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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（Fibrodysplasia Ossificans Progressiva: FOP）は、軟組織で
軟骨を介した異所性骨形成が起こる遺伝性疾患で、典型的FOP症例に共通なALK2のR206H変異が見出された。樹立したTe
t-Offシステム下でヒトALK2(R206H)を発現するマウスES細胞の染色体を解析したところ、転座や重複、由来不明断片の
付加などが認められた。Dox非添加状態でALK2(R206)の発現を誘導したES細胞は、リガンドの添加で軟骨細胞に分化し
た。よって、我々が樹立したES細胞は、少なくともin vitroでFOPの病態を評価できる新しい実験系となる。

研究成果の概要（英文）：Fibrodysplasia ossificans progressiva (FOP) is a genetic disorder characterized 
by progressive heterotopic ossification in soft tissues, such as skeletal muscle, tendon and ligament. 
ALK2 was identified as a molecule responsible for FOP, and an R206H mutation of ALK2 was found in 
patients with typical FOP. Recently, we established mouse ES cell lines, which express human ALK2(R206H) 
under the control of Tet-Off system. In the present study, we analyzed karyotypes of the ES cell lines 
and found that they had a translocation, duplication and an addition of a fragment of chromosomes. In the 
absence of Dox, they differentiated to chondrocytes in vitro in response to a stimulation by the TGF- β 
family ligand. These results suggest that the ES cell lines are novel model systems for FOP, at least in 
in vitro.
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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(FOP)は、骨格筋
組織等で異所性骨化が起こる遺伝性疾患であ
り、2007年に我が国の難病の１つに認定され
た。FOPの責任分子はBone Morphogenetic 
Protein (BMP)の1型受容体であるALK2であり、
FOPでは細胞内領域にアミノ酸変異を生じる
ことが明らかにされている。特に206番目のア
ルギニン残基がヒスチジン残基に置換する
R206H変異は典型的変異で、世界的に90%以上
のFOP症例に認められている。 
 申請者らは、ALK2のR206H変異体が微量の
BMPに反応して細胞内シグナルが活性化され
る機能獲得型変異であることを見出した。さ
らに、この知見に基づき、申請者らは、ALK2
の細胞内シグナル阻害薬や、変異ALK2特異的
なRNAi、ALK2による細胞分化阻害薬などの新
しいFOP治療薬候補化合物を開発した。 
 しかし、FOPはヒトのみに見出されている疾
患で、病態モデル動物が確立されていない。
最近、ヒトと同じALK2のR206H変異を導入した
ノックインマウスの樹立が試みられたが、こ
のマウスは出生直後に死亡することが判明し
た。従来、FOPの病態モデルマウスとして、人
為的変異から発見されたALK2の構成的活性型
変異体（Q207D）を導入したマウスが用いられ
てきた。しかし、Q207D変異体の細胞内シグナ
ル活性化機序がFOPのR206H変異体と異なる可
能性が指摘されており、Q207D変異体のFOPの
病態モデルとしての妥当性に疑問が残る。そ
のため、治療薬候補化合物を評価できるFOP
の新しい病態モデルの樹立が望まれている。 
 
２．研究の目的 
 最近、申請者らはFOPのヒトALK2(R206H)を
導入したマウスES細胞を樹立した（Fujimoto 
et al, BBRC 455:347-352, 2014）。このES
細胞は、Tet-Offシステムの下でALK2の遺伝子
発現を制御するものあり、FOP研究の新しい評
価モデルへの応用が期待できる。そこで本研
究では、本ES細胞を用いて、FOPの治療法開発
を目指した新しい病態モデルの樹立を目的と
した。 
 
３．研究の方法 
 マウス ES細胞は、10％ウシ胎児血清（Fetal 
bovine serum, FBS; Nichirei, Tokyo）、お
よび LIF（ Leukemia inhibitory factor, 
Nacalai Tesque, Tokyo）を含む GMEM（Glasgow 
minimal essential medium, Sigma-Aldrich, 
St. Lousis, MO, USA）にて培養した。ALK2
の発現は、培地中に1 mg/ml Doxycyclin (Dox)
を添加して抑制し、発現を誘導する際は Dox
非添加培地で細胞を培養した。 
 マウス ES 細胞の染色体数は、それぞれ 20
個の分裂像について解析した。 
  
 
 
４．研究成果 

 我々が樹立したマウス ES 細胞を用いて、
新たな in vivo の FOP 病態モデルを樹立する
ことを目標とした。そこで、まず、樹立した
マウス ES 細胞が個体作製に適しているか否
かを判断するために、染色体解析を行った。 
 Dox 誘導性に最も高い ALK2(R206H)の発現
が認められたクローン RH#2 は、染色体数が
40本ではなく、39本であることが判明した。
さらに、このクローンでは、14 番染色体の末
端に由来不明の染色体断片の付加が確認さ
れ、個体作製には不適当と判断された。 
 そこで、別のクローンとして、RH#40 につ
いても同様に染色体解析を行った。本クロー
ンの染色体数は、40 本であった。しかし、解
析した半数の細胞は正常核型であったもの
の、残る半数には８番染色体と 19 番染色体
の間でロバートソン転座が確認された。また、
８番染色体が重複したトリソミーであるこ
とも判明した。したがって、クローン RH#40
も、クローン RH#2 と同様に染色体に異常を
認め、インジェクションによる個体作製には
不適当と判断された。 
 最近、FOP の ALK2(R206H)が、TGF-b ファミ
リーのリガンドの中で Activin A に特異的に
反応して細胞内で Smad1/5 を活性化し、異所
性の内軟骨性骨化を誘導するというモデル
が提唱された。これは、我々が提唱した R206H
変異体がリガンドに高感受性になるという
機序とも合致する。そこで、TGF-ファミリー
のリガンド刺激による ES 細胞の軟骨細胞分
化能を in vitro で検討した。 
 クローン RH#2 を用いて遠心管培養法で軟
骨分化を誘導すると、Dox 非添加群で
ALK2(R206H)の発現を誘導した細胞では、
Activin A を添加すると軟骨細胞分化の指標
となる Col2a1 遺伝子の発現が誘導された。
この結果は、 Activin A が ES 細胞の
ALK2(R206H)に結合して軟骨分化を誘導した
可能性を示しており、本実験系が FOP の異所
性骨化を解析できる新しい in vitro の病態
モデルとなることを示唆する。 
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