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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、遺伝的な
BMP受容体の機能獲得型変異により骨格筋組織内で異所性骨化が起こる。BMP受容体の基質の中で、Smad9がSmad1やSmad
5と異なる新しいタイプのシグナル制御因子であることを明らかにした。炎症反応で惹起されるNFkBシグナルは、BMPシ
グナルを直接阻害した。FOPの変異BMP受容体は、BMPのII型受容体によってリン酸化依存的に活性化された。炎症反応
によって惹起されるFOPの異所性骨化は、炎症反応によって二次的に誘導されるリガンドによって誘導される可能性が
ある。

研究成果の概要（英文）：In some pathological conditions, skeletal muscle tissues show heterotopic 
ossification. Fibrodysplasia ossificans progressiva (FOP) is a rare genetic disorder characterized by 
progressive heterotopic ossification in skeletal muscle due to a genetic mutation of ALK2, a BMP type I 
receptor. We found that Smad9 has unique functions among substrates of BMP receptors, such as Smad1 and 
Smad5. A component of NFkB signaling, p65, suppressed the Smad-dependent BMP activity by direct 
interaction with Smad4. Mutant ALK2 identified in patients with FOP were synergistically activated by BMP 
type II receptors in a kinase activity-dependent manner. These results suggest that the heterotopic 
ossification caused by muscle trauma in FOP might be induced by ligands activated indirectly by 
inflammatory reactions in the skeletal muscle.

研究分野： 病態生理学
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１．研究開始当初の背景 
 骨格筋組織は運動器を構成する主要組織
で、成長や損傷により肥大や再生が起こる。
また、病的条件下では、骨格筋組織で異所性
の脂肪組織や軟骨・骨組織の形成も認められ
る。これは、骨格筋組織に多分化能を有した
前駆細胞が存在し、筋、脂肪、軟骨、骨の細
胞や組織間に未同定の情報伝達が存在する
こと示唆するが、その実態は明らかでない。 
 我々は、筋再生の過程でサテライト細胞の
分化を抑制しながら、増殖を促進するシグナ
ルの１つが Bone Morphogenetic Protein 
(BMP)であることを明らかにしてきた。さら
に、進行性骨化性線維異形成症（FOP）では、
BMPの受容体ALK2の遺伝的変異により機能が
亢進し、骨格筋組織内に異所性骨化が起こる
ことを見出した。FOP では、骨格筋組織の損
傷・再生により異所性骨化が誘導されること
が知られているが、その機序や異所性骨化の
前駆細胞は不明な点が多い。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、骨格筋組織の正常な機能を保
つ細胞間コミュニケーションを分子レベル
で解明することを目的とした。そこで、情報
伝達経路や標的細胞の異常が原因で発症す
ると予想される FOP に着目し、骨格筋組織に
おける異所性骨化の発症機序の解明と、BMP
や NFkB シグナルの相互作用の解明を中心と
して解析した。 
 
３．研究の方法 
 発現プラスミドは、pcDEF3 ベクターを用い
て通常の PCR 法で構築した。In vivtro にお
ける BMP の作用や ALK2 シグナルは、マウス
筋芽細胞C2C12細胞を用いて解析した。C2C12
細胞における BMP シグナルは、骨芽細胞様細
胞への分化能の指標となる ALP 活性、BMP シ
グナル特異的なルシフェラーゼレポーター
である Id1WT4F-luc 活性、または Smad1/5/9
のリン酸可能で検討した。 
 
４．研究成果 
 BMP の細胞内シグナルは、受容体によって
リン酸化されるSmad1/5/9によって伝達され
ると考えられてきたが、それぞれの生物活性
の違いは不明な点が多かった。既に我々は、
Smad1 の BMP 受容体によるリン酸化部位であ
るC末端のバリン残機を挟む２カ所のセリン
残基をアスパラギン酸に置換したDVD変異体
が、構成的活性型 Smad1 となることを報告し
ている。そこで、Smad5 と Smad9 についても
DVD 変異体を作製し、それぞれの活性を比較
した。 
 その結果、Smad1 と Smad5 は同等の BMP 活
性を示すのに対し、Smad9 は極めて活性が低
いことが判明した。Smad は、相同性が高い N
末端と C末端の MH1 と MH2 ドメインと、両者
をつなぐリンカー領域からなる。Smad9 の各
ドメインとSmad1/5の各ドメインを置換した

変異体の解析から、Smad9 のリンカー領域が
低活性の原因であることが明らかとなった。
さらに、Smad9 は BMP シグナルを抑制する活
性を有し、Smad1/5 とは異なり、BMP シグナ
ルで発現が誘導される標的遺伝子の１つで
あることが判明した。したがって、Smad9 は
Smad6/7 と同様な抑制型 Smad であるものの、
その効果はBMP受容体に対する阻害ではなく、
Smad1/5 に対するドミナントネガティブ効果
であると考えられた。 
 NFkB の p65 は、BMP シグナルを抑制する。
我々は、これの抑制作用は、p65 が Smad の転
写活性を抑制するためであることを明らか
にした。さらにその機序を解析した結果、
p65-/-マウス由来の細胞では、Smad1/4 複合
体が長時間標的DNAに結合することが明らか
となった。これは、p65 の C 末端に位置する
TA2 ドメインが Smad4 の DNA 結合ドメインで
ある MH1 に結合し、DNA 結合を阻害するため
であった。したがって、Smad1/5 を活性化す
る BMP シグナルと、NFkB を活性化する炎症性
サイトカインなどのシグナルが同一細胞で
活性化された場合、BMP シグナルの抑制が起
こるものと予想される。 
 FOP では、筋損傷によって惹起される炎症
反応が異所性骨化を誘導することが知られ
ている。我々の結果は、BMP シグナルに寄っ
て分化が誘導される軟骨細胞や骨芽細胞の
前駆細胞と、炎症反応によって NFkB が活性
化される細胞は異なる可能性を示唆する。炎
症反応によって惹起された二次的なシグナ
ルが、軟骨細胞や骨芽細胞における BMP シグ
ナルを活性化する様な相互作用の存在が予
想される。 
 従来、FOP の変異 ALK2 は構成的活性型変異
体と考えられていた。しかし、我々は炎症反
応によって異所性骨化が誘発されることか
ら、変異 ALK2 がさらに活性化される機構が
あると予想した。解析の結果、BMP の II 型受
容体として知られる BMPR-II と ActR-IIB を
共発現すると、変異受容体の活性が相乗的に
亢進することが判明した。筋損傷後にも異所
性骨化を生じなかったFOP症例から同定され
た ALK2 の G325A 変異体は、BMPR-II では活性
化されず、ActR-IIB によってのみ活性化され
た。この結果から、筋損傷は BMPR-II を介し
たシグナルを活性化し、G325A 症例で異所性
骨化を誘発したと予想されるウイルス感染
は ActR-IIB シグナルを活性化する可能性が
考えられた。 
 さらに我々は、BMP の II 型受容体による
FOP の変異 ALK2 の活性化は、キナーゼ活性依
存的で、ALK2 の 203 番目のスレオニン残基
（T203）が ALK2 全体のリン酸化を制御して
いることを明らかにした。T203 自身は、リン
酸化を受けて活性化される可能性が低いこ
とが明らかとなり、別のアミノ酸残基のリン
酸化が ALK2 の活性化に重要と考えられた。
これらの結果は、FOP における異所性骨化が
BMP の II 型受容体依存的であることを示し、



局所的に分泌されるリガンド依存的な
ALK2-II型受容体の複合体形成が変異ALK2の
活性化に重要な可能性を示唆する。 
 FOP の異所性骨化はヒトのみで認められる
症状で、マウスに同じ ALK2 の変異を導入す
ると、出生直後に死亡することが報告された。
このため、FOP の異所性骨化を解析できる新
しい病態モデルの確立が望まれていた。 
 そこで我々は、Tet-Off システムで目的遺
伝子の発現を誘導できるマウス ES 細胞を用
いて、典型的 FOP の ALK2 変異体である R206H
を発現する細胞株を複数樹立した。同時に樹
立した野生型 ALK2 を発現する細胞株は、ド
キシサイクリンを培地から除去してもBMP活
性の誘導は認められなかったが、R206H 変異
体を発現する細胞株では、いずれも Smad1/5
のリン酸化やBMP特異的ルシフェラーゼ活性
の誘導が認められた。そこで、これらの細胞
を用いて in vitro での軟骨細胞への分化能
を検討した。細胞株を BMP と TGF-b 存在下に
試験管内でペレット培養すると、ドキシサイ
クリン非添加条で ALK2 の発現誘導依存的に
軟骨細胞特異的な Col2a1 や Col10a1 の発現
が誘導された。したがって、このヒト
ALK2(R206H)を発現するマウス ES 細胞株は、
新FOPの病態モデルとして発症機序の解析や、
治療法の開発に応用が可能と考えられた。 
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