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研究成果の概要（和文）：進行性骨化線維異形成症(Fibrodysplasia Ossifications Progressiva;FOP)は全身の骨格筋
で内軟骨性骨化によって異所性骨が形成される難治疾患である。この疾患はBMPのI型受容体である変異ALK2(R206H)の
過剰なBMPシグナルの活性化により異所性骨化が誘導されると考えられている。そこで、我々は誘導性にヒトALK2(R206
H)を発現するTgマウスを樹立し、このマウスの骨格筋組織から単核細胞を分離しin vitroで解析を行った。本研究によ
り、我々はin vitroで骨格筋組織由来細胞を使用した新しい実験系を樹立する事に成功した新しい実験系を確立した。

研究成果の概要（英文）：Fibrodysplasia ossificans progressiva (FOP) is a rare hereditary disease, which 
is characterized by postnatal progressive heterotopic ossification in skeletal muscle through 
endochondral ossification. ALK2(R206H), a gain-of-function mutant of BMP type I receptor ALK2, have been 
found in patients with FOP, activates downstream signaling and induces heterotopic ossification. We have 
generated transgenic mice, in which ALK2(R206H) is expressed under the control of Cre/LoxP system. In the 
present study, we established a new model of chondrogenesis in vitro using the skeletal muscle cells 
prepared from ALK2(R206H) Tg mice. In conclusion, we established a new model of chondrogenesis using 
skeletal muscle cells. This in vitro model may be a useful tool to clarify the pathological mechanism of 
FOP and to develop a new treatment for FOP.
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１．研究開始当初の背景 
FOPはBMP受容体の１つであるALK2の活性

型変異により異所性骨化が誘導される遺伝

性疾患である。我々は、in vitro の解析か

ら FOPで見出された ALK2(R206H)変異体が II

型 BMP 受容体の１つである BMPR-II によって

さらに活性化されることを見出した。この結

果は、BMPR-II の存在が ALK2 の BMP シグナル

を介した異所性骨形成に促進的な役割を果

たしている可能性を示唆する。そこで、本研

究では FOP 及び骨形成における BMPR-II と

ALK2 の機能を生体、細胞、分子レベルで解析

することを目的とした。 

２．研究の目的 

 我々は遺伝子疾患であるFOPの発生機序の

解明のために、その遺伝子異常による

ALK2(R206H)変異体の活性化機構を中心とし

研究を行っている。現在までに、我々は

Cre-LoxP システムで ALK2(R206H)を誘導す

る Tg マウスを使用した実験を in vitro, in 

vivo で行っているがそこで異所性骨形成を

起こすような明確な結果は得られていない。

これは骨格筋に存在する細胞や組織での

ALK2(R206H)の発現のみが異所性骨を誘導す

る原因ではないことを示唆するものである。

よって、遺伝子異常により実際の FOP 患者で

は複数の要因でもって異所整骨が融合され

ていると考えられ、その原因の解明とそれに

立脚した骨疾患治療方法の開発を目的とす

る。 

 
３．研究の方法 

申請課題の研究代表者である宮本が所属す

る埼玉医科大学・ゲノム医学研究センター・

病態生理部門は長年にわたりBMPによる骨代

謝研究及びFOP研究を世界的にリードしてき

た実績をもち、これらの研究に関する多くの

ノウハウや実験材料を有する。そこで、本研

究では同部門のメンバーの協力をあおぎな

がら、可能な限り短時間で研究目標の達成を

目指す。 

1.筋再生時における ALK2 および BMPR-II 発

現細胞の同定 

 変異 ALK2 が BMPR-II によって活性化をう

けることから、生体において筋再生時にこの

2 つの受容体を発現する細胞が FOP における

異所性骨化の前駆細胞である可能性が考え

られる。そこで、筋再生時における ALK2 お

よび BMPR-II 発現細胞の同定を試みる。筋再

生モデルとしては、一般的に用いられている

ヘビ毒の筋注モデルを用い、FACS および免疫

組織学的解析によって2つの受容体を発現す

る細胞を同定する。 

 

2. ALK2(R206H)Tg マウスの解析 

 異所性骨形成における ALK2 の機能を解析

するため、ALK2(R206H)トランスジェニック

(Tg)マウスの解析を行う。BMP シグナルは発

生 で 重 要 な 役 割 を 果 た す こ と か ら

ALK2(R206H)の過剰発現マウスは胎生致死に

至る可能性が高いため、Cre-LoxP システムで

ALK2(R206H)の発現を誘導するTgマウスを用

いる。ALK2(R206H)Tg マウスはすでに申請者

の所属する研究室で作製された（未発表）。

マウス筋組織内にアデノウイルスベクター

を用いて Cre 酵素を局所的に発現させて Tg

の発現を誘導し、ALK2(R206H)の発現と BMP

シグナルの変化をウエスタンブロットおよ

び FACS で確認する。ALK2(R206H)の発現に伴

う異所性骨形成を、ソフト X撮影、マイクロ

CT 撮影、組織切片の免疫染色法にて解析する。

また、四肢間葉系細胞特異的 Prx1-Cre マウ

スを導入し、これらと交配させることで四肢

の骨格形成における ALK2(R206H)の影響を検

討する。 

3. BMPR-Ⅱ Tg マウスの作製 

 生理的骨形成および異所性骨における

BMPR-Ⅱの機能を解析するため、BMPR-ⅡTg マ

ウスを作製する。上記 ALK2(R206H)Tg マウス

と同様に、BMPR-II 過剰発現マウスは胎生致

死に至る可能性が高いため、Cre-LoxP システ

ムを用いた Tg マウスの作製を試みる。Tg マ

ウス作製のためのベクターは申請者が構築



し、その後の Tg マウス作製は高い専門技術

を持つ外部専門業者に委託する。 

 

4. In vivo 遺伝子導入による BMPR-Ⅱの機能

解析 

 In vivo 遺伝子導入による BMPR-Ⅱおよび

ALK2 の機能解析を行う。In vivo 遺伝子導入

は In vivo エレクトロポレーターを用いたプ

ラスミドベクターの導入とアデノウイルス

ベクターを併用して進める。マウス筋組織に

BMPR-Ⅱ, ALK2 の発現ベクター又はそれぞれ

の shRNA 発現ベクターを導入し、異所性骨形

成や筋再生における2つの受容体の機能を解

析する。BMPR-Ⅱ, ALK2 発現プラスミドベク

ター、ALK2 発現アデノウイルスベクターは既

に所属研究室で作製した。 

 

5. ALK2 リン酸化阻害剤探索系の構築 

 BMPR-IIによるALK2のリン酸化を阻害する

化合物は FOP の予防・治療薬になると考えら

れる。そこで、ハイスループットに適応可能

な non-RI の評価系を構築する。BMPR-II と

ALK2を安定発現させたHEK293細胞を樹立し、

それぞれの膜画分を酵素および基質とした

評価系を構築する。活性の検出には Promega

社 Kinase-Glo Luminescent Kinase Assay 

system を導入する。 

 

6. 筋再生時におけるALK2および BMPR-II 発
現細胞の解析 

 初年度に同定した ALK2, BMPR-II 発現細胞

の解析を行う。FACS または MACS によって目

的細胞を単離し、in vitro における骨・軟骨

および脂肪細胞分化能の評価を行う。また、

免疫不全マウスに目的細胞を移植すること

で異所性骨形成の有無を確認する。 

 

7. BMPR-II Tg マウスの解析 

 初年度のALK2(R206H)Tgマウスと同様の方

法で、BMPR-II Tg マウスにおける生理的お

よび異所性骨形成を評価する。 

 

8. 異所性骨化モデルマウスの作製、解析 

 ALK2(R206H)と BMPR-II Tg マウスで異所性

骨 化 が 誘 導 さ れ な い 場 合 、

ALK2(R206H),BMPR-II のダブルトランスジェ

ニックマウスを作製し異所性骨化の形成を

検討する。また、初年度に作製する

ALK2(R206H), BMPR-II 発現ベクターを用い、

in vivo 遺伝子導入の共発現系で異所性骨化

の誘導を試みる。 

 

9. ALK2 リン酸化阻害剤の探索 

 初年度に構築した評価系を用いて ALK2 リ

ン酸化阻害剤のスクリーニングを行う。Cell 

free の評価系と細胞を用いた評価系で迅速

に化合物を選択し、2 次評価系として上記 3

で作製した異所性骨化モデルマウスを用い

てさらに有効な化合物を選択する。 

 

 上記に記した解析により、生理的および異

所性骨形成における BMPR-Ⅱ、ALK2 の機能解

析を行う。申請者は所属機関で実施する筋組

織内の幹細胞に関するテーマの連帯研究者

としても研究を行う。これらの研究目標はそ

れぞれ異なるが、両者はともに筋組織内異所

性骨化に関する研究で、それぞれの研究成果

や研究体制が相乗的な効果を生むことが期

待される。 

 

４．研究成果 

(1) ALK2(R206H)Tg マウスの筋組織内にアデ

ノウイルスベクターを用いてCre酵素を局所

的に発現させて Tg の発現を誘導し、

ALK2(R206H)の発現を誘導し、異所性骨形成

を、ソフト X 撮影、マイクロ CT 撮影、組織

切片の免疫染色法にて解析したが、異所性骨

化は認められなかった。 

そこで、実際にこのマウスが ALK2(R206H)を

発現しているのかを細胞レベルで検討し、そ

の細胞で異所性骨の誘導が可能であるかを



検討した。 

Tg マウスの肢骨格筋をコラゲナーゼで消化

し、単核細胞を調整した。細胞に DNA 組換え

酵素Creを発現するアデノウイルス（Ad-Cre）

とコントロール(Ad-DR)を感染させると、

Ade-CreではFOP変異を有するヒトALK2の発

現が誘導さ

れた。同時

に、BMP を添

加しなくて

も転写因子

Smad1/ 5 の

リン酸化が

誘導され、

BMP 初期応

答 因 子 の

Id1 や Id2

遺伝子の発

現上昇が認められた。これらの遺伝子発現や

Smad1/5 のリン酸化は、ALK2 の阻害剤

LDN-193189 で 抑 制 さ れ た 。

 

次に、FOP における異所性骨化は軟骨を経て

形成される内軟骨性骨化といわれているこ

とから、この細胞で軟骨分化誘導を行った。 

その結果、Ad-Cre を感染させた細胞群は、BMP

と TGF-刺激でⅡ型コラーゲン、アグリカン

の軟骨分化マーカー遺伝子の発現上昇を認

め、アルシアンブルー染色陽性の軟骨組織が

認められた。一方、コントロールのアデノウ

イルスを感染させた細胞では、軟骨分化が誘

導されなかった。 

 
我々は、骨格筋組織由来細胞を使用し、in 

vitroでFOP変異を有したALK2による軟骨細

胞分化が解析できる新しい実験系を樹立し

た。この in vitro のモデルは、FOP の発症機

序の解析や治療方法の開発への応用が期待

できる。 

(2)ALK2 の野生型、変異体 ALK2(R206H)およ

び遅発性 FOP の変異体 ALK2(G325A)の発現ベ

クターを作製し、それぞれを筋芽細胞 C2C12

に発現させ解析を行った。それぞれの細胞に

II 型受容体の一つである ActR-IIB を共発現

させたところいずれの変異体でもALP活性が

上昇し BMP シグナルの活性化が確認された。

それに対し、II

型受容体の一つ

である BMPR2 で

は R206H で は

BMP シグナルの

活性化が確認さ

れたが、G325A

では活性化しな

かった。これに

よりALK2の変異

部位により活性

を受けるII型受

容体病態が異な

ることが明確となった。これらの違いが病態

の進行度、発症時期に関与することが示唆さ

れた。さらに我々は、変異型 ALK2 の II 型受

容体による活性化メカニズムを解明するた

め変異型 ALK2 がリン酸化を受けやすい部位

の同定を行った。その結果、変異型 ALK2 の

GSドメインの203番目のスレオニンのリン酸

化がいずれの変異体 ALK2 においても II型受



容体による活性化に重要だということが明

らかとなった。この結果は今後 FOP のみなら

ず他の骨系統疾患研究の進展と新規治療方

法の開発に貢献するものと考えられる。 
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