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研究成果の概要（和文）：転写因子 SOX9 の発現量増加に対する薬剤効果を検討し、候補化

合物を複数見出すことが出来たが、一部の実験系では効果が有るものの、ヒト軟骨細胞で

は効果を明らかとすることが出来なかった。Back up 研究から Runx2 発現を増強させる

物質を見出し、これを先行させて研究を続行した。最終的に候補物質を 2 種類に絞り込み、

これら化合物が BMP 刺激存在下で骨芽細胞形質の発現増強に関わること、骨芽細胞分化

促進効果が有ることを確認した。骨芽細胞分化促進剤（骨形成促進剤及びその用途）とし

て特許申請（特願 2011-185306JP）を行った。 
 
研究成果の概要（英文）： We successfully found out two drugs that could up-regulate 
mRNA expression of SOX9. However, these two drugs showed only the limited effects 
on the metabolism of native chondrocytes. We could not achieve stable results with 
these two substances. We decided to repeat the drug screening again. According to the 
back up experiment concerning RUNX2, two drugs were identified. These two drugs 
up-regulate mRNA expression of ALP and osteocalcin with modification of the 
non-canonical pathway of BMP signal. We started the new experiment concerning 
newly bone formation with these drugs in animal model.   
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１． 研究開始当初の背景 

軟骨欠損の治療は整形外科領域における重

要な課題であるにも関わらず、未だに解決

に至っていない問題である。自己軟骨細胞

移植治療（ACT）は現在臨床に用いられて

いる期待される治療法であるが、移植軟骨

細胞を効率よく大量に得る方法が課題とな

っている。組織幹細胞や IPS 細胞といった

可能性も検討されているが、その実現には
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時間が必要であろう。単層培養下では軟骨

細胞の形質転換に伴い細胞形態と表面マー

カーに変化が起こることを明らかにした。

これにより安定した形質を持つ軟骨細胞を

得ることができるが、細胞数が限られると

いう問題も新たに発生した。培養過程で形

質を安定させつつ、細胞増加を図る必要が

ある。先の萌芽研究にて「軟骨細胞の代謝

に対する各種薬剤の影響の検討—スクリー

ニングシステムの構築—」にて、スクリー

ニング系を確立した。このスクリーニング

系で種々の転写因子活性に影響を及ぼす物

質の検討を行った。既にヒトに使用されて

いる化合物から off labelの効能を検討する。

ヒトへの応用については安全性など比較的

保証されている面が期待出来るので臨床使

用への迅速な展開が期待出来る。 

 
２．研究の目的 

当初目的は最も効率よく軟骨細胞の脱分化

を抑制し、かつ細胞の増殖に影響しない物

質を期間内に特定し、これをヒト軟骨細胞

培養に用いて現状の ACT の治療成績を改

善することであった。術後の繊維性軟骨の

過剰増殖による移植軟骨過形成の合併症を

経験した。これを解決するには良質な形質

を持った軟骨細胞を確保する必要がある。

この問題の解決方法の一つとしてヒトに使

用実績のある既知化合物の中からSOX9発

現を増強する物質を特定してヒト軟骨細胞

単層培養下での脱分化が抑制する方法を開

発することであった。既知化合物としてヒ

トに投与されているので、臨床的には使用

可能と考えた。最終的に化合物に絞り込み、

期間内に安全性の確認を行い、医薬品の適

応外使用として倫理委員会の承認を得て臨

床研究を開始準備までを、本研究終了時ま

でに達成することであった。 
 

３．研究の方法 

健常者全血由来の genomic DNAからPCR

法で増幅した、約 1kb の SOX9 promoter

を pGL4 Luciferase Reporter Vector に挿

入した。10cm dish に培養したヒト軟骨肉

腫細胞株 HCS2/8 に phRL-TK Vector（コ

ントロール）と SOX9 promoter を導入し

た pGL4 Vector を co-transfection した。

24 時間後に 96-well plate に細胞を移し、

1040 種類の薬剤をそれぞれ 10μM 添加し、

さらに 24 時間後に、dual-luciferase assay

を行った。luciferase 活性を上昇させる傾

向のある薬剤を 1 次スクリーニングで 40

種類に、さらに 2 次スクリーニングで 6 種

類に絞り込んだ。最後に、この 6 種類の薬

剤に対し、濃度依存性の luciferase 活性を

検討した。これら化合物をヒト軟骨細胞（購

入）に作用させて SOX9 の発現増強効果と

Ⅱ型コラーゲン、プロテオグリカンのｍ

RNA 発現量とタンパク量を定量的に評価

した。 

 
４．研究成果 
このスクリーニング系を用いて標的物質と
して転写因子SOX9の発現量増加に対する
薬剤効果を検討した結果、候補化合物を複
数見出すことが出来た（図１）。抗凝固剤 X
とインターフェロン誘導剤Yが luciferase
活性を著しく上昇させた。X は、濃度依存
的に luciferase 活性を上昇させる傾向があ
った。一方、Y は、20μM で強力に
luciferase 活性を上昇させたが、50μM で
は細胞が死滅し、活性は著明に低下した。
これら化合物を実際にヒト軟骨細胞の単層
培養系用いて脱分化防止効果を検討したが、
培養条件に大きく作用されることがわかり、
再度スクリーニングから実験を再検討中と
なった。一部にはプロテオグリカン、Ⅱ型
コラーゲンのｍRNA 発現量の増加も見ら
れたが、再現性に問題があった。一方、 
Back up 検討項目である RUNX2 ｍRNA
発現増強物質については化合物の絞り込み
に成功し、オステオカルシン、ALP など骨
芽細胞分化マーカーの増強を確認すること
が出来た。作用機序の解明を進め BMP 
signal の none-canonical pathway に作用
している事を確認した。BMP signal が働



 

 

く環境下ではその作用を強めることが期待
出来ることから骨折治療、骨形成促進作用
を利用した骨移植術併用などの臨床での使
用が期待出来る。この二種類の化合物は同
一の薬効を持ち構造式の類似性がある。こ
れら研究成果から特許申請（骨形成促進剤
及びその用途：特願 2011-185306JP）を行
った。この化合物を用いて臨床研究を開始
するために必要な動物実験データを蓄積中
である。 
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