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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) の骨芽細胞における遺伝子発
現が TNFαによって抑制されることを見出した。また、その制御は NF-κB 経路を介して行われ
ていることがわかった。また、TGB-βによっても POEM の著しい発現抑制が認められるが、こ
の発現制御が Smad 経路を介しているということが明らかになった。 
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 
TNF-α  via NF-κB. Previously, we reported that TGF-βalso suppressed POEM gene 
expression via ERK1/2 and JNK. Furthermore, we showed that POEM expression suppressed 
by TGF-β via smad2. 
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１．研究開始当初の背景 
 
(1)細胞外マトリックスタンパク質 POEMにつ
いて 

 POEM は EGF 様繰り返し構造（EGF リピ

ート）を有するタンパク質として、正常マウ

ス頭蓋冠由来骨芽細胞株 MC3T3-E1 細胞か

ら単離同定された分泌型タンパク質である

[Morimura N et al. J.Biol.Chem. 
276(45):42172-42181(2001)]。 

 5 つの EGF リピート、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(meprin, A5 protein, 

and receptor protein-tyrosine phosphatase 
μ)ドメインから構成されており、細胞-細胞間

あるいは、細胞-細胞外マトリックス間の相互

作用に重要な役割を担っていると考えられ

ている。 
(2)生体における POEMの機能について 

 POEM は骨芽細胞以外にも、様々な組織で

発現していることがわかっており、特に新生

マウスの腎臓において、８１インテグリン

と結合するタンパク質（Nephronectin）とし

ても同定されている。ノックアウトマウスに

おいては、腎臓の初期発生に重要な役割を担

っていることが報告されている[Linton JM 

et al. Development. 
134(13):2501-2509(2007)]。 

 このように、POEM は、様々な組織や器

官の形成や機能に関わっていることが示唆

される。 
(3)本研究に至った背景 

 申請者はこれまでに、POEM が骨形成にど

のように関与しているか検討する過程で、以

下の実験結果を得ている。 

①TGF-βは骨芽細胞において強力に POEM

の発現を抑制した。 

 

 

 

 
骨芽細胞株 MC3T3-E1 細胞を用い、POEM

の発現を制御する因子を探索する中で、TGF-

β（ Transforming growth factor- β）に

POEM の発現を強力に抑制する作用を有す

ることを見出した。 

②TGF-βによる POEM の発現制御機構の解

明 

TGF-β受容体(I)のキナーゼ活性阻害剤は

TGF-βによる POEM の発現抑制作用を強く

阻害し、TGF-βにより活性化される MAP キ

ナーゼ経路阻害剤のうちERK1/2阻害剤およ

び JNK 阻害剤によて阻害されたことから、

TGF-βによる POEM の発現抑制は TGF-β

受容体から ERK1/2 および JNK 経路の活性

化を介し行われていることが明らかとなっ

た [Miyazono A et al. FEBS Letters 
581:5321-5326(2007)]。 

③TNF-αは骨芽細胞において強力に POEM

の発現を抑制した。 

POEMの発

現を制御す

る因子を探

索する中で、

TGF- β と

同様に炎症

性サイトカ

イン TNF-

α（Tumor 

necrosis factor-α）にも POEM の発現を強

力に抑制作用があることを見出した（図 a）。

この作用は活性型ビタミン D3（VD3）と拮抗

する作用を有していた（図 b）。 

２．研究の目的 

細胞接着に関与する POEM が生体内におけ

る機能、中でも骨形成においてどのよう役割

を果たしているか検討するために、骨芽細胞

の分化・成熟過程にとって重要な役割を果た

図２ TGF-βはPOEMの発現をERKおよび
JNK経路を介し阻害する。 
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図３ TNF-αはPOEMの発現を抑制する。（a）TNF-α
は濃度依存的にPOEMの発現を抑制する。（b）VD3

はTNF-αによるPOEMの発現抑制を阻害する。



 

 

していると考えられている炎症性サイトカ

インの POEM 発現制御機構とその作用機序

の解明を本研究課題の目的とした。 

３．研究の方法 

(1)TNF-αによる骨芽細胞分化制御と POEMの

発現抑制との相関関係について 

①TNF-による骨芽細胞分化抑制を POEMが

阻害することができるか検討する 

骨芽細胞の分化指標は、アルカリホスファタ

ーゼ活性測定および活性染色法、石灰化の指

標としてアリザリンレッド染色、各種骨芽細

胞分化マーカー遺伝子の発現様式（アルカリ

ホスファターゼ、オステオカルシン、BSP、

Runx2 など）により確認する。POEM を骨芽細

胞で発現させる系として、申請者はすでに動

物細胞と大腸菌それぞれでリコンビナント

タンパク質を発現することのできる発現ベ

クターを、理化学研究所 守村直子博士との

共同研究で作製・使用している。また、骨芽

細胞で効率よく遺伝子を発現させることの

できる、アデノウイルスベクターで発現させ

る系を確立する。細胞の増殖や細胞死に対す

る影響も同時に検討する。 

②TNF-に

より細胞内

で活性化さ

れるシグナ

ル伝達経路

として、

NF-B経路、MAPキナーゼ経路、カスパーゼ

経路などが知られている（図）。これらのシ

グナル伝達経路の中でどの経路が TNF-に

よる POEM遺伝子の発現抑制に関与している

か、それぞれの経路に特異的な阻害剤

（Bay65-1942; NF-B阻害剤、PD98059; MEK

阻害剤、SB203580; p38阻害剤、SP600125; JNK

阻害剤、z-VAD-FMK; カスパーゼ 3 阻害剤）

を用い検討する。 

(2)骨芽細胞における TGF-βの POEMの遺伝子

発現制御機構について 

TGF-βによる POEM の発現抑制が、Smad

経路を介しているかどうかを SiRNA による

Smad2 遺伝子発現抑制で検討する。 

４．研究成果 

(1) TNF-αによる骨芽細胞分化抑制の阻害 

POEM を強制発現させた骨芽細胞において、

ALP 活性測定および活性染色法を用いて検討

したところ、TNF-αによる骨芽細胞分化抑制

が阻害されたことが

明らかになった。 

(2)TNF-αによる POEM 発現制御機構の解明 

 骨芽細胞において、TNF-αによる POEM 発

現の抑制が各種シグナル伝達経路阻害剤の

うち、NF-B 阻害剤を用いることによって阻

害された。このことから、NF-B 経路が関与

していることがわかった。 

(3)骨芽細胞における TGF-βによる POEM発現

制御には Smad2 が関与している。 

 骨芽細胞における

TGF-βによる POEMの

発現抑制は、TGF-β1

型受容体(ALK5)の阻

害剤を用いたところ

阻害された。さらに、

その下流の SMAD 経路について検討するため

に、SiRNA によって Smad2 の遺伝子発現を抑

制させたところ、POEM（ネフロネクチン）の

発現が増加した。 

 これらのこと

から、TGF-βに

よる POEMの発現

TNF-α

POEM  mRNA

integrin

図４ TNF-αによるPOEM発現制御
点線矢印（a～c）は本研究課題で解析を行う。点線矢印（C）はPOEM 
mRNAの3’非翻訳領域を標的とする可能性のあるmiRが存在する。
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制御メカニズムが明らかになったと考えら

れる。 
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