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要旨 

 

［緒言］骨格を構成する骨は常に吸収と形成を繰り返しながらその体積、強度を維持し

ている。骨吸収は破骨細胞、そして骨形成は骨芽細胞によって行なわれるが、近年の骨

粗鬆症患者の急増に伴い、骨量回復に直結する骨形成に対する関心がより高まっている。

骨形成において中心的役割を演じる骨芽細胞は骨髄に存在する未分化間葉系細胞が様々

なサイトカインの影響を受けながら分化することによって形成される。これらのサイト

カインの中でも、骨形成因子 Bone Morphogenetic Protein（BMP）は、in vivo、in vitro

を問わず未分化間葉系細胞の骨芽細胞への分化を誘導することにより強力に骨形成を促

進することが知られている。しかしながら、その作用メカニズムに関しては未だ不明な

点が多く残されている。本研究においては BMP による骨形成促進作用の分子メカニズム

を解明する目的で、BMP の細胞内シグナルに関与する分子の同定を行ない、その分子の

生化学的機能および BMP の生物学的作用発現における役割について検討した。 

［方法］細胞内シグナル分子をコードする遺伝子は、PCR を用いたスクリーニング法に

より、マウス胎仔胚 cDNA ライブラリーからクローニングした。BMP 刺激によるシグナル

伝達は、免疫沈降、抗リン酸化セリン抗体などを用いたウエスタンブロッティングによ

り検討した。細胞核への移行は免疫蛍光染色法により観察した。転写因子活性の検討に

は、個体発生における背腹の中胚葉形成に関与しているホメオボックス遺伝子 Xvent2 の

プロモーター領域をルシフェラーゼレポーターに連結したベクターを使用した。また、

BMP-2 により誘導される遺伝子群の解析には GeneChip を用いた。未分化間葉系細胞の骨
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芽細胞への分化はアルカリホスファタ－ゼ（ALP）、オステオカルシン、骨芽細胞特異的

転写因子 Cbfa1 などを指標として検討した。 

［結果］マウス胎仔胚 cDNA ライブラリーを用いてスクリーニングを行なった結果、BMP

によって活性化されるシグナル分子Smad1およびSmad5と高い構造類似性を有するSmad8

をクローニングできた。Smad8 は種々の組織に広汎に発現されていたが、前立腺で特に

高く、一方、骨格筋での発現は弱かった。恒常的活性型 BMP レセプターALK2、ALK3 およ

び ALK6 は、Smad8 のセリン残基をリン酸化し、リン酸化された Smad8 は共有型 Smad で

ある Smad4 と物理的に結合した。さらに、リン酸化により Smad8 は細胞質から核に移行

することも示された。また、Smad8 の過剰発現は BMP により誘導される Xvent2 遺伝子プ

ロモーターの転写を活性化し、この Smad8 の効果は Smad4 の存在により相加的に増強さ

れた。GeneChip を用いて、BMP-2 によって誘導されるいくつかの遺伝子を同定し、これ

らの遺伝子の発現に対する Smad8 の効果を調べたところ、Smad8 は Smad4 存在下で BMP-2

と同様に、これらの遺伝子の発現を誘導した。Smad8 は BMP の標的細胞である骨芽細胞

系の細胞に発現されており、特に BMP によって骨芽細胞への分化が誘導される線維芽細

胞 C3H10T1/2 あるいは初代培養骨芽細胞において高い発現が認められた。また骨芽細胞

系細胞の特性を秘めている C2C12 細胞に Smad8 を高発現させると ALP および Cbfa1 の発

現が高まり、骨芽細胞への分化が誘導された。これに対して Smad8 変異体は BMP2 によっ

て誘導される C2C12 細胞の骨芽細胞への分化を抑制した。 

［考察］マウス Smad8 は恒常的活性型 BMP レセプターによりリン酸化され、共有型 Smad4

と結合した後、核へ移行することから、BMP シグナル伝達分子であることが明らかとな

った。レポーターアッセイの結果から Smad8 は転写因子としての機能を有し、BMP シグ

3 



ナルの下流に存在する遺伝子の転写活性調節にも関与することが示された。さらに、

Smad8 は骨芽細胞で高レベルに発現され、ALP や Cbfa1 などの骨芽細胞分化マーカーの発

現を誘導し、一方、Smad8 変異体は骨芽細胞の分化を阻害することから、骨形成に深く

関与することが判明した。以上の結果より、BMP による骨形成促進過程において、Smad8

は BMP の作用発現に重要な役割を果たすシグナル伝達分子であることが示唆された。本

研究の結果は複雑かつ多様な骨形成促進作用の分子メカニズムを解明するうえで有用な

情報を提供するのみならず、将来において骨粗鬆症などの骨量減少をきたす代謝性骨疾

患治療薬の開発にも役立つと期待される。 
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緒言 

 

骨粗鬆症は、閉経（エストロジェン欠乏）や加齢に伴い骨形成と骨吸収のバランスが

崩れ、骨量が減少する代謝性骨疾患である。高齢化社会の到来により骨粗鬆症患者の数

は増え続けており、地球的規模での問題となっている。骨量が減少すると骨折の頻度が

高まり、さらに骨折に伴う寝たきりなどにより身体ならびに精神的機能が著しく低下す

る。したがって骨粗鬆症の治療法確立は高齢者の数が激増する二十一世紀において極め

て重要な課題の一つである。現時点において最も広汎に用いられている骨粗鬆症治療は

エストロゲンやビスホスホネートなどの骨吸収抑制薬剤を用いる方法である（1）。しか

しながら骨吸収の抑制による治療は病状の進展を食い止めることはできるものの、正常

時の 40%以下に減少した骨量を元通りに回復することはできないという大きな欠点があ

る。そのため将来的には骨形成を促進し、骨量を増加できるような治療法の開発が強く

望まれている。そこで本研究においては骨形成のメカニズムを解明することを目的とし

た。 

骨形成において中心的役割を演じるのは中胚葉性未分化間葉系細胞から分化する骨芽

細胞である（2）。骨芽細胞は骨基質の形成や石灰化を直接担う細胞であり、一方におい

て、破骨細胞の分化にも密接に関与し（3）、骨リモデリングを活発に行なうのみならず、

骨細胞と共に骨組織の恒常性維持においても重要な役割を果たしている。成熟した骨芽

細胞は、高い ALP 活性を示し、細胞外骨基質と基質小胞を分泌しながらリン酸とカルシ

ウムから構成されるハイドロキシアパタイト結晶を形成し、石灰化を進める（4）。 
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このような骨芽細胞の分化および機能は様々なサイトカインあるいは増殖因子によっ

て調節されている（5）。中でも骨形成因子 BMP は、in vitro および in vivo のいず

れにおいても未分化間葉系細胞の骨芽細胞への分化を誘導することにより強力に骨形成

を促進することが知られている（6）。BMP は皮下や筋肉内において骨形成を誘導するた

んぱく質として同定された因子である（7）。BMP は Transforming Growth Factor (TGF)-

βファミリーの一員であり、細胞の増殖ならびに分化を制御し、胚発生や成体における

骨あるいは他の組織の維持、修復、骨折や創傷治癒などの過程においても重要な役割を

果たしている（8）。しかしながら、その詳細な作用機序は未だに多くの点が不明のまま

残されている。 

BMP は標的細胞の膜表面に存在する BMP 受容体に結合し、その細胞内シグナル伝達経

路を活性化することにより生物学的作用を発現することが明らかとなりつつある（9）。

BMP 受容体は元来性のセリン/スレオニンキナーゼ活性を有しており、I型とⅡ型の二つ

のタイプが存在する（10）。Ⅱ型受容体はリガンドの有無にかかわらずリン酸化活性を

持つのに対し、Ⅰ型受容体はリガンドが存在しないと非活性化状態にある。BMP が受容

体に結合し、Ⅱ型受容体とⅠ型受容体が会合すると、Ⅱ型受容体はⅠ型受容体をリン酸

化し、リン酸化により活性化されたⅠ型受容体は Smad として知られる細胞内シグナル伝

達因子（受容体特異型 Smad）をリン酸化する。こうしてリン酸化された受容体特異型 Smad

は、すべての受容体特異型 Smad と共役的に機能する共有型 Smad4 と複合体を形成後、核

内に移行し、遺伝子の転写を制御する（11）。BMP のシグナルに関与する Smad として、

これまでに見出されているのは受容体特異型SmadであるSmad1およびSmad5ならびに共

有型 Smad4 が知られている（12、13）。ところが細胞外の BMP には非常に多くのファミ
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リーメンバーが同定されており（14）、これら三つの Smad だけで全ての BMP ファミリー

メンバーと関連し、その多彩な作用発現に関与するとは考えにくく、他にも BMP シグナ

ルに関与する未同定の Smad が存在すると推測される。このような推測を支持する結果と

して、最近、Smad1 と Smad5 に相同性を示す新規の Smad、Smad8 がヒトとラットから同

定された（15、16）。しかしながら BMP シグナル伝達における Smad8 の機能、そして BMP

の骨形成誘導作用発現における役割は未だ明らかではない。本研究では BMP による骨形

成誘導の分子メカニズムを解明する目的でマウス由来の Smad8 のクローニングを行ない、

Smad8 の BMP シグナル伝達における機能および骨形成における役割について検討した。
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実験材料と実験方法 

 

1．実験材料  

マウス線維芽細胞 C3H10T1/2、サル肝臓細胞 COS-7 は ATCC から購入し、マウス筋肉芽

細胞 C2C12 はベイラー医科大学の G. Karsenty 教授から、マウス骨芽細胞 MC3T3-E1 はミ

シガン大学のR. Franceschi教授から、Xvent2プロモータールシフェラーゼベクターは、

カリフォルニア大学 K.W.Y. Cho 教授より各々供与された。野生型および恒常的活性型の

BMP 受容体、ALK2、ALK3、ALK3 は、ヘキストマリオンルセル日本の岡崎氏より、恒常的

活性型 TGF-β受容体 ALK5 は、トロント小児疾患病院の J. W. Wrana 教授より各々供与

された。 

 

2．遺伝子クローニング  

マウス Smad8 は PCR を用いたライブラリーのスクリーニング法（17）により、12.5 日

齢のマウス胎仔胚 cDNA ライブラリーよりクローニングした。まず、大腸菌に入った cDNA

ファージライブラリーを各ウェルに約 500 クローンを含むように 96 ウェルプレートの

64 個のウェルに分注した。1 晩培養後、縦列の８つのウェルから一つにプールし、横列

の８つのウェルからも一つにプールし、それぞれの縦列と横列から合計 16 のプールを

PCR によりスクリーングした。PCR は 2×マスターミックス（Qiagen、Hilden、Germany）

を用い、オリゴヌクレオチドプライマーは、順方向プライマーには 5’- CCT CCT ATG CAC 

CCC AGC ACC CCC ATC AGC -3’と逆方向プライマーには 5’- AGA GCA CCA GTG CAG GGG 

CTC CTC GTA GCA -3’を使用し、PCR 産物はアガロースゲル電気泳動により分析した。
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PCR ポジティブのウェルから、同様に 2次スクリーング（各ウェルに約 30 クローン）お

よび 3 次スクリーング（各ウェルに約 2 クローン）を繰り返した。ポジティブウェルを

アガロースプレート上に播いて単一クローンを分離し、塩基配列を ALF 自動シークエン

サー（PE Applied Biosystems、Foster City、CA）により決定した（ジーンバンク、ア

クセッションナンバーAF175408 として登録）。 マウス Smad1、Smad3、Smad4 は、RT-PCR

法によりクローニングし、マウスの Smad1、Smad3、Smad8 変異体は、C 末端のリン酸化

部位を欠損させるため、それぞれ、アラニン 422 番目、アラニン 382 番目、アラニン 387

番目をストップコドンに変換したプライマーを用いて PCR によって作製し、シークエン

サーにより塩基配列を確認した。これらの Smad 遺伝子はサイトメガロウイルスプロモー

ターを持った動物細胞発現ベクターpcDNA3.1（Invitrogen、Carlsbad、CA）にサブクロ

ーニングした。また、特異的免疫認識のための Xpress エピトープを持つ pcDNA3.1/His

（Invitrogen）にフレームを合わせてサブクローニングした。 

 

3．免疫沈降と免疫ブロッティング  

Xpress-Smad8遺伝子をトランスフェクションした細胞を細胞溶解液（20 mM MOPS pH 7.2、

150 mM NaCl、5 mM EGTA、1.5 mM MgCl2、1 mM DTT、1% NP-40、75mM β-glycerophosphate、

2.4μg/mL pepstatine、1μg/mL aprotinin、1μg/mL leupeptin、1 mM NaVO3）中で 4℃

にて30分間撹拌しながら溶解させた。30分間遠心後、上清500μgに対してマウスXpress

モノクロナール抗体（Invitrogen）2μg を加え 4℃にて 2 時間反応させ、さらにプロテ

インＧセファロース（Amersham Pharmacia Biotech、Uppsala、Sweden）75％懸濁液 40

μL を加え 4℃にて 1時間反応させ、遠心後、細胞溶解液で 4回洗浄遠心し、免疫沈降さ
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せた。免疫沈降物は、SDS-PAGE 後、PVDF 膜 Hybond-P（Amersham Pharmacia Biotech）

に転写させ、ウサギ抗リン酸化セリンポリクロナール抗体（Zymed Laboratories、South 

San Francisco、CA）またはヤギ抗Smad4ポリクロナール抗体（Santa Cruz Biotechnology、

Santa Cruz、CA）で免疫ブロッティングし、二次抗体として Horseradish peroxidase を

結合した抗 IgG 抗体（Jackson ImmunoResearch Laboratories、West Grove、PE）と ECL 

プラスウエスタンブロッティング検出システム（Amersham Pharmacia Biotech）を用い

て検出した。 

 

4．免疫蛍光染色 

細胞内局在性は、免疫蛍光染色法により検出した。Xpress-Smad8 と Smad4、恒常的活

性型受容体の遺伝子を過剰発現させた細胞を 3.7%パラフォルムアミドリン酸で 5分間固

定し、抗体を細胞内に透過させるため、0.1%トリトン X100 で 5 分間処理した。非特異的

な抗体の結合を防ぐために 1%ウシ血清アルブミン（BSA）で 1時間ブロッキング後、1% BSA

で 500 倍希釈したマウス抗 Xpress モノクロナール抗体と 1 時間反応させ、さらに FITC

を結合したヤギ抗マウス IgG 抗体（200 倍希釈、Jackson ImmunoResearch Laboratories）

と 1時間反応させ、適切なフィルターを用いた蛍光顕微鏡にて観察した。 

 

5．アルカリホスファターゼ（ALP）活性  

細胞を 1% NP-40 と 1mM MgCl2を含む細胞溶解液 300μL で 37℃、1時間溶解後、100μ

L を ALP 活性測定キット（Roche Diagnostics、Mannheim、Germany）を用いて iEMS リー

ダーMF（Thermo Labsystems、Helsinki、Finland）にて 1 分間当りの活性増加量を測定
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した。タンパク質濃度は、BSA の段階希釈溶液を基準濃度として、細胞溶解液 10μL に

BCA キット溶液（Pierce、Rockford、IL）100μL を添加し、37℃、1時間反応させ、iEMS

リーダーMF にて発色量を測定した。ALP 活性は、タンパク質濃度当りの活性として表示

した。 

 

6．リアルタイム定量的 TaqMan PCR（TaqMan PCR）  

対象遺伝子の mRNA 発現量は、TaqMan PCR 法によって定量化した。鋳型の cDNA は、各

細胞から全 RNA を RNAplus（Qbiogen、Illkirch、France）により抽出後、逆転写酵素反

応キット（PE Applied Biosystems）を用いて合成した。オリゴヌクレオチドプライマー

と TaqMan プローブは、プライマーエクスプレス（PE Applied Biosystems）によりデザ

インした。内部基準のグリセルアルデヒドリン酸脱水素酵素（GAPDH）のプライマーと

TaqMan プローブは、PE Applied Biosystems から購入した。1μgの全 RNA を逆転写酵素

と最終容積 20μL 中で 42℃、1時間反応させ、合成した cDNA を 5 倍希釈し、この溶液 5

μLを、TaqMan 反応液（5mM 塩化マグネシウム溶液、200μM dNTP 溶液、AmpliTaq Gold 

0.625 ユニット）、正方向プライマーと逆方向プライマー を各 300nM、GAPDH プライマ

ーを各 200nM、対象遺伝子および GAPDH TaqMan プローブを各 200nM、 最終容積 25μL 中

でTaqMan PCRを行なった。TaqMan PCRは、ABI PRISM 7700 Sequence detector (PE Applied 

Biosystems)にて、95℃ 15 秒間、60℃ 1 分間の PCR サイクルを 40 サイクル繰り返す条

件下で行なった。データは、付属の ABI PRISM 7700 SDS ソフトウエアにて、限界サイク

ル数 Ct に変換した。対象遺伝子の Ct は GAPDH の Ct 値で標準化し、表示した。また、コ

ントロールとの差で表示する場合は、PCR の 1 サイクルの差は遺伝子量に換算すると 2
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倍の差に相当するため、コントロールとの差の Ct 値を 2乗することにより、遺伝子量を

相対的に表示した。 
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実験結果 

 

1．マウス Smad8 のクローニングとその一次構造  

12.5 日齢のマウス胎仔胚 cDNA ライブラリーより PCR を用いてクローニングしたマウ

ス Smad8 cDNA は、受容体により制御を受ける Smad（受容体特異型 Smad）の特徴である

Mad homology 1（MH1）ドメイン、プロリンに富んだリンカー領域、および MH2 ドメイン

を含んだアミノ酸をコードしていた（図 1）。得られた数個のクローンは、オルタネイ

ティブスプライシングに起因する２つの型に分類され、リンカー領域に 6 塩基（2 アミ

ノ酸残基）の挿入を持ったもの（430 残基）と持たないもの（428 残基）が存在した。こ

の挿入は、図 1に小文字で示した。他の Smad と比較した結果、Smad8 は受容体特異型 Smad

に属し、BMP シグナルの下流に位置する Smad1 および Smad5 と同じグループに分類でき

た。マウス Smad8 MH1 ドメインの DNA に結合すると予想されるアミノ酸残基はすべて保

存されていた。Smad8 のリンカー領域では、Smad1 や Smad5 との相同性は低く、MAK キナ

ーゼ Erk による 4 つのリン酸化部位（18）のうち、三つは保存されていたが、Smad1 と

Smad5 に存在するタンパク質分解に関わるユビキチンリガーゼの Smurf1 による認識部位

（19）は、Smad8 には存在しなかった。MH2 ドメインでは、L3 ループと C 末部、αヘリ

ックス 1 で受容体に結合することが示されている。L3 ループとαヘリックスは、

Smad1/5/8 間で保存されていた。L3 ループは、Smad4 との相互作用にも関与している。

DNA 結合性コファクターに結合すると推定されるαヘリックス 2領域は、Smad1/5/8 間で

は、一個のアミノ酸の相違が見られた。 
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2．Smad8 の組織局在 

クローニングしたマウス Smad8 の各組織での発現を、TaqMan PCR を用いて分析した（図

2）。各組織の cDNA は、Clonetech 社製のマウス MTC パネルⅠとパネルⅡを使用した。

その結果、マウス Smad8 は普遍的に各組織で発現し、前立腺で発現が最も高く、骨格筋

でその発現が最も低いことが明らかとなった。 

 

3．Smad8 によるシグナル伝達  

Smad8がSmad1およびSmad5と同様に受容体特異型Smadであることを確認する目的で、

恒常的活性型 BMP 受容体によってリン酸化を受けるかどうかを、Smad8 特異的免疫沈降

後、リン酸化セリン残基を特異的に認識する抗リン酸化セリン抗体を用いて検討した（図

3）。恒常的に活性化した受容体は、リガンド非存在下で受容体特異型 Smad をリン酸化

し、シグナル伝達を活性化することが報告されている（20）。恒常的活性型 BMP 受容体

ALK2、ALK3、ALK6 はそれぞれ 207 番目、233 番目、203 番目のグルタミンをアスパラギ

ン酸に置換、また恒常的活性型 TGF-β受容体 ALK5 は 204 番目のスレオニンをアスパラ

ギン酸に置換することにより作製した（20）。次いで遺伝子発現効率の高い COS-7 細胞

に Xpress-Smad8 と恒常的活性型受容体（caALK2、caALK3、caALK6、または caALK5）を

同時に強制発現させ、Smad8 のリン酸化を調べた。ネガティブコントロールとしてリガ

ンド非存在下ではリン酸化を誘発しない野生型（wt）BMP 受容体を用いた。恒常的活性

型 BMP 受容体 caALK2、caALK3 および caALK6 は Smad8 をリン酸化したのに対し（レーン

1、3、5）、恒常的活性型 TGF-β受容体 caALK5 および野生型 BMP 受容体によっては、Smad8

はリン酸化されなかった（レーン 2、4、6、7）。 
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次にリン酸化されたSmad8と共有型SmadであるSmad4との相互作用について検討した。

COS-7 細胞に Xpress-Smad8 と Smad4 および恒常的活性型受容体を共発現させ、抗 Xpress

抗体により Smad8 を免疫沈降し、Smad8 との結合により共沈した Smad4 を抗 Smad4 抗体

により免疫染色検出した（図 4）。恒常的活性型 BMP 受容体 caALK2、caALK3、caALK6 の

存在により Smad8 は Smad4 と結合することが示された（レーン 1、3、5）のに対し、恒

常的活性型TGF-β受容体caALK5はSmad8とSmad4との結合を誘導しなかった（レーン7）。

また、ネガティブコントロールとして、C 末端の 44 アミノ酸を除いた Smad8 変異体(図

中 T として示す)は、Smad4 と結合するために必要な L3 ループの 2/3 が欠損しているた

め、恒常的活性型 BMP 受容体が存在しても Smad4 との結合を示さなかった（レーン 2、4、

6、8）。 

 

4．Smad8 の細胞内移行 

次に、このように Smad4 と複合体を形成した Smad8 が核移行を示すか否かについて、

Xpress-Smad8 抗体を用いて、細胞免疫蛍光染色により検討した（図 5）。COS-7 細胞に、

Xpress-Smad8、Smad4、および、恒常的活性化受容体を共発現させ、抗 Xpress 抗体と蛍

光試薬 FITC ラベルした 2 次抗体を用いて Smad8 の細胞内動向を観察した。その結果、

Smad8 は恒常的活性型 BMP 受容体 caALK2、caALK3、および caALK6 の存在により、核に移

行した（A、B、C）。しかし、恒常的活性型 TGF-β受容体 caALK5 が存在しても核への移

行を示さなかった（D）。Smad8 のみの発現では、Smad8 は細胞質と核の細胞内全体に分

布していた（E）。 
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5．Smad8 の転写活性化能 

さらに、このように核に移行した Smad8 が転写活性化能を有するか否かについて検討

した。アフリカツメガエルの背腹の中胚葉形成に関与するホメオボックス遺伝子 Xvent2

の転写は BMP によって調節されることが知られている（21）。そこでこの遺伝子のプロ

モーター領域をルシフェラーゼレポーターに連結したプラスミドベクターを使用し、

Smad8 の転写活性化能を検討した。実験方法としては COS-7 細胞に Smad8 あるいは様々

な Smad と、Xvent2 プロモータールシフェラーゼレポーターベクター（Xvent2-Luc）を

過剰発現させた。BMP 受容体によって特異的に活性化される Smad8 ならびに Smad1、また

TGF-β受容体によって特異的に活性化される Smad3、そして共有型 Smad4 はそれぞれ単

独である程度の転写活性化能を示した(図 6)。しかし、Smad8 と Smad4 が共存した場合、

より強く転写を誘導し、相加効果が認められた（図 6）。一方、Smad3 は Smad4 が共存し

ても転写活性の増強を示さなかった。 

 

6．Smad8 の遺伝子発現誘導能  

BMP-2 刺激により誘導される遺伝子に関しては知見が乏しい。そこで、アフィメトリ

ックスジーンチップを用いて、C2C12 細胞を BMP-2 で刺激した場合に誘導される約 3万 5

千個の遺伝子についてその経時的な発現の変動を解析した。その結果、ファイブロモジ

ュリン、結合組織成長因子 CTGF、ヘリックスループヘリックスタンパク質である分化阻

害因子/DNA結合阻害因子Id3、ホメオボックスタンパク質Prx2、抑制型SmadであるSmad6

が非常に強く誘導されることが判明した（図７）。そこで、Smad8 がこれらの遺伝子の

発現を誘導するかについて検討した。C2C12 細胞に Smad8 単独または Smad8 と Smad4 を
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過剰発現させ、細胞から抽出した mRNA から逆転写酵素で cDNA を合成し、TaqMan PCR に

て定量評価した。Smad8 単独の場合、ファイブロモジュリン、Prx2、Smad6 の発現は、コ

ントロールと比較して、若干抑制されたが、Smad4 が共存する場合、これら全ての遺伝

子の発現は相乗的に促進された（図 8）。 

 

7．骨芽細胞系細胞における Smad8 の発現  

BMP-2 は骨芽細胞分化を促進することにより骨形成を増加させることが知られている

(6)。そこで BMP-2 のシグナルを伝達する Smad8 の骨芽細胞系細胞における発現を検討し

た。線維芽細胞 C3H10T1/2、間質細胞 ST2、筋芽細胞 C2C12、骨芽細胞 MC3T3-E1、マウス

頭蓋冠から分離した初代培養骨芽細胞（Primary OB）における Smad8 mRNA の存在を、

RT-PCR/サザンブロッティング法（図 9A）および TaqMan PCR（図 9B）を用いて検討した。

その結果、Smad8 mRNA はこれらの細胞において構成的に発現されており、特に線維芽細

胞 C3H10T1/2 と初代培養骨芽細胞での発現が高く、筋芽細胞 C2C12 での発現が低いこと

が示された。 

 

8．Smad8 の骨芽細胞分化誘導能 

 次に、C2C12 細胞に Smad8 単独または Smad8 と Smad4 を過剰発現させ、骨芽細胞の分

化マーカーである ALP、Cbfa1、オステオカルシン、Ⅰ型コラーゲンの発現を TaqMan PCR

により定量的に測定した（図 10）。Smad8 単独ではこれらの分化マーカーの発現はほと

んど誘導されなかったのに対し、Smad4 が共存する場合、ALP、Cbfa1 およびⅠ型コラー

17 



ゲン遺伝子の発現は相乗的に増加した。一方、オステオカルシンの発現は Smad8 と Smad4

が共存しても極めて軽度にしか誘導されなかった。 

Smad の機能を解析するためによく用いられる手法として、Smad 変異体を用いる方法が

ある。たとえば C末端の 44 個のアミノ酸を欠損する Smad3 変異体がドミナントネガティ

ブな効果を示すことが報告されている（22）。そこで Smad8 の骨芽細胞分化における役

割をさらに詳細に検討する目的で、C末端の 44 個のアミノ酸を欠損する Smad8 変異体を

作製し、骨芽細胞分化に対するその効果を調べた。実験としては Smad8 変異体を C2C12

細胞に過剰発現させ、BMP-2 刺激により誘導される ALP 活性を測定した（図 11）。その

結果、この Smad8 変異体は、Smad1 変異体と同様に、BMP-2 により誘導される ALP 活性を

完全に抑制した。一方、Smad3 変異体は、Smad8 や Smad1 ほど強い抑制効果を示さなかっ

た。また、骨芽細胞マーカーの mRNA 発現に対する Smad8 変異体の効果を TaqMan PCR を

用いて検討したところ、抑制の程度に差が見られるが、BMP-2 により誘導される ALP、

Cbfa1、オステオカルシン、Ⅰ型コラーゲンの発現は Smad8 変異体により抑制された（図

12）。 
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考察 

 

本研究においては、強い骨形成促進作用を示すサイトカイン BMP の作用メカニズムを

分子レベルで明らかにする目的で、PCR を用いたスクリーニング法により、マウス胎仔

胚 cDNA ライブラリーから細胞内シグナル伝達分子 Smad8 をクローニングし、BMP シグナ

ル伝達ならびに BMPによる骨芽細胞分化誘導におけるその役割を検討した。マウス Smad8

はそのアミノ酸配列において BMP シグナルを特異的に伝達することが既に知られている

Smad1 および Smad5 と高い相同性を示した。また Smad8 は骨芽細胞系の細胞に発現され

ているのみならず、様々な組織に広汎にその発現が見られた。Smad8 は恒常的活性型 BMP

受容体 ALK2、ALK3 および ALK6 によってセリン残基がリン酸化されたが、恒常的活性型

TGF-β受容体 ALK5 によってはリン酸化されなかった。また活性化された Smad8 は共有型

Smad4 と物理的に会合し、複合体を形成した後、細胞質から核内に移行した。そして Smad4

存在下における Smad8 の過剰発現は、BMP で刺激した場合と同様に、Xvent2 遺伝子プロ

モーターの転写活性を促進した。さらに Smad8 はジーンチップを用いて同定されたファ

イブロモジュリン、CTGF、Id3、Prx2、Smad6 などの BMP-2 によって誘導される遺伝子の

発現を Smad4 共存下で強く誘導した。これらの結果は、Smad8 は BMP に特異的なシグナ

ル分子であり、Smad4 と複合体を形成することにより核内に移行し、転写因子として作

用することを示唆する。また、骨芽細胞に分化する能力を秘めている筋芽細胞 C2C12 細

胞において Smad8 は Smad4 と協働して ALP、Cbfa1、オステオカルシン、Ⅰ型コラーゲン

などの骨芽細胞マーカーの発現を高めることにより、骨芽細胞への分化を誘導した。こ

れに対して Smad8 変異体は BMP-2 によって誘導される C2C12 細胞の骨芽細胞への分化を
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抑制した。これらの結果は BMP による骨芽細胞分化誘導において Smad8 が促進的な役割

を果たしていることを示唆する。本研究においてクローニングされた Smad8 は BMP の特

異的シグナル伝達分子ならびに転写因子として機能し、BMP の骨形成誘導作用の発現に

密接に関与することが明らかとなった。したがって本研究により BMP による骨形成誘導

作用の分子メカニズムの一端が解明された（23）。 

最近ラット Smad8 が恒常的活性型 BMP 受容体 ALK2 によりリン酸化され、Smad4 と結合

すること、およびカエル胚においてドミナントネガティブ型 ALK2 により抑制された中胚

葉遺伝子の発現を回復させることが報告された（15）。この結果は本研究と同様に Smad8

が BMP シグナルに関与し、その生物学的作用発現に重要であることを示唆する。一方、

本研究においては、ALK2 がマウス Smad8 のリン酸化を誘導することを示したのみならず、

恒常的活性型 BMP 受容体 ALK3 と ALK6 もマウス Smad8 をリン酸化し、引き続いて共有型

Smad4 と複合体を形成した後、核に移行し、BMP 標的遺伝子の転写活性を促進することを

実験的に明確に示した。このように本研究は Smad8 が細胞膜から核に至るまでの一連の

BMP シグナルを伝達することを明らかにした点において従来の研究をさらに一歩進めた

といえる。 

骨芽細胞分化マーカーには、初期マーカーとして ALP とⅠ型コラーゲン、後期マーカ

ーとしてオステオカルシン、骨芽細胞特異的な転写因子として Cbfa1 が知られている(4、

24)。Smad8 と Smad4 の過剰発現により ALP、Cbfa1、Ⅰ型コラーゲンは強く誘導されたが、

Smad4 (データは示さず) あるいは Smad8 のみの過剰発現ではこれらの遺伝子はほと

んど誘導されなかった。したがって C2C12 細胞のような未分化間葉系細胞において、こ

れらの遺伝子発現誘導には Smad8 と Smad4 の二つのシグナル分子が存在し、複合体を形
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成することが必要であると推測される。実際に Smad4 と複合体を形成できない Smad8 変

異体はおそらく内在性の Smad シグナルと拮抗することによりドミナントネガティブ作

用を示し、BMP-2 により誘導されるこれらの骨芽細胞分化マーカーの発現を阻害したと

考えられる。同様の結果が BMP の特異的シグナル分子で Smad8 と高い相同性を持つ Smad1

および Smad5 の場合においても報告されている(12、13)。Smad8 と Smad4 の過剰発現に

より骨芽細胞分化の初期マーカー遺伝子は強く誘導されるのに対して、骨芽細胞分化の

後期マーカーであるオステオカルシンはわずかにしか誘導されなかった。その理由は不

明であるが、最近の報告によると Cbfa1 は骨芽細胞の分化過程の後期においては抑制的

に作用し、同時にオステオカルシンの発現も阻害することが示されていることから（25）、

Smad8 と Smad4 の過剰発現により誘導された Cbfa1 がオステオカルシンの発現を間接的

に抑制した可能性が考えられる。 

ジーンチップを用いた解析により C2C12 細胞において BMP-2 により強く誘導される遺

伝子に着目した。ファイブロモジュリンはプロテオグリカンの一種であり、コラーゲン

と結合して細胞外基質形成に関与する（26）。結合組織成長因子 CTGF は別名 Fisp12 あ

るいは Cyr61 として知られ、TGF-βによって誘導されて線維芽細胞および骨芽細胞の増

殖あるいは細胞外基質形成に関与する（27）。ヘリックスループヘリックスタンパク質

である分化阻害因子/DNA 結合阻害因子 Id は BMP-2 により誘導され、筋芽細胞分化を抑

制する（28）。そしてホメオボックスタンパク質 Prx2 は胚発生過程で機能し、心臓、前

脳、骨格（頭蓋顔面、内耳、四肢）ならびに血管の形成に関与する（29）。また Smad6

は BMP-2 により誘導され、Smad シグナルに対して抑制的に働く天然に存在するアンタゴ

ニストである（30）。本研究の結果より、これらの遺伝子は Smad8 と Smad4 の過剰発現
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によっても誘導されることが明らかとなった。これらの遺伝子が骨芽細胞分化において

どのような役割を演じるかは現時点では不明であるが、おそらく BMP-2 は Smad8/Smad4

の活性化を介して、これらの遺伝子の発現を誘導し、その発現の量、部位および発現時

期を調節することにより骨芽細胞分化を制御していると推察される。 

Smad8 はあらゆる組織で広範に発現されており、骨芽細胞前駆細胞や成熟した骨芽細

胞での発現も観察された。したがって Smad8 は BMP が関与することが示唆されている生

物の発生過程および骨芽細胞の分化過程などにおいて BMP のシグナルを媒介する機能を

有していると想像される。興味深いことに Smad8 は前立腺において特に強い発現を示し

た。このことは骨に高率に転移する前立腺ガンが造骨性病変を誘導すること(31)と何ら

かの関連があるのかもしれない。一方、骨格筋において Smad8 は弱い発現しか示さなか

った。この結果は BMP が筋芽細胞の分化を抑制し、骨芽細胞への分化を誘導するという

これまでの報告に合致する（32）。おそらく筋肉線維の形成には BMP のシグナルが遮断

されている必要があり、そのために骨格筋では Smad8 の発現が何らかの機序により抑え

られていると推察される。 

BMP は、骨形成のみならず、個体発生やアポトーシスなど非常に多様な生理活性を持

つことが知られている。このように多様な BMP の機能発現には Smad のみの関与以外に、

他のシグナル経路とのクロストークも関わり合っていると推測される。たとえば EGF な

どの増殖因子により活性化される MAP キナーゼ系は BMP によっても活性化されることが

報告されている。MAPキナーゼ系の TAK1 は、アポトーシスや腹側中胚葉誘導に関与し（33）、

MAP キナーゼ p38 の阻害剤は、骨芽細胞マーカーの発現を抑制する（34）。Smad8 は MAP

キナーゼによりリン酸化される部位を三つ、Smad1 および Smad5 は四つ有しており、Smad8
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と Smad1 あるいは Smad5 とでは MAP キナーゼによる制御に相違がある可能性が示唆され

る。また MAP キナーゼによりリン酸化される ATF-2（35）や c-Jun（36）も Smad と相互

作用することが示されている。その他にも MAK キナーゼ系に限らず、Wnt シグナル（37）

や LIF シグナル（38）が核内で Smad シグナルとクロストークしていることも示されてい

る。したがって Smad は単独で機能するばかりでなく、他のシグナル分子あるいは転写因

子と複雑にクロストークすることによっても機能していると推測される。 

本研究でクローニングされた Smad8 が、同様に BMP シグナルに特異的に関与する Smad1

および Smad5 と異なる機能を有するか否かについては今のところ不明である。ただ、

Smad1、Smad5、Smad8 のコファクターに結合すると予想されるαへリックス領域のアミ

ノ酸配列に相違が見られることから、これらの Smad はそれぞれ異なる転写因子と相互作

用し、役割分担をしていることも十分考えうる。 

本研究により BMP の作用メカニズムの一端が解明されたが、今後の課題としては、

Smad8 の生体内での役割を知るためのノックアウトマウスの作製、BMP シグナルに特異的

である Smad1、Smad5 および Smad8 間での機能的相違の有無、また Smad8 と他のシグナル

経路あるいは転写因子とのクロストークの存在などが検討される必要があると思われる。 

緒言でも述べたように人口の高齢化に伴い骨粗鬆症は大きな社会的問題となっている。

骨粗鬆症の治療において最終的な目標は骨形成を高め、失われた骨量を回復することに

ある。本研究において得られた結果は複雑かつ多様な骨形成促進作用の分子メカニズム

を解明する上で有用な情報を提供するのみならず、将来において骨粗鬆症などの骨量減

少をきたす代謝性骨疾患治療薬の開発にも役立つと期待される。 
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結語 

 本研究の結果を以下に要約した。 

1． BMP に特異的なシグナル伝達因子 Smad8 をマウス胎仔胚 cDNA ライブラリーからク

ローニングした。 

 

2． Smad8 は BMP 受容体を通じてリン酸化され、共有型 Smad4 と結合して複合体を形

成することにより核へ移行した。 

 

3． Smad8 は Smad4 と協働して核内で転写因子として BMP 標的遺伝子の転写活性を促

進した。 

 

4． 未分化間葉系細胞において、Smad8 は Smad4 と協働して骨芽細胞分化に関連する

遺伝子の発現を誘導し、骨芽細胞への分化を促進した。 

 

5． 以上の結果より、Smad8 が BMP の骨形成誘導作用発現に重要な役割を果たすシグ

ナル伝達分子として密接に関与することが明らかとなった。 
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CAGAAGGAAAGGCAAGCTTGTTCCTATGACATCCGTGGACAGGTACTTGCCGCCGACCTG   60
CCCGGGGCCCTGCAAGCCTTGAAAGGTCTCATCCTCTTTCCCCGTGCAGCAGCCTGAGCT  120

CTGCCTCCTATGCACCCCAGCACCCCCATCAGCTCCCTCTTCTCCTTCACCAGCCCCGCA  180
M  H  P  S  T  P  I  S  S  L  F  S  F  T  S  P  A

GTGAAGCGGCTGCTGGGCTGGAAGCAGGGAGATGAAGAGGAGAAGTGGGCAGAGAAGGCG  240
V  K  R  L  L  G  W  K  Q  G  D  E  E  E  K  W  A  E  K  A
GTGGACTCTTTGGTGAAGAAGTTAAAGAAGAAGAAAGGCGCCATGGATGAACTGGAGAGG  300
V  D  S  L  V  K  K  L  K  K  K  K  G  A  M  D  E  L  E  R
GCGCTGAGCTGCCCGGGTCAGCCTAGCAAGTGTGTCACCATCCCACGGTCCCTCGATGGA  360
A  L  S  C  P  G  Q  P  S  K  C  V  T  I  P  R  S  L  D  G
CGCCTCCAGGTGTCCCACCGAAAGGGGCTGCCCCACGTCATCTACTGCCGCGTGTGGCGC  420
R  L  Q  V  S  H  R  K  G  L  P  H  V  I  Y  C  R  V  W  R 
TGGCCAGACCTGCAGTCCCATCATGAGCTGAAGCCCTTGGAGTGCTGTGAGTTCCCGTTC  480
W  P  D  L  Q  S  H  H  E  L  K  P  L  E  C  C  E  F  P  F
GGCTCCAAGCAGAAGGAGGTCTGCATCAACCCATACCATTACCGCAGAGTGGAGACCCCA  540
G  S  K  Q  K  E  V  C  I  N  P  Y  H  Y  R  R  V  E  T  P
GTTCTGCCTCCAGTGCTGGTACCAAGACACAGCGAGTACAACCCTCAGCTCAGCCTCCTG  600
V  L  P  P  V  L  V  P  R  H  S  E Y  N  P  Q  L  S  L  L 
GCCAAGTTCCGAAGTGCCTCGCTGCACAGCGAACCCCTCATGCCGCACAACGCCACCTAC  660
A  K  F  R  S  A  S  L  H  S  E  P  L  M  P  H  N  A  T  Y 
CCTGACTCTTTCCAGCAGTCTCTCTGTCCGGCACCGCCCTCCTCGCCAGGCCATGTGTTT  720
P  D  S  F  Q  Q  S  L  C  P  A  P  P  S  S  P  G  H  V  F 
CCGCAGTCTCCATGCCCCACCAGCTACCCGCACTCCCCCGGAAGTCCTtccgagTCAGAC  780
P  Q  S  P  C  P  T  S  Y  P  H  S  P  G  S  P  s  e  S  D 
AGTCCCTATCAACACTCAGACTTCCGGCCAGTTTGCTACGAGGAACCCCAGCACTGGTGT  840
S  P  Y  Q  H  S  D  F  R  P  V  C  Y  E  E  P  Q  H  W  C
TCTGTTGCCTACTACGAACTAAACAACCGGGTCGGAGAGACTTTCCAGGCGTCCTCGCGG  900
S  V  A  Y  Y  E  L  N  N  R  V  G  E  T  F  Q  A  S  S  R
AGCGTGCTCATAGACGGCTTCACCGACCCTTCCAATAACAGGAATAGGTTTTGCCTTGGG  960
S  V  L  I  D  G  F  T  D  P  S  N  N  R  N  R  F  C  L  G
CTTCTCTCAAATGTAAACAGAAACTCGACCATAGAAAACACCAGGAGGCACATTGGAAAG 1020
L  L  S  N  V  N  R  N  S  T  I  E  N  T  R  R  H  I  G  K
GGTGTGCATTTGTACTACGTTGGGGGCGAGGTGTATGCGGAGTGCGTGAGCGACAGCAGC 1080
G  V  H  L  Y  Y  V  G  G  E  V  Y  A  E  C  V  S  D  S  S
ATCTTTGTCCAGAGCCGGAACTGCAACTACCAGCACGGCTTCCACCCGGCCACCGTCTGC 1140
I  F  V  Q  S  R  N  C  N  Y  Q  H  G  F  H  P  A  T  V  C
AAGATCCCCAGCGGCTGCAGTCTCAAGGTCTTCAACAACCAGCTCTTCGCCCAGCTGCTC 1200
K  I  P  S  G  C  S  L  K  V  F  N  N  Q  L  F  A  Q  L  L
GCCCAGTCCGTGCACCACGGCTTTGAAGTGGTGTATGAGCTGACGAAGATGTGCACGATT 1260
A  Q  S  V  H  H  G  F  E  V  V  Y  E  L  T  K  M  C  T  I
CGGATGAGCTTTGTGAAGGGCTGGGGAGCAGAGTATCATCGCCAGGATGTCACGAGCACC 1320
R  M  S  F  V  K  G  W  G  A  E  Y  H  R  Q  D  V  T  S  T
CCCTGCTGGATCGAGATCCATCTTCATGGACCGCTGCAGTGGTTGGATAAGGTGCTCACT 1380
P  C  W  I  E  I  H  L  H  G  P  L  Q  W  L  D  K  V  L  T
CAGATGGGCTCCCCACACAACCCTATCTCTTCAGTGTCTTAAGTCACGTCGTCAGCCACG 1440
Q  M  G  S  P  H  N  P  I  S  S  V  S *

TTGCCACAGAACAGACTCGGGCAGGGGCTTCCATCGTGGCAACCGCAGCTAATGCAGGGT 1500
TCCGGATGCAGATGTAAATACACGTGTAACGCATCCGAGTCACGTTTATATCA        1553

図1 マウスSmad8のcDNAおよび翻訳したアミノ酸配列
予想される開始コドンと終始コドンの塩基に下線を付した。N末端側のMH1ドメインとC末端側の
MH2ドメインのアミノ酸残基は太字で示した。リンカー領域のオルタネイティブスプライシングの6
塩基（2アミノ酸残基）の挿入は小文字で示した。
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図2 Smad8の各組織での発現
マウスSmad8に特異的なプライマーとプローブを用いて、リアルタイム定量的TaqMan PCR
で分析した。各組織のcDNAは、Clonetech社製のマウスMTCパネルIとパネルⅡを使用し
た。縦軸の値はTaqMan PCRで得られたSmad8のサイクル数を各組織で発現量の一定な
GAPDHのサイクル数で標準化した値として示した。マウスSmad8は普遍的に各組織で発
現し、前立腺で発現が最も高く、骨格筋でその発現が最も低かった。
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図3 恒常的活性型BMP受容体によるSmad8のリン酸化
ALK2、ALK3、ALK6はBMP受容体、ALK5はTGF-β受容体を示す。ca：恒常的活性型受容
体（レーン1、3、5、7）、wt：正常型受容体（リガンド非存在下ではSmadをリン酸化できない）
（レーン2、4、6）。上のパネル：リン酸化されたSmad8。IgHは非特異的バンド。下のパネル：免
疫沈降前の細胞溶解液中でのSmad8発現量のウエスタンブロッティング。caALK2、caALK3お
よびcaALK6はSmad8をリン酸化し（レーン1、3、5）、caALK5およびwtBMP受容体によっては、
Smad8はリン酸化されなかった（レーン2、4、6、7）。
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図4 恒常的活性型BMP受容体によるSmad8とSmad4との結合
W：正常型Smad8（レーン1、3、5、7）、T：Smad8変異体（レーン2、4、6、8）。上のパネル：
Smad8と共沈したSmad4を示す。二段目のパネル：免疫沈降前の細胞溶解液中での正常
型（W）およびSmad8変異体（T）の発現量のウエスタンブロッティング。下のパネル：Smad4
の発現量のウエスタンブロッティング。caALK2、caALK3、caALK6によりSmad8はSmad4と
結合し（レーン1、3、5）、caALK5および Smad8Tは Smad4との結合を示さなかった（レーン2、
4、6、7、8）。
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図5 恒常的活性型BMP受容体によるSmad8の核移行
恒常的活性化型BMP受容体ALK2（A）、ALK3（B）、ALK6（C）、または恒常的活性化型TGF-
β受容体ALK5（D）存在下におけるSmad8の細胞内局在を示した。コントロールとしてSmad8
のみの発現（E）を示した。Smad8はcaALK2、caALK3、およびcaALK6の存在により、核に移
行し（A、B、C）、caALK5では核への移行を示さなかった（D）。Smad8のみの発現では、Smad8
は細胞質と核の細胞内全体に分布していた（E）。
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図6 Smad8による転写活性化：Xvent2プロモーターの誘導
横軸は用いたSmadを示し、縦軸は誘導されたXvent2プロモータールシフェラーゼ活性を内部
基準のβガラクトシダーゼ活性で標準化した値を示す。Smad8、Smad1、Smad3、共有型
Smad4はそれぞれ単独である程度の転写活性化能を示し、Smad8とSmad4が共存した場合、
より強く転写を誘導し、相加効果が認められた。Smad3はSmad4が共存しても転写活性の増
強は見られなかった。
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図7 Smad8による転写活性化：BMP-2により誘導される遺伝子 のジーンチップによる解析
約3万5千の遺伝子中、C2C12細胞においてBMP-2により強く誘導される遺伝子として、ファ
イブロモジュリンFmod（◇）、結合組織成長因子CTGF（□）、分化阻害因子Id3（△）、ホメオ
ボックスタンパク質Prx2（◆）、抑制型Smad6（■）が同定された。これらの遺伝子の経時的な
誘導を図に示した。縦軸はジーンチップ上のmRNAの発現強度を示す。
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図8 Smad8による転写活性化：BMP-2により誘導される遺伝子のSmad8による制御
コントロールベクター（□）、Smad8（■）、または、Smad8とSmad4 （■）をC2C12細胞に過剰発
現させ、TaqMan PCRにてファイブロモジュリン（Fmod）、結合組織成長因子（CTGF）、分化阻
害因子（Id3）、ホメオボックスタンパク質（Prx2）、Smad6のmRNA発現量を測定した。縦軸に
は、各遺伝子の測定されたサイクル数をGAPDHのサイクル数で標準化し、コントロールとの
差を2乗することにより、発現量を相対的に表示した。Smad8単独の場合、Fmod、Prx2、
Smad6の発現は、コントロールと比較して、若干抑制されたが、Smad4が共存する場合、これ

ら全ての遺伝子の発現は相乗的に活性化された。
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図9 骨芽細胞系細胞株におけるSmad8の発現
図Aの上のパネル：PCR産物のアガロース電気泳動パターン。下のパネル：アガロース電気泳動後
のサザンブロッティングによるパターン。図B：TaqMan PCRにより定量化したSmad8のmRNA発現
量をGAPDHで標準化した値。Smad8 mRNAはこれらの細胞において構成的に発現されており、
C3H10T1/2細胞と初代培養骨芽細胞での発現が高く、C2C12細胞での発現が低いことが示された。
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図10 Smad8による骨芽細胞マーカーの発現誘導
コントロールベクター（□）、Smad8（■）、または、Smad8とSmad4 （■）をC2C12細胞に発現させ、
TaqMan PCRを用いてALP、Cbfa1、オステオカルシン（OCN）、Ⅰ型コラーゲン（Col1）の発現量
を測定した。縦軸の値は、図8と同様にmRNA発現量を相対的に示す。Smad8単独ではこれら
の発現はほとんど誘導されなかったのに対し、Smad4が共存する場合、ALP、Cbfa1およびCol1
遺伝子の発現は相乗的に増加した。一方、OCNの発現はSmad8とSmad4が共存しても極めて
軽度にしか誘導されなかった。
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図11 Smad8変異体によるALP活性の阻害
コントロールベクター、Smad8変異体（Smad8T）、Smad1変異体（Smad1T）、またはSmad3
変異体（Smad3T）をC2C12細胞に発現させ、BMP-2により誘導されるALP活性に対する
影響を示した。Smad8Tは、Smad1Tと同様に、BMP-2により誘導されるALP活性を完全に
抑制した。一方、Smad3Tは、Smad8やSmad1ほど強い抑制効果を示さなかった。
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図12 Smad8変異体による骨芽細胞マーカーmRNA発現の阻害
骨芽細胞マーカーのmRNAの発現をTaqMan PCRを用いて測定した。縦軸の値は、測定された
サイクル数をGAPDHのサイクル数で標準化し、BMP-2により誘導される各々のmRNA発現量を
100%（■）として、BMP-2未処理のコントロール（□）、Smad8Tが存在する場合のBMP-2により誘
導される各々のmRNA発現量（■）を示す。BMP-2により誘導されるALP、Cbfa1、OCN、Col1の
発現はSmad8Tにより抑制された。


