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研究成果の概要（和文）：進行性骨化性線維異形成症（FOP）は骨形成タンパクの受容体であるALK2の活性型変
異により発症し、全身の軟部組織に進行性の異所性骨化をきたす難病である。我々はC2C12細胞に変異型ALK2ベ
クター、レニーラ・ルシフェラーゼベクターおよびId1プロモータールシフェラーゼベクターを遺伝子導入した
スクリーニング系を確立した。この系を用いて既存薬のドラッグ・スクリーニングを実施し、アゼプチン（抗ヒ
スタミン薬）、ローコール（高脂血症薬）、トリミプラミン（抗うつ薬）の3薬剤でルシフェラーゼ活性の低下
および標的遺伝子（アルカリフォスファターゼ、オステオカルシンなど）発現の低下を確認した。

研究成果の概要（英文）：Fibrodysplasia ossificans progressiva (FOP) is a severely disabling 
heritable disorder of connective tissue characterized by progressive heterotopic ossification in 
various extraskeletal sites. FOP is caused by a gain-of-function mutation in ALK2, which causes up 
regulation of a transcriptional factor, Id1. We screened FDA-approval drugs for suppression of the 
Id1 promoter activated by the mutant ALK2 in C2C12 myogenic cells. We found that azelastine HCl 
(anti-histamine), Fluvastatin sodium salt (ant-hyperlipidemia), and Trimipramine maleate salt 
(anti-depressant) suppressed the Id1 promoter activity in a dose-dependent manner. These drugs also 
downregulated the expressions of the Id1-target osteoblastic genes such as alkaline phosphatase and 
osteocalcin.  

研究分野：整形外科学
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１． 研究開始当初の背景 
 進 行 性 骨 化 性 線 維 異 形 成 症
（ fibrodysplasia ossificans progressiva : 
FOP ） は 骨 形 成 タ ン パ ク （ bone 
morphogenetic protein : BMP）の受容体で
ある ALK2の活性型変異により発症し、全身
の軟部組織に進行性の異所性骨化をきたす
難病である。四肢における異所性骨化の進行
により関節の不動化が生じて ADL が著しく
障害されるとともに、脊柱や肋骨における異
所性骨化により脊柱・胸郭変形が進行すると
呼吸不全のため死亡する（下図）。 
 

 
異所性骨化は外傷や手術侵襲などで急激に
増悪するため、外科的治療の適応はなく、む
しろ禁忌とされている。現在、進行性の骨化
を抑制する有効な内科的治療法はない。
ALK2の blockerである dorsomorphinおよ
び類似の低分子化合物（LDN-193189）や核
内レチノイン酸受容体γアゴニストが FOP
における BMP シグナルを抑制し、動物実験
レベルでは異所性骨化を抑制するという報
告がなされたが、これら化合物の毒性プロフ
ァイルはわかっていない。我々は変異型
ALK2強制発現ベクターおよび BMPシグナ
ルの標的遺伝子である Id1プロモーターのレ
ポーターベクターをマウス筋芽細胞株
C2C12に導入して、ルシフェラーゼ活性にて
Id1 プロモーター活性を低下させる薬剤を検
索するスクリーニング系を確立した 
 
２．研究の目的 
 ドラッグ・リポジショニング戦略に基づい
た既存薬の網羅的スクリーニングにより、
Id1プロモーター活性を抑制して、FOPの異
所性骨化を抑制する可能性のある薬剤を同
定することを本研究の目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1) ALK-R206H、IdWT4F-Lucによる薬効
スクリーニング法の実施 

 C2C12 に ALK-R206H、IdWT4F-Luc、
phRL-TK を transient transfection し、24
時間後に 1186種類の FDA認可化合物を 24
時間添加して、Dual-Luciferase Reporter 
Assayにより一次スクリーニングを行う（右
図）。カットオフ値を設定して、上位 50-70
種類の化合物を選択して二次スクリーニン 

 
グへ移行する。二次スクリーニングの結果、
および Id1プロモーター活性を抑制した薬剤
の毒性や長期投与可能かどうかなどを総合
的に判断し、数種類の化合物を選択して三次
スクリーニングにより薬剤濃度依存性を検
討して候補薬を決定する。 
 
(2) 候補薬による Id1および各種骨形成マー
カー発現の検討 
 Id1mRNAの発現を RT-PCRで、Id1タン
パクの発現をWestern blotting法にて評価し、
候補薬による Id1活性抑制効果における濃度
依存性を検討する。同様に、Id1 の標的遺伝
子である各種骨形成マーカー（アルカリフォ
スファターゼ、オステオカルシンなど）の
mRNAおよびタンパクの発現を評価する。ま
た、BMP シグナルで活性化する細胞内
Smad1/5/8 のリン酸化抑制作用に関しても
検討する。これら in vitroにおける骨芽細胞
分化抑制能を総合的に判断して有力な候補
薬を絞る。 
 
(3) FOP 動物モデルの確立と in vivo にお
ける骨形成抑制作用の検討 

 (2)で同定した候補薬の in vivoにおける効
果を検討するために、Cre-Loxシステムを用
いた筋肉内に異所性骨化をきたす FOP モデ
ルマウス（ALK2 Q107D）を確立する。また、
FOP 以外の異所性骨化を生じる疾患も標的
とするために、crude BMPの筋肉内移植によ
る異所性骨化モデルも同時に作製する。それ
ら動物モデルに候補薬を投与し、定期的なレ
ントゲンおよびマイクロ CTにより異所性骨
化を定量化して in vivo における骨化抑制効
果を検討する。効果を認めた場合には、さら
に最適な薬剤の投与量を検討する。 
 
４．研究成果 
 ファーストスクリーニングにてカットオフ
値をvehcle比0.3以下とし、抗がん剤や抗生剤、
免疫抑制剤など長期投与が困難な薬剤を除外
してセカンドスクリーニングを行った（次項
図）。細胞増殖能の低下に基づくルシフェラ
ーゼ活性の低下をルールアウトするため、
MTSアッセイにより細胞増殖能も併せて評
価した。セカンドスクリーニングにてカット
オフ値0.2以下であった4種類の抗うつ薬（ノ 
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リトレン、アナフラニール、プロチアデン、
トリミプラミン）、3種類の抗ヒスタミン薬（ヒ
スマナール、アゼプチン、クラリチン）、3種
類の抗精神病薬（スピペロン、ロドピン、イ
ンプロメン）、その他ジヒデルゴット（セロト
ニン作動薬）、ペルジピン（高血圧薬）、オー
ラノフィン（抗リウマチ薬）、ローコール（高
脂血症薬）、エビスタ（骨粗鬆症薬）を候補薬
として絞り込んだ（下図）。 
 

 
 このうち、MTSアッセイにより細胞増殖能
を評価したところ、アゼプチン、ローコール、
アナフラニール、トリミプラミン、スピペロ
ンの5薬剤が細胞増殖能を保ちながらルシフ
ェラーゼ活性を低下させた（下図）。 
 

 

 

 
 
これら5薬剤に対してサードスクリーニング
にてルシフェラーゼ活性の薬剤濃度依存性を
検討したところ、アナフラニールとスピペロ

ンでは濃度依存性を認めなかった。そこでア
ゼプチン、ローコール、トリミプラミンの3
薬剤に対し、Id1のmRNAの発現をRT-PCR法
で、Id1タンパクの発現をWestern blotting法
にて評価したところ、アゼプチンおよびトリ
ミプラミンでId1のmRNAレベルでの抑制が
濃度依存性に認められた。Western blotting 
 
 
 
 
 
 
 
 

では、それら3薬剤によるタンパクレベルでの
Id1の抑制に関しては、必ずしも均一ではなか
ったものの、Id1の標的遺伝子である各種骨形
成マーカー（アルカリフォスファターゼ、オ
ステオカルシン、オステオポンチンなど）の
mRNAおよびタンパク発現を検討したところ、
トリミプラチンなど一部では抑制効果を認め
た（下図）。 
 

 
 In vivo実験としては、crude BMPの筋肉内
移植による異所性骨化モデルマウスを確立し、
アゼプチン、ローコール、トリミプラミンの3
薬剤を経口投与して、in vivoにおける骨形成
抑制効果をレントゲンとマイクロCTにて評
価した。6週齢のddYマウスに対し、コントロ
ール、アゼプチン、ローコール、トリミプラ
ミンをそれぞれ投与した計4群を作成し、5mg
のcrude BMPをゼラチンゲルに包埋して、大
腿後面に移植した。各薬剤を混餌投与し、30
日後にマイクロCTにて異所性骨化を定量し
た。各群4匹ずつ評価可能なモデルを獲得した
が、それぞれの薬剤投与にてコントロールと
比較して軽度の異所性骨化抑制効果（65.8%
〜88.2%）を認めたものの、統計学的有意差
を認めるまでには至らなかった。 
 以前、我々は同様のスクリーニング系を用
いて、2種類のカルシウム拮抗薬（マレイン酸
ペルヘキシリンおよびフェンデリン塩酸塩）
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のId1抑制作用に関しては検討した。本研究で
は、さらに種類を増やした薬剤パネルを用い、
in vitroでのId1抑制作用に関しては、両カル
シウム拮抗薬よりも強力な抑制作用を確認で
きたものの、crude BMPを用いたin vivoのモ
デルでは明らかな骨形成抑制作用までは認め
ることができなかった。本研究では混餌投与
を採択したため、決まった濃度の薬剤が確実
に取り入れられているかどうかは確証がない。
また、in vivoにおける至適な薬剤濃度を決定
するまでには至っていないため、さらなる追
加研究が必要である。 
 ACVR1/ALK2シグナル阻害剤に関する研
究として、抗ALK2抗体、ALK2核酸医薬、キ
ナーゼ阻害薬、smad阻害薬、細胞分化阻害薬
などの開発が試みられている。レチノイン酸
受容体γ作動薬であるパロバルテンは、smad
のリン酸化を抑制することにより活性化した
ACVR1/ALK2シグナルを抑制することによ
りFOPの異所性骨化を予防するとして、欧米
で国際共同治験を実施中である。一方、FOP
における異所性骨化発症のメカニズムとして、
受容体の恒常的な活性化だけでではなく、通
常はBMPシグナルを生じないリガンド（アク
リビンA）が、変異受容体に結合することに
より異常なBMPシグナルを導いてしまうと
いう新たなメカニズムが提唱されている。そ
こで、アクチビンAの阻害薬としてmTOR阻
害剤であるラパマイシンを用いた医師主導治
験が本邦でも開始された。様々な角度から
FOPの治療薬が開発されつつある現状は好ま
しいことであるが、本研究におけるId1阻害薬
もFOPにおける異常に活性化したBMPシグ
ナルを抑制しうる可能性があるため、今後も
引き続きvivoを中心とした研究を遂行する必
要がある。 
 結語。C2C12細胞に変異型ALK2ベクター、
レニーラ・ルシフェラーゼベクターおよびId1
プロモータールシフェラーゼベクターを遺伝
子導入したスクリーニング系において、アゼ
プチン（抗ヒスタミン薬）、ローコール（高脂
血症薬）、トリミプラミン（抗うつ薬）がId1
のルシフェラーゼ活性、mRNA発現、および
標的遺伝子の発現を低下させたものの、異所
性骨化モデルマウスを用いたin vivoにおける
骨形成抑制作用を獲得するまでには至らなか
った。 
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