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研究成果の概要（和文）：Bone morphogenetic protein (BMP)は、骨、軟骨等を主とした骨格組織の発生、維持、再生
に重要な成長因子である。BMPの細胞内シグナルは、受容体によるリン酸化反応を介して核内へ伝達される。我々は、
転写因子Smad1、Smad5、及びSmad9のリン酸化部位に変異を導入し、受容体被依存的に活性化されたSmad変異体を樹立
した。Smad1とSmad5は同等の骨芽細胞分化誘導活性を示したが、Smad9の活性は低かった。Smad9の転写活性が他より低
い原因は、リンカー構造の違いであり、そこに未同定のコリプレッサーが結合するためと予想された。

研究成果の概要（英文）：Bone morphogenetic proteins (BMPs) are growth factors, which play crucial role 
for bone formation during embryonic development and tissue regeneration. Intracellular signaling of BMPs 
is induced by transmembrane serine/threonine kinase receptors to nuclei via phosphorylation reactions. 
Smad, MAPK and PI3K pathways have been shown to be activated by the BMP receptors. We examined the role 
of Smad1, Smad5, and Smad9 by creating constitutively active forms (SmadDXD). Transcriptional activity of 
Smad9DVD was lower than that of Smad1DXD or Smad5DXD. The linker region of Smad9 was distinguished from 
those of Smad1 and Smad5 and sufficient to reduce transcriptional activity. The unique structure of Smad9 
linker region seemed to recruit corepressors to the target DNA. These findings suggest that BMP receptors 
phosphorylate signaling molecules, which regulate positively and negatively transcription of a target 
gene.

研究分野： 病態生理学、骨代謝学
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１．研究開始当初の背景 
	 Bone	 morphogenetic	 protein（BMP）は、
胎生期の骨格形成や、骨格筋で異所性骨化
が起こる遺伝性難病（FOP）にも重要な成長
因子群である。BMP の細胞内シグナルは、細
胞外で BMP を結合した膜貫通型セリンスレ
オニンキナーゼ受容体が、細胞内でさまざ
まな基質をリン酸化することで核内へ伝達
される。BMP が活性化する情報伝達系として、
転写因子 Smad1/5/8、p38	 MAP キナーゼ、
PI3 キナーゼ等が報告されている。しかし、
どの細胞内情報伝達系が BMP の骨格形成作
用に必要であり、その下流でどのような標
的遺伝子が活性化されるのかは不明な点が
多かった。	 
	 
２．研究の目的	 
	 本研究では、我々が確立した Smad を構成
的活性化する変異を Smad1 だけでなく Smad5
と Smad9 にも導入し、BMP の骨格制御作用に
おける個々の Smad の役割を明らかにする。
さらに、これの Smad 変異体を用いて、骨格
制御に重要な転写制御メカニズムや標的遺
伝子群を解析する。	 
	 
３．研究の方法	 
	 BMP 受容体によってリン酸化されることが
知られている転写因子 Smad1、	 Smad5、
Smad9	 cDNA および、BMP シグナルには関与
しないと考えられている Smad2 と Smad3	 
cDNA を、マウス筋芽細胞 C2C12 から RT-PCR
法でクローニングした。各 Smad が共通に有
する C 末端のセリン―X（バリンまたはメチ
オニン）―セリン（SXS）配列の 2 つのセリ
ン残基が、受容体によるリン酸化部位とし
て同定されている。そこで、SXS 配列をアス
パラギン酸―X―アスパラギン酸（DXD）配
列に置換し、2 残基のリン酸化状態を模倣し
た Smad 変異体の発現ベクターを構築した。	 
	 各 Smad の変異体を C2C12 細胞に一過性に
過剰発現させ、BMP シグナルの特異的ルシ
フェラーゼレポーター（Id1WT4F-luc）活性、
骨芽細胞分化の指標となるアルカリホス
ファターゼ（ALP）活性を定量化した。また、
Smad 変異体を過剰発現させた細胞から
total	 RNA を抽出し、マイクロアレイで発現
遺伝子の変動を解析した。	 
	 
４．研究成果	 
	 Smad1、Smad5、Smad9 の DXD 変異体を過剰
発現させると、BMP 刺激を加えなくても、
BMP 特異的ルシフェラーゼ活性が誘導された。
野生型 Smad には、過剰発現してもほとんど
転写活性は見られなかった。しかし、Smad2
と Smad3 の DXD 変異体は、BMP 特異的レポー
ターを活性化しなかった。その代わり、
Smad2 と Smad3 変異体は、TGF-βシグナルに
特異的なルシフェラーゼレポーターの活性
を誘導することが明らかとなった。これら
の結果は、Smad の DXD 変異体がリン酸化に

よって活性化された状態を模倣する可能性
を示し、さらに Smad1、Smad5、Smad9 と
Smad2 および Smad3 が、それぞれ BMP と
TGF-βの異なるシグナル経路の伝達因子であ
ることを示す。	 
	 Smad 変異体による BMP 様の骨誘導作用を
in	 vitro で検討するため、筋芽細胞 C2C12
の ALP 活性の誘導能を検討した。その結果、
Smad1 と Smad5 変異体の過剰発現は、BMP 刺
激を加えなくても ALP 活性を誘導すること
が判明した。しかし、Smad9 変異体は、ほと
んど ALP 活性を誘導しなかった。Smad9 変異
体の活性は、BMP 特異的ルシフェラーゼ活性
が低いことと相関していた。	 
	 以上の結果から、Smad9 は Smad1 や Smad5
と同様に BMP 受容体によってリン酸化を受
けるにもかかわらず、BMP 作用が極めて低い
転写因子であることが判明した。	 
	 この機序を解析するために、各 Smad を
MH1、MH2 およびリンカードメインに分け、
それぞれのキメラ Smad を構築して転写活性
を検討した。その結果、Smad9 のリンカード
メインを Smad1 および Smad5 のリンカーと
置換すると転写活性が低下し、逆に Smad9
のリンカーを Smad1 や Smad5 のリンカーと
置換すると転写活性が亢進することが明ら
かとなった。Smad9 のリンカーは、Smad1 と
Smad5 に比べて 40 アミノ酸が欠失しており、
さらに残る領域の相同性も低かった。した
がって、このリンカー領域の構造の違いが、
Smad9 の転写活性を低下させる原因と考えら
れた。Smad9 は、コリプレッサーと結合する
ことが報告されており、リンカー構造の違
いにより、転写抑制因子との親和性が高
まっている可能性が考えられた。一方、転
写活性を更新させるコアクチベータとの親
和性が低下している可能性も考えられ、さ
らに解析が必要である。	 
	 Smad1,	 Smad5 および Smad9 の DXD 変異体
を過剰した細胞で発現変動する遺伝子を、
マイクロアレイ法で解析した。その結果、
各 Smad 発現細胞で増減する遺伝子が異なる
可能性が示された。各 Smad の標的遺伝子を
同定し、骨格制御作用を解明するためには、
さらに詳細な経時変化の解析等が必要であ
ると考えられる。	 
	 BMP 受容体の遺伝的変異により、下流の細
胞内情報伝達経路が活性化された疾患とし
て 、 進 行 性 骨 化 性 線 維 異 形 成 症
(Fibrodysplasia	 ossificans	 progressiva;	 
FOP）が知られている。FOP では、成長に伴
い骨格筋組織内で異所性骨化が起こる。本
研究の結果から、FOP の異所性骨化は、変異
した BMP 受容体で活性化される Smad1 と
Smad5 によって誘導されると考えられた。し
たがって、Smad1 および Smad5 の活性化を抑
制するような方法を開発することで、FOP の
異所性骨化を抑制する有効な治療法に応用
できる可能性が考えられる。	 
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