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研究成果の概要（和文）：全身の骨格筋組織で異所性骨化が起こる進行性骨化性線維異形成症(FOP)は、BMPの受
容体であるALK2の機能獲得型変異で発症する。FOPでは筋組織の損傷で骨化が誘発される。野生型マウスに筋損
傷を誘発すると、BMP-2およびBMP-7の発現が上昇した。BMP-7またはBMP-2の濃縮ペレットを筋組織に移植すると
両者ともに異所性骨を誘導した。FOPの変異ALK2(R206H)発現細胞を用いてBMP特異的レポーター解析を行うと、
BMP-7で強いシグナル誘導を確認した。以上のことからBMP-7はFOPにおける筋損傷後の異所性骨化誘導機構に関
与する可能性がある。

研究成果の概要（英文）：Fibrodysplasia ossificans progressiva (FOP) is a rare genetic disorder 
characterized by progressive heterotopic ossification (HO) in soft tissues, such as skeletal muscle,
 especially after trauma. A gain-of-function mutation in ALK2, ALK2(R206H), is commonly found in 
patients with typical FOP. ALK2 is a type I receptor of BMP and transduces osteogenic signaling. In 
the present study, we observed that expression levels of BMP-2 and BMP-7 increased in injured 
muscle.  In vivo implantation of BMP-2 and BMP-7-containing pellets drove HO in skeletal muscle. We 
analyzed their biological activity on ALK2(R206H) in vitro, BMP-7,  induced BMP-specific luciferase 
reporter activities in C2C12 cells expressing human ALK2(R206H). In conclusion, BMP-7, which 
increased in injured muscle, contribute to the muscle trauma-induced HO in FOP.

研究分野：病態生理学
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１．研究開始当初の背景 
 骨格筋組織内への移植で異所性の軟骨組
織や骨組織を誘導する BMP は、TGF-βファミ
リーの成長因子である。異所性骨誘導活性を
持つ BMP は、I 型受容体である ALK1、ALK2、
ALK3 および ALK6 のいずれかに結合し、下流
の細胞内シグナルを誘導する。 
  全身の骨格筋組織で異所性の軟骨組織や
骨組織が形成される難病の進行性骨化性線
維異形成症 (Fibrodysplasia Ossificans 
Progressiva; FOP) は、ALK2 の遺伝的な機能
獲得型変異により発症する。FOP では、筋組
織の損傷に伴い異所性骨化が急激に進行す
ることが知られているが、その誘導メカニズ
ムは不明な点が多かった。 
  申請者の所属する研究グループは、FOP の
変異 ALK2 が II型受容体によって活性化され
やすいことを明らかにした(Fujimoto et al, 
Mol Endocrinol, 2015)。この発見は、微量
のリガンドによって FOP の変異 ALK2 が活性
化し、異所性骨を誘導する可能性を示唆して
いる。 
 
２．研究の目的 
 本研究は、骨格筋組織における異所性骨誘
導機構を解明することを目的とした。筋損傷
で発現誘導される TGF-βファミリーのリガ
ンドを同定し、それらの異所性骨誘導活性を
in vivo および in vitro で解析した。 
 
３．研究の方法 
(1) 筋損傷で mRNA 発現が誘導される TGF-β
ファミリーのリガンドを同定した。野生型マ
ウスの後肢筋にヘビ毒である CTX(カルディ
オトキシン)と NTX(ノテキシン)の投与で筋
損傷を誘発し、定量的 RT-PCR での mRNA 発現
を解析した。筋損傷は組織学的に H.E.染色で
確認した。 
 
(2) 野生型マウスを用い、(1)で同定した
TGF-βファミリーリガンドの異所性骨誘導
活性を in vivo で解析した。リガンドをコラ
ーゲンスポンジに含ませて濃縮したペレッ
トをマウス後肢筋に移植した。移植 7 日後、
14 日後に組織切片を作製し、H.E.染色、アル
シアンブルー染色およびアリザリンレッド S
染色を実施して、異所性の軟骨組織および骨
組織形成を組織学的に解析した。 
 
(3) (1)で同定した TGF-βファミリーリガン
ドの細胞内シグナル誘導活性を in vitro で
解析した。BMP の I 型受容体を一過的に過剰
発現した HEK293A 細胞に、(1)で同定した BMP
を添加して、BMP シグナル特異的なルシフェ
ラーゼレポーター(WT4F-luc)活性を解析し
た。 
 
(4) (1)で同定した TGF-βファミリーリガン
ドの、FOP の変異 ALK2 に対するシグナル誘導
活性を解析した。C2C12 細胞に、Tet-On シス

テムのトランスアクチベーターを導入し、
Dox(ドキシサイクリン) 依存的にFOPの変異
ALK2(R206H)の発現を誘導する細胞を樹立し
た。培地に Dox(1 μ g/ml) を 添加して
ALK2(R206H)を発現させた細胞に、(1)で同定
した TGF-βファミリーリガンドで刺激し、
WT4F-luc 活性を解析した。 
 
４．研究成果 
(1)野生型マウス筋組織に CTX および NTX を
投与すると、どちらを投与した場合でも、3
日目には多数の単核細胞の浸潤があり、筋組
織の損傷を確認した。定量的 RT-PCR 解析か
ら、CTX あるいは NTX で損傷を誘発して 3 日
後の筋組織では、BMP-2、BMP-7および Activin 
AのmRNA発現が定常状態の筋組織と比べ3倍
以上高いことが判明した。 
 近年、野生型 ALK2 に対して異所性骨誘導
活性を持たないActivin Aが、FOPの変異ALK2
に対してはシグナル誘導活性を示すことが
明らかとなり、FOP の異所性骨化への関与が
既に示唆されている(Hatsell et a, Sci 
Trans Med 2015; Hino et al. PNAS 2015)。
本研究では、損傷した筋組織で、Activin A
のほかに発現上昇がみられた BMP-2 および
BMP-7 に着目し、以下の実験を進めた。 
 
(2) 野生型マウスを用いて、BMP-2 および
BMP-7 の異所性骨誘導活性を in vivo で解析
した。BMP-2 あるいは BMP-7 を濃縮したペレ
ットをマウスの筋組織に移植すると、移植 7
日目にはアルシアンブルーに染まる軟骨組
織が、14 日目にはアリザリンレッド Sに染ま
る骨組織が観察された。このことから、筋損
傷で発現誘導される BMP-2 および BMP-7 は、
両者ともに骨格筋組織内で異所性骨の誘導
活性を持つことが確認された。 
 
(3) In vitro で、BMP の I型受容体を一過的
に発現した細胞を用い、BMP-2 および BMP-7
の BMP特異的ルシフェラーゼレポーター解析
を行うと、BMP-2 は ALK3 の発現細胞でシグナ
ル活性化したのに対し、BMP-7 は ALK2 発現細
胞で強いシグナル誘導を確認した。さらに、
BMP-2はALK2発現細胞ではシグナル誘導が検
出されなかった。このことから、骨格筋組織
で異所性骨を誘導する BMP-2 は主に ALK3 を
介してシグナルを誘導するのに対し、BMP-7
は ALK2 を介してシグナルを誘導することが
考えられた。 
 
(4) Tet-On シ ス テ ム で FOP の 変 異
ALK2(R206H)の発現誘導できる細胞を用い、
筋損傷で発現誘導される BMP-2、BMP-7 およ
び Activin A の ALK2(R206H)に対する BMP 特
異的ルシフェラーゼレポーター活性を定量
した。培地に Dox を添加して ALK2(R206H)を
発現させた細胞に、BMP-2 で刺激した場合、
強いシグナル誘導は検出されなかった。一方
で、BMP-7あるいは Activin A で刺激すると、



Dox 非添加条件と比べ、どちらも 5 倍以上高
い活性を示した。Activin A は、FOP の変異
ALK2(R206H)を活性化することが近年明らか
となり、FOP の異所性骨化への関与が示唆さ
れている。本研究では、Activin A のほかに、
BMP-7 が ALK2(R206H)発現細胞で強いシグナ
ル誘導を示した。BMP-7 は損傷した筋組織で
発現が上昇したため、FOP における筋損傷後
の異所性骨化誘導機構に関与する可能性が
ある。 
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