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序論（骨代謝におけるBMPシグナルの役割） 

 進行性骨化性線維異形成症 (fibrodysplasia ossificans progressiva, FOP) は、

骨格筋を中心とした腱、靭帯等の軟組織内に進行性の異所性骨化を生じる疾患

である 1-4。異所性骨化の進展に伴い、関節が癒合して可動域が極度に減少する。

FOP 症例の異所性骨化は心筋や平滑筋には起こらず、骨格筋に特有であると考

えられている。しかし、骨格筋組織でも、舌や眼輪筋、横隔膜等に異所性骨化

を認めた報告はない 5。典型的 FOP 症例の場合、出生時に左右対称性の外反母

趾様の変形、頚椎の変形・癒合が認められるものの、通常、骨格筋組織内の異

所性骨化は認められない 5, 6。しかし、10 歳前後から背部などに腫瘤が出現し、

数週間後には内部に異所性骨化が認められるようになる。頭頸部領域では、頸

椎の先天的奇形と頸部筋膜、靭帯、頸部周囲筋内の骨化によって頸部の運動障

害が生じる 7 。一般的に FOPの異所性骨化は、体幹から末梢へ、上方部（頸・

肩）から下方部（腰）へ、背部側から腹部側へと進展することが知られている 8。

FOP では、骨格筋の損傷・再生が急性の異所性骨化を誘発するため、筋肉内注

射や生検、手術のような侵襲的医療処置は禁忌とされている 5。そのため、FOP

における異所性骨化発症初期段階の組織学的変化や分子機構は、未だ不明な点

が多い。今日、FOPの異所性骨化を抑制するような治療法は確立されておらず、

打撲等の外傷を含めた骨格筋組織の傷害を防ぐことが、異所性骨化の発症を遅

延させるために重要とされる。 

 FOP 患者では、出生後の顎顔面の成長にも大きな影響が生じる 7, 9。今までに

FOP患者における下顎頭の形成不全や、筋突起の骨軟骨腫が報告されている10。

成長期おける下顎骨の成長障害によって、多くの FOP患者では下顎骨の劣成長
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による上下顎骨の不調和を認める。内耳の形成不全も生じることが報告されて

いる 11。また異所性骨化による下顎頭と下顎窩の癒合が起こり、30 歳頃までに

約 24%の FOP 症例で開口障害を生じる 7, 9。顎顔面領域の筋肉内に生じる異所

性骨化や、顎関節部の癒合によって開口障害を引き起こすため、口腔清掃状態

が不良となり、カリエスや歯肉炎、歯周炎を惹起しやすくなる 9, 12。開口障害や、

局所麻酔の刺激による異所性骨化発症の危険性から、歯科治療は困難となるこ

とが多い 9。しかし、現在開口障害を改善する積極的治療法は確立されておらず、

全身麻酔下での歯科治療や、予防的口腔内ケアを行うことが推奨される 9, 12。 

 FOP 症例と同様の骨格筋組織における異所性骨化は、bone morphogenetic 

protein (BMP)と呼ばれる成長因子の移植によって誘導できると知られている。

BMP は、1965 年、酸で脱灰した骨基質が骨格筋組織内で異所性骨化を誘導す

る原因物質として発見され 13、さらに trypsin による消化で失活したことから

BMPと命名された 14-16。異所性骨誘導活性を有した BMPは、8 M urea や 4 M 

guanidine hydrochloride などの強力なタンパク変性剤を用いることで脱灰骨

基質から抽出することが可能であった 17。抽出・精製した BMP画分と不活性な

抽出残渣を再構成して骨格筋組織に移植すると、さまざまな実験動物において

異所性骨化を誘導することができる。高純度に精製された BMP画分に含まれる

ペプチドのアミノ酸配列を決定した結果、BMPは、さまざまな細胞の増殖や分

化、組織形成や再生に重要な transforming growth factor-β (TGF-β)ファミリー

のメンバーであることが判明した 18-20。TGF-βファミリーには、一次構造の相同

性の高い BMP、activin、growth and differentiation factor (GDF)などを含む
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30 種類以上のメンバーが分類される 21。脱灰骨基質から精製された異所性骨誘

導活性を示す BMP 画分には、少なくとも BMP-2, BMP-3, BMP-4, BMP-5, 

BMP-6, BMP-7 のペプチド配列が含まれた。この中で、BMP-3 以外の BMPは、

それぞれのリコンビナントタンパク質が単独で異所性の骨組織や軟骨組織の誘

導活性を示す 18, 22, 23。一方、TGF-β自身や BMP-3 を骨格筋組織に移植しても異

所性骨化を誘導しない 18, 24。BMPによる異所性骨化が FOP症例の異所性骨化と

類似していることから、BMP 自身や BMP のシグナル伝達分子の遺伝的変異が

FOPに関与する可能性が示唆された 25, 26。 

 マウス筋芽細胞株C2C12 は、再生過程のマウス大腿筋組織から樹立された単

核細胞で、骨格筋分化のマスター遺伝子である MyoD を発現しながら増殖する

27, 28。コンフルエントに達して増殖が停止すると、MyoDファミリーの転写因子

であるmyogenin 等を発現し筋細胞へと分化する 28。成熟した筋細胞は、myosin

や troponin などの収縮タンパク質を発現し、互いに融合して多核の筋管細胞と

なる。C2C12 細胞を骨誘導活性のある BMPの存在下で培養すると、myogenin

や myosin や troponin などの発現が抑制された単核細胞となる。この単核細胞

は、alkaline phosphatase（ALP）、osteocalcin、副甲状腺ホルモン受容体など、

骨芽細胞に特徴的な分子を発現する 29。一方、C2C12 細胞を異所性骨誘導活性

のない TGF-β1 存在下で培養すると、筋分化は抑制されるものの骨芽細胞の分

化マーカーの誘導は認めない 29, 30。この結果は、BMPは in vivoだけではなく、

C2C12 細胞を用いた in vitroの実験系でも骨芽細胞様細胞への分化誘導活性を

有することを示す。このことは、TGF-βファミリーの in vitroにおける骨芽細胞



 7 

様細胞への分化誘導活性が、in vivoにおける異所性骨誘導活性と相関すること

を示している。このC2C12 細胞を用いた in vitroの実験系は BMP活性を簡便

に評価できる有用な実験系であることが示唆された。 

 TGF-βファミリーの生物活性は、標的細胞が細胞膜上に発現する膜貫通型セリ

ン•スレオニンキナーゼ受容体によって細胞内へ伝達される 31。これらの TGF-β

ファミリーと結合する受容体は、一次構造から I 型と II 型の 2 種類に分けられ

る 32-37。I 型受容体は、細胞膜貫通領域の直下にあるグリシンとセリン残基が連

続したGSドメインと呼ばれる構造が保存された 7種類（activin receptor-like 

kinase 1;ALK1, ALK2, ALK3/BMPR-IA, ALK4, ALK5/TβR-1, ALK6/BMPR-IB, 

ALK7）からなる 25, 26, 38。一方、GSドメインを持たない 4種類の受容体（BMPR-II, 

ActR-IIA, ActR-IIB, TβR-II）は、II 型受容体に分類される 25, 26。II 型受容体のキ

ナーゼは構成的に活性化されており、リガンド結合を介してリクルートされる I

型受容体を基質として、I型受容体のGSドメインをリン酸化する。非リン酸化

状態の I型受容体のキナーゼ活性は不活性型で、II 型受容体によりGSドメイン

がリン酸化されて立体構造が変化することによって不活性型のキナーゼ活性が

活性化される。TGF-βや activin は先に II 型受容体と結合し、その複合体に I型

受容体が結合するが、BMPと I 型受容体の結合には II 型受容体を必要としない

31。骨誘導活性を示すBMPは、3種類のII型受容体(BMPR-II、ActR-IIA、ActR-IIB)

と 4 種類の I 型受容体(ALK1、ALK2、ALK3、ALK6)に結合し、骨誘導活性を

示さない TGF-βや activin は、3種類の II 型受容体(TβR-II、ActR-IIA、ActR-IIB)

と 3 種類の I 型受容体(ALK4、ALK5、ALK7)と結合する 21。 
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 I 型受容体に結合してBMPシグナルを抑制する分子としてFKBP12が報告さ

れている 39。FKBP12 は、FK506 のマクロライド構造と結合し、カルシニュー

リン経路やセリンキナーゼ経路を阻害することで、免疫抑制効果を示す 40-48。受

容体にリガンドが結合していない状態では、I型受容体の細胞内領域に FKBP12

が結合し、下流へのシグナル伝達を抑制している。そこへリガンドが結合する

と、II型受容体が I型受容体をリン酸化し、FKBP12が I型受容体から遊離され、

下流にシグナルが伝達される49。以上のようにFKBP12の機能が明らかとなり、

FOP の発症と FKBP12 の関係も明らかになり始めている。すなわち FOP から

報告された ALK2 変異体においても、ALK2 内の遺伝的変異により FKBP12 と

の結合性が低下し、その結果下流にシグナルを伝達しやすくなっている可能性

が示唆されている。50-53 

 各リガンドの生化学的な結合特性から明らかなように、リガンドの生物活性

は結合するI型受容体に依存する。実際、BMPを結合するI型受容体であるALK1、

ALK2、ALK3、ALK6 の GS ドメインに酸性アミノ酸を導入した構成的活性型

変異体を C2C12 に過剰発現すると、BMP で刺激した場合と同様に、骨芽細胞

の分化マーカーであるALP 活性が誘導される 54-57。活性化された I 型受容体は、

細胞内で複数の細胞内情報伝達系を活性化する。転写因子 Smad1、Smad5、

Smad8 (Smad9) は BMP の I 型受容体の基質であり、BMP 受容体によって

Smad の C 末端に保存されたセリン・バリン・セリン（SVS）モチーフ内の 2

つのセリン残基がリン酸化される 58, 59。Smad1 の C末端に保存された 2つのセ

リン残基を酸性アミノ酸であるアスパラギン酸（D）へ置換したDVD変異体は、
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リン酸化状態と類似した立体構造を取り、構成的活性型 Smad1 として、BMP

非存在下でも C2C12 細胞の ALP 活性や、アフリカツメガエルの腹側化を誘導

する 60 61。活性化された Smad1/5/8 は二量体を形成し、さらに Co-Smad に分

類される Smad4 とヘテロ三量体を形成して核内へ移行する。核内へ移行した

Smad 複合体は、標的遺伝子のエンハンサー領域に存在するGGCGCC、または

GGAGCC の 6 塩基からなるコア配列を認識して結合し転写を制御する。BMP

初期応答遺伝子として同定された Id1、Id2、Id3、BIT-1 遺伝子は、これらの

Smad 結合配列が保存されており、ルシフェラーゼ・レポーターとして BMP特

異的な細胞内情報伝達の解析に応用される 62-65。 

 FOP は稀少疾患の 1 つで、発症率は人種、地域、性別等によらず、世界的に

人口約 200 万人あたり１人と推定されている 1, 2, 4。本邦では、約 60の FOP症

例が確認されている。近年、FOPの責任遺伝子として、I型 BMP受容体のALK2

をコードする ACVR1 が同定された 66。現在、FOP 共通に ALK2 内には複数の

遺伝子変異が報告されている 4, 67。しかし、FOPは、筋損傷やウイルス感染によ

って急激な異所性骨化を誘導することから、生検や外科的処置が禁忌となって

いる。よって異所性骨化の発症の詳細なメカニズムの解明と、有効な治療法の

確立には至っていない。そこで、本研究では、FOP の異所性骨化発症のメカニ

ズムを分子レベルで解明することと、FOP の治療法の評価が可能な実験系の確

立を目的とした。 
  



 10 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

第 I章 
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抄録 

 FOP は、幼少期から骨格筋組織内に異所性骨化を生じる遺伝性疾患である。

早期に発症する典型的 FOP 症例から、BMP の I 型受容体の１つである ALK2

の機能獲得型変異が同定されていた。最近、47歳まで異所性骨化を生じなかっ

た遅発性 FOP症例から、新規のALK2 変異体が同定された。本研究では、典型

的 FOP 症例と遅発性 FOP 症例から同定された ALK2 変異体を用いて細胞内シ

グナルの活性化機構を解析した。典型的 FOP および遅発性 FOP のいずれの

ALK2 変異体も、C2C12 細胞に過剰発現させると BMP 活性を示す機能獲得型

変異体で、BMPの II 型受容体である BMPR-II または ActR-IIB との共発現でそ

の活性がさらに上昇した。II 型受容体による活性化は、これまでに FOP症例か

ら同定された 12種類のALK2 変異体全てに認められたが、心疾患から同定され

た ALK2 変異体では認められなかった。この II 型受容体による FOP の ALK2

変異体の活性化は、II 型受容体のキナーゼ活性依存的であった。ALK2 のリン酸

化部位であるGSドメインの９つ全てのセリン・スレオニン残基をアラニン・バ

リン残基に置換すると、FOPの ALK2 変異体の II 型受容体による活性化が阻害

された。9つのセリン・スレオニン残基のうち、T203 残基が II 型受容体による

活性化に必須であった。T203 残基を酸性アミノ酸に置換しても、ALK2 の活性

化は認められず、II 型受容体存在下でも活性化は見られなかった。FOPの ALK2

変異体をC2C12 細胞に過剰発現させると、野生型ALK2 よりも高度にリン酸化

され、II 型受容体の共発現でさらにリン酸化レベルが上昇した。ALK2 に T203V

変異を導入すると、ALK2 のリン酸化レベルが低下した。ALK2 の T203 は、他

の I 型 BMP受容体にも保存されており、これらスレオニン残基はリガンド刺激
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による BMPシグナルの活性化に必須であった。以上の結果から、FOPの ALK2

変異体は II 型 BMP 受容体によって活性化を受けやすい変異体であることが明

らかとなった。ALK2 の変異部位により、活性化する II 型受容体が異なること

が、各 ALK2 変異体による FOP の臨床症状の違いに関与する可能性がある。

ALK2変異体の II型受容体による活性は、II型受容体のキナーゼ活性依存的で、

ALK2 の T203 残基が必須であった。しかし、ALK2 の T203 残基は自身がリン

酸化されて活性化するのではなく、ALK2 分子内の他の残基のリン酸化レベルを

制御することによって、ALK2 の活性化を調節する可能性が示された。本研究に

より初めて明らかとなった FOP の ALK2 の活性化メカニズムに基づき、今後、

新規の FOP治療法開発の可能性も示された。 
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Abstract 

FOP is a genetic disorder characterized by progressive heterotopic 

ossification in soft tissues, such as the skeletal muscles. FOP has been 

shown to be caused by gain-of-function mutations in ALK2, which is a type 

I receptor for BMPs. In the present study, we examined the molecular 

mechanisms that underlie the activation of intracellular signaling by mutant 

ALK2. Overexpression of mutant ALK2 from FOP patients in C2C12 cells 

enhanced the activation of intracellular signaling by co-expression with type 

II BMP receptors, such as BMPR-II and ActR-IIB, whereas that from heart 

disease patients did not. This enhancement was dependent on the kinase 

activity of the type II receptors. Substitution mutations at all 9 serine and 

threonine (Ser/Thr) residues in the ALK2 GS domain simultaneously 

inhibited this enhancement by the type II receptors. Of the 9 Ser/Thr 

residues in ALK2, T203 was found to be critical for the enhancement by 

type II receptors. In contrast to unmutated T203, neither ALK2(R206H) nor 

ALK2(G325A) carrying the T203D or T203E mutation, in which the 
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threonine residue has been substituted with aspartic acid (D) and glutamic 

acid (E) at T203, induced ALP activity in C2C12 cells, even in the presence 

of BMPR-II and ActR-IIB. The T203 residue was conserved in all of the BMP 

type I receptors, and these residues were essential for intracellular signal 

transduction in response to ligand stimulation. The phosphorylation levels 

of the mutant ALK2 related to FOP were higher than those of wild-type 

ALK2 and were further increased by the presence of type II receptors. The 

phosphorylation levels of ALK2 were greatly reduced in mutants carrying a 

mutation at T203, even in the presence of type II receptors. These findings 

suggest that the mutant ALK2 related to FOP is enhanced by BMP type II 

receptors via the T203-regulated phosphorylation of ALK2. Thus, it was 

suggested that the differences between ALK2 mutants with respect to 

sensitivity to BMP type II receptors might affect the clinical features of FOP, 

especially the onset of heterotopic ossification. 
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緒言 

 FOP は、骨格筋組織内に進行性の異所性骨化を生じる疾患である。これまで

に、父親から子へ遺伝した家族性 FOP 症例 66-68や、一卵性双生児が共に発症し

た FOP症例が報告されている 69, 70。こうした症例の解析から、FOPは常染色体

優性遺伝形式を示す遺伝性疾患であることが明らかとなった 1, 66。しかし、稀少

疾患であるために大規模な家系解析が困難であり、FOP の責任遺伝子は長い間

不明であった。 

 2006 年、家族性 FOP症例の連鎖解析から、FOPの責任遺伝子として 2番染

色体 q23-24 に位置し、I 型 BMP 受容体の ALK2 をコードする ACVR1が同定

された 66。家族性 FOP症例と孤発性 FOP症例では、ACVR1に共通の c.617G>A

変異が同定され、この変異が ALK2 の GS ドメイン内に位置する 206 番目のア

ルギニン残基をヒスチジン残基に置換（p.R206H）することが明らかとなった。

その後の研究から、ALK2 の R206H 変異は、さまざまな人種の典型的 FOP に

認められることが明らかとなっている。R206Hを導入したヒトALK2をC2C12

細胞に過剰発現させると、BMP 非存在下で Smad1/5 のリン酸化が誘導され、

骨芽細胞分化マーカーのALP活性が誘導される 54。これは、典型的 FOP症例で

同定された ALK2 の R206H 変異体が機能獲得型変異であることを示し、FOP

の異所性骨化が BMP の細胞内情報伝達系の活性化によって誘導されることを

示す。その後の研究により、骨格筋組織内で異所性骨化を生じた臨床症状の異

なるFOP症例から、ALK2の細胞内領域に10種類以上の変異が同定された4, 67。

これは、FOP が ACVR1 単一の変異によって起こる遺伝性疾患であることを示
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唆する。現在、FOP患者において、他の遺伝子変異は報告されていない。最近、

FOP 症例以外に、先天性心疾患症例からも、新規の ALK2 細胞内領域の変異が

報告されている。これらのALK2 変異体は、野生型よりも活性が低いことから、

ALK2 の機能欠失型変異と考えられる 71, 72。さらに、小児脳腫瘍症例のエキソー

ム解析からも、ALK2 の変異が報告された 73-76。 

 典型的 FOP 患者では、１０歳前後と幼少期から進行性に異所性骨化を生じ、

筋損傷やインフルエンザ等のウイルス感染によって急激な異所性骨化が起こる

ことが報告されている 2, 4。最近、海外の FOP 症例から新しい ALK2 の変異体

p.G325Aが同定された 77。本症例では、典型的 FOP症例で急性異所性骨化が誘

発される筋損傷でも異所性骨化を生じず、47歳まで異所性骨化を発症していな

いが、ウイルス感染を疑わせる紅斑性発赤や発熱の発症後に異所性骨化が誘発

された 61。患者は、肩甲骨周囲に異所性骨化を認め、典型的 FOP 症例の異所性

骨化の好発部位と一致していた。この遅発性 FOP 症例では、典型的 FOP 症例

と同様に出生時の外反母趾様変形が認められた 61。これらの症状の違いは、ALK2

の R206H変異体とG325A変異体の間には、活性化機序に差があることを示唆

する。そこで本研究では、典型的 FOP変異体であるALK2 の R206H変異体と、

遅発性 FOP から同定された新規変異体である G325A 変異体における細胞内シ

グナルの活性化機序を解析した。その結果、両変異体とも II 型 BMP 受容体の

キナーゼ活性依存的に活性化されるものの、それぞれを活性化する II 型受容体

が異なることが明らかとなった。さらに、ALK2 内の II 型受容体によるリン酸

化部位の解析から、ALK2 の GS ドメイン内に位置する 203 番目のスレオニン
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残基が、II 型受容体による ALK2 のリン酸化に重要なことを見いだした。この

スレオニン残基は、ALK1、ALK3、ALK6 にも保存されており、BMPによる異

所性骨誘導活性を伝達する全ての I型 BMP受容体において、このスレオニン残

基を介した受容体のリン酸化レベルの制御が、シグナル伝達に重要なメカニズ

ムであることを明らかとした。 
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材料と方法 

発現ベクターの構築 : 

 野生型ヒトALK2 cDNAは、ヒト腎臓の全RNA（Clontech, Palo Alto, CA, 

USA）からSuperscript III（Invitrogen, Carlsbad, CA, USA）で逆転写したcDNA

を鋳型として、PrimeSTAR DNA polymerase（TAKARA, 滋賀）を用いて、

V5 タグが付加された pcDNA3 ベクターに挿入した。ALK2 の C 末端に V5 タ

グを付加した形で polymerase chain reaction（PCR）法で増幅し、得られた

cDNAを pcDEF3ベクター78の BamHIと EcoRV切断部位間に挿入した。ALK2

の各変異体（R206H54、G325A、L196P79、R202I、PF197-8L、Q207E、R258S、

G328R、G328W、G328E、G356D55、R375P、Q207D、A15G、H286N、R307L

および L343P）は、野生型発現ベクターを鋳型として PrimeSTAR DNA 

polymerase（TAKARA）を用いた PCR 法により、変異を導入して作製した。

用いた各プライマーの塩基配列を、Table 1 に示す。さらに、PrimeSTAR DNA 

polymerase（TAKARA）を用いた PCR 法により、R206H変異体とG325A変

異体のGSドメイン内のセリン残基をアラニン残基へ、スレオニン残基をバリン

残基へそれぞれ置換した。 

 マウスALK1 cDNAは、TRIzol（Invitrogen）を用いて抽出したマウス腎臓、

マウスALK3 cDNAはマウス筋芽細胞株C2C12 細胞、マウスALK6 cDNAは

マウス軟骨の各全RNAを用いて、Superscript III（Invitrogen）で逆転写した

cDNAを鋳型に、PrimeSTAR DNA polymerase（TAKARA）を用い PCR法で

pcDEF3 ベクターに挿入した。さらに、各野生型発現ベクターを鋳型として、
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PrimeSTAR DNA polymerase（TAKARA）を用いた PCR 法により、ALK1

（T197V）、ALK3（T229V）、ALK6（T199V）変異を導入した。 

 マウス ActR-IIA とマウス ActR-IIB は、マウス筋芽細胞株 C2C12 細胞の全

RNA を鋳型とし、PrimeSTAR DNA polymerase（TAKARA）を用いて

Polymerase chain reaction（PCR）法で増幅した。得られた cDNAを pcDEF3

ベクターに挿入し、C 末端に FLAG タグを付加した。構築したベクターを鋳型

として PCR 法により、ActR-IIB（K241R）変異を導入し、キナーゼ活性が消失

した II 型受容体を作製した。本研究で作製した全ての cDNA は、ABI 3500 

Genetic Analyzer（Applied Biosystems, Foster City, CA, USA）を用いて塩基

配列を確認した。ヒト BMPR-II は、宮園浩平先生（東京大学）より供与してい

ただいた。 

  

細胞培養とトランスフェクション： 

 マウス筋芽細胞株C2C12 細胞は、15% ウシ胎児血清（fetal bovine serum; 

FBS; Nichirei, 東京）を含む Dulbecco’s Modified Eagle Medium（DMEM; 

Nacalai Tesque, 京都）で 37.0℃, CO2濃度 5.0%の環境下で培養した 29。C2C12

細胞は 1.5×104個/cm2の密度で播種し、翌日、96穴プレートの１ウェルあたり

200 ng プラスミドDNAを、0.5 ml の Lipofectamine 2000（Invitrogen）を

使用して製品に添付されたプロトコールに従い遺伝子導入した。ヒト胎児由来

腎細胞HEK293A細胞は、10% FBS（Nichirei）を含むDMEM（Nacalai Tesque）

で培養し、3×104個/cm2の密度で播種し、翌日、各プラスミドDNAを遺伝子導



 20 

入した。 

 

ALP活性の測定とルシフェラーゼ・レポーターアッセイ： 

 C2C12 細胞における骨芽細胞様細胞への分化の指標として、96穴プレートに

播種した細胞のALPの酵素活性を測定した。細胞を PBS（phosphate buffered 

saline）にて洗浄後、acetone-ethanol 溶液を室温で 1分間処理した。ALP活性

は、1 mg/ml p-nitrophenylphosphate を含む ALP 測定液［0.1 mM 

diethanolamine, 0.5 mM MgCl2 (pH 10.0)］を用い、室温で 60 分間反応させ

た後、NaOH 溶液を添加して反応を停止させ、遊離した p-nitrophenol の量を

波長 405 nmの吸光度を吸光度計（Infinite F50, Tecan, Switzerland）で測定

した 54, 80。 

 ルシフェラーゼ・レポーターアッセイは、BMPシグナル特異的なルシフェラ

ーゼ・レポーターとして、Id1の BMP応答領域で firefly luciferase を発現する

Id1WT4F-luc62（40 ng/well）を使用した。また、同時に補正用の SV40 プロモ

ーターで renilla luciferase を発現する phRL-SV40（Promega, Madison, WI）

（10 ng/well）を、全DNA量を 200 ng/well に合わせて 96穴プレートに播種

した細胞に導入し、BMP特異的なルシフェラーゼ活性を標準化した。ルシフェ

ラーゼ活性は、Dual-Glo Luciferase Assay System （Promega）を用いてプロ

トコールに従って測定（GENios, Tecan）した 60, 81。一部の実験では、遺伝子導

入後、1 ng/ml GDF2/BMP9（Peprotech, Rocky Hill, NJ, USA）、10 ng/ml 

BMP7（Miltenyi Biotec, Auburn, CA, USA）、10 ng/ml BMP4（R&D Systems, 
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Minneapolis, MN, USA）、10 ng/ml GDF5（Peprotech）を含む新鮮な培地に

交換し、翌日、ルシフェラーゼ活性を測定した。 

 

ウエスタンブロットおよびPhos-tag 解析： 

 細胞を 1% Triton X-100 を含む Tris-HCl buffer［10 mM Tris-HCl, 150 mM 

NaCl（pH 7.8）］で溶解し、17,400 g で 30 分間遠心分離した上清をウエスタ

ンブロットに使用した。調整したサンプルは、8% ポリアクリルアミドゲルを

用いた SDS-PAGEで分画した後、Tobin 転写バッファー［25 mM Tris-HCl, 192 

mM Glycine 及び 20% Methanol（pH 8.3）］を用いて、250 mA、1時間、PVDF

メンブレン（Immobilon-P membrane, Merck Millipore, Darmstadt, Germany）

に転写した。ウエスタンブロットには、以下の一次抗体を使用した。ウサギ抗

Phospho-Smad1/5 モノクローナル抗体（Cell Signaling Technology, Beverly, 

MA, USA; 1000 倍希釈）、マウス抗 FLAG モノクローナル抗体（clone M2, 

Sigma-Aldrich Chemicals, St Louis, MO, USA; 500 倍希釈）、マウス抗V5モ

ノクローナル抗体（clone V5005, Nacalai Tesque; 1000 倍希釈）、ウサギ抗

Smad1 モノクローナル抗体（Cell Signaling Technology; 1000 倍希釈）、ウサ

ギ抗 tubulin ポリクローナル抗体（Cell Signaling Technology; 1000 倍希釈）。

二次抗体として、西洋ワサビペルオキシダーゼを結合したヤギ抗マウス IgG ポ

リクローナル抗体、またはヤギ抗ウサギ IgG ポリクローナル抗体（Jackson 

ImmunoResearch Laboratories, West Grove, PA, USA; 2000 倍希釈）を使用

した。また、化学発光反応には Immobilon Western Chemiluminescent HRP 
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Substrate（Merck Millipore）を用い、ChemiDoc XRS+ System（Bio-Rad, 

Hercules, CA）を用いて検出した 54。検出した画像は、Profinia Software

（Bio-Rad）を用いて解析した。 

 ALK2 のリン酸化量は、Phos-tag 試薬（Wako Chemicals, 大阪）を用いて

解析した。サンプルを、75 µM Phos-tag、100 µM MnCl2を含む 7.5% ポリア

クリルアミドゲルを用いた SDS-PAGEで分画した。その後、ゲルを 1 mM EDTA

を添加した Tobin 転写バッファー［25 mM Tris-HCl, 192 mM Glycine 及び

20% Methanol（pH 8.3）］で 20 分間洗浄し、再度、10 分間転写バッファー

で洗浄した後、PVDF メンブレンに転写した 82-84。Phos-tag 試薬を用いたウエ

スタンブロットには、一次抗体としてマウス抗V5モノクローナル抗体（Nacalai 

Tesque; 1000 倍希釈）、二次抗体として、西洋ワサビペルオキシダーゼを結合

したヤギ抗マウス IgG ポリクローナル抗体（Jackson ImmunoResearch 

Laboratories; 2000 倍希釈）を使用した。また、化学発光の検出は Immobilon 

Western Chemiluminescent HRP Substrate（Merck Millipore）を用い、

ChemiDoc XRS+ System（Bio-Rad）を用いて検出した 54。検出した画像は、

Profinia Software（Bio-Rad）を用いて解析した。 

 

統計処理： 

 統計処理は、 2 群間比較においては Student’s t 検定、3群間以上の比較にお

いてはTukey-Kramer試験でANOVAを用いて行った。結果は平均±SD（n = 3）

として表した。統計的有意差は、*は p<0.05、** は p<0.01 として示した。  
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結果 

ALK2の G325A変異体もSmad1/5を介してBMPシグナルを活性化する 

 マウス筋芽細胞株 C2C12 細胞に、ヒト野生型 ALK2、ALK2 の R206H 変異

体、及びG325A変異体をそれぞれ過剰発現させた。野生型ALK2 は BMPシグ

ナル特異的ルシフェラーゼ・レポーターを誘導しなかったのに対し、ALK2 の

G325A変異体とR206H変異体は用量依存的にレポーター活性を誘導した（Fig. 

1A）。G325A 変異体が誘導したレポーター活性は、いずれの用量でも R206H

変異体が誘導した活性よりも弱かった（Fig. 1A）。また、G325Aおよび R206H

変異体が誘導したレポーター活性は、I型 BMP受容体の Smad 経路特異的阻害

剤である LDN-19318985 によって用量依存的に抑制された（Fig. 1B）。

FLAG-Smad1 と各 ALK2 を共発現させると、G325Aおよび R206H変異体のい

ずれも Smad1/5 のリン酸化レベルが増加し、その量はG325A変異体の方が低

かった（Fig. 2A）。また、各 ALK2 と Smad1 の共発現で誘導される ALP 活性

も、Smad1/5 のリン酸化レベルと同様に R206H よりも G325A 変異体の方が

低かった（Fig. 2B）。以上の結果から、遅発性 FOP 症例から同定された ALK2

の G325A変異体も、典型的 FOP症例の R206H変異体と同様に、Smad 依存的

な細胞内情報伝達系を活性化する機能獲得型変異体であるものの、G325A変異

体の活性はR206H変異体よりも弱いことが示された。 

 

II 型 BMP受容体による変異ALK2の活性化 

 TGF-βファミリーの I型受容体は、II 型受容体によって活性化される 86。そこ
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で、C2C12 細胞に各 ALK2 と TGF-βファミリーに対する 4 種類の II 型受容体

（BMPR-II、ActR-IIA、ActR-IIB、および TβR-II）をそれぞれ共発現させて、

誘導される ALP 活性を評価した。BMPR-II は、R206H 変異体との共発現で用

量依存的に ALP 活性を誘導したが、野生型 ALK2 あるいは G325A 変異体との

共発現ではALP活性を誘導しなかった（Fig. 3A）。ActR-IIA は、単独の過剰発

現でC2C12 細胞のALP活性を誘導した（Fig. 3B）。ActR-IIA と各 ALK2 を共

発現させると、その活性は ActR-IIA 単独で誘導した ALP 活性よりも低下した

（Fig. 3B）。ActR-IIB は、野生型ALK2 との共発現ではALP活性を誘導しなか

った（Fig. 3C）。しかし、R206H変異体やG325A変異体との共発現で、ActR-IIB

の用量依存的に強いALP 活性を誘導した（Fig. 3C）。TβR-IIの場合、どの条件

でもALP活性は誘導されなかった（Fig. 3D）。以上の結果から、FOP症例から

同定されたALK2 の R206H変異体は II 型 BMP受容体の BMPR-II と ActR-IIB

によって、G325A変異体はActR-IIB によって活性化されることが示された。 

 これまでに、臨床症状が異なる FOP 症例から 12 種類の ALK2 変異体 

（R206H66、G325A77、L196P87、R202I88、PF197-8L67、Q207E67、R258S89、

G328R67、G328W67、G328E90、G356D91、および R375P67）が同定されている。

また、近年、先天性の心疾患症例から、4種類のALK2 変異体（A15G、H286N、

R307L、および L343P）が同定された 71, 72。これらの心疾患症例から同定され

た変異体は、むしろ野生型ALK2 よりも低い酵素活性を示す 71, 72。そこで、これ

らのALK2 変異体に対する BMPの II 型受容体の影響を検討した。G325A変異

体と Q207E 変異体を除いた 10 種類の変異体は BMPR-II との共発現で C2C12
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細胞の ALP 活性を相乗的に誘導し、12 種類全ての変異体が ActR-IIB との共発

現で ALP 活性を誘導した（Fig. 4A, 4B）。G325A 変異体と Q207E 変異体は、

ActR-IIB との共発現によってのみ ALP 活性を亢進した（Fig. 4A, 4B）。一方、

心疾患症例の 4種類のALK2 変異体は、BMPR-II および ActR-IIB との共発現で

もALP活性を誘導しなかった（Fig. 4C, 4D）。これらの結果から、異所性骨化

を伴う FOP 症例で同定されたすべての ALK2 変異体が、BMPR-II または

ActR-IIB による活性化を受ける活性型変異であることが判明した。一方、心疾

患で同定された ALK2 変異体は、II 型受容体存在下でも活性化しない機能喪失

型変異と考えられた。 

 

FOP の ALK2 変異体の活性化には II 型受容体のリン酸化酵素活性が必須であ

る 

 TGF-βファミリーの II 型受容体はセリン・スレオニンキナーゼで、I型受容体

を基質としてリン酸化して活性化する 92。そこで、FOP の ALK2 変異体の活性

化における II 型受容体のキナーゼ活性の役割を検討するために、BMPR-II およ

び ActR-IIB の ATP 結合部位であるリジン残基をアルギニン残基に置換し、キ

ナーゼ活性を消失させた変異体（KR変異体）を作製し、ALK2 変異体との共発

現でのALP活性について検討した。ALK2 の R206H変異体は、野生型 BMPR-II

との共発現でC2C12 細胞のリン酸化 Smad1/5 を誘導し、ALP活性を上昇させ

た（Fig. 5A, 5C）。一方、R206H変異体と BMPR-II（KR）との共発現では、リ

ン酸化 Smad1/5 も ALP 活性も、BMPR-II（WT）よりも弱かった（Fig. 5A, 5C）。
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同様に、ALK2 の G325A 変異体も、ActR-IIB（KR）との共発現ではリン酸化

Smad1/5 や ALP 活性を誘導しなかった（Fig. 5B, 5D）。これらの結果は、II 型

受容体による FOPの ALK2 変異体の活性化には、II 型受容体のキナーゼ活性依

存的なALK2 のリン酸化が重要なことを示唆する。 

 

ALK2の構成的活性型Q207D変異体はFOPのALK2変異体と活性化機序が

異なる 

 ALK2 の Q207D変異体は、ALK2 の人為的な遺伝子改変によって作製された

構成的活性型変異体である。Q207D 変異体は FOP 症例で同定されていないも

のの、この変異を導入したマウスが FOPの病態モデルとして用いられている 93, 

94。ALK2 の Q207D変異体をC2C12 細胞に単独で過剰発現させると、弱いALP

活性を誘導した（Fig. 6A - 6D）。そこで、Q207D変異体と各 II 型受容体を共

発現させた。FOP の ALK2 変異体の場合と同様に、BMPR-II や ActR-IIB との

共発現ではALP活性が上昇し（Fig. 6A, 6C）、ActR-IIAとの共発現ではActR-IIA

単独よりALP活性が低下し（Fig. 6B）、TβR-II との共発現ではALP活性が誘導

されなかった（Fig. 6D）。さらに、II 型受容体のKR変異体の影響を調べると、

R206H変異体やG325A 変異体とは異なり、Q207D 変異体は BMPR-II（KR）

や ActR-IIB（KR）との共発現でもC2C12 細胞のALP活性を誘導した（Fig. 7A, 

7B）。Q207D 変異体は、単独の過剰発現で Smad1/5 のリン酸化を誘導し、そ

のSmad1/5のリン酸化レベルはII型受容体の野生型およびKR変異体の共発現

で変化しなかった（Fig. 7C, 7D）。以上のように、ALK2 の構成的活性型変異体
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である Q207D 変異体は、FOP の ALK2 変異体と同様に BMP の II 型受容体に

よって活性化された。しかし、Q207D変異体の活性化は II 型受容体のキナーゼ

活性に依存しておらず、FOP の ALK2 変異体とは活性化機序が異なる可能性が

示された。 

  

II 型受容体による変異ALK2の活性化にはT203残基が重要な役割を果たす 

 ALK2 の R206H および G325A 変異体は、II 型受容体のキナーゼ活性依存的

に活性化された。TGF-βファミリーの II 型受容体は、I型受容体の細胞膜直下に

位置するGS ドメインをリン酸化して活性化する 95。ALK2 の GS ドメインは、

5 つのセリン残基と 4 つのスレオニン残基を含む（Fig. 8）。そこで、これら 9

つのセリン残基とスレオニン残基をそれぞれアラニン残基とバリン残基に置換

し、II型受容体によってリン酸化を受けないALK2変異体の活性を解析した（Fig. 

8）。9 カ所全てを置換した 9AV 変異を ALK2 の R206H と G325A 変異体にそ

れぞれ導入すると、BMPR-II や ActR-IIB の存在下であっても C2C12 細胞のリ

ン酸化 Smad1/5 や ALP 活性が誘導されなくなった（Fig. 9A - 9D）。そこで、

203 番目のスレオニン残基（T203）と 209 番目のスレオニン残基（T209）以

外の 7 カ所を置換した 7AV 変異体と、両スレオニン残基だけを置換した 2AV

変異体を作製し、それらの活性を検討した（Fig. 8）。R206HおよびG325A変

異体は、どちらも 7AV変異を導入しても II 型受容体によって活性化され、リン

酸化 Smad1/5 と ALP 活性が誘導された（Fig. 9A - 9D）。一方、2カ所を置換

した 2AV 変異を導入すると、9AV 変異と同様に R206H と G325A 変異体の両
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者において、II 型受容体による活性化が阻害された（Fig. 9A - 9D）。これらの

結果は、II 型受容体による FOP の ALK2 変異体の活性化には、GS ドメイン内

の T203、または T209 のどちらか一方、あるいは両残基が重要であることを示

唆する。 

 そこで、ALK2 の T203 と T209 をそれぞれバリン残基に置換した T203V と

T209V変異体を構築し、II 型受容体による活性化を検討した（Fig. 10）。T209V

変異を導入したR206Hと G325A変異体は、それぞれ II 型受容体との共発現で

C2C12 細胞のリン酸化 Smad1/5 と ALP 活性を誘導した（Fig. 11A - 11D）。

しかし、T203V変異を導入したR206Hと G325A変異体は、II 型受容体存在下

でもリン酸化 Smad1/5 や ALP 活性を誘導しなかった（Fig. 11A - 11D）。この

結果から、II 型受容体による FOP の ALK2 変異体の活性化には、ALK2 の GS

ドメイン内のT203 残基が重要と考えられた。この仮説をさらに検証するため、

R206Hと G325A変異体において、T203 以外の 8カ所を置換した 8AV変異を

作製し、それらの活性を検討した（Fig. 10）。すると、R206Hと G325Aの 8AV

変異体は、どちらも II 型受容体の共存在下でリン酸化 Smad1/5 と ALP 活性を

誘導することが明らかとなった（Fig. 11A - 11D）。以上の結果から、II 型受容

体による FOP の ALK2 変異体の活性化には、ALK2 の GS ドメイン内にある

T203 残基が重要な役割を果たすことが確認された。 

 

リガンド刺激による BMP の I 型受容体を介した細胞内シグナル活性化にも

ALK2の T203に相当するスレオニン残基が必須である 
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 ALK2のT203は、さまざまな脊椎動物のALK2に保存されている（Fig. 12A）。

また、ALK2 の T203 に相当するスレオニン残基は、他の I 型 BMP受容体であ

る ALK1、ALK3、ALK6 の GS ドメインにも保存されていた（ALK1: T197、

ALK3: T229、ALK6: T199）（Fig. 12B)。そこで、ALK2 の T203V変異に相当

する変異を ALK1、ALK3、ALK6 に導入し、BMP/GDF 刺激によるシグナル伝

達における役割を解析した。野生型あるいは TV変異を導入したALK1、ALK2、

ALK3、ALK6 を発現させ、それぞれの受容体への結合が報告されているリガン

ド（GDF2/BMP9、BMP7、BMP4、GDF5）で刺激して、BMPシグナル特異的

レポーターの活性を測定した。いずれの I型受容体も、野生型を過剰発現させる

と、リガンド刺激で誘導されるレポーター活性が上昇した（Fig. 13A - 13D）。

一方、TV変異を導入した I型受容体を発現させた場合には、それぞれのリガン

ドで刺激してもレポーター活性は上昇せず、むしろ、Mock vector の導入群よ

りも低下傾向を示した（Fig. 13A - 13D）。これらの結果は、ALK2 の T203 に

相当する、すべての BMPの I 型受容体に保存されたGSドメイン内のスレオニ

ン残基が、BMPシグナルの活性化に必須なことを示す。 

 

ALK2の T203は非リン酸化状態でシグナルを活性化する 

 FOP の ALK2 変異体の活性化において、T203 が II 型受容体によるリン酸化

部位として機能する可能性を検討した。リン酸化反応は、そのアミノ酸残基に

負の電荷を導入し、立体構造変化を引き起こす。リン酸化部位のアミノ酸を酸

性アミノ酸に置換すると、側鎖のカルボキシル基が解離して負の電荷を持ち、
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リン酸化と同様な立体構造変化を受けることが、TGF-βファミリーI型受容体や

下流の転写因子 Smad を含めた数多くの分子で報告されている 56, 60, 95。そこで、

ALK2 の T203 がリン酸化されてシグナルを活性化する可能性を検討するため

に、R206H および G325A 変異体の T203 残基を酸性アミノ酸のアスパラギン

酸（D）やグルタミン酸（E）残基に置換した変異体を作製し活性を検討した。

これらの変異体を C2C12 細胞に発現させると、T203V 変異の場合と同様に、

BMPR-II または ActR-IIB 受容体存在下でもALP活性は誘導されなかった（Fig. 

14A, 14B）。この結果は、ALK2 の T203 が II 型受容体によるリン酸化を受けて

リン酸化スレオニンとして機能するのではなく、非リン酸化状態のスレオニン

残基として BMPシグナルを活性化する可能性を示唆する。 

  

ALK2の T203は II 型受容体依存的なALK2のリン酸化量を制御する 

 T203 の ALK2 のリン酸化レベルに対する機能を解析した。リン酸化タンパク

質に親和性の高い Phos-tag 試薬を添加したポリアクリルアミドゲルで

SDS-PAGE を行うと、リン酸化されたタンパク質の移動度が低下し、同じ分子

でもリン酸化分子を非リン酸化分子と分離できる。C2C12 細胞に各ALK2 を発

現させて Phos-tag でリン酸化レベルを解析すると、野生型 ALK2 は全体の 9%

がリン酸化されていたのに対し、R206Hと G325A変異体では各々34%と 20%

がリン酸化されていた（Fig. 15A）。これら ALK2 変異体のリン酸化レベルは、

II 型受容体との共発現によってさらに増加した（Fig. 15A）。そこで、ALK2 に

T203V変異を導入し、ALK2 のリン酸化レベルの変化を検討した。T203V変異
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を導入すると、野生型のみならずR206Hと G325A変異体でもリン酸化レベル

が T203 に変異のないものと比較して低下し、さらに II 型受容体との共存下で

もリン酸化レベルが低下した（Fig. 15B）。これらの結果から、ALK2 の T203

残基は、II 型受容体による ALK2 のリン酸化レベルを増加させる重要なアミノ

酸残基である可能性が示された。 

 

ActR-IIA が誘導するALP活性は、LDN-193189によって抑制される 

 II 型受容体の１つであるActR-IIA を C2C12 細胞に発現させると、それ単独

でALP活性を誘導した（Fig. 3B, 6B）。そこで、その誘導された活性が

LDN-193189 の添加によって変化するか否かを検討した。ActR-IIA は、単独の

過剰発現でC2C12 細胞のALP活性を誘導した（Fig. 16）。ActR-IIA と R206H

変異体を共発現させると、その活性はActR-IIA 単独で誘導したALP活性より

も低下した（Fig. 16）。そこに LDN-193189 を添加すると、これらのALP活性

は両者ともに抑制された（Fig. 16）。この結果から、ActR-IIA が誘導するALP

活性は、ALK2 以外の他の I型 BMP受容体によって伝達されている可能性が示

唆された。 

 

FOPのALK2変異体は FKBP12によって抑制される 

 FKBP12 は、BMPシグナルの抑制分子として報告されている 39。FOP患者か

ら報告された ALK2 変異体の活性化と FKBP12 の関与について検討した。

C2C12細胞に各ALK2変異体を過剰発現させると、リガンド非存在下でもBMP
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シグナル特異的ルシフェラーゼ・レポーターを誘導した（Fig. 17）。さらに、

FKBP12 を共発現させると、いずれの変異体でもその上昇した活性は抑制され

た（Fig. 17）。このことは、FOP で報告されている ALK2 変異体の活性化機序

が、FKBP12 による抑制の減弱以外の機序によって起こることを示唆する。 
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考察 

 FOP は、BMPの I 型受容体ALK2 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遺伝性疾患である。典型的 FOP患者では、幼少期から異所

性骨化を生じ、筋損傷やインフルエンザ等のウイルス感染によって急激な異所

性骨化が起こる 2, 4。典型的 FOP症例から見出されたALK2 の R206H変異体の

解析から、この R206H 変異体は構成的活性型変異と考えられた 54。近年、47

歳で初めて異所性骨化を発症した遅発性 FOP 症例から、ALK2 の新規変異体と

してG325A変異が見出された 77。この遅発性 FOP症例では、典型的 FOP症例

と同様に出生時の外反母趾様変形が認められる一方、幼少期に筋損傷による異

所性骨化は生じなかった 77。これらの知見から、異所性骨化を生じる FOP 症例

であっても、ALK2 の変異によって、骨化を誘導する細胞内シグナルの活性化機

序が異なる可能性が示唆された。そこで本研究では、典型的 FOP症例と遅発性

FOP 症例から同定された ALK2 変異体を比較解析することにより、臨床的な表

現系の違いを生じる分子メカニズムを解明し、FOP における異所性骨化の発症

機構を明らかにすることを目的とした。 

 

BMPの II 型受容体による FOP症例のALK2変異体の活性化 

 典型的FOP症例のR206H変異体と遅発性症例のG325A変異体をC2C12細

胞に過剰発現させると、両者とも BMP非存在下で BMP特異的細胞内シグナル

を活性化した（Fig. 1A）。C2C12 細胞の骨芽細胞様細胞の分化マーカーである

ALP 活性を比較すると、G325A 変異体が誘導した酵素活性は、R206H 変異体
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が誘導した活性よりも低かった（Fig. 2B）。従って、G325A変異を有する症例

が遅発性である原因の一部は、G325A 変異体の活性が低いためと考えられた。

FOP の ALK2 変異体を C2C12 細胞に過剰発現させると、ALK2 キナーゼの基

質となる転写因子 Smad1/5 のリン酸化が亢進した（Fig. 2A）。この結果は、既

報54, 55, 79のようにFOP症例で見出されたALK2変異体が機能獲得型変異であり、

BMP非存在下でもALK2が構成的に活性化された状態にある可能性を示唆した。

しかし、ALK2 の構成的活性型変異として知られる Q207D 変異体とは異なり、

FOP 症例から同定された ALK2 の変異体単独の過剰発現では、C2C12 細胞の

ALP活性をほとんど誘導しなかった（Fig. 2B, 3A - 3D）。これは、FOP症例の

ALK2 変異体が機能獲得型であるもの、遺伝的変異だけでは骨形成を誘導するた

めの活性化が不十分な可能性を示唆する。 

 そこで、TGF-βファミリーの I 型受容体の活性化に重要な II 型受容体の関与

を検討した。その結果、典型的 FOP 症例の R206H 変異体は BMPR-II または

ActR-IIB との共発現によって活性化され、遅発性 FOP症例のG325A変異体は

BMPR-II では活性化されず、ActR-IIB によって活性化されることが明らかとな

った（Fig. 3A - 3D）。これら BMPR-II と ActR-IIB による活性化は、これまで

にFOP症例から同定された12種類全ての変異体でも確認された（Fig. 4A, 4B）。

一方、心疾患患者から機能喪失型変異として同定された ALK2 変異は、どちら

の II 型受容体によっても活性化されなかった（Fig. 4C, 4D）。最近、ショウジ

ョウバエを用いた研究からも、ALK2 の R206H変異体が II 型受容体によって活

性化されることが報告されている 96。これらの結果から、異所性骨化を伴う FOP
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のALK2 変異体は、BMPの II 型受容体である BMPR-II、あるいはActR-IIB に

よる活性化を受けやすい機能獲得型変異体であると考えられた。遅発性症例の

G325A変異体は、ActR-IIB で活性化された（Fig. 3C）。一方、BMPR-II との共

発現では活性化されなかった（Fig. 3A）。これは、ALK2 の変異部位により、活

性化する II 型受容体が異なることを示し、遺伝的に異なる変異を持つ FOP症例

の臨床症状の違いが、各 ALK2 変異体の II 型受容体に対する感受性の違いで起

こる可能性を示唆する。今回の発見は、FOP の治療法を開発する上で、II 型受

容体が新たな標的となる可能性も示唆する。 

 ALK2 の R206H 変異を有する典型的 FOP 症例では、成長に伴う比較的穏や

かな異所性骨化に加え、筋損傷、あるいはウイルス感染後の急性異所性骨化が

知られている 2, 4。一方、G325A変異が同定された今回の遅発性 FOP症例では、

47歳までの間、筋損傷後にも異所性骨化を生じなかったが、ウイルス感染を疑

わせる紅斑性発赤や発熱の発症後に異所性骨化が誘発された 77。従来の典型的

FOP 症例からは、筋損傷とウイルス感染による異所性骨化は同じ機序で誘発さ

れると予想されていた。しかし、今回の遅発性 FOP症例の所見は、筋損傷とウ

イルス感染後の異所性骨化は異なる分子メカニズムで誘発される可能性を示唆

する。本研究の結果を考え合わせると、典型的 FOP 症例の R206H 変異体のみ

を活性化した BMPR-II が筋損傷後の異所性骨化に関与し、R206H 変異体と

G325A 変異体の両者を活性化した ActR-IIB がウイルス感染後の異所性骨化に

関与する可能性を示唆する。それぞれの ALK2 変異体の活性化機序として、筋

損傷やウイルス感染により II 型受容体の遺伝子発現や細胞膜上への輸送が亢進
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するような可能性が考えられる。今後、筋損傷やウイルス感染の in vivoモデル

を用いて、リアルタイム PCR による mRNA 発現量の定量化や、特異的抗体を

用いた FACS 解析による膜タンパクの解析等を行い、これらの可能性を実験的

に検証する必要がある。 

 本研究において、ALK2 と II 型受容体を共発現させると ALK2 のタンパク量

の減少が認められた（Fig. 5C, 5D, 7C, 7D, 9C, 9D, 11C, 11D, 15A, 15B）。受

容体の発現量に関していくつかの検討を行ったが、未だそのメカニズムは不明

である。しかし、細胞にALK2 単独で発現させた時の発現量に変化はなく（date 

not shown）、リン酸化 Smad1/5 の発現量は、ALK2 の発現量に非依存的であ

った。ALK2 と II 型受容体の共発現によって、この両者が複合体を形成し下流

にシグナルを伝達する際に ALK2 が分解される可能性も考えられる。今後、よ

り詳細なメカニズムの解明が必要であると考えられる。 

 ALK2 の Q207D変異体は、人為的な変異導入実験で樹立された構成的活性型

受容体である。FOP 症例から見出された ALK2 変異体も、Q207D 変異体のよ

うに in vitroにおける過剰発現で BMP活性を示すことから、FOP症例で同定さ

れた変異体ではないものの、Q207D 変異を導入した遺伝子改変マウスが FOP

の病態モデルとして用いられている 97, 98。本研究では、Q207D変異体が FOP症

例のALK2 変異体と同様に、BMPR-II や ActR-IIB との共発現によって活性化さ

れることを明らかにした（Fig. 6A - 6D）。しかし、FOPの ALK2 変異体とは異

なり、Q207D変異体はキナーゼ活性を失った II 型受容体のKR変異体によって

も活性化されることが判明した（Fig. 7A - 7D）。この結果は、Q207D変異体は、
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単独で活性型であるのに対し、FOP から報告された ALK2 変異体は、活性化に

II 型受容体を必要とすることを示す。このように Q207D 変異体が FOP 症例の

ALK2 変異体とは異なる分子メカニズムで、細胞内の BMPシグナルを活性化し

ている可能性を示唆する。従って、FOP の異所性骨化の分子メカニズムを in 

vivoで解析し、FOPに対する治療薬候補化合物の活性を評価するためには、FOP

症例から見出された遺伝子変異を導入した、ヒトの FOPと同様の分子メカニズ

ムで異所性骨化を発症する新しい病態モデルの確立が必要である。 

 細胞培養に添加するウシ血清中には、筋分化抑制活性と骨芽細胞分化促進活

性が認められる 80。C2C12 細胞に細胞内領域を欠失させたドミナントネガティ

ブ型の ALK3 を発現させると、ウシ血清の筋分化抑制活性と骨芽細胞分化促進

活性が阻害された 56。その後、この活性を指標に、血清から BMP-4 や BMP-9

が単離・同定され、血清存在下では、細胞が常に微量 BMPの影響を受けている

ことが明らかとなった 99, 100。C2C12細胞は、I型BMP受容体としてALK1、ALK2、

ALK3、II 型 BMP受容体として BMPR-II、ActR-IIA、ActR-IIB を発現する 56, 101。

本研究で示したように、C2C12 細胞に ActR-IIA を発現させると、単独の過剰

発現でALP活性を誘導した（Fig. 3B, 6B）。このActR-IIA 受容体を過剰発現さ

せた C2C12 細胞に I 型受容体の Smad 経路特異的な低分子阻害剤である

LDN-193189 を添加すると、ALP の誘導活性が抑制された（Fig. 16）。この結

果は、過剰発現させたActR-IIAが内在性の I型BMP受容体の活性化を介して、

C2C12 細胞のALP活性を誘導したことを示す。C2C12 細胞では、I型受容体の

中で ALK3 の発現量が高く、ALK3 のドミナントネガティブ型受容体が BMP2
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の作用を阻害することや、ALK3 の構成的活性型変異体が ALP 活性を誘導する

ことが報告されており、ALK3 が C2C12 細胞における機能的 BMP 受容体の１

つであることが示されている 56。本研究で示したように、C2C12細胞にActR-IIA

と ALK2 を共発現させると、ActR-IIA 単独で誘導されるALP活性が低下するこ

とが判明した（Fig. 3B, 6B）。以上の結果を考え合わせると、C2C12 細胞に過

剰発現させた ALK2 の ActR-IIA に対する抑制効果は、ALK2 が ActR-IIA と内

在性 ALK3 の相互作用に競合的に働くためと予想される。このように、本研究

のような in vitro における受容体の過剰発現実験には、細胞の内在性受容体の

発現量が影響する可能性が示唆された。In vivoのALK2 発現細胞でも、in vitro

と同様に、他の BMP受容体との相互作用でシグナル量が変化する可能性がある。

現時点で、FOP の異所性骨化における軟骨細胞や骨芽細胞の前駆細胞は明らか

でない。骨格筋組織における ALK2 発現細胞の解析から、これらの前駆細胞が

同定され、より生理的な BMPシグナルの活性化機構が明らかになる可能性があ

る。 

 

ALK2の活性化におけるT203の役割 

 本研究では、II 型受容体による FOP症例のALK2 変異体の活性化には、ALK2

のGSドメインに局在するT203残基が必須なことを明らかにした。従来、TGF-β

ファミリーI 型受容体の活性化は、II 型受容体によるGSドメイン内のリン酸化

量の増加によると考えられており 95、特定の１残基が活性を制御するような機序

は報告されていない。II 型受容体による ALK2 変異体の活性化には、II 型受容
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体のキナーゼ活性が必須であったことから、T203 残基が II 型受容体によるリン

酸化部位である可能性を検討した。リン酸化部位のアミノ酸を酸性アミノ酸に

置換すると、側鎖のカルボキシル基が解離して負の電荷を持ち、リン酸化反応

と同様な立体構造変化を受けることが報告されている。TGF-βファミリーI型受

容体や下流の転写因子 Smad を含めた数多くの分子で報告された 56, 60, 95。そこで

本研究では、ALK2 の T203 がリン酸化されてシグナルを活性化する可能性を検

討するために、T203 残基を酸性アミノ酸のアスパラギン酸（D）やグルタミン

酸（E）残基に置換した変異体を作製し活性を検討した。しかし、T203 のリン

酸化を模倣した T203D、および T203E 変異体は、T203 残基のリン酸化を阻害

した T203V変異体と同様に、II 型受容体の共存下で全くC2C12 細胞のALP活

性を誘導しなかった（Fig. 14A）。これらの結果から、T203 は II 型受容体によ

る直接のリン酸化部位ではなく、むしろ、非リン酸化状態として ALK2 の活性

を亢進させると考えられた。この結果は、T203 残基の脱リン酸化反応がシグナ

ルの活性化に重要な可能性も示唆しており、今後、細胞内シグナルの活性化に

おける T203 のホスファターゼの関与等も検討する必要がある。 

 Phos-tag を用いた解析から、R206Hと G325A変異体は、野生型ALK2 より

も細胞内で高レベルにリン酸化されることが判明した（Fig. 15A）。BMPR-II や

ActR-IIB を共発現させると、R206Hや G325A変異体のリン酸化レベルがさら

に増加したことから、FOP症例のALK2 変異体は、細胞内で II 型受容体による

リン酸化を受けやすいことが、BMPシグナルの活性化機序であると考えられた。

そこで、II 型受容体による活性化に重要なことが判明した T203 残基に変異を導
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入し、リン酸化レベルへの変化を検討した。各ALK2 に T203V変異を導入する

と、II 型受容体を共発現させても ALK2 のリン酸化レベルが増加しないことが

明らかとなった（Fig. 15B）。これらの結果より、T203 残基はそれ自身がリン

酸化されるのではなく、II 型受容体による ALK2 全体のリン酸化レベルを亢進

するために重要な残基であることが明らかとなった。G325A変異体は、BMPR-II

共存下で活性化されないにもかかわらず、両者の共発現で ALK2 のリン酸化レ

ベルが増加した（Fig. 15A）。ALK2 の GS ドメイン内には、II 型受容体にリン

酸化を受ける可能性のあるセリンおよびスレオニン残基が９カ所存在する（Fig. 

8）。Phos-tag を用いた解析からも、リン酸化されたALK2 は複数のバンドとし

て検出されたことから、複数の残基がリン酸化されていることが確認された

（Fig. 15A）。以上の結果を考え合わせると、G325A 変異体では、BMPR-II と

の共発現によって複数の残基がリン酸化されているものの、シグナルの活性化

に必須な残基がリン酸化されていない可能性が考えられる。今後、ALK2 分子内

のシグナル伝達に必須なアミノ酸残基を GS ドメイン以外の範囲も含めて探索

し、この仮説を実験的に検証する必要がある。 

 本研究において、T203 以外の 8カ所のセリンおよびスレオニン残基を置換し

た 8AV変異体も、II 型受容体の共存下で細胞内シグナルを活性化した。この結

果は、T203 が II 型受容体による ALK2 のリン酸化の制御に必須であることを

示すとともに、II 型受容体による活性化に重要なリン酸化部位がGSドメイン外

に存在する可能性を示唆する。従来、TGF-βファミリーの細胞内シグナル伝達は、

II 型受容体により I型受容体のGSドメイン内で複数の残基がリン酸化され、そ
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のリン酸化レベルが増加することで I 型受容体の立体構造が変化し、FKBP12

等の抑制因子との結合が解除される結果、I型受容体のキナーゼが活性化される

と考えられてきた 51。FOP 症例の ALK2 変異体においても、遺伝的変異により

FKBP12 との結合性が低下する可能性が報告されている 50, 53。C2C12 細胞を用

いて FKBP12 の過剰発現実験を行ったところ、R206H や G325A 変異体も

FKBP12 によって抑制された（Fig. 17）。従って、FOP 症例の ALK2 変異体の

活性化には、FKBP12 との結合親和性の変化以外の機序が関与している可能性

もある。この１つとして、FOP の ALK2 変異体ではアミノ酸置換による立体構

造の変化を生じており、本研究で示唆された II 型受容体による活性化に重要な

アミノ酸残基のリン酸化レベルが亢進している可能性が考えられる。今後、さ

らに詳細な解析を行い、II 型受容体による ALK2 変異体の活性化に必要なリン

酸化部位を同定することで、この仮説を検証する必要がある。 
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結論 

 本研究では、典型的 FOP症例の R206H変異体と、遅発性 FOP症例のG325A

変異体の比較解析から、FOP の ALK2 変異体が BMP の II 型受容体（BMPR-II

と ActR-IIB）によって活性化されやすいことを明らかにした。また、ALK2 の

変異体により活性化される II 型受容体が異なり、この感受性の差がそれぞれの

FOP症例の臨床症状に影響する可能性が示唆された。II 型受容体による FOPの

ALK2 変異体の活性化は、II 型受容体のキナーゼ活性に依存し、この活性化には

ALK2 の T203 残基が重要であることを見いだした。ALK2 の T203 残基は、自

身がリン酸化されるのではなく、ALK2 分子全体のリン酸化レベルを亢進させて

シグナルを活性化する可能性が示された。この ALK2 の T203 は、すべての I

型 BMP 受容体で保存されたスレオニン残基で、これらはリガンド刺激による

BMP シグナルの活性化に必須であることを明らかにした。従って、この BMP

の I 型受容体で保存されたスレオニン残基は、FOP 症例のみならず、II 型受容

体による I 型受容体の活性化に必須と考えられた。この T203 を介した II 型受

容体によるALK2 の活性メカニズムを基に、新しい FOPの治療法を開発する可

能性が開かれた。 
  



 43 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

第 II 章 
 

胚性幹細胞を用いた FOP の新しい病態モデルの構築 
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抄録 

 FOP は、全身の腱や骨格筋組織内に内軟骨性骨化による異所性骨化を生じる

遺伝性疾患である。典型的 FOP患者から、I型 BMP受容体の１つであるALK2

の変異（p.R206H）が同定された。本研究では、Tet-Off システム下で、野生型

あるいはR206H変異型ALK2 を発現するマウス ES細胞を樹立した。今回樹立

した野生型ALK2 を発現する３クローン（WT#60、WT#65、WT#67）と、R206H

変異型ALK2 を発現する３クローン（RH#2、RH#36、RH#40）は、いずれも

doxycycline（Dox）非存在下で ALK2 の mRNA とタンパク質が誘導された。

R206H 変異体では、BMP 非存在下でも Dox 依存的な Smad1/5 のリン酸化や

BMP 特異的レポーター活性の上昇を認めた。この BMP シグナルの活性の上昇

は、I型 BMP受容体の Smad 経路の特異的阻害剤によって抑制された。R206H

変異体を発現するクローン RH#2 は、軟骨誘導培地に TGF-β1と BMP4 を添加

すると、Dox 存在下でも軟骨細胞特異的な II 型コラーゲン(Col2a1)、アグリカ

ン(Acan)、X型コラーゲン(Col10a1)の発現が誘導された。さらに、Dox 非存在

下で培養したクローン RH#2 は、TGF-β1 のみを添加しても軟骨細胞分化が亢

進した。本研究で樹立した ES 細胞は、FOP の異所性骨化の初期段階を反映す

る in vitroの実験系として有用であり、R206H変異体を介して誘導される軟骨

細胞分化を阻害する生理活性物質の探索へ応用が期待される。 
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Abstract 

FOP is a genetic disorder characterized by heterotopic endochondral 

ossification in soft tissue. A mutation in BMP receptor ALK2, R206H, has 

been identified in patients with typical FOP. In the present study, we 

established murine embryonic stem (ES) cells that express wild-type human 

ALK2 or typical mutant human ALK2 [ALK2(R206H)] under the control of 

the Tet-Off system. Although wild-type ALK2 and mutant ALK2(R206H) 

were expressed in response to a withdrawal of doxycycline (Dox), BMP 

signaling was activated only in the mutant ALK2(R206H)-expressing cells 

without the addition of exogenous BMPs. The Dox-dependent induction of 

BMP signaling was blocked by a specific kinase inhibitor of the BMP 

receptor. The mutant ALK2(R206H)-carrying cells showed Dox-regulated 

chondrogenesis in vitro, which occurred in co-operation with transforming 

growth factor-β1 (TGF-β1). Overall, our ES cells are useful for studying the 

molecular mechanisms of heterotopic ossification in FOP in vitro and for 

developing novel inhibitors of chondrogenesis induced by mutant 

ALK2(R206H) associated with FOP. 
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緒言 

 骨格の発生様式は、膜性骨化（intramembranous ossification）と内軟骨性

骨化（endochondral ossification）の２種類に区別される 102。膜性骨化では、

血管に近接した未分化間葉系細胞がお互いに網目状構造を作り、骨芽細胞へと

分化する。分化した骨芽細胞は線維性骨による骨組織を形成する。頭蓋骨や鎖

骨の一部は膜性骨化によって形成される。一方、内軟骨性骨化は、将来、骨組

織となる部分に、まず軟骨組織による原基が形成される。軟骨組織が分化・成

熟すると、血管と共に未分化間葉系細胞が侵入し、未分化間葉系細胞が成熟し

た軟骨基質の近傍で骨芽細胞へと分化して骨基質を形成し始める。内軟骨性骨

化は、主に長管骨等の発生時に観察される 102。 

 FOP は、進行性に骨格筋組織内に内軟骨性骨化による異所性骨化が生じる遺

伝性の疾患である 4, 103。2006 年、FOP の責任遺伝子として、BMP の I 型受容

体の一つをコードする ACVR1 が同定され、典型的 FOP 症例に共通の変異

（p.R206H）が見出されされた 66。これまでに FOPから同定されたALK2 の変

異体は、いずれも in vitroで筋芽細胞C2C12 などに過剰発現させると BMP活

性を示す機能獲得型変異であり、FOP で誘導される異所性骨化は、変異 ALK2

による BMP シグナルの亢進によって誘導されると考えられる 54。C2C12 細胞

は、BMP刺激によって骨芽細胞様細胞へと分化するが、軟骨細胞の表現形質は

示さない。 

 FOP 患者では、筋損傷によって急激な異所性骨化を誘導することから、生検

や外科的処置は禁忌となっている。このため、FOP における異所性骨化におけ
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る軟骨細胞や骨芽細胞の前駆細胞の性状は未だ不明な点が多い。近年、FOP の

典型的変異体である R206H 変異体のノックインマウスが作製された 104。しか

し、このマウスは出生直後に死亡するため、FOP の異所性骨化の発症機序の解

明や、新たな治療薬の開発のために、FOP から見出された遺伝子変異を導入し

た新しい病態モデルの確立が望まれている。そこで本研究では、野生型 ALK2、

および R206H 変異型 ALK2 の発現を Tet-Off システムで制御できるマウス ES

細胞を樹立した。さらに、FOP の異所性骨化の初期段階を反映する実験系とし

て、樹立したES細胞を in vitroで軟骨細胞へ分化誘導させる実験系を確立した。

本 ES細胞は、FOPの異所性骨化の初期段階を反映する in vitroの実験系として

有用であり、内軟骨性骨化を阻害するような治療法の開発へ応用が期待される。 
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材料と方法 

マウス ES細胞の培養とALK2遺伝子の導入： 

 Tet-Off システムが導入されたマウス ES 細胞株 EBRTcH3 細胞は、10%ゼラ

チンでコートしたディッシュ上で、10% FBS（Nichirei）、1 mM sodium 

pyruvate（Invitrogen）、1× nonessential amino acids（Gibco, Grand Island, 

NY, USA）、1 mM L-glutamine（Gibco）、55 µM 2-mercaptoethanol（Gibco）、

2000 U/ml leukemia inhibitory factor（Nacalai Tesque）を含む Glasgow 

Minimal Essential Medium（GMEM）（Sigma-Aldrich Chemicals）で 37.0℃, 

CO2濃度 5.0%の環境下で培養した 105。ヒト ALK2 の遺伝子組み換えベクターと

して、pZhCSfi ベクターの Xho I と Not I 切断部位間に、第１章で述べた V5

タグを付加した野生型、または FOPの R206H変異型ヒトALK2 cDNAを挿入

した（Fig. 18）。それぞれの組換えベクターを、Cre リコンビナーゼ発現ベクタ

ーと共に、Lipofectamine 2000 (Invitrogen)を用いて EBRTcH3 細胞に導入し

た。1 µg/ml doxycycline（Dox）（BD Biosciences, San Jose, CA）と 25 µg/ml 

zeocin（Invitrogen）を含む培地で 3日間培養し、得られた各 zeocin 耐性コロ

ニーを別々にクローニングした。さらに、各クローンの一部を 150 µg/ml 

hygromycin（Invitrogen）添加培地で培養して hygromycin 感受性を確認し、

目的の遺伝子組み換えが起きているクローンを選択した。 

 

軟骨分化培養： 

 ES 細胞を、3.3×103 個/cm2 の密度で非接着性 96 穴プレート（Sumitomo 
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Bakelite, 東京）に播種し、10% FBSと1 µg/ml Dox含有GMEM（Sigma-Aldrich 

Chemicals）で 5日間培養し、胚様体を形成させた。５日後、胚様体を回収し、

PBS にて洗浄後、Accutase（Gibco）によって細胞を分散させた。3×103 個の

細胞を 15 ml 遠心管へ播種し、軟骨分化誘導培地を加え 190 g で 5 分間、遠心

分離した。軟骨分化誘導培地は、0.1 µM dexamethasone（Wako Chemicals）、

50 µM L-ascorbic acid 2-phosphate（Sigma-Aldrich Chemicals）、40 µg/ml 

L-proline（Sigma-Aldrich Chemicals）、1 mM sodium pyruvate（Nakalai 

Tesque）、1% ITS（CORNING, Corning, NY, USA）を添加したDMEM/Ham's 

F-12（Nacalai Tesque）を使用した。軟骨分化誘導時には、10 ng/ml TGF-β1

（PeproTech）、50 ng/ml BMP4（R&D Systems）を添加した。細胞は、2-3

日に一度、新鮮な培地に交換した 106, 107。 

 
定量的RT-PCR法による遺伝子発現の定量： 

 細胞から、Nucleo Spin RNA（TAKARA）を用いて抽出した全RNAを鋳型

に Superscript III（Invitrogen）で cDNAに逆転写した。得られた cDNAを鋳

型として、Premix Ex Taq（TAKARA）を用いて Thermal Cycler Dice Real-time 

system TP800（TAKARA）で RNAの発現量を定量化した。内部標準遺伝子と

して、Atp5f1を使用した 108。使用したプライマーの配列を Table 2 に示す。 

 

蛍光免疫染色： 

 ES 細胞におけるALK2 の発現は、抗V5タグ抗体を用いた蛍光免疫染色法で

確認した。ES 細胞をホルマリンで固定後、一次抗体であるマウス抗 V5 モノク
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ローナル抗体（Nacalai Tesque; 1000 倍希釈）を室温で 1時間反応させ、その

後、二次抗体であるAlexa 594 蛍光標識されたヤギ抗マウス IgGポリクローナ

ル抗体（IgG; Molecular Probes, Life Technologies; 2000 倍希釈）を室温で 1

時間反応させ、BZ-9000 蛍光顕微鏡（Keyence, 大阪）で観察した 60。 

 

FACS解析： 

 Dox 存在下、および非存在下で培養した ES細胞を回収し、2 mM EDTA, 0.5% 

Bovine serum albumin（BSA）（pH 7.2）に懸濁し、Alexa 647 で蛍光標識

（Molecular Probes, Life Technologies）したヤギ抗ALK2 ポリクローナル抗

体（R&D Systems）を室温で１ 時間反応させた。PBS で洗浄後、Propidium 

iodide（BioLegend, San Diego, CA）を室温で 15 分反応させた。細胞の蛍光

を、FACSCalibur（BD Biosciences）で検出し、Cell Quest software (BD 

Biosciences)で解析した。 

 

ルシフェラーゼ・レポーターアッセイ： 

 ルシフェラーゼ・レポーターアッセイは、Dual-Glo Luciferase Assay System

（Promega）を用いて製品に添付されたプロトコールに従って測定した。BMP

シグナル特異的なルシフェラーゼ・レポーターとして、Id1の BMP応答領域で

firefly luciferase を発現する IdWT4F-luc62（40 ng/well）を使用した。また、

同時に SV40 プロモーターで renilla luciferase を発現する phRL-SV40

（Promega）（10 ng/well）をトランスフェクトし、BMP 特異的なルシフェラ
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ーゼ活性を標準化した。ルシフェラーゼ活性は、Dual-Glo Luciferase Assay 

System（Promega）を用いて製品に添付されたプロトコールに従って測定

（GENios, Tecan）した 60, 81。 

 

ウエスタンブロット： 

 細胞を 1% Triton X-100 を含む Tris-HCl buffer［10 mM Tris-HCl, 150 mM 

NaCl（pH 7.8）］で溶解し、17,400 g で 30 分間遠心分離した上清をウエスタ

ンブロットに使用した。調整したサンプルは、8% ポリアクリルアミドゲルを

用いた SDS-PAGEで分画した後、Tobin 転写バッファー［25 mM Tris-HCl, 192 

mM Glycine 及び 20% Methanol（pH 8.3）］を用いて、250 mA、1時間、PVDF

メンブレン（Immobilon-P membrane, Merck Millipore）に転写した。ウエス

タンブロットには、以下の一次抗体を使用した。ウサギ抗 phospho-Smad1/5

モノクローナル抗体 (Cell Signaling Technology; 1000 倍希釈)、マウス抗V5

モノクローナル抗体 (clone V5005, Nacalai Tesque; 1000 倍希釈)、ウサギ抗

Tubulin ポリクローナル抗体 (Cell Signaling Technology; 1000 倍希釈)。二次

抗体として、西洋ワサビペルオキシダーゼを結合したヤギ抗マウス IgG ポリク

ローナル抗体、またはヤギ抗ウサギ IgG ポリクローナル抗体 (Jackson 

ImmunoResearch; 2000 倍希釈)を使用した。また、化学発光反応には

Immobilon Western Chemiluminescent HRP Substrate（Merck Millipore）

を用い、ChemiDoc XRS+ System（Bio-Rad）を用いて検出した 54。検出した

画像は、Profinia Software（Bio-Rad）を用いて解析した。 
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組織学的解析： 

 培養したペレットを 4%パラホルムアルデヒドに浸漬し固定した。試料はエタ

ノール・キシレン系で脱水し、パラフィンで包埋した後、8 µm 厚で薄切した。

形成された軟骨組織は、アルシアンブルー染色およびケルンエヒテロート染色

を行い、BZ-9000 顕微鏡（Keyence）にて観察した。 

 

統計処理： 

 統計処理は、Student’s t 検定を用いた。結果は平均±SD（n = 3）として表し

た。統計的有意性は、*は p<0.05、**は p<0.01 として示した。 
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結果 

Tet-Off システムでヒトALK2の野生型および FOP変異型を発現するマウス

ES細胞の樹立 

 Tet-OffシステムによりヒトALK2の発現を制御するES細胞を樹立するため、

マウスES細胞EBRTcH3を使用した。まず、pZhCSfi組換えベクターのhCMV-1

プロモーター下流に、C末端にV5タグを付加したヒトALK2 の野生型、または

FOPの変異型（R206H）cDNAを挿入した（Fig. 18）。それぞれの組換えベク

ターと Cre リコンビナーゼ発現ベクターを EBRTcH3 細胞に遺伝子導入し、

Cre-LoxP による外来遺伝子カセットの組換えを誘導した（Fig. 18）。zeocin 存

在下で耐性コロニーを選別し、さらに、hygromycin 感受性のコロニーを目的の

組み換え体細胞として以下の実験に用いた（Fig. 18）。得られた各クローンを、

Dox 存在下および非存在下で培養し、抗 V5 エピトープ抗体を用いた蛍光免疫

染色を行った。親株の EBRTcH3 細胞は、Dox の有無にかかわらず、抗 V5 抗

体の蛍光を認めなかった（Fig. 19A）。一方、ALK2-V5 を導入したクローンの

中から、Dox 非存在下で抗 V5 抗体の蛍光を認めるクローンとして、野生型の

WT#60、WT#65、WT#67 の 3 クローン、FOP の変異型の RH#2、RH#36、

RH#40 の 3 クローンを選択した（Fig. 19A）。選択した各クローンは、親株の

EBRTcH3 細胞と同様に、典型的な形態の ES 細胞のコロニーを形成した（Fig. 

19B）。樹立した各クローンにおいて、Dox 依存的な ALK2 の発現量を定量的

PCR法で解析した。親株ではDox の有無にかかわらず ALK2は検出されなかっ

た（Fig. 20A）。一方、樹立した 6クローンでは、Dox 存在下に比べ、Dox 非存
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在下において ALK2の有意な発現上昇を認めた（Fig. 20A）。しかし、これらの

6 クローンでも、ALK2 以外の内在性 I 型 BMP 受容体 (Alk1、Alk3、Alk6)の

発現は、Dox の有無で変化しなかった（Fig. 20A - 20D）。 

 

Dox依存的に発現誘導されるALK2(R206H)は BMPシグナルを活性化する 

 さらに、ALK2 の細胞外領域を認識する抗 ALK2 抗体を用いて、Dox 非存在

下で誘導したALK2 の FACS 解析を行った。親株では、Dox の有無でALK2 抗

体の蛍光強度に差を認めなかった（Fig. 21）。一方、樹立した野生型および FOP

の変異型 ALK2 を発現する６クローンでは、Dox 非存在下で蛍光強度が上昇し

たことから、誘導された ALK2 が細胞膜上に局在することが確認された（Fig. 

21）。さらに、抗V5抗体を用いたウエスタンブロット解析でも、野生型および

R206H 変異体の全てのクローンで、Dox 非存在下において ALK2-V5 の発現が

認められた（Fig. 22A）。野生型ALK2 を発現する 3種類のクローン（WT#60、

WT#65、WT#67）は、Dox 非存在下で ALK2 の発現を誘導しても Smad1/5

のリン酸化は誘導されなかったが、FOP の R206H 変異体を発現する 3 種類の

クローン (RH#2、RH#36、RH#40)は、Dox 非存在下で Smad1/5 のリン酸化

を誘導した（Fig. 22A）。これらの結果は、樹立した野生型と変異体ALK2 はど

ちらも Dox 非存在下で誘導されるものの、変異体のみで BMP シグナルの活性

化が起こることを示す。 

 そこで、リン酸化 Smad1/5 の結合配列を含む BMPシグナル特異的なルシフ

ェラーゼレポーターを用いて、各クローンにおける Dox 依存的な BMP シグナ
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ルの活性化を検討した。野生型 ALK2 を導入した 3 種類のクローンでは、Dox

非存在下で ALK2 を発現させてもルシフェラーゼ活性は上昇しなかった（Fig. 

22B）。一方、R206H 変異体を導入した 3 種類のクローンでは、Dox 非存在下

で ALK2 の発現を誘導すると、いずれもルシフェラーゼ活性が上昇した（Fig. 

22B）。R206H 変異体を導入した 3 種類のクローンにおける Dox 依存的な遺伝

子発現は、内在性の BMPの初期応答遺伝子である Id1および Id2においても認

められた（Fig. 23A, 23B）。 

 さらに、R206H 変異体を導入した ES 細胞の Dox 依存的な制御による BMP

シグナルに対する BMP受容体特異的なキナーゼ阻害剤（LDN-193189）85の効

果を検討した。Dox 非存在下で誘導される R206H 変異体導入細胞における

Smad1/5 のリン酸化は、LDN-193189 の添加によってほぼ完全に抑制された

（Fig. 24A）。また、R206H 変異体を導入した細胞で、Dox 非存在下で誘導さ

れたルシフェラーゼの活性も、LDN-193189 の添加によって抑制された（Fig. 

24B）。これらの結果は、R206H 変異体導入細胞で認められた Dox 依存的な制

御による BMPシグナルの活性化は、誘導される機能獲得型変異体のR206H変

異体のキナーゼ活性によって誘導されることを示す。 

 

R206H変異型ALK2発現クローンにおける軟骨分化誘導 

 FOP で引き起こされる異所性骨化は、内軟骨性骨化によって誘導される 103。

そこで、Dox 非存在下で R206H 変異体を発現するクローン RH#2 を用いて、

軟骨細胞への分化能について検討した。まず、クローン RH#2 を低接着性プレ
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ート中で 5 日間培養し、3 胚葉に分化する胚様体を形成させた。この胚様体を

分散した後、遠心管内で凝集させ、TGF-β1と BMP4の存在下、または非存在下

で 2 週間培養した。軟骨細胞分化の指標として II 型コラーゲン(Col2a1)、アグ

リカン(Acan)、X型コラーゲン(Col10a1)の各mRNA量をリアルタイム PCRで

解析した。その結果、TGF-β1と BMP4 を添加していないコントロール群では、

Dox の有無にかかわらずこれらの軟骨細胞に特徴的な遺伝子発現は認められな

かったが、TGF-β1と BMP4を添加して培養すると、Dox 存在下でも軟骨細胞特

異的な遺伝子の発現が誘導された（Fig. 25A - 25C）。さらに、Dox 非存在下で

R206H変異体を発現した細胞では、それらの軟骨分化マーカー遺伝子の発現量

が有意に増加した（Fig. 25A - 25C）。TGF-β1と BMP4添加群の細胞塊を組織

学的に解析するとDox 存在下で培養した群でもアルシアンブルー染色陽性の軟

骨細胞の出現を認めた（Fig. 26A; Dox(+)）。Dox 非存在下でR206H変異体を

発現した細胞では、アルシアンブルー陽性の細胞群がさらに増加しており、中

心部まで均一な軟骨組織を認めた（Fig. 26A; Dox(-)）。 

 そこで、培養系から BMP4を除き TGF-β1 だけを添加した培地を用いて、Dox

依存的に誘導したR206H変異体によるBMPシグナルによる軟骨細胞分化能を

検討した。クローン RH#2 は、TGF-β1 だけを添加した条件でも、Dox 存在下

で軟骨細胞特異的な遺伝子の発現が誘導されたが、その発現量は TGF-β1 と

BMP4 同時添加の培養条件時に比べて低かった（Fig. 25D - 25F）。一方、Dox

非存在下でR206H変異体を発現した細胞では、TGF-β1 のみで培養しても、Dox

存在下に比べて軟骨分化マーカーの発現が有意に増加した（Fig. 25D - 25F）。
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TGF-β1 のみを添加して培養したクローンRH#2を組織学的に解析すると、Dox

存在下ではアルシアンブルー染色陰性であったが、Dox 非存在下ではアルシア

ンブルー染色陽性の軟骨細胞が認められた（Fig. 26B; Dox(-)）。一方、Dox 非

存在下で野生型 ALK2 を発現するクローンWT#60 では、Dox 非存在下でも、

TGF-β1 添加群で軟骨細胞分化は誘導されなかった（date not shown）。 
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考察 

Tet-Offシステムで野生型およびFOP変異型ヒトALK2を発現するマウスES

細胞株の樹立 

 本研究では、Tet-Off システムを用いて野生型ALK2 あるいは R206H変異体

の発現を制御できる ES 細胞を樹立し、FOP 症例の異所性骨化初期段階で認め

られる軟骨細胞分化の再現を試みた。本研究には、Tet-Off システムで外来遺伝

子の発現が可能な遺伝子発現ユニットが組み込まれたマウスES細胞EBRTcH3

を用いた 105, 109。EBRTcH3 細胞は、ユビキタスに発現するROSA26 遺伝子座に

tetracycline 制御性トランス活性化因子（tTA）が挿入されており、さらにその

下流に、tTA 結合配列で制御される CMV プロモーター、および hygromycin

耐性遺伝子が、２つの LoxP 配列に挟まれて導入されている（Fig. 18）。従って、

tetracycline 誘導体の doxycycline（Dox）存在下では、発現した tTA が Dox

と結合してDNA結合を阻害するため、下流の遺伝子発現が抑制されるが、Dox

非存在下では、発現した tTA が TRE に結合して下流の遺伝子発現を誘導する。

さらに EBRTcH3 細胞は、外来遺伝子の部位特異的な挿入を可能にするため、

tTA配列の下流に 2つの LoxP 配列を持つ。目的の外来遺伝子を LoxP 配列で挟

んだ組換えベクターを構築し、EBRTcH3 細胞に Cre リコンビナーゼと共発現

させることで、効率よく目的遺伝子をROSA26 遺伝子座で組み替えることがで

きる。また、親の EBRTcH3 細胞の組換え部位には hygromycin 耐性遺伝子が

挿入されおり、Dox 非存在下では hygromycin 耐性細胞として培養できる。し

かし、Cre-LoxP によって hygromycin 耐性遺伝子と目的の外来遺伝子が置換さ
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れるため、hygromycin感受性に変化する。本研究では、組換えベクターにzeosin

耐性遺伝子と共に、V5タグを付加した野生型、または FOPの R206H変異型ヒ

トALK2 cDNAを挿入し、zeocin 耐性・hygromycin 感受性のコロニーを選択

することで、目的とするALK2 遺伝子組み換え細胞を樹立した。 

 ALK2 の R206H 変異体は、典型的な FOP 患者から同定された ALK2 変異体

であり、我々を含む複数の研究グループにより機能獲得型変異体であることが

示されている 54, 55, 79。本研究では、FOP の発症機序を解析する目的で、野生型

と FOPの変異型ALK2 cDNAを導入した ES細胞を、それぞれ３クローンずつ

樹立した。これらの ES細胞は、親株の EBRTcH3 細胞と同様に ES細胞に典型

的な形態のコロニーを形成し、Dox 非存在下で培養するとヒト ALK2 の発現が

誘導され、さらにタンパク質レベルでも ALK2 の細胞膜上での発現が確認され

た（Fig. 19A, 19B, 20A, 21）。野生型と FOP変異型のクローン間で、形態や

ALK2 の発現レベルに差は認めなかったが、細胞内の BMPシグナルは、野生型

と変異型 ALK2 導入細胞の間に明確な差を認めた。野生型 ALK2 を発現するク

ローンは、Dox非存在下でもBMPシグナルを活性化しなかった（Fig. 22A, 22B）。

しかし、R206H変異体を発現するクローンは、Dox 非存在下でALK2 の発現を

誘導すると、BMPを添加しなくても BMPの細胞内シグナルを活性化した（Fig. 

22A, 22B）。第１章の結果を考えわせると、EBRTcH3 細胞が発現する内在性の

BMPの II 型受容体によって、Dox 依存的に誘導されたR206H変異体が活性化

されると予想される。リアルタイム PCR で EBRTcH3 細胞と C2C12 細胞が発

現する BMP の II 型受容体を解析した結果、EBRTcH3 細胞は、R206H 変異体
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を活性化するActR-IIB の発現が高いことが明らかとなった（Fig. 27）。以上の

結果より、Tet-Off システムでヒトALK2 の発現が制御できるマウス ES 細胞が

樹立されたと結論した。 

 

樹立したマウスES細胞株の in vitroにおける軟骨細胞への分化誘導 

 FOP における異所性骨化は、主に内軟骨性骨化で起こることが報告されてい

る 103。しかし、FOP では筋損傷が急性の異所性骨化を誘発することから、バイ

オプシーや手術などの侵襲的医療行為は禁忌とされており、異所性骨化におけ

る組織学的な変化は不明な点が多い。また、FOPの内軟骨性骨化を反映する in 

vivo実験モデルも確立されておらず、FOPの発症機序の解明や治療薬の開発の

ために、FOP の異所性骨化を反映する病態モデルの樹立が必要であると考えら

れた。そこで本研究では、樹立した ES細胞を用いて、in vitroで軟骨細胞分化

の誘導を試みた。 

 In vitro におけるマウス ES 細胞の軟骨細胞への分化誘導には、TGF-β3 と

BMP4 が相乗的に作用することが報告されている 106。骨髄由来の間葉系幹細胞

を用いた研究から、TGF-β1 も TGF-β3 と同様に軟骨細胞分化を誘導することが

知られている 110。TGF-βシグナルは初期の軟骨細胞形成とその増殖を促進し、

BMPシグナルは軟骨細胞の分化を亢進し軟骨基質の発現等を亢進させると考え

られる。本研究では、主に FOPの R206H変異体を発現するクローンRH#2を

用いて軟骨細胞分化を解析した。クローンRH#2の培地に TGF-β1 と BMP4 を

添加すると、Col2a1、Acan、Col10a1の軟骨細胞分化マーカーの発現が誘導さ
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れ、細胞の組織学的解析でもアルシアンブルー染色陽性の軟骨細胞を認めた

（Fig. 25A - 25C, 26A）。この in vitroにおける軟骨細胞分化は、クローンRH#2

だけでなく、野生型 ALK2 を発現するクローン WT#60 でも確認された（data 

not shown）。これらの結果は、本研究で樹立した ES細胞のクローンが、TGF-β

と BMPシグナルの相乗作用で軟骨細胞へ分化することを示す。 

 クローン RH#2 を Dox 非存在下で培養すると、TGF-β1 と BMP4 刺激による

Col2a1、Acan、Col10a1の発現がさらに増加した（Fig. 25A - 25C）。これは、

Dox 依存的に発現が誘導されたALK2 の R206H変異体が、細胞内の BMPシグ

ナルを亢進させた結果と予想された。そこで、クローン RH#2 を TGF-β1 だけ

で刺激した培養系で軟骨分化能を検討した。Dox 存在下で R206H変異体の発現

が抑制された細胞では、TGF−β1 刺激のみでは顕著な軟骨分化は誘導されなか

った（Fig. 25D - 25F）。しかし、Dox 非存在下でクローンRH#2を培養すると、

TGF−β1 刺激のみでも Col2a1、Acan、Col10a1の発現が誘導された（Fig. 25D 

- 25F）。これらの結果は、培養系に添加した TGF−β1 によって誘導された軟骨

細胞分化が、Dox 依存的に誘導されたR206H変異体を介した BMPシグナルに

よって、さらに亢進されたものと考えられる。しかし、そのとき発現した軟骨

細胞分化マーカー遺伝子の発現量は、TGF-β1とBMP4添加時より少なかった。

これは、外来性の BMP 添加によるシグナルの活性化と、R206H 変異体の発現

による BMPシグナルの活性化の、シグナル活性化強度の違いによって生じるも

のと考えられた。 

 クローン RH#2 を TGF−β1 と BMP4 で刺激すると、Dox 非存在下では、中心
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部までアルシアンブルーに染色される均一な軟骨組織が形成された（Fig. 26A）。

一方、TGF−β1 のみで刺激した場合は、Dox 非存在下で細胞塊の一部にアルシ

アンブルー陽性の軟骨組織を認めた（Fig. 26B）。形態的にはDox 非存在下で培

養した TGF-β1 刺激群で、最も典型的な肥大軟骨様細胞が認められたが、肥大

軟骨細胞の分化マーカーとして知られる Co10a1 の発現は、TGF−β1 と BMP4

で刺激した細胞の方が高かった。この原因の１つとして、軟骨細胞分化を強力

に誘導する BMPを in vitroで培地に添加した場合には、in vivoの成長板軟骨

で見られるような軟骨細胞分化における形態変化と遺伝子発現の相関関係が見

られず、遺伝子発現がより早く亢進した可能性が考えられる。この可能性を検

証するためには、クローン RH#2 をヌードマウスに移植して ex vivoでテラト

ーマを形成させるような実験を行い、軟骨細胞分化における形態変化と遺伝子

発現の関連をさらに詳細に解析する必要がある。 

 

樹立したマウスES細胞株の応用 

 本研究では、Tet-Off システムで野生型ALK2 あるいは FOPの変異型 R206H

の発現を制御し、Dox 依存的な BMPシグナルの活性化が起こる ES細胞を樹立

した。さらに、R206H 変異型を発現するクローン RH#2 を用いて、R206H 変

異体を介した BMPシグナルによる軟骨分化誘導系の確立に成功した。本研究で

樹立した ES 細胞から軟骨組織への分化誘導系を用いて、FOP の異所性骨化に

おける軟骨細胞前駆細胞の性状を解析することが可能と考えられる。また、

R206H 変異体を発現する ES 細胞の BMP シグナル活性は、BMP の I 型受容体
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に特異的な低分子キナーゼ阻害剤である LDN-193189 で抑制された（Fig. 24A, 

24B）。これまでに、in vitroの細胞分化モデルを用いて、LDN-193189 以外に

も複数の BMPシグナル阻害剤が報告されている 85, 111-116。本研究において樹立し

た実験系は、R206H変異体を介した軟骨細胞分化を標的とした新規阻害物質の

スクリーニングに用いることが可能であり、今後、FOP の治療薬の開発に貢献

することが期待される。 
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結論 

 我々は、FOP から同定されたヒト変異型 ALK2 の発現を、Tet-Off システム

で制御できるマウス ES 細胞を樹立した。さらに、この ES 細胞を用いて、Dox

依存的な in vitroにおける軟骨分化誘導系を確立した。これは、FOP における

異所性骨化の初期段階と考えられる前駆細胞から軟骨細胞への分化を反映した

in vitro の病態モデルと考えられる。本実験系は、FOP の異所性骨化の分子メ

カニズムの解明や、変異型 ALK2 による軟骨形成を抑制する生理活性物質のス

クリーニングにも有用であると考える。 
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まとめ 

 我々は、典型的 FOP症例の R206H変異体と、遅発性 FOP症例のG325A変

異体という異なる表現系を示す２つの変異体の活性化機構の解析を行うことで、

FOPの異所性骨化のメカニズムを明らかとした。本研究では、FOPの ALK2 変

異体が BMPの II 型受容体（BMPR-II と ActR-IIB）によって活性化されやすく、

ALK2 の変異体により活性化される II 型受容体が異なることを示した。これら

は FOP の臨床症状の違いに影響する可能性が示唆された。II 型受容体による

FOP の ALK2 変異体の活性化は、II 型受容体のキナーゼ活性に依存して惹起さ

れた。この II 型受容体による ALK2 の活性化には、ALK2 の T203 残基が重要

であることを示した。ALK2 の T203 残基は、自身がリン酸化されるのではなく、

ALK2 分子全体のリン酸化レベルを亢進させてシグナルを活性化する可能性が

示唆された。このALK2 の T203 は、すべての I型 BMP受容体で保存されたス

レオニン残基で、これらはリガンド刺激による BMPシグナルの活性化にも必須

であることを明らかにした。我々は、II 型受容体による T203 を介した ALK2

の活性化という新たなメカニズムを提唱し、これは新規の FOP治療法の開発に

寄与すると考えられる。 

 さらに我々は、FOP から同定されたヒト変異型 ALK2 の発現を、Tet-Off シ

ステムで制御できるマウス ES細胞を樹立した。さらに、この ES細胞を用いて、

in vitroにおける軟骨分化誘導系を確立した。これは、FOPにおける変異ALK2

による内軟骨性骨化の初期段階を反映した in vitro の病態モデルであると考え

られる。本実験系は、FOP の異所性骨化発症の分子メカニズムの解明や、FOP
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の治療薬のスクリーニングに有用であることが示された。 
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図の説明 

 

Table 1. Nucleotide sequences of PCR primers. 

 

Table 2. Nucleotide sequences of qRT-PCR primers. 

 

Figure 1. Over-expression of ALK2(G325A) in C2C12 cells induces BMP specific 

luciferase activity via the phosphorylation of Smad1/5.  

(A) BMP-specific luciferase reporter activity induced by mutant ALK2. C2C12 cells 

were co-transfected with increasing amounts of wild-type ALK2, ALK2(G325A) or 

ALK2(R206H) and a BMP-specific reporter plasmid, Id1WT4F-luc. After 24 hr, the 

activities of firefly and renilla luciferase were determined. *, p < 0.05 and **, p < 0.01 

versus ALK2(WT) transfected cells [Student’s t-test]. The data are expressed as the 

mean ± SD (n = 3). 

(B) Inhibition of mutant ALK2 activity by a kinase inhibitor of BMP receptors. C2C12 

cells transfected with ALK2 (150 ng) and the Id1WT4F-luc reporter were treated 

overnight with or without increasing amounts of LDN-193189 (0 to 100 nM). *, p < 

0.05 and **, p < 0.01 versus without LDN-193189 cells [Student’s t-test]. The data are 

expressed as the mean ± SD (n = 3). 

 

Figure 2. ALK2(G325A) in C2C12 cells induces ALP activity weaker than 
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ALK2(R206H).  

(A) Western blot analysis of phosphorylated Smad1/5. C2C12 cells were co-transfected 

with V5 tagged wild-type (WT) or mutant ALK2 (100 ng) and FLAG-Smad1 (100 ng). 

Whole-cell lysates were analyzed with antibodies against phospho-Smad1/5, V5-tag, 

FLAG-tag, Smad1 and tubulin. The data are representative of N = 4 blots. 

(B) ALP activity induced by the co-operative activity of ALK2 and Smad1. C2C12 cells 

were co-transfected with WT or mutant ALK2 (100 ng) and Smad1 (100 ng). After 3 

days, ALP activity was determined by measuring the absorbance at 405 nm. The data 

are expressed as the mean ± SD (n = 3). *, p < 0.05 and **, p < 0.01 versus 

mock-transfected cells [ANOVA]. 

 

Figure 3. BMPR-II and ActR-IIB, but not ActR-IIA or TbR-II, enhance ALP 

activity in C2C12 cells in co-operation with mutant ALK2. 

(A-D) BMPR-II and ActR-IIB induced ALP activity in co-operation with mutant ALK2. 

C2C12 cells were co-transfected with 100 ng of WT ALK2 (closed triangles), 

ALK2(R206H) (open circles), ALK2(G325A) (closed squares) or a mock vector (x) and 

with increasing amounts (0 to 100 ng) of BMPR-II (A), ActR-IIA (B), ActR-IIB (C) or 

TbR-II (D). The total amount of transfected DNA was adjusted to 200 ng/well using an 

empty vector. ALP activity was determined on day 3. The data are expressed as the 

mean ± SD (n = 3). 
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Figure 4. BMPR-II and ActR-IIB enhance mutant ALK2 associated with FOP but 

not mutant ALK2 associated with heart disease. 

(A-D) The effects of BMPR-II and ActR-IIB on ALK2 mutants identified in FOP and 

heart disease patients were examined. C2C12 cells were co-transfected with 100 ng of 

an ALK2 vector carrying mutations identified in FOP (A and B) or heart disease 

patients (C and D) and 100 ng of BMPR-II (A and C) or ActR-IIB (B and D). ALP 

activity was determined on day 3. The data are expressed as the mean ± SD (n = 3). *, p 

< 0.05 and **, p < 0.01 versus BMPR-II or ActR-IIB transfected cells [ANOVA]. The 

expression levels of mutant ALK2 were determined through Western blot analysis using 

antibodies against V5-tag and tubulin. The data are representative of N = 4 blots. 

 

Figure 5. The kinase activity of BMPR-II and ActR-IIB is essential for the 

enhancement of mutant ALK2.  

(A-D) Kinase activity-deficient type II receptors failed to enhance mutant ALK2. 

ALK2(R206H) (A) and ALK2(G325A) (B) (100 ng) were co-transfected in C2C12 cells 

with wild-type (WT) or kinase activity-deficient (KR) BMPR-II (A) and ActR-IIB (B) 

(100 ng), respectively. ALP activity was determined on day 3. The data are expressed as 

the mean ± SD (n = 3). *, p < 0.05 and **, p < 0.01 [ANOVA]. Whole-cell lysates 

prepared from the transfected cells were analyzed via Western blot analysis using 

antibodies against phospho-Smad1/5, V5-tag (ALK2), FLAG-tag (type II receptors), 

Smad1 and tubulin (C and D). The data are representative of N = 4 blots. 
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Figure 6. ALK2(Q207D) is activated by BMPR-II and ActR-IIB, but not ActR-IIA 

or TbR-II.  

(A-D) The effect of type II receptors on ALK2(Q207D) was examined. ALK2(Q207D) 

(100 ng) was co-transfected into C2C12 cells with increasing amounts (0 to 100 ng) of 

BMPR-II (A), ActR-IIA (B), ActR-IIB (C) and TbR-II (D). ALP activity was 

determined on day 3. The data are expressed as the mean ± SD (n = 3). 

 

Figure 7. BMPR-II and ActR-IIB activate ALK2(Q207D) in a kinase 

activity-independent manner.  

(A and B) ALK2(Q207D) (100 ng) was co-transfected in C2C12 cells with wild-type 

(WT) and kinase activity-deficient (KR) BMPR-II (A) and ActR-IIB (B) (100 ng), and 

ALP activity was determined on day 3. The data are expressed as the mean ± SD (n = 3). 

*, p < 0.05 and **, p < 0.01 [ANOVA]. 

 (C and D) Whole-cell lysates prepared from the transfected cells were analyzed 

through Western blot analysis with antibodies against phospho-Smad1/5, V5-tag 

(ALK2), FLAG-tag (type II receptors), Smad1 and tubulin. The data are representative 

of N = 4 blots. 

 

Figure 8. A schematic of GS domain of ALK2 (9AV, 7AV, 2AV) 

Amino acid sequences of the GS domains of wild-type (WT) and mutant ALK2. Of the 
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nine Ser and Thr residues (in bold) present in WT ALK2, nine, seven and two residues 

were mutated to Ala and Val residues in the 9AV, 7AV and 2AV constructs, 

respectively. These mutations were introduced in ALK2(R206H) and ALK2(G325A), 

and their activity was analyzed. 

 

Figure 9. Functional analysis of the role of the ALK2 GS domain in type II 

receptor-dependent enhancement.  

 (A and B) Co-operative induction of ALP activity in C2C12 cells by mutant ALK2 

carrying mutations in the GS domain plus type II receptors. ALK2(R206H) (A) and 

ALK2(G325A) (B) carrying the 9AV, 7AV and 2AV mutations (or empty vector) (100 

ng)  were co-transfected with BMPR-II (A) and ActR-IIB (B) (100 ng), respectively. 

ALP activity was determined on day 3. The data are expressed as the mean ± SD (n = 3). 

*, p < 0.05 and **, p < 0.01 versus mock-transfected cells [Student’s t-test]. 

(C and D) Whole-cell lysates from cells transfected with the indicated ALK2 and 

BMPR-II (C) or ActR-IIB (D) constructs were analyzed via Western blot analysis with 

antibodies against phospho-Smad1/5, V5-tag (ALK2), FLAG-tag (type II receptors), 

Smad1 and tubulin. The data are representative of N = 4 blots. 

 

Figure 10. Schema of GS domain of ALK2 (T203V, T209V, 8AV) 

Amino acid sequences of the GS domains of wild-type (WT) and mutant ALK2. Of the 

nine Ser and Thr residues (in bold) present in WT ALK2, Thr203, Thr209 or the eight 
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residues other than Thr203 were mutated to Ala and Val residues in the T203V, T209V 

and 8AV mutants, respectively. These mutations were introduced in ALK2(R206H) and 

ALK2(G325A), and their activity was analyzed. 

 

Figure 11. Thr203 of ALK2 is a crucial residue for the type II receptor-dependent 

enhancement of ALK2. 

 (A and B) Co-operative induction of ALP activity in C2C12 cells by type II receptors 

and mutant ALK2 constructs bearing mutations in the GS domain. ALK2(R206H) (A) 

and ALK2(G325A) (B) carrying the T203V, T209V and 8AV mutations (or empty 

vector) (100 ng) were co-transfected with BMPR-II (A) and ActR-IIB (B) (100 ng), 

respectively. ALP activity was determined on day 3. The data are expressed as the mean 

± SD (n = 3). *, p < 0.05 and **, p < 0.01 versus mock-transfected cells [Student’s 

t-test]. 

(C and D) Whole-cell lysates from C2C12 cells transfected with the indicated ALK2 

and BMPR-II (C) or ActR-IIB (D) constructs were analyzed via Western blot analysis 

with antibodies against phospho-Smad1/5, V5-tag (ALK2), FLAG-tag (type II 

receptors), Smad1 and tubulin. The data are representative of N = 4 blots. 

 

Figure 12. The Thr residue at position 203 in ALK2 is conserved in various species 

and BMP type I receptors.  

(A) Alignment of the GS domains of ALK2 of Homo sapience, Mus musculus, Rattus 
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norvegicus, Canis familiaris, Bos taurus, Gallus gallus, Xenopus laevis, Danio rerio, 

and Fugu rubripes. The Thr residue at position 203 in human ALK2 is conserved in all 

of the various species. 

(B) Alignment of the GS domains of BMP type I receptors human ALK2, murine 

ALK1, ALK3 and ALK6. The Thr residue at position 203 in ALK2 is conserved in all 

of the receptors; these residues are mutated to Val residues in ALK1(T197V), 

ALK3(T229V) and ALK6(T199V). 

 

Figure 13. The conserved Thr residues are crucial for ligand-induced signal 

transduction. 

 (A-D) Effect of substitution mutations at positions of the conserved BMP type I 

receptor Thr residues on ligand-induced signaling. HEK 293A cells were co-transfected 

with wild-type (WT) or mutant type I receptors (T197V, T203V, T229V and T199V in 

murine ALK1 (A), human ALK2 (B), murine ALK3 (C) and murine ALK6 (D), 

respectively) (100 ng) and a BMP-specific Id1WT4F-luc reporter plasmid (40 ng). The 

cells were stimulated overnight with 1.0 ng/ml GDF2/BMP9 (A), 10 ng/ml BMP7 (B), 

10 ng/ml BMP4 (C) or 10 ng/ml GDF5 (D). Luciferase activity was measured on day 1. 

The data are expressed as the mean ± SD (n = 3). *, p < 0.05; **, p < 0.01 [ANOVA]. 

 

Figure 14. T203 in ALk2 enhances BMP signaling in an unphosphorylated state. 

 (A and B) The T203D and T203E ALK2 mutants did not induce ALP activity, even in 

the presence of type II receptors. C2C12 cells were co-transfected with ALK2(R206H) 
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(A) or ALK2(G325A) (B) (100 ng), either without or with one of mutations indicated in 

the figure, and with BMPR-II (A) and ActR-IIB (B) (100 ng), respectively. ALP 

activity was determined on day 3. The data are expressed as the mean ± SD (n = 3). **, 

p < 0.01 versus mock-transfected cells [Student’s t-test]. 

 

Figure 15. T203 in ALK2 regulates the type II receptor-dependent 

phosphorylation levels of ALK2. 

 (A and B) Phosphorylation levels of ALK2 without (A) and with (B) T203V mutation. 

C2C12 cells were co-transfected with ALK2 wild-type, R206H and G325A (100 ng) 

with BMPR-II or ActR-IIB (100 ng). Whole cell lysates were separated in SDS-PAGE 

with and without a Phos-tag reagent followed by Western blot analysis with antibodies 

against V5-tag (ALK2) and FLAG-tag (type II receptors). The amount of 

phosphorylated ALK2 was expressed as percentage of total (phosphorylated and 

unphosphorylated) ALK2. The data are representative of N = 4 blots. 

 

Figure 16. LDN-193189 inhibited activity induced by the over-expression of 

ActR-IIA in C2C12 cells. 

Inhibition of activity induced ActR-IIA by a kinase inhibitor of BMP receptors. C2C12 

cells were co-transfected with 100 ng of ALK2(R206H) (open circles) or a mock vector 

(x) and with increasing amounts (0 to 100 ng) of ActR-IIA. After trasfection, C2C12 

cells were treated with or without LDN-193189 (100 nM). ALP activity was determined 
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on day 3. The data are expressed as the mean ± SD (n = 3). 

 

Figure 17. FKBP12 inhibited activity induced by the over-expression of mutant 

ALK2. 

Inhibition of mutant ALK2 activity by FKBP12. C2C12 cells transfected with ALK2 

(75 ng) and the Id1WT4F-luc reporter (40 ng) were treated overnight with or without 

FKBP12 (75 ng). The data are expressed as the mean ± SD (n = 3). *, p < 0.05 and **, p 

< 0.01 versus mock-transfected cells [Student’s t-test]. 

 

Figure 18. Establishment of murine ES cell lines carrying mutant FOP-associated 

ALK2. 

A schematic representation of the ROSA26 locus and exchange vector for V5-tagged 

human ALK2(WT) and ALK2(R206H). 

 

Figure 19. Selection of ES cells which induce ALK2(WT) or ALK2 (R206H) in Dox 

dependently. 

(A) Immunohistochemical staining of ALK2(WT) and ALK2(R206H) using an 

antibody against the V5-tag. ES cells were cultured for 2 days in the presence [Dox(+)] 

and absence [Dox(-)] of 1 mg/ml Dox. The colonies that were formed were stained with 

an antibody against the V5-tag. 

(B) Colonies formed in parental ES cells and their subclones carrying ALK2(WT) or 
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ALK2(R206H). Phase contrast views. 

 

Figure 20. The 6 subclones expressed human ALK2 mRNA absence of Dox. 

(A) The specific induction of ALK2 mRNA in ES cells under the control of the Tet-Off 

system. The ES cells were cultured for 2 days in the presence (open bars) and absence 

(closed bars) of 1 mg/ml Dox. The expression levels of the mRNA of ALK2(A), Alk1(B), 

Alk3(C), Alk6(D) were determined by qRT-PCR. Data were expressed in fold induction 

in the absence of Dox compared to the presence of Dox. 

 

Figure 21. ALK2(WT) and ALK2(R206H) proteins were expressed on the cell 

surface in the absence of Dox. 

Flow cytometry analysis of ALK2(WT) and ALK2(R206H) in ES cells. The ES cells 

that had been cultured for 2 days in the presence (blue areas) and absence (green lines) 

of 1 mg/ml Dox were stained with an antibody against ALK2 and analyzed by 

FACSCalibur. 

 

Figure 22. Induction of ALK2(R206H) activates intracellular signal transduction 

of BMPs in ES cells.  

(A) Western blot analysis of V5-tagged ALK2 and phosphorylated Smad1/5. ES cells 

were cultured for 2 days in the presence (+) and absence (-) of 1 mg/ml Dox. 

Whole-cell lysates were analyzed by western blotting using antibodies against the 

V5-tag (ALK2-V5), phosphorylated Smad1/5 (P-Smad1/5) and tubulin. The data are 
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representative of N = 4 blots. 

(B) Luciferase reporter assay in ES cells. The ES cells were transfected with a 

BMP-specific luciferase reporter, Id1WT4F-luc (40 ng), and cultured overnight in the 

presence (open bars) and absence (closed bars) of 1 mg/ml Dox. 

 

Figure 23. ALK2(R206H) activates Id1 and Id2 genes expression.  

(A and B) Expression of endogenous Id1 and Id2 mRNAs in ES cells carrying 

ALK2(R206H). The ES cells were cultured for 2 days in the presence (open bars) and 

absence (closed bars) of 1 mg/ml Dox. The expression levels of Id1(A) and Id2(B) 

mRNAs were determined by qRT-PCR. Data were expressed in fold induction in the 

absence of Dox compared to the presence of Dox. 

 

Figure 24. LDN-193189, a specific small molecule chemical inhibitor of BMP type I 

receptors, inhibits Dox-dependent BMP signaling in ES cells carrying 

ALK2(R206H). 

(A) Western blot analysis of phosphorylated Smad1/5. ES cells carrying ALK2(R206H) 

were cultured for 2 days in the presence (+) and absence (-) of 0.1 mM LDN-193189 

and 1 mg/ml Dox. Whole-cell lysates were analyzed by western blotting using 

antibodies against phosphorylated Smad1/5 (P-Smad1/5), the V5-tag (ALK2-V5) and 

tubulin. The data are representative of N = 4 blots. 

(B) Luciferase reporter assay in ES cells carrying ALK2(R206H). The ES cells were 
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transfected with a BMP-specific luciferase reporter, Id1WT4F-luc (40 ng), and cultured 

overnight in the presence (+) and absence (-) of 0.1 mM LDN-193189 (hatched bars) 

and 1 mg/ml Dox (open bars). 

 

Figure 25. Chondrogenic differentiation of RH#2 cells carrying ALK2(R206H). 

Chondrogenesis of RH#2 cells was induced as described in the Materials and Methods 

section. The cells were maintained with 10 ng/ml of TGF-β1 and 50 ng/ml of BMP-4 

(A - C) or 10 ng/ml of TGF-β1 alone (E - G) in the presence (open bars) or absence 

(closed bars) of 1 mg/ml Dox. The expression of Col2a1 (A and E), Acan (B and F) and 

Col10a1 (C and G) mRNA was determined by qRT-PCR. The relative mRNA levels 

were expressed in comparison to the control cultures in the presence of Dox.  

 

Figure 26. Histological analysis of RH#2 chondrogeneic differentiation. 

The cells were maintained with 10 ng/ml of TGF-β1 and 50 ng/ml of BMP-4 (A) or 10 

ng/ml of TGF-β1 alone (B) in the presence or absence of 1 mg/ml Dox. Macroscopic 

chondrogenesis of the pellets was evaluated by alcian blue staining of paraffin sections. 

Scale bars indicate 200 mm. 

 

Figure 27. EBRTcH3 cells showed higher expression level of ActR-IIB than C2C12 

cells. 

The ES cells and C2C12 cells were cultured for 2 days. The expression levels of the 
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mRNA of Acvr2b were determined by qRT-PCR. Data were expressed in fold induction 

in the level of C2C12 cells. The data are expressed as the mean ± SD (n = 3). *, p < 

0.05 and **, p < 0.01 versus mock-transfected cells [ANOVA]. 
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ALK3(T229V)-Fw
ALK3(T229V)-Rev
ALK6(T199V)-Fw
ALK6(T199V)-Rev
ActR-IIB KR-Fw 

ActR-IIB KR-Rev 

Primer

GGTACAAAGAACAGTGGCTCACCAGATTACACTG

CAGTGTAATCTGGTGAGCCACTGTTCTTTGTACC
ATTGCACATAGAGATATTTGCGACCCAAG
CTTGGGTCGCAAATATCTCTATGTGCAAAT
CAGGAAGTGGCTCTGGTCCTCCTTTTCTGGTAC
GTACCAGAAAAGGAGGACCAGAGCCACTTCCTG

CCTTTTCTGGTACAAATAACAGTGGCTCGCCAG
CTGGCGAGCCACTGTTATTTGTACCAGAAAAGG
GTGGCTCTGGTCTTCTTCTGGTACAAAGAA
GTTCTTTGTACCAGAAGAAGACCAGAGCCA 
CAAAGAACAGTGGCTCGCGAGATTACACTGTTGGAGTG

CACTCCAACAGTGTAATCTCGCGAGCCACTGTTCTTTG
CAACACTGTGATGCTGAGCCATGAAAATATCTTAGGTTTC
GAAACCTAAGATATTTTCATGGCTCAGCCACAGTGTTG
GATATTTGGGACCCAAAGGAAACCAGCCATTGCCC
GGGCAATGGCTGGTTTCCTTTGGGTCCCAAATATC

GATATTTGGGACCCAATGGAAACCAGCCATTGCCC
GGGCAATGGCTGGTTTCCATTGGGTCCCAAATATC
GATATTTGGGACCCAAGAGAAACCAGCCATTGCCC
GGGCAATGGCTGGTTTCTCTTGGGTCCCAAATATC
CATAGCAGATTTGGACCTGGCAGTCATGCATTCC

GGAATGCATGACTGCCAGGTCCAAATCTGCTATG
GCGCTTGGTGCCCACAGGGGGATTGTTCCC
GGGAACAATCCCCCTGTGGGCACCAAGCGC
CCCTTCTTGGTGCAGAGGGTGGTAGCTCGG
CCGAGCTACCACCCTCTGCACCAAGAAGGG

CCTTTATTGGTTCAGCGAGTTATTGCCAAA
TTTGGCAATAACTCGCTGAACCAATAAAGG
CCTCTGCTGGTCCAAAGGGTAATAGCTAAG
CTTAGCTATTACCCTTTGGACCAGCAGAGG
CGACTTTGTGGCTGTGAGGATCTTCCCACTTC

GAAGTGGGAAGATCCTCACAGCCACAAAGTCG

Sequence (5' > 3')

Table 1. Nucleotide sequences of PCR primers.

101



Primer Sequence (5' > 3')

ALK2-Fw 

ALK2-V5-Rev 
Alk1-Fw
Alk1-Rev 
Alk3-Fw  
Alk3-Rev 

Alk6-Fw  
Alk6-Rev 
Id1-Fw  
Id1-Rev  
Id2-Fw  

Id2-Rev  
Col2a1-Fw 
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ActR-IIB-Fw
ActR-IIB-Rev
Atp5f1-Fw 

Atp5f1-Rev 

ACATACCCAACAGATGGTTCTC

AGAGGGTTAGGGATAGGCTT
CCAGCTTCAGCAGACATTCCAC
AGGTACCGCCTGTCCCAAGA
GTGGTGTAGCCCTTGTGGTAATGA
CCTCTGTGGACTGATACACTGCTTG

GGACATGCTGGACTTGGCTTC
TTATTAGGGACTTGTGAGCCTGGAC
GCGAGATCAGTGCCTTGGCG
CTCCTGAAGGGCTGGAGTCC
GGACATCAGCATCCTGTCCTTG

CTCCTGGTGAAATGGCTGATAAC
AGGGCAACAGCAGGTTCACATAC
TCCATGGGTGCGATGTCAATA
GATCTGGCATGAGAGAGGCG
GCCACGGTGCCCTTTTTAC

TTCTCCTACCACGTGCATGTG
AGGCCGTTTGATTCTGCATT
GCACCATCGAGCTGGTGAAG
TGAAGCGCTCGTTGCAGAA
AACATGATGCGTCGCAAGGA

CAATGCACTTGGCAATGGTCTC
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Table 2. Nucleotide sequences of qRT-PCR primers.
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Fig. 14
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Fig. 15
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Fig. 17
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