
 

様式Ｃ－１９ 

 

科学研究費助成事業（科学研究費補助金）研究成果報告書 

 

平成２４年 ５月２３日現在 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要（和文）：筋芽細胞 C2C12を用いて、Bone morphogenetic protein (BMP)の
細胞内情報伝達系と、その調節因子を解析した。その結果、転写因子 Smad を介した経路が
骨芽細胞分化の誘導や筋分化の抑制に重要であり、この抑制経路として転写因子 Zranb2 や膜
上の補助受容体 DRAGON を同定した。筋組織で骨化が進行する進行性骨化性線維異形成症

は、BMP 受容体の ALK2 の細胞内領域にアミノ酸置換を伴う遺伝的な変異が生じ、Smad 経
路が構成的に活性化されることが原因と考えられた。 
 
研究成果の概要（英文）：We studied molecular mechanisms of heterotopic bone formation 
induced by bone morphogenetic protein (BMP) signaling in C2C12 myoblasts. The Smad-
dependent pathway plays critical roles for both an induction of osteoblast differentiation 
and inhibition of myogenesis. The Smad-dependent signaling was suppressed by Zranb2 or 
DRAGON. In patients with fibrodysplasia ossificans progressiva (FOP), one of BMP 
receptors, ALK2, was genetically mutated and activated the Smad-dependent signaling 
regardless of the binding to BMPs. 
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１．研究開始当初の背景 
 骨・軟骨組織は、個体発生の過程で、筋
組織中の多分化能を有する未分化間葉系細
胞が、外界からの制御を受けながら骨芽細
胞や、軟骨細胞へ分化して形成される。こ
の前駆細胞の性状や、その制御因子等に関
しては、未だ不明な点が多い。 
 進行性骨化性線維異形成症

（Fibrodysplasia Ossificans Progressiva, 
FOP）は、骨格筋組織中に異所性骨化が起
こる遺伝性疾患で、筋組織で異所性骨化を
誘導する Bone Morphogenetic Protein 
(BMP)の受容体 ALK2をコードする ACVR1
遺伝子に変異が同定された。 
 我々は、筋芽細胞 C2C12を用いて、BMP
が筋分化を抑制し、骨芽細胞様細胞の分化

機関番号：３２４０９ 

研究種目：基盤研究（Ｂ） 

研究期間：2009～2011 

課題番号：２１３９０４２３ 

研究課題名（和文） 筋組織の異所性骨化に基づく運動器の形成と再生機構の解明 

                     

研究課題名（英文） Molecular mechanisms of regulation in locomotive tissues 

 

研究代表者 

片桐 岳信（KATAGIRI TAKENOBU） 

埼玉医科大学・医学部・教授 

研究者番号：８０２４５８０２ 



 

 

を誘導することを報告した。この実験系は、
BMPの受容体や転写因子を介した細胞内情
報伝達系の解析に適している。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、FOPにおける異所性骨化の
発症機序を解明し、BMPによる骨形成の誘
導機構を明らかにすることで、筋組織、軟
骨組織、骨組織の形成や再生を司る制御機
構の解明を目指す。 
 
３．研究の方法 
 筋芽細胞 C2C12 を用いて、ALP 活性、ルシ
フェラーゼレポーター活性で BMP 活性を定
量化した。筋分化は、筋幹細胞の出現を指
標とした。cDNA のクローニングは、通常の
RT-PCR 法で行い、DNA の塩基配列を確認し
た。タンパクの発現量は、それぞれに特異
的な抗体を用いたウエスタンブロット法で
行った。Smad の DNA 結合能は、Id1 の BMP
応答配列をプローブとして解析した。 
 
４．研究成果 
 FOP 患者で同定された ALK2 (R206H)の機
能的変化を解析した。野生型 ALK2 は Smad1
をリン酸化しないのに対し、R206H 変異体は
BMP 非存在下で強く Smad1 をリン酸化し、
Smad1 の転写活性を上昇させた（図１)。ま
た、ALK2(R206H)変異体は、C2C12 細胞の筋
分化を抑制し、Smad1 や Smad5 のリン酸化を
介して ALP 活性を上昇させた。上昇した ALP
活性は、BMP 受容体阻害剤の Dorsomorphin
で抑制された。 
 従って、FOP で同定された ALK2(R206H)変
異体は、構成的活性型と考えられた。 

 
 
 FOP 患者では、ALK2(R206H)以外にも
L196P や G356D など、臨床症状の異なる 10
種類以上の変異体が同定された。これらの
生物活性を C2C12 細胞を用いて比較した
（図２）。BMP 初期応答遺伝子のレポーター
活性、筋分化抑制活性、Smad11/5/8 のリン
酸化活性、ALP 誘導活性とも、L196P 変異体
は R206H と同等で、G356D 変異体は R206H よ

りも弱かった。 
 特に、L196P を有する患者の発症が遅いこ
とから、この変異体は生体内で活性が抑制
されている可能性が示唆された。 

 
 
 BMP による初期応答遺伝子の転写誘導作用
や骨芽細胞分化誘導作用は、転写因子 Smad1
のリン酸化部位を酸性アミノ酸に置換する
ことで再現された（図３）。しかし、筋分化
抑制作用は、Smad1 よりも核内の Smad4 が重
要であることが判明した。 
 従って、BMP シグナルで活性化される
Smad 経路が重要で、中でも Smad1 は骨芽細
胞分化の誘導に、Smad4 は筋分化の抑制に関
与すると考えられた。 
 
 

 BMP 受容体がリン酸化した Smad1/5/8 を脱
リン酸化する酵素として、PPM1A や SCP が見
出された。しかし、我々が樹立した構成的
活性型 Smad1 変異体を用いても、これらの
酵素は BMP 活性を抑制することが判明した
（図４）。 
 一連の結果より、PPM1A は Smad の分解亢
進、SCP1 は Smad の下流で作用する転写因子
を標的とする可能性が示唆された。 
 
 
 BMP の生物が Smad を介して伝達されるこ
とから、細胞内には Smad と相互作用して、



 

 

その活性を制御する分子があるものと予想
した。これらを探索するために、FALG-
Smad1 を HEK293T 細胞に発現させ、結合分子
を解析した。その結果、転写調節因子
Zranb2 が Smad1/5/8 に結合することが明ら
かとなった（図５）。Zranb2 は、BMP 活性を
抑制し、この活性は C端側の SR ドメインに
依存した。Zranb2 は、Smad のリン酸化レベ
ルや細胞内局在、標的 DNA 配列への結合能
には変化を及ぼさなかった。 
 従って、Zranb2 は Smad のコアクチベータ
等を標的として、BMP 活性を抑制している可
能性が考えられる。 

 
 
 筋組織や骨組織の形成に、BMP に加えて
Wnt シグナルが関与する可能性が指摘されて
いる。そこで、C2C12 細胞を用いて、BMP と
Wnt の相乗効果を検討した（図６）。古典的
経路を活性化する Wnt1 や Wnt3 は、BMP-4 で
誘導される ALP 活性をさらに上昇させた。
一方、非古典的経路を活性化する Wnt5a や
Wnt11 は、BMP-4 誘導性の ALP 活性を低下さ
せた。Wnt3a による BMP 活性の促進作用は、
beta-Catennin の過剰発現では再現できず、
GSK3beta の特異的阻害剤（BIO）出再現され
た。 
 従って、古典的経路を活性化する Wnt は、
GSK3beta 活性の抑制を介して、BMP による
骨芽細胞分化誘導作用を相乗的に促進する
と考えられた。 
 

 
 BMP は、標的細胞の膜上に存在する I型お
よび II 型受容体に結合する。最近、新たな
補助受容体として DRAGON が BMP 活性を促進
することが報告された。そこで、DRAGON の
作用を、C2C12 細胞を用いて検討した。
DRAGON のファミリーである RGMa と RGMc を
過剰発現させると、FOP の変異受容体で誘導
した ALP 活性がわずかに上昇したが、
DRAGON を共発現させると ALP 活性は低下し
た（図７）。この DRAGON の作用は、細胞外
で起こるもので、特に分子内の C端側に存
在する vWF ドメインが重要であることが判
明した。 
 DRAGON は、BMP の鉄代謝の制御に関わる
分子として同定されたが、BMP の骨芽細胞分
化誘導活性はむしろ抑制することが判明し
た。この活性の逆転は、標的細胞により、
膜上に発現する分子が異なるためである可
能性が考えられた。 
 

 
 一連の研究から、BMP による骨形成の亢進
は、細胞内情報伝達系の中で Smad 経路が重
要であり、これを負に制御する転写因子
Zranb2 や、膜上の DRAGON などが明らかと
なった。FOP は、BMP 受容体のアミノ酸置換
により、この Smad 依存的経路が BMP 非依存
的に活性化された状態と考えられた。FOP で
は、筋再生とともに骨化が誘導される。筋
再生で活性化される Wnt シグナルは、BMP に
よる骨芽細胞分化を、GSK3beta を介して症



 

 

状的に促進することが明らかとなった。 
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