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研究成果の概要（和文）：進行性骨化性繊維異形成症(FOP)は、骨形成因子BMPの受容体ALK2の遺伝子変異が原因となっ
て、骨格筋が骨組織に置き換わってしまうという特異な優性遺伝病である。FOP型変異ALK2をマウス筋前駆細胞Ric10に
発現させて、骨分化の誘導機序を検討した。FOP型変異ALK2を発現させても、Ric10は骨分化しなかった。しかし、さら
に炎症性サイトカインIL6で刺激すると、下流因子STAT3の活性化を介してFOP型変異ALK2による微弱なSmadシグナルが
増幅され、異所性の骨分化が誘導された。FOP型変異ALK2とIL6の協調作用によって筋前駆細胞に骨分化が誘導されうる
ことが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：Fibrodysplasia ossificans progressiva (FOP) is a dominant inherited disease caused
 by a mutated receptor for bone morphogenetic proteins ALK2/ACVR1 bearing a single amino acid substitution
 of Arg to His at codon 206 (R206H). We found that ALK2(R206H) is a constitutively leaky but not a functio
nally active receptor because it stimulated Smad pathway very slightly without ligand binding, and could n
ot induce osteogenesis in mouse myogenic progenitor cells.  An inflammatory cytokine IL-6 triggered osteog
enesis in myogenic cells expressing ALK2(R206H).  The present results suggest that ALK2(R206H)-expressing 
myogenic progenitor cells act as osteoprogenitor cells when they are stimulated with IL-6 and provide a ne
w mechanistic insight in inflammatory stimulus-triggered heterotopic bone formation in FOP patients.  FOP 
is a candidate for a disease caused by muscle stem cells that are misled down a heterotopic osteogenic dif
ferentiation pathway. 
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１．研究開始当初の背景 

 骨化性筋炎（fibrodysplasia ossificance 

progressiva, FOP）は、BMP-I 型受容体 ALK2

の遺伝子変異が原因となって、骨格筋組織が

異所性に骨化する遺伝性疾患である。申請者

は、筋幹細胞が骨分化能を有する多能性幹細

胞であることを明らかにした（Wada, 

Hashimoto et al., 2002）。さらに、独自に

確立したヒト筋前駆細胞培養系を用いて、ヒ

ト筋前駆細胞が骨形成細胞としての性質を

有することを示し、「骨化性筋炎 FOP は、筋

幹細胞の分化制御異常によって生じる幹細

胞病である」という仮説を提唱した

（Hashimoto et al., Mech Dev,2008）。    

 FOP の原因となる、BMP-I 型受容体 ALK2 の

遺伝子変異が明らかになり、我が国において

も遺伝子診断が行われるようになった。しか

し、ALK2 遺伝子は、様々な組織・細胞で広範

に発現しており、「骨格筋組織でのみ異所的

骨化が誘導される」ためには、骨格筋に特異

的な要因の関与が考えられる。しかし、遺伝

子変異から異所的骨化に到る発症機序には

不明の点が多い。特に治療法開発のために重

要な「FOP 型変異 ALK2 が筋組織に骨化を誘導

する機構」および骨形成細胞の由来について

は、解明されていなかった。 

 

２．研究の目的 

 申請者は、筋幹細胞が骨分化能を有する多

能性幹細胞であることを明らかにし、FOP に

おける骨形成細胞の有力な候補であること

を示した。本研究の目的は、「骨化性筋炎 FOP

は、筋幹細胞の分化制御異常によって生じる

幹細胞病である」という仮説を検証し、その

発症メカニズムを解明することである。 

 

３．研究の方法 

(1)マウス前駆細胞 Ric10 の培養 

 8 週齢の雌 ICR マウスの腓腹筋から、筋サ

テライト細胞由来の筋前駆細胞を分離し、細

胞クローン Ric1 を 樹立した（ Wada, 

Hashimoto et al., 2002；Mukai et al., 2008）。

細胞は、I 型コラーゲン・コート培養ディッ

シュに播き、気相を 10％炭酸ガスとし、37℃

で培養した。培地は、高グルコース含有ダル

ベッコ改変細胞培養液に 20％ウシ胎児血清

および２％ウルトロサーG(バイオセプラ社)

を添加した培地 pmGM を用いた。 

 

(2)遺伝子発現実験 

 PCR 法によって、ヒト ALK2 遺伝子に FOP 型

の変異を導入した。さらに変異 ALK2 遺伝子

を発現ベクターpcDNA3.1 に挿入し、ヒトサイ

トメガロウィルスのプロモーターによって

発現させた。細胞への遺伝子導入は、脂質ベ

ースの遺伝子導入試薬FuGENE6を用いて行っ

た。ALK2 は、抗 ALK2 抗体を用いた蛍光抗体

法によって検出した。 

 

(3)アルカリ性フォスファターゼ活性の測定 

 Ric10 細胞にベータ・ガラクトシダーゼ発

現ベクターpMiwZII,を ALK２発現プラスミド

と同時に導入した。細胞を界面活性剤 NP40

を用いて溶解させ、アルカリ性フォスファタ

ーゼ活性に関してはパラニトロフェニル・フ

ォスフェートを、ベータ・ガラクトシダーゼ

に関してはニトロフェニル-ガラクトピラノ

シドを基質として、反応させ、吸光度を測定

した。ベータ・ガラクトシダーゼ活性を遺伝

子導入効率の指標として、ALK２によって誘

導されるアルカリ性フォスファターゼ活性

を算出した。 

 

(4)レポーターアッセイ 

骨形成因子応答配列（BRE）の下流にホタル

のルシフェラーゼ一遺伝子を挿入したレポ

ーター・プラスミドを、Ric10 細胞に導入し、

デュアルルシフェラーゼ法によって、ALK2 の

下流における遺伝子発現活性を測定した。 

 



４．研究成果 

(1)FOP 型変異 ALK2 の機能変化の解明 

①FOP 型変異 ALK2 をマウス筋前駆細胞 Ric10

に発現させたところ、骨分化マーカーである

アルカリ性フォスファターゼ（ALP）は検出

されたが、きわめて低レベルにとどまった。 

②FOP 型変異 ALK2 をマウス筋前駆細胞 Ric10

に発現させ、種々の濃度の BMP2 で刺激し、

ALP 活性を比較した。野生型 ALK2 と FOP 型変

異 ALK2 との間に、BMP2 感受性に関する差は

ないことが明らかになった。 

③BMP 応答配列(BRE)を用いたレポーターア

ッセイの結果、FOP 型変異 ALK2 による Smad

経路の活性化は、BMP2 刺激を与えた場合の

20％以下にとどまった。 

  

 以上の結果は、FOP 型変異 ALK2 は、「活性

化型変異体ではない」ことを示しており、FOP

の発症機序は、遺伝子変異だけでは説明でき

ないと考えられる。 

 

(2)炎症性サイトカインによる FOP 型変異

ALK2 の作用増強 

①FOP 型変異 ALK2 を Ric10 細胞に発現させ、

炎症性サイトカイン IL6、IL1β、TNFαで刺

激した。IL6 で刺激した場合のみ、BMP 刺激

なしでも ALP 発現レベルは著しく増大した。 

②BMP 応答配列(BRE)を用いたレポーターア

ッセイの結果、FOP 型変異 ALK2 発現 Ric10 細

胞に IL6 刺激を加えると、FOP 型変異 ALK2 の

下流に位置する Smad 経路が活性化されるこ

とが明らかになった。 

  

 以上の結果から、ALK2 遺伝子変異に IL6

刺激が加わることによって、骨分化が誘導

されうることが示された。 

 

(3)炎症性サイトカインと BMP シグナル経路

のクロストーク・ポイント 

①IL6 の作用が、FOP 型変異 ALK2 に依存する

か否かを検討するため、IL6 を様々な濃度の

BMP とともにマウス筋前駆細胞 Ric10 に作用

させた。閾値以下の BMP2（10 ng/ml）単独で

刺激すると、骨分化マーカーであるアルカリ

性フォスファターゼ（ALP）は、ほとんど誘

導されなかった。しかし、BMP2（10 ng/ml）

と IL6 で刺激すると、ALP の発現は顕著に増

大した。より低濃度（5 ng/ml 以下）あるい

は高濃度（100 ng/ml 以上）の BMP2 では、IL6

による増幅は認められなかった。この結果は、

IL6 は、BMP-ALK2-Smad 経路を直接活性化し

ないものの、微弱な Smad シグナルを増幅す

ることを示している。 

②定量的解析を進めるために、従来の活性染

色法およびALP酵素活性比色定量法に替わる、

ALP 活性の高感度検出系を開発した。ALP の

蛍光基質ELF97とDNA蛍光染色薬SytoxGreen

を用いて、細胞当たりの ALP 活性（相対値）

を高感度かつ再現性良く定量できる条件を

確立した。 

③IL6 の下流で活性化される転写因子 STAT3

の阻害剤 Nifuroxiamide および 5,15-DPP の

「IL6 依存的骨分化誘導」への影響を検討し

た。Nifuroxiamide は、「IL6 依存的骨分化誘

導」に対して抑制作用を示したが、同時に、

単独で Ric10 の細胞増殖を抑制し、筋分化を

も阻害した。STAT3 以外の標的に対する副作

用の可能性が考えられる。5,15-DPP は、細胞

増殖および筋分化に影響を与えなかったが、

「IL6 依存的骨分化誘導」を抑制した。 

 

(4)マウス筋前駆細胞における FOP 型変異

ALK2 の恒常的発現誘導の試み 

 FOP変異型ALK2遺伝子を発現する筋前駆細

胞が、筋組織内(in vivo)で IL6 依存的に骨

分化するか否かを検証するため、筋前駆細胞

Ric10 に、FOP 変異型 ALK2 遺伝子発現プラス

ミドを導入し、恒常的発現細胞株を分離した。

しかし、分離できた細胞における ALK2 の発

現は著しく低かった。ALK2 の過剰発現は、マ



ウス筋前駆細胞の機能を阻害する可能性が

示された。 

 

(5)研究成果の位置づけと今後の展望 

 BMP-I 型受容体 ALK2 の遺伝子変異が、FOP

の原因であることは、広範な遺伝子調査から

確定的である。しかし、ALK2 遺伝子は、様々

な組織・細胞で広範に発現しており、「骨格

筋組織でのみ異所的な骨化が誘導される」機

構は、未だ解明されていない。FOP に対する

治療法開発のためには、「FOP 型変異 ALK2 が

筋組織に骨化を誘導する機構」を明らかにす

ることが喫緊の課題である。 

 本研究の結果、IL6 は、マウス筋前駆細胞

に作用すると、FOP 型変異 ALK2 による微弱な

Smad シグナルを増幅し、異所性の骨分化を誘

導することが示された。この成果は、FOP に

おける異所性の骨分化に、骨格筋幹細胞が関

与する可能性を示唆している。一方、マウス

骨格筋に大過剰量の BMP2 を投与すると、異

所性の骨形成が誘導される。この骨形成には、

血管内皮系譜の細胞が寄与していると報告

されている。FOP 型変異 ALK2 を原因とする骨

形成と大過剰量のBMP投与によって誘導され

る骨形成の発症機序に違いがあるのか否か、

は今後の重要な課題である。 

 我々は、ヒトとマウスの筋前駆細胞を比較

検討し、ALK2/Smad シグナル系の応答性が、

大きく異なっていることを見いだしている。

ヒト筋細胞固有の性質を明らかにすること

は、FOP の発症機構を解明するうえで、きわ

めて重要な課題である。我々が樹立した不死

化ヒト筋前駆細胞は、重要なブレークスルー

をもたらす鍵となりうる解析系である。ヒト

筋細胞に固有な性質の解明は、未だ不明の点

が多い、FOP 発症機序解明の端緒となること

が期待される。 
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