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研究成果の概要（和文）：Transforming Growth Factor-β (TGF-β)ファミリーは、骨格・筋組織の発生・維持・再生
に重要な成長因子群である。TGF-βファミリーによる骨格・筋の制御機構を解明する目的で、TGF-βファミリーのシグ
ナル伝達に重要な転写因子Smad4欠失マウスを樹立した。発生過程でSmad4を骨格筋特異的に欠失させたマウスは、致死
性であった。さらに、骨格筋から調製した筋芽細胞のSmad4を欠失させると、in vitroでの筋分化が亢進した。以上の
結果より、Smad4を介したTGF-βファミリーのシグナルが、マウス骨格筋において筋芽細胞の分化を抑制していること
が明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Transforming Growth Factor-β (TGF-β) family cytokines play crucial role for 
musculoskeletal development, regeneration and homeostasis. To clarify the molecular mechanisms of TGF-β 
family, we developed a mouse line carrying skeletal muscle-specific knockout of Smad4, which is an 
essential transcriptional factor for intracellular signaling of TGF-β family. Because the 
muscle-specific Smad4 KO mice were lethal, we prepared mononuclear cells from the skeletal muscle tissue 
of the Smad4 floxed mice and cultured them in vitro. A deletion of Smad4 in the cells by expression of 
Cre DNA recombinase in vitro stimulated differentiation into myocytes and myotubes, suggesting that Smad4 
represses myogenesis in myoblasts. These findings suggest that the Smad4-dependent intracellular 
signaling of the TGF-β family plays an important role during skeletal muscle development. These findings 
may provide new therapeutic strategies for diseases caused by dysregulation of the TGF-β family 
signaling.

研究分野： 医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 
Transforming growth factor-（TGF-）フ
ァミリーのサイトカインは、特に運動器形成
細胞の増殖や分化の調節に重要である。
TGF-ファミリーの Bone Morphogenetic 
Protein (BMP)や Myostatin の変異が、骨系
統疾患や骨格筋の遺伝性疾患の原因として
同定されている。しかし、TGF-ファミリー
の分子メカニズムは不明な点が多い。TGF-
ファミリーのリガンドは 20 種類以上知られ
ており、複数の受容体が多様な組み合わせを
示すため、個別の役割を解析することが難し
い。転写因子 Smad4 は、TGF-および BMP の
両経路に共通のコアクチベータである。通常
の Smad4 ノックアウトマウスは、個体発生の
ごく初期段階で死亡するため、組織特異的な
Smad4の役割を解析する目的で、floxed Smad4
マウスが樹立された。本マウスと任意の細胞
でCreリコンビナーゼを発現させたマウスで、
組織特異的なSmad4ノックアウトを作製可能
となる。しかしながら、運動器における TGF-
ファミリーおよびSmad4の生理的な役割は未
だに解明されていない。 
 
２．研究の目的 
本研究では、運動器の形成・維持・再生に関
与すると考えられる細胞種や分化段階の異
なる Cre 酵素発現マウスを用いて、シグナル
の中心を担うSmad4のコンディショナルノッ
クアウトマウスを作製し、運動器における
TGF-ファミリーの生理的役割の解明を目的
とした。 
 
３．研究の方法 
細胞特異的Smad4欠失マウスを樹立するため、
間葉系細胞から骨形成細胞の一連の分化過
程で、それぞれ特異的に発現するプロモータ
ーを用いて Cre 酵素を発現させる。これらの
マウスの骨格・筋組織の形成・維持・再生を
解析する。また、floxed Smad4 マウスの各組
織から細胞を単離、クローン化し、in vitro
における分化誘導系を用い、in vivo で得ら
れた表現系の分子メカニズムを解析する。こ
れらの実験を通じ、本研究の目的である骨
格・筋組織における TGF-ファミリーの生理
的役割の解明を目指した。 
 
４．研究成果 
(1)骨格筋特異的 Smad4 欠損マウスの解析 
骨格筋におけるSmad4の役割を解析するため、
骨格筋前駆細胞特異的にCre酵素を発現する
Pax7-Cre マウスと floxed Smad4 マウスを交
配し、骨格筋特異的 Smad4 欠損マウスを作成
し、骨格筋における表現系を解析した。まず、
骨格筋特異的 Smad4 ヘテロ欠損マウスを作
成・解析した結果、このマウスは野生型マウ
スと同様の筋発生、および筋再生を示した。
そこで、骨格筋特異的 Smad4 ホモ欠損マウス
を作成したところ、予想外なことにこのマウ
スは生後1日以内に死亡することが明らかと

なり、出生後の成長に伴う骨格筋組織の解析
が不可能であることが判明した。そこで、出
生 0 日齢マウス骨格筋の組織切片を作成し、
HE 染色にて組織像の解析を行った。しかしな
がら、Smad4 ホモ欠損マウスと野生型マウス
骨格筋の間に顕著な表現系の変化は認めら
れなかった。また、Smad4 ホモ欠損マウスの
死因探索のため、各種臓器の鏡検を行ったが
直接の死因を同定することはできなかった。
Pax7 は骨格筋前駆細胞のみならず、発生過程
における一部の神経系細胞にも発現するこ
とが報告されていることから、Smad4 ホモ欠
損マウスは発生過程における神経系細胞に
なんらかの異常をきたし、出生直後に死亡す
る可能性が考えられた。 
 
(2)骨格筋前駆細胞における Smad4 の in 
vitro 機能解析 
骨格筋特異的Smad4ホモ欠損マウスが致死的
であったことから、Smad4 の骨格筋における
役割を in vitro で検討することとした。そ
のため、floxed Smad4 マウスの骨格筋組織か
ら骨格筋前駆細胞を分取し、Smad4 を in 
vitro で欠失させることができる細胞株の構
築を試みた。Floxed Smad4 マウス骨格筋を酵
素処理し、得られた細胞集団から Integrin 
alpha7 を発現する骨格筋前駆細胞を flow 
cytometer を用いて分離し、継代を繰り返し
て不死化細胞を樹立した。この不死化細胞か
ら単一細胞をクローン化し、筋分化能を有す
る 2クローン(S4FxSAT-C1B3,C1G5)を得た。 

図 1 Smad4 の筋分化への影響 



得られた 2クローンについて、アデノウイル
スベクターを用いて Cre を発現させ、Smad4
を欠損させた場合の筋分化能を比較した。そ
の結果、どちらのクローンにおいても筋分化
能が更新した(図 1)。さらに、これらのクロ
ーンは BMP 刺激による筋分化抑制や、骨芽細
胞様細胞への分化誘導に対して抵抗性を示
した。 
 
(3)Smad9 の機能解析 
TGF-ファミリーの中で BMP の細胞内情報伝
達系でSmad4と協調的に作用する転写因子で
ある Smad1/5/9 の解析を行った。その結果、
Smad9 が特に Smad4 との親和性が高い分子で
あることを見出した。しかし、Smad9 は
Smad1/5 よりも転写活性が低く、むしろ抑制
的Smadとして機能する可能性が示唆された。 
 
これらの結果より、マウス骨格筋の発生・成
長過程では Smad4 を介した TGF-ファミリー
のシグナルが抑制的に働くことが生理的に
重要な可能性が示唆された。これは、Smad4
を介したシグナル制御の異常によって引き
起こされる疾患に対して新たな治療標的を
提供する可能性が考えられる。 
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