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研究成果の概要（和文）：本研究では異所性骨化疾患の病態解明を主目的とした。弾性線維性偽黄色腫症の原因
遺伝子とされるABCC6変異マウスでは筋損傷後に異所性石灰化や骨化を生じることが確認された。また線溶系酵
素であるプラスミノーゲンKOマウスでも同様に異所性石灰化が観察されたことから、異所性骨化疾患には機序の
異なる多因子が関与していると考えられた。また軟骨細胞レポーターマウスにて異所性骨化を誘発したところ、
骨化機序は内軟骨骨化であることが判明した。

研究成果の概要（英文）：The main objective of this study is to clarify the pathogenesis of 
heterotopic ossification. Heterotopic calcification and ossification were observed after muscle 
injury in ABCC6 mutant mice, which are thought to be the causative gene of Pseudoxanthoma Elasticum.
 Similarly, heteroopic calcification was observed in plasminogen KO mice, a fibrinolytic enzyme, 
suggesting that multiple factors with different mechanisms are involved in ectopic ossification. In 
addition, when ectopic ossification was induced in chondrocyte reporter mice, the ossification 
mechanism was found to be endochondral ossification.

研究分野： 整形外科

キーワード： 異所性骨化
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研究成果の学術的意義や社会的意義
異所性石灰化・骨化疾患は骨化性筋炎やアジア人に多い脊柱靱帯骨化症（後縦靱帯骨化症、黄色靱帯骨化症、び
まん性特発性骨増殖症など）、延いては動脈硬化などQOLや生命予後に大きく関与する疾患を含んでいる。本研
究はその病態に関する新たな知見を見出したことにより、そのいずれかの段階でブロックすることができれば、
異所性骨化性疾患の予防薬を創出しうると考える。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
 異所性骨化は外傷、熱傷、神経損傷などを契機におこり、重度の ADL 制限の原因となる。ま
た進行性骨化性線維異形成症、脊柱靱帯骨化症は、遺伝的要素と外傷が異所性骨化に関与し、全
身骨化や四肢麻痺をひきおこす重篤な疾患である。また異所性骨化は四肢のみならず動脈にも
発生し動脈硬化を惹起する。これらの疾患は直接的に生命予後に関わるのはもちろんのこと、
QOL を大きく損ない健康寿命にも影響する。現状では異所性骨化への治療法は外科的切除のみ
であり、予防や治療のためにもその病態解明が急がれる。 
 本研究では、線溶系酵素プラスミンのノックアウトマウス、プラスミノーゲンアンチセンスオ
リゴヌクレオチド投与、重度熱傷等の手法を用い、異所性骨化、靱帯骨化動物モデルを確立し、
その骨化成長に対する制御方法を開発する。異所性骨化モデルの確立は関連疾患の様々な研究
に役立ち、実臨床に近いモデル動物の骨化を制御できれば、治療法のない異所性骨化、靭帯骨化
に対する革新的な治療法の開発に繋がる。 
 
２．研究の目的 
 異所性骨化とは本来骨組織が存在しない部位に発生した骨化を意味し、その発生因子として
外傷、熱傷、神経損傷などがある。また遺伝性疾患による異所性骨化として進行性骨化性線維異
形成症（FOP）が代表的である。さらに本邦において高い有病率を呈する後縦靱帯骨化症、黄色
靱帯骨化症は脊椎靱帯内に異所性骨化を生じる。現在、これらの‘異所性骨化’を制御する投薬
治療の開発が切望されている。我々は以前に線溶系酵素（プラスミン）の機能を欠損させたマウ
スで異所性骨化が容易におこる事を発見している。このマウスでは骨折後に骨折部周囲の血腫
の分解が遷延し、周囲に異所性骨化を引き起こす。また骨折に限らず、筋肉や靱帯に小外傷を与
えることで異所性骨化や靱帯骨化を引き起こすことを確認している。本研究では種々の方法に
よる異所性骨化、靭帯骨化の動物モデルを確立し、骨化の増大を制御、阻害する方法を開発への
手がかりを明らかとすることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1）ABCC6 における異所性石灰化・骨化 
ABCC6 KO マウスに対して薬剤（cardiotoxin）を用いて筋肉を化学的に損傷し、X線、マイクロ
CT、組織標本にて異所性石灰化を評価した。また長期に観察し異所性骨化の出現についても同様
に評価した。 
 
(2）PlgKO マウスにおける異所性石灰化・骨化 
PlgKO マウスに対して薬剤（cardiotoxin）を用いて筋肉を化学的に損傷し、X線、マイクロ CT、
組織標本にて異所性石灰化を評価した。遺伝子型としてホモ KO、ヘテロ KO を準備した。事前実
験にて、ヘテロ KO のプラスミノーゲン量はほぼ半分であることがわかっている。 
 
(3)PlgASO 投与 マウスにおける異所性石灰化・骨化 
C57BL/6 野生型マウスにプラスミノーゲン ASO を投与し薬剤性にプラスミノーゲンを減少させ
下腿三頭筋を損傷し異所性骨化を誘発した。同様に X 線、マイクロ CT、組織標本にて評価を行
った。 
 
(4）熱傷による異所性石灰化 
C57BL/6 野生型マウスの背面を 95度の熱湯に 10 秒間浸漬し、皮膚に大きな熱傷を作成する。熱
傷作成後に下腿三頭筋内にカルディオトキシンを注射し筋損傷を作成し、損傷後に石灰化が惹
起されるかを観察する。これは多発外傷に伴う異所性石灰化を模したモデルである。X線、マイ
クロ CT、組織標本にて評価を行った。 
 
 
４．研究成果 
(1)ABCC6 欠損は筋損傷により異所性石灰化を生じる 
ABCC6 KO マウスに対して下腿三頭筋内にカルディオトキシンを注射すると、
筋内に石灰化の発生が認められた。石灰化は X線上は 4日目頃から視認できる
ようになりその後徐々に増大し、10 日頃が最大となりその後は漸減した。 
 
(2)プラスミノーゲンは量依存的に筋損傷後に異所性石灰化を抑制する 
 Plg KO マウスにおいて下腿三頭筋内にカルディオトキシンを投与すると多
量の石灰化が生じた。Plg 部分 KO マウスは筋損傷後に異所性石灰化を生じる
が、KOマウスよりも石灰化量が減弱した。 
 さらにプラスミノーゲン ASO を用いて ASO を薬剤性に減少させると筋損傷後の石灰化が増加
した。石灰化量は ASO の投与量との相関が認められた。これらのことから、プラスミノーゲンは



量依存的に異所性石灰化の出現を抑制していることが分かった。 
 
(3)熱傷後の筋損傷は異所性石灰化を惹起する 
 マウス背部に広範囲熱傷を作成し、直後に
下腿三頭筋にカルディオトキシンを投与する
と 1 週時点の X 線にて下腿三頭筋内の石灰化
が認められた。コントロールマウスでも多少
の石灰化が認められることはあるが、石灰化
量は明らかな有意差を認めた（右図）。 
 組織検査にて筋肉繊維に一致した石灰化像
を認め、石灰化は筋肉起源であることが分かっ
た（右図）。また、熱傷後は血中プラスミノーゲ
ンが有意に低下しており、熱傷によるプラスミ
ノーゲンの枯渇を介した石灰化の出現と考え
られた。 
 
 
 
 
(4)異所性石灰化の消退にはマクロファージが関与する。 
 異所性石灰化は出現後経時的な漸減を認めたが、これが自然な溶解によるものなのか、もしく
はマクロファージによる貪食であるのかを判別するために、ABCC6 KO マウスにてクロドロン酸
内包リポソームを全身投与しマクロファージを除去した上で下腿三頭筋を損傷し石灰化を惹起
した。クロドロン酸非投与マウスでは受傷後 2週間程度で石灰化の消退が認められたのに対し、
クロドロン酸投与群ではより長期に石灰化が残存した。このことから異所性石灰化の消退は主
にマクロファージの貪食であることが判明した。 
 
 
 
(5)ABCC6 欠損、プラスミノーゲン欠損は筋損傷後に異所性骨
化へと発展する 
 ABCC6 KO マウスやプラスミノーゲン部分 KOマウスにおい
て異所性石灰化出現後も観察を継続すると、石灰化部位に骨
組織が出現することが分かった。 
 軟骨細胞特異的な遺伝子であるアグリカンレポーターマ
ウスにプラスミノーゲンASOを投与して筋肉を損傷し異所性
骨化を誘導すると、骨化部に一致して蛍光信号を認めたこと
から異所性骨化は内軟骨骨化により発生することが分かっ
た。 
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