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研究成果の概要（和文）：本研究では筋組織が骨・軟骨再生を誘導する機序を明らかにすることを目的として、筋組織
での異所性骨化を破骨細胞形成の観点から検討した。筋組織では皮下組織と比較して、筋芽細胞とBMP-2の移植による
異所性骨化が増加し、また破骨細胞の増加が見られた。さらに、進行性骨化性線維異形成症の原因遺伝子である活性型
BMP受容体を強制発現させた筋芽細胞はin vivoおよびin vitroにおいてTGF-βの発現を増加させ破骨細胞分化を促進す
ることが明らかとなった。以上より、筋芽細胞が破骨細胞形成を促進して骨・軟骨再生を誘導することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：We investigated the role of osteoclasts during heterotopic bone formation in 
muscle tissue. The implantation of myoblasts with BMP-2 induced robust heterotopic ossification with an 
increase in the formation of osteoclasts in the muscle tissues than subcutaneous tissues. Moreover, the 
causal mutation transfection of fibrodysplasia ossification progressive in myoblasts enhanced the 
formation of osteoclasts through TGF-β in vivo and in vitro. This study demonstrated that the causal 
mutation transfection of fibrodysplasia ossification progressive in myoblasts enhances bone and cartilage 
regeneration through formation of osteoclasts from its precursor in muscle tissues.

研究分野： 医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 
骨・軟骨欠損の修復、変形性関節症や骨

粗鬆症などの頻度の多い加齢にともなう疾

患の治療の発展に骨・軟骨再生は有力な手

段となる。現在、骨・軟骨再生の分野はヒ

ト幹細胞を用いた研究でも多くの臨床研究

が開始されており、期待される分野の一つ

と考えられる。再生医学では、再生に使用

する細胞源、再生の足場、再生をおこなう

周囲の環境因子の 3 つの因子を中心に研究

が進められている。 

骨・軟骨再生の基礎的な検討では、骨形

成タンパク(BMP)に関連したシグナル、古

典的 Wnt-β カテニン系、腫瘍壊死因子

(TNF)-α などのサイトカインの骨・軟骨再

生への影響が検討されているが、筋組織の

骨・軟骨再生への直接的な影響を視点に置

いた研究はほとんどみられない。 

これまで、筋組織で被覆すると骨折の修

復が促進されることや筋由来の幹細胞は骨

髄由来の幹細胞よりも有効に骨を誘導でき

たことが報告されているが（J Bone Joint 

Surg Am 73:1323,1991;Proc Natl Acad 

Sci USA 108:1585,2011）、筋由来の細胞が

骨分化を促進する機序については詳細に検

討されていない。 

私の所属する研究室では、以前より筋組

織が全身性・進行性に骨化する遺伝性疾患

である進行性骨化性線維異形成症(FOP) 

と BMP 受容体の恒常活性型変異であるそ

の原因遺伝子変異を手がかりに筋組織と骨

代謝の相互関連について研究を進めてきた。

その中で骨化関連遺伝子の DNA マイクロ

アレイデータをもとに筋骨化を促進する因

子の一つとして Tmem119 を見いだし(J 

Biol Chem 286:9787,2011;Bone 

51:158,2012)、さらに新規因子の解析を進

めている。また筋組織が産生する体液性骨

形成促進因子の候補として, オステオグ

リシン、FAM5Cを見い出した(J Biol Chem 

287:11616,2012;Biochem Biophys Res 

Commun 418:134,2012)。現在、遺伝子改

変マウスやヌードマウスを用いて、骨修復、

骨・軟骨再生、異所性骨化を検討できる実

験系を確立しており、今回の研究では、

これらの研究状況を背景として、筋組織が

骨・軟骨再生を誘導する機序を新たな視点

から検討したい。 

 
２．研究の目的 
筋組織が骨・軟骨再生に支持的に働くこと

を示唆する知見が集積されてきたが、その機

序の詳細は不明である。今回の研究では、筋

組織が骨・軟骨再生を誘導する機序と骨吸収

系細胞の破骨細胞やマクロファージなどの

周囲の細胞が果たす役割を明らかにし、筋組

織の骨・軟骨再生誘導に重要な因子を同定し

たい。それらの研究を通して、斬新な骨・軟

骨再生法の開発、筋骨化をきたす疾患の新し

い治療法の開発につなげたい。 

 
３．研究の方法 
(1) 筋組織の有無および FOP 原因変異

ALK2(R206H)による異所性骨化の差異につ

いて検討 (in vivo) 

成体マウスの背中の皮下もしくは大腿部

の筋肉内へ野生型または FOP の原因変異

ALK2 (R206H)強制発現筋芽細胞株 C2C12

細胞と BMP-2 を含んだコラーゲンスポンジ

を移植することで異所性骨化を誘導し、異所

性 骨 化 に お け る 筋 組 織 お よ び ALK2 

(R206H)の役割について検討した。具体的に

は、以下の項目について解析した。 

① 骨塩量の解析：BMP-2 により誘導される

異所性骨の骨塩量を qCT を用いて評価した。 

② 骨の解析：コラーゲンスポンジを中心と

した骨化組織を回収し、骨芽細胞の集積に

ついて組織免疫学的に定量解析した。 

 

③ 破骨細胞の同定：②と同様に回収した組

織をTRAP染色により破骨細胞の集積につ

いて定量解析した。  
 

(2) 破骨細胞分化における筋組織および

ALK2(R206H)の影響の検討 (in vitro) 

マウス単球細胞である Raw264.7 細胞

はRANKLにより破骨細胞に分化誘導できる

が、この系に筋芽細胞株、線維芽細胞株、さ

らにそれぞれの細胞に ALK2 (R206H)を強

制発現させたものを共培養させて、破骨細胞

形成への影響を破骨細胞分化マーカーの発



現および TRAP 染色により検討した。 

(3) ALK2 (R206H)導入により筋芽細胞から

誘導される破骨細胞形成促進因子の同定と

その作用機序の検討 (in vitro, in vivo) 

DNA マイクロアレイ解析により ALK2 

(R206H)の導入により発現量が増加する破骨

細胞形成促進因子として抽出された TGF-β

について、組換え体タンパク質および阻害剤、

中和抗体をRaw264.7細胞の破骨細胞分化誘

導系に添加実験をおこない、TGF-βの破骨細

胞形成促進作用を検討した。さらにマウス筋

肉内異所性骨化誘導系に TGF-β 阻害剤を投

与し、in vivo での破骨細胞形成に対する

TGF-βの作用を検討した。 
 
４．研究成果 

(1) 筋組織は BMP-2 による異所性骨を増加

させる 

BMP-2 と筋芽細胞の免疫不全マウスへの

移植により誘導される異所性骨は皮下組織

と比較して筋肉内で有意に増加した（図 2）。

また、破骨細胞数も筋肉内で有意な増加がみ

られた（図 2）。 
 

(2) FOP 原因変異 ALK2 (R206H)強制発現

筋芽細胞は筋肉内異所性骨を増加させる 

BMP-2 と筋芽細胞の免疫不全マウスへの

移植により誘導される異所性骨は筋芽細胞

に ALK2 (R206H)強制発現させることで有

意に増加した（図 1）。また、破骨細胞数の有

意な増加がみられた（図 2）。 

 

図 1 BMP-2 と筋芽細胞移植による異所性

骨誘導 (qCT) 

筋肉内(muscle)および皮下(SCT)への移植 

 
 
 

図 2 BMP-2 と筋芽細胞移植による破骨細

胞形成 (TRAP 染色) 

筋肉内(muscle)および皮下(SCT)への移植 
 

(3) 筋芽細胞の培養上清は破骨細胞形成を

促進する 

Raw264.7 細胞の破骨細胞分化誘導系にお

いて、筋芽細胞の培養上清は線維芽細胞と比

較して破骨細胞形成を促進した（図 3）。 

 

図 3 筋芽細胞の培養上清は破骨細胞形を
促進する 

(A) TRAP 染色  (B)リアルタイム PCR 

**p<0.01 
 

 (4) ALK2 (R206H)強制発現筋芽細胞の培養

上清は破骨細胞形成を増加させる 

Raw264.7 細胞の破骨細胞分化誘導系にお

いて、ALK2 (R206H)を強制発現させた筋芽

細胞の培養上清はコントロール群と比較し

て破骨細胞形成を促進した（図 4）。 
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図 4 ALK2 (R206H)強制発現筋芽細胞の培

養上清は破骨細胞形成を促進する 

(A) TRAP 染色 (B, C)リアルタイム PCR 

*p<0.05, **p<0.01 
 

(5) 筋芽細胞において ALK2 (R206H)の強制

発現は TGF-βの発現量を増加させる 

ALK2 (R206H)発現筋芽細胞とコントロー

ル細胞の発現プロファイルから、破骨細胞分

化および骨代謝関連の液性因子について発

現比較した結果、活性型 ALK2 発現細胞にお

いて破骨細胞分化促進作用が報告されてい

る TGF-β の発現量が増加していることが明

らかとなった（表 1）。 
 

表 1 筋芽細胞における ALK2(R206H)導入
による骨代謝関連因子の発現変動 

 
 

(6) ALK2 (R206H)強制発現筋芽細胞による破

骨細胞形成促進作用は TGF-β シグナルを介

する 

ALK2 (R206H)強制発現筋芽細胞の培養上

清による破骨細胞形成促進系に TGF-β 受容

体の阻害剤または中和抗体を添加すること

で破骨細胞形成は抑制された（図 5）。さらに

in vivo においても BMP-2 と ALK2 (R206H)

強制発現筋芽細胞により誘導される破骨細

胞形成の増加は TGF-β シグナルの阻害によ

り抑制された（図 6） 
 
 

 

図 5 ALK2 (R206H)発現筋芽細胞の培養上

清による破骨細胞形成促進作用は

TGF-βシグナルを介する 

(A, B) TRAP 染色  **p<0.01 
 
 

図 6 ALK2 (R206H)発現筋芽細胞移植によ

り誘導される破骨細胞形成促進作用は

TGF-βシグナルおよび p38 MAP キナ

ーゼを介する 
 
これらの結果から、活性型 ALK2 シグナル
は筋芽細胞からの TGFβの発現を増加させ、
ALK5 および p38 MAPK を介して、破骨細
胞分化を促進することが示唆された。 
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