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研究要旨 進行性骨化性線維異形成症（FOP）は、骨形成を促す BMP 受容体の１種

ALK2 の活性型変異によると考えられる。BMP の骨形成作用を伝達する転写因子

Smad の新規制御因子を探索し、Zinc-finger, RAN-binding domain-containing 

protein 2 (Zranb2)を同定した。Zranb2 は R-Smad に結合し、Smad 複合体の標的

遺伝子の転写活性を抑制した。従って、Zranb2 は FOP のような BMP 活性による骨

形成を伴う疾患に対する新しい創薬標的分子になる可能性が示唆された。 

 

Ａ． 研究目的 

進 行 性 骨 化 性 線 維 異 形 成 症

(Fibrodysplasia ossificans progressiva, 

FOP)は、主に筋組織の中で異所性骨化が進

行する遺伝性疾患で、2006 年、ヒト２番染

色 体 上 の BMP 受 容 体 を コ ー ド す る

ACVR1/ALK2 が責任遺伝子として同定された。

これまでに我々は、国内 FOP 症例の 1 例を

除く全ての症例において ALK2 タンパク質

の206ArgがHis残基に変わる典型的な変異

を有することを報告し、さらに、この変異

体ALK2がリガンド非依存的にBMPの転写因

子 Smad を介した細胞内情報伝達系を活性

化することを明らかにした。そこで本研究

では、FOP の治療法への応用を目指して、

BMP の骨形成作用を伝達する Smad の新規制

御因子を探索した。その結果、R-Smad と結

合する Zranb2 を同定することに成功する

と共に、Zranb2 が Smad の転写活性抑制因

子であることを明らかにした。 

 

Ｂ．研究方法 

HEK293T 細胞に FLAG-タグを付加したマ

ウス Smad1 を過剰発現させ、抗 FALG 抗体を

用いて細胞内で Smad1 と複合体を形成する

分子を免疫沈降法で濃縮した。Smad 複合体

の構成成分を SDS-PAGE で分画した後、各タ

ンパク質を LC-MS/MS 解析で同定した。その

中に、本研究で解析した Zinc-finger, 

RAN-binding domain- containing protein 2 

(Zranb2)が見出された。マウス筋芽細胞

C2C12 から調整した cDNA を用いて、Myc タ

グを付加した Zranb2 をクローニングし、発

現ベクターを構築した。 

Zranb2 と Smad の結合は、抗 Myc 抗体と

抗 FALG 抗体を用いた免疫沈降とウエスタ

ンブロット法で解析した。Zranb2 の BMP 活

性に対する作用は、C2C12 細胞の骨芽細胞

の分化マーカーであるアルカリホスファタ

ーゼ(ALP)活性、BMP 初期応答遺伝子の Smad

結合配列を含む Id1 ルシフェラーゼレポー

ター(Id1WT4F-luc)アッセイで定量化した。

さらに、Zranb2 の細胞内局在は、抗 Myc 抗

体を用いた免疫染色法で検出した。Zranb2

のリン酸化 Smad レベルに対する作用は、ウ

エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 と 抗 リ ン 酸 化

Smad1/5/8 抗体を用いた免疫染色法で解析

した。Smad の DNA 結合能は、ビオチン化し



たId1のSmad結合配列を４個タンデムに配

置した標的 DNA を用いて、ストレプトアビ

ジンビーズを用いた沈降ーウエスタンブロ

ット法で解析した。 

（倫理面での配慮） 

なし。 

 

Ｃ．研究結果 

FLAG-Smad1 と 相 互 作 用 す る 分 子 を

HEK293T 細胞を用いて探索した結果、ZRANB2

と一致するシグナルが同定された（図１A）。

Myc タグを付加した Zranb2 は、BMP 受容体

によってリン酸化される Smad1（図 1B）、

Smad5、Smad8 と結合したが（data not shown）、

Smad4 との結合はほとんど認められなかっ

た（図 1B）。Zranb2 と Smad1 の結合は、BMP-4

刺激の有無で変化しなかった（図１C）。 

 

マウス筋芽細胞 C2C12 を用いて、BMP シ

グナルに対する Zranb2 の効果を検討した。

Zranb2 の過剰発現は、BMP 受容体の構成的

活性型変異体である BMPR-IA(Q233D)（図

2A）および ALK2(R206H)と Smad1 の共発現

で誘導される ALP 活性（data not shown）、

骨芽細胞分化に重要な転写因子 Osterix の

発現を抑制した（図 2B）。さらに、Zranb2

の過剰発現により、BMP-4 刺激で誘導され

る Smad 標的遺伝子のルシフェラーゼレポ

ーター活性も抑制された（図 2C）。 

 

欠失変異体の作成により、Zranb2 の BMP

シグナル抑制作用に重要なドメインを解析

した（図 3A）。細胞内の局在は、Zranb2 内

の２つのZnフィンガーやGluドメインを欠

失させても、野生型と同様に核内に認めら

れた（図３B）。一方、C 末端側に位置する

Ser-Arg (SR)リッチドメインを欠失させる

と細胞質に局在し、SR リッチドメインだけ

を発現させると核内に集積することが判明

した（図３B）。 

こ れ ら の 変 異 体 を 用 い て 、

BMPR-IA(Q233D)と Smad1 の共発現で誘導し

た ALP 活性に対する作用を検討すると、核

内に局在したZranb2変異体は全てALPを抑

制したが、細胞質に局在したSR 変異体は

むしろ ALP 活性を促進した（図 3C）。 



 

Zranb2 の作用機序を解明するため、リン

酸化 Smad に対する影響を検討した。その結

果、Zranb2 を過剰発現しても、Smad1 のリ

ン酸化レベルや（図 4A）、細胞内の核への

集積には変化が認められなかった（図 4B）。 

 

そこで、Zranb2 に対する siRNA を用いて、

ノックダウンによるSmadのDNA結合能を検

討した。２種類の異なる siRNA は、いずれ

も内在性 Zranb2 のタンパク質レベルを減

少させた。この条件下で Smad1 の DNA 結合

能を解析すると、scramble RNA を導入した

コントロール群と差が認められないことが

判明した（図 5A）。一方、Zranb2 siRNA の

導入により、BMP-4 刺激で誘導される

Id1WT4F-luc の活性が上昇した（図 5B）。 

 

 

Ｄ．考察 

FOP は、BMP 受容体の１種である ALK2 の

活性化によって引き起こされる。これまで

の我々の研究から、BMP 受容体の下流で骨

形成促進作用を伝達するのは、主に転写因

子 Smad を介した細胞内情報伝達経路であ

ることが判明している。そこで、Smad の活

性を制御する新規分子を探索する目的で、

FLAG-Smad1 を用いて結合分子を解析した結

果、Zranb2 を同定した。 

Zranb2 は、Zn フィンガーを介して RNA に

結合することで、ある種の RNA のスプライ

シングに関与する可能性が報告されている。

我々の解析結果から、Zranb2 は BMP 活性を

抑制することが明らかとなったが、この抑

制活性に Zn フィンガー領域は必須ではな

かった。このことから、Zranb2 は従来の報



告のような RNA のスプライシングを介して

BMP 活性を抑制するのではなく、別の機序

で BMP 活性を抑制すると考えられた。 

Zranb2 を過剰発現させても、Smad のリン

酸化レベルや各集積には影響せずに、標的

遺伝子の転写が抑制された。また、Zranb2

は Smad複合体のDNAへの結合にも影響しな

かった。これらの結果より、Zranb2 は DNA

に結合した Smad 複合体の転写活性を抑制

するものと予想された。Smad の転写活性に

は p300 などのコアクチベータが必要であ

ることから、Zranb2 はこれらと Smad の相

互作用を阻害するか、転写活性を抑制する

コリプレッサーをリクルートする可能性が

考えられる。 

 

Ｅ．結論 

Zranb2 は、BMP の骨形成作用を抑制する

新規 Smad 結合因子であった。Zranb2 の発

現を促進するような化合物は、FOP のよう

な BMP シグナルを介した異所性骨化の新し

い創薬標的分子となる可能性がある。 
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