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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（FOP）における異所性骨（HO）形成過程の全貌を解明す
ると共に、開発中のシロリムスを用いた治療法をより有効にするために、FOP患者由来iPS細胞とFOPモデルマウ
スを駆使して、実験を行った。その結果、mTOR機能の一つである翻訳制御がFOP病態に重要な役割を担うことを
判明した。更に、シロリムスの投与により、HO切除後の再発に予防効果があり、予防的投与がさらなる治療効果
をもたらすことが示された。

研究成果の概要（英文）：In order to elucidate the whole process of heterotopic ossification (HO) in 
Fibrodysplasia Ossificans Progressiva (FOP) and to make the sirolimus-based therapy under 
development more effective, we conducted experiments using FOP patient-derived iPS cells and FOP 
model mice. As a result, we found that translational regulation, one of the mTOR functions, plays an
 important role in the pathogenesis of FOP. Furthermore, administration of sirolimus had a 
preventive effect on recurrence after HO resection, and prophylactic administration can bring about 
further therapeutic effects.

研究分野：幹細胞生物学、整形外科学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究課題は基礎生物学的な理解と臨床への応用の両者を対象にした研究である。学術的意義として、FOP疾患
における未解決の課題に取り込み、mTORシグナルを介したHO形成過程を解明することは病態の理解を深めるとい
う意味で重要である。社会的意義として、シロリムスの至適な投与段階および再発予防薬としての意義を明らか
にすることで、FOP患者の臨床病態の改善に貢献できる研究である。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
異所性骨化（Heterotopic Ossification, HO）とは、本来骨組織が存在しない軟部組織に骨
組織が形成される過程であり、内軟骨性骨化の過程を経て骨組織が形成される。外傷後の血
腫などの後天的要素により発生するが、遺伝性要因により発生する場合があり、その一つが
進行性骨化性線維異形成症（Fibrodysplasia Ossificans Progressiva, FOP）である。FOP の
原因は I型 BMP 受容体の一つである ACVR1 遺伝子の変異（FOP-ACVR1）であり、幼少期より全
身性に HOが出現する希少難病である。研究代表者の所属する研究室では FOP 患者由来 iPS 細
胞（FOP-iPSC）を用いた解析により、骨および軟骨細胞への分化能が亢進していることを明
らかにした(Matsumoto, et al. Orphanet J Rare Dis 2014)。更に、ゲノム編集により変異
を修復した iPSC（resFOP-iPSC）を対象とした実験により、FOP-iPSC では外来性のリガンド
を添加しない状態でも TGFβ と BMP の両者のシグナルが亢進していることが判明した
(Matsumoto, et al. Stem Cells 2015)。BMP シグナルを伝達するリガンドのスクリーニング
により変異 ACVR1 に本来のリガンドとは異なるアクチビン Aを同定し、アクチビン Aにより
FOP 細胞の in vitro での軟骨分化能が亢進し、更に in vivo において HO形成を誘導するこ
とを明らかにした(Hino, et al. PNAS 2015)。アクチビン Aの作用を阻害する化合物のスク
リーニングの結果、アクチビン Aが変異型 ACVR1 に結合することで mTOR が活性化され HO が
発生することを明らかにし(Hino,  et  al.  J  Clin Invest 2017)、その研究結果に基づ
いて mTOR 阻害剤であるシロリムスを用いた治療を計画し、医師主導治験を開始した。 

 
２．研究の目的 
mTOR は複数の細胞内シグナル伝達のハブ蛋白として様々な細胞において増殖、分化、アポト
ーシスなど重要な機能に関与しており、アクチビン Aにより活性化された mTOR はどのような
下流因子を動かして内軟骨骨化を誘導するのかは不明である。さらに、アクチビン Aが TGFβ
と BMP の両者のシグナルを同時に伝達することの意義も解明されていない。また、mTOR の阻
害剤であるシロリムスは in vivo において HO の形成を抑制するが、本疾患に対する根本的
治療法である外科的骨切除後の HO再発における予防効果を検討する必要がある。 
これらの FOP の病態や治療に残された「問い」に答えることにより、FOP の病態を更に理解
し、よりよい治療法を開発することを目的とする。 

 
３．研究の方法 
（１）軟骨分化誘導法および評価 
FOP-iPSCと resFOP-iPSCから神経堤細胞を経由する誘導法を用いて、間葉系間質細胞（iMSC）
を誘導した。得られた iMSC を高密度で培養し、アクチビン Aによる軟骨分化誘導を行った。
軟骨分化能の評価はアルシアンブルー陽性を示す軟骨様結節の形成、軟骨性細胞外基質の産
生、SOX9 など軟骨関連遺伝子の発現の解析により行った。この分化誘導法により、FOP-iMSC
は resFOP-iMSC に比べて顕著な軟骨分化能を示しており、in vitro における病態再現や生化
学実験が容易になった。 
（２）遺伝子発現のノックダウン実験 
FOP-iMSC の軟骨分化誘導と同時に、mTOR シグナルの下流因子を siRNA によりそれぞれをノッ
クダウンし、FOP-iMSC の軟骨分化における抑制効果を検討した。更に同定された mTOR 下流
因子である翻訳開始因子に発現が依存する遺伝子を siRNA によりノックダウンし、FOP-iMSC
の軟骨分化への関与を確かめた。 
（３）翻訳開始因子に結合が増加した mRNA の同定 
同定された翻訳開始因子に対する抗体を用いて、RIP アッセイ（RNA binding protein 
immunoprecipitation assay）を行い、当翻訳開始因子に結合した RNA を回収した。回収され
た RIP-RNA と全 RNA の RNA シークエンシングを行い、当翻訳開始因子に結合が増加した mRNA
を同定した。 
（４）蛋白質発現の確認 
当翻訳開始因子を siRNA によりノックダウンし、当翻訳開始因子に結合が増加した mRNA（遺
伝子）の蛋白質での発現をウェスタンブロッティングにより確認した。さらに、マイクロア
レイおよびプロテオーム解析を行い、当翻訳開始因子の発現抑制により蛋白質レベルで低下
した遺伝子を調べた。 
（５）mRNA の 5`UTR に依存する翻訳制御の検討 
２種類のルシフェラーゼのオープンリーディングフレームの間に IRES（Internal Ribosome 
Entry Site）を挿入し、バイシストロニックベクターを作製した。作製したベクターに同定
された候補遺伝子の 5`UTR を挿入し、翻訳効率における影響を調べた。 
（６）細胞のエネルギー代謝経路の解析 
細胞外フラックスアナライザーXF96 を用いて、酸素消費速度（OCR）と細胞外酸性化速度（ECAR）
を測定した。その結果により、FOP-iMSC と resFOP-iMSC の軟骨分化誘導前後において、エネ
ルギー代謝であるミトコンドリア代謝と解糖系の状態を解析した。 



（７）異所性骨形成モデルマウス 
HO 形成における候補遺伝子の関与を検討するために、薬剤誘導型 shRNA を導入した FOP-iPS
細胞を樹立し、分化誘導した FOP-iMSC とアクチビン A 遺伝子を導入した C3H10T1/2 細胞を
NOD-SCID マウスの筋肉に移植し、ヒト細胞による HO 形成モデルを作製した。HO 形成におけ
る影響をマイクロ CTによる定量により評価した。 
HO 再発におけるシロリムスの予防効果を検討するために、FOP-ACVR1 トランスジェニックマ
ウスの筋肉を Pinch Injury 法により損傷させ、形成された HOの外科的切除を行い、シロリ
ムスの投与による HO再発への予防効果を検討した。 
 
４．研究成果 
（１）異所性骨化を誘導する mTOR シグナルについて 
mTOR シグナルは下流因子を介していくつかの細胞生物学的機能を持つ。アクチビン Aにより
活性化された mTOR シグナルが HO 形成を誘導する過程を解析するために、siRNA により mTOR
シグナルの下流因子のノックダウンを行った。FOP-iMSC の軟骨分化における影響をアルシア
ンブルー染色や軟骨性細胞外基質の産生の定量により評価した。その結果、他の下流因子に
比べて、mRNA の翻訳に関わる翻訳開始因子の一つが FOP-iMSC の軟骨分化に重要であること
が示された。当翻訳開始因子に対する薬剤誘導型 shRNA を持つ FOP-iPS 細胞を樹立し、HO形
成への関与を検討した。shRNA を持つ FOP-iMSC とアクチビン A遺伝子を導入した C3H10T1/2
細胞をマウス筋肉に移植し、ドキシサイクリン投与により shRNA の発現を in vivo で誘導す
ることにより、HO形成が顕著に抑制された。 
当翻訳開始因子の HOへの関与を深めるために、RIP アッセイにより当翻訳開始因子に結合し
た RNA を回収し、RNA シークエンシングを行った。全 RNA と比較することにより、当翻訳開
始因子に結合が増加した mRNA を同定し、FOP-iMSC の軟骨分化におけるこれらの候補遺伝子
の関与を検討した。これらの候補遺伝子の発現を siRNA によりノックダウンさせることで、
FOP 細胞の軟骨分化における関与を実証した。 
また、これらの候補遺伝子の翻訳が当翻訳開始因子に依存することを検討するために、当翻
訳開始因子の発現をノックダウン後、ウェスタンブロッティングとプロテオーム解析を行っ
た。さらに、候補遺伝子の中から代表的な遺伝子の 5`UTR をバイシストロニックベクターに
挿入し、翻訳効率を調べた。その結果、5`UTR の挿入により、翻訳が著しく上昇したが、当翻
訳開始因子のノックダウンにより翻訳の低下がみられた。 
（２）アクチビン Aによる Dual シグナルの意義について 
ACVR1 の変異を修復した resFOP-iMSC にそれぞれのリガンドを添加することにより、mTOR の
活性を誘導する因子を高いレベルで維持するために、TGFβ シグナルと BMP シグナルの両方
が必要であることが示された。さらに、本研究で注目した翻訳開始因子の発現や活性に関与
する結果も得られた。また、興味深いことに、アクチビン Aによる Dual シグナルが FOP 細胞
特異的なエネルギー代謝リプログラミングを引き起こす現象を発見した。FOP 細胞の軟骨分
化後、阻害剤を用いてこのエネルギー代謝リプログラミングを抑制することにより、細胞死
が誘導されることから、FOP 細胞の軟骨分化にこの代謝リプログラミングが必須であること
が示された。さらに、軟骨分化の初期から阻害剤を添加することにより、FOP-iMSC の軟骨分
化が抑制された。FOP モデルマウスにおいても、阻害剤の投与により HO の形成が顕著に抑え
られた。この FOP 細胞特異的エネルギー代謝の新規治療法の標的としての可能性や機序の解
析を進めている。 
（３）シロリムスの HO 再発における予防効果について 
当初の研究計画では、FOP-ACVR1 トランスジェニッ
クマウスの筋肉に cardiotoxin を注射して、筋損傷
により HOが発生するモデルを用いる予定だった。し
かしながら、この方法を用いて発症した HOは広い範
囲で形成されるため、完全な外科的切除は不可能だ
った。幾つかの損傷モデルを検討した結果、HO の発
生および外科的切除が再現よくできるPinch Injury
方法を採用し、シロリムスの再発予防効果および投
与タイミングによる効果を検討した。その結果、シ
ロリムスの投与により HO の再発が顕著に抑えられ
ており、外科的切除による機能改善という治療が可
能であると考えられる（図１）。更に、Pinch Injury
により反対側にも HOが形成されるが、シロリムスの
投与時期による効果を調べた結果、同時投与に比べ
て予防的投与が反対側の HO 形成を有意に抑制した。
この結果により予防的投与がさらなる HO 形成抑制
効果をもたらすことが示された。得られた研究成果
をまとめて Maekawa et al. Orphanet Journal of 
Rare Diseases (2020) 15:122 に報告した。 
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