の結果より、BMP 刺激による Id2 と
Id3 遺伝子の発現も、Id1 と同様に、Smad1
と Smad4 がそれぞれの遺伝子の 5'上流に存
在する GC core に結合して転写を誘導して
いることが明らかとなった。Smad の過剰発
現が骨芽細胞分化を誘導することも判明し
ていることから、今回同定された GC core
配列が、増殖制御因子のみならず、分化制
御因子の遺伝子上にも存在する可能性が示
唆される。 
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