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研究成果の概要（和文）：FOP は筋肉や腱、靭帯、関節等が骨化する遺伝病である。本研究で
は FOPの原因遺伝子である ACVR1や骨形成因子の BMP4を任意の時期、組織、細胞で強制
発現させることのできるトランスジェニックメダカの作製と性状解析を試みた。内在性熱ショ

ックタンパク質のプロモーターを利用したダブルトランスジェニックメダカ（hsp70b::Cre x 
DES::lGlBMP4）では熱ショック未処理の個体でも FOP 様の表現型を示した。そこで、申請
者が開発したデュアルプロモーター発現ベクターと人工熱ショックプロモーターを組み合わせ

たところ、熱ショック時のみに Creを発現するトランスジェニックメダカを作製できた。 
 

研究成果の概要（英文）：Fibrodysplasia ossificans progressiva (FOP) is a genetic disorder of 
dysregulated cellular differentiation which causes fibrous tissue (including muscle, tendon, 
and ligament) to be ossified when damaged. The mutations were identified in the activin A 
receptor, type I (ACVR1), a BMP type-1 receptor. This study was purposed to establish the 
transgenic medaka fish that can induce overexpression of the ACVR1 or BMP4 gene by 
heat-shock in any target time points, tissues and cells. I established heat-shock inducible 
Cre recombinase expressing transgenic medaka fish (hsp70b::Cre) using endogenous hsp70 
promoter and Cre inducible myogenic cells specific ACVR1 expressing transgenic fish 
(DES::lGlBMP4). However, both of heat-shock treated and non-treated double transgenic 
medaka fishes (hsp70b::Cre and DES::lGlBMP4) exhibited FOP like phenotypes, which 
mean endogenous hsp70 promoter was expressed continuously at a low level without heat 
induction. Then I combined the dual promoter expressing system and artificial heat-shock 
promoter and established heat-inducible double transgenic medaka fish (8xHSE::Cre x 
DES::lGlACVR1). 
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１．研究開始当初の背景 

筋肉は負荷や外傷により損傷を受けた際

に、速やかに再生する能力をもつ組織である。

筋損傷から再生のステップにおいては、まず
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筋線維と基底膜の間に局在する前駆細胞で

ある筋衛星細胞が、筋損傷のシグナルにより

活性化した転写因子群の適切な誘導により

増殖分化して筋芽細胞となる。筋芽細胞は自

らが分化した筋管細胞、または既存の筋線維

と細胞融合することによって成熟筋線維を

形成し、筋損傷を修復する。 

進行性骨化性線維異形成症 (FOP) は 200

万人に１人の割合で見つかる稀な疾患であ

り、筋肉や腱、靭帯、関節等が骨化する常染

色体優性の遺伝病である。乳児期から学童期

に最初の骨化が見られ、骨化が進行すること

により動作が不自由になり運動障害を生じ

る。また、外科的治療は外傷部に新たな骨化

を引き起こす要因となり、検査のためのバイ

オプシーや非根治治療ですら極めて困難で

ある。そのため、発症の分子生物学的機構を

詳細に調べることがFOPの治療につながる唯

一の方法である。 

2006年4月に FOPの原因遺伝子が細胞増

殖因子 BMP Type I receptorの１種である

ACVR1 （Activin Receptor Type IA）である

ことが判明し、患者においてACVR1の617番

目の塩基のGからAへの変異による206番目

のアミノ酸のアルギニンからヒスチジンへ

の置換が発症原因である事が突き止められ

た(Nature Genet., 38:525, 2006)。以前よ

り隣接する 207番目のアミノ酸置換

（Gln207Asp）により ACVR1が恒常的に活性

化することが知られており、この活性型変異

体を発現するウィルスをニワトリの肢芽に

感染させると、関節部の融合や骨の過形成が

みられることが知られていた (J. Bone 

Miner. Res., 18:1593 2003)。さらに、筋衛

星細胞由来と考えられるC2C12細胞で ACVR1

活性型変異体を強制発現させ、BMP4に曝露さ

せると、骨分化マーカーであるALP活性が上

昇することが報告された(J. Biol. Chem., 

284:7149 2009)。 

また、Cre recombinase （Cre）で組換え

する事によりCAGプロモーター下でACVR1活

性型変異体を発現するトランスジェニック

マウスがFOP様の症状を示す事が明らかとな

り (Nat Med., 14:1363 2008)、FOPモデル生

物の有用性が示された。 

 

２．研究の目的 

先行研究（科学研究費若手研究（B）平成

17,18 年度）においてヒトACVR1活性型変異

体を強制発現する発現コンストラクトを構

築し、メダカ胚にインジェクションしたとこ

ろ筋組織に異常を示したがトランスジェニ

ックラインを作製することができなかった。 

そこで、Cre-loxPと熱ショックプロモー

ターを組み合わせる事により、目的の時期、

組織あるいは細胞でACVR1を強制発現させる

ことのできるFOPモデルメダカを作製する。 

 

３．研究の方法 

（１）メダカ内在性熱ショック（hsp）プロ

モーターをクローニングし、性状解析する。 

 

（２）hspプロモーター下流にCreを連結し、

熱ショックで組換えを誘導できるトランス

ジェニックメダカラインを作製する。 

 

（３）筋前駆細胞で発現する遺伝子のプロモ

ーターをクローニングする。 

 

（４）Cre- loxPにより筋前駆細胞での GFP

の発現がACVR1活性型変異体（ACVR1CA）に切

り替わるトランスジェニックメダカライン

を作製する。 

 

（５）上記２種のトランスジェニックメダカ

ラインを掛け合わせる事で熱ショックによ

り、任意の時期、組織、細胞で ACVR1CAの発

現を誘導できるダブルトランスジェニック

ラインを構築し、性状解析する。 

 

４．研究成果 

（１）Dual promoter expressionシステムの

構築 

インジェクションした個体（F0）に対象遺

伝子が導入されたか判断するためにGFPなど

の蛍光タンパク質がレポーター遺伝子とし

て用いられる。しかし、hspプロモーターの

ように特定の時期でしか発現の確認ができ

ない場合がある。そこで申請者はスクリーニ

ングを容易にするため、異なった2種類のプ

ロモーターを同一コンストラクト上に持つ

デュアルプロモーター発現コンストラクト

を構築した。 

 

（２）hspプロモーターのクローニング 

全ゲノムin silico解析により３種のメダ

カ内在性hspを同定した。うち１つはhsc70.1

と同定できたため、残る２つのプロモーター



をクローニングし、２種のデュアルプロモー

タートランスジェニックメダカ（HBA0::BFP x 

hsp70a::mCherry 、 HBA0::BFP x 

hsp70b::mCherry）ラインを作製した。hsp70a

ラインは熱誘導前にもわずかに発現が確認

された。一方、hsp70bラインでは熱ショック

前（28℃）ではマーカーである血球の青色蛍

光のみ確認され、熱ショック後にのみCreの

赤色蛍光が確認された。 

図１：熱誘導前（左）と熱誘導後（右） 

 

（３）筋前駆細胞発現プロモーターのクロー

ニング 

申請者は筋前駆細胞での活性型 ACVR1の

発現が骨細胞への異常な分化誘導を引き起

こし、結果として FOPを発症すると考えた。

そこで、筋前駆細胞で発現するデスミンのプ

ロモーター領域をクローニングし、Cre非存

在下ではGFPを、組換え後にはGFPが消失す

るトランスジェニックメダカ（DES::lGl）ラ

インを作製した。成熟筋細胞でCreを発現す

る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク メ ダ カ

（myl2::mCherryCre）ラインを作製し、掛け

合わせたところ、筋前駆細胞でのみ緑色蛍光

を呈すダブルトランスジェニックメダカを

得る事ができた。 

図２：筋前駆細胞でのGFPの発現 

 

（４）FOPモデルメダカの作製 

Cre組換え後に強力な骨形成因子である

BMP4を筋前駆細胞で発現するトランスジェ

ニックメダカラインを作製し、hsp70b::Cre

ラインと掛け合わせる事で、熱ショック後に

BMP4を発現するFOPモデルメダカの作製を試

みた。しかし、熱ショック未処理の個体にお

いても形成異常が確認され、hsp70bラインの

非熱ショック時での微量なCreのリークが考

えられた。 

図３： hsp70b Cre x DES::lGlBMP4 

ダブルトランスジェニックメダカ 

 

そこで、ゼブラフィッシュ内在性hsp70-4

プロモーターをクローニングし、Creトラン

スジェニックラインを作製したが、同様な結

果であった。 

 

（５）人工熱ショックCreメダカの作製 

これらの結果から内在性 hspプロモータ

ーではCreの組換えを熱ショックで完全に制

御するのは不可能と判断し、人工hspプロモ

ーター発現コンストラクト(Dev Biol., 

271:416 2004)を開発者のDr. Thomas Czerny

から提供を受け、人工hspプロモーター制御

下でCreを発現するための発現コンストラク

トを構築した。このコンストラクトを

loxP-TagBFP-loxP-GFPトランスジェニック

メダカラインにインジェクションし、蛍光を

観察したところ、熱ショック処理胚でのみ

BFPの青色蛍光からGFPの緑色蛍光への発現

変換が観察された。 

図４：人工 hspCreの確認 
 
そこで、人工熱ショックデュアルトランス

ジェニックメダカ（Cry::BFP x 8xHSE::Cre）

ラインを作製した。作製した Cry::BFP x 

8xHSE::Creラインと京都大学木下博士から

供与を受けた全身で dsRedを発現し、Cre組

換え後にGFPを発現するトランスジェニック

メダカ（TG861）と掛け合わせ、熱ショック

により蛍光が変換するメダカラインを作製



した。 

図５：熱ショックによる蛍光変換ライン 
 

（６）次世代シークエンサーによる発現解析 
筋 前 駆 細 胞 で GFP を 発 現 す る

DES::lGlACVR1ラインと ACVR1を発現する

hsp70b ::Cre x DES::lGlACVR1ダブルトラン

スジェニックラインの骨格筋からRNAを抽出

し、次世代シークエンサーによるRNA-seqを

行った。その結果およそ400個の発現変動遺

伝子を抽出する事ができた。 

 

図６：RNA-seqによる発現変動遺伝子の同定 
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