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研究成果の概要（和文）：成長板軟骨および関節軟骨における血管形成関連因子発現パターンの比較検討を行い、既知
の血管形成抑制因子および血管形成促進因子についての発現を確認した。さらに軟骨肉腫および変形性関節症軟骨にお
けるこれら因子発現確認したところ、軟骨肉腫、変性軟骨において、血管形成促進因子の発現が確認できた。これら因
子の発現と臨床像との相関を解析したが、有意に相関を示すような、因子、項目は同定できなかった。
　新規血管形成関連因子を同定するための検討を行い、血管形成に関与する新規シグナル、遺伝子を見出した。これら
の結果を元に血管形成阻害を標的とした新規治療薬の検討を行ったが、有効性は確認できなかった。

研究成果の概要（英文）：Vascularization related molecules were expressed in growth plate and/or articular 
cartilage. In addition, we found the induction of such molecules in chondrosarcoma tissues and 
osteoarthritis cartilage. The association between the expression of vascularization related molecules and 
clinical parameters, including overall survival and disease free survival in chondrosarcoma patients, but 
no significant association could be found.
 To find novel vascularization related molecules, we performed DNA microarray and VEGF promoter analysis 
and found some novel signalling pathways and molecules could induce VEGF. Finally, we examined if the 
VEGF inhibitor, sunitinib could inhibit chondrosarcoma progression or osteoarthritis progression. 
Sunitinib did not significantly affect the progression of chondrosarcomas in xenograft model and 
osteoarthritis in mouse knee osteoarthritis model.

研究分野：軟骨代謝
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１．研究開始当初の背景 
厚生労働省国民生活基礎調査によると、高齢
者が要支援の対象となる原因疾患の第１位
は関節症である。我々が並行して遂行してい
る ROAD （ Research on Osteoarthritis 
Against Disability）study により、本邦に
おいてレントゲン上の変形性膝関節症（膝
OA）の患者数は約 2500 万人、日常生活に
障害をもたらす痛みを伴う膝 OA の患者数
は約 800 万人と推計されることが判明した。 
また高齢化社会の急速な進行に伴い、膝 OA 
の膨大な罹患数や医療経済的な側面も含め
て考えると、膝 OA の予防・治療法の開発に
対する社会的ニーズの高さに疑いの余地は
なく、膝 OA に対する根本的治療法を目指し
た治療法の確立は焦眉の課題である。これま
で膝 OA の病因について細胞・分子レベルの
メカニズムに関しては解明されつつあるが、
根本的治療法には至っておらず、骨切り術、
人工関節置換術などの侵襲的かつ対症的な
治療法に頼らざるを得ないのが現状である。 
一方、軟骨肉腫は骨原発の悪性腫瘍の中で
骨肉腫に次いで 2 番目に発生頻度の高い悪
性腫瘍であり、骨原発悪性腫瘍のおよそ 20%
を占める。軟骨肉腫の予後は、局所での再発
コントロールや転移の有無等により大きく
左右されるが、現在これらをコントロールで
きる手術以外の有効な治療法はなく、切除不
能な局所再発を生じた症例や多発転移を生
じた症例に対しては、緩和医療のみが行われ
ているにすぎない。 
これらの病態を考えたとき、いずれの疾患に
おいても軟骨細胞は本来の永久軟骨として
の特性を消失し、無血管組織であるはずの軟
骨に血管を誘導している。さらに、この血管
形成が OAの進行、腫瘍の浸潤、転移に重要
な役割を担っていることも知られており、こ
の血管形成を抑制することによりこれら疾
患の治療につながることが示唆されている。 
これに対し、軟骨細胞が生理的に軟骨内に血
管を誘導する現象も知られている。軟骨内骨
化において、軟骨細胞は肥大分化し、X型コ
ラーゲンなどの基質を産生すると同時に
Matrixmetalloproteinase (MMPs)を放出し、
基質を分解しながら、VEGFなどの成長因子
の分泌により血管を誘導し、最終的には骨組
織に置換される。この現象は骨折の治癒過程
においても認められ、血管の誘導がうまく 
いかない場合、骨癒合遅延や偽関節が生ずる。 
軟骨は生理的に一方では無血管野を保ちな
がら、一方では血管を誘導するという、相反
する作用をうまく使い分けており、これらの
使い分けの破綻が軟骨関連疾患の進行に関
与しているのである。 
血管形成制御メカニズムとして、これまで永
久軟骨における血管侵入阻害においては
Chondromodulin-I(ChM-I) などの作用が報
告されている。ChM-I は、前駆体として生
合成された後、糖鎖修飾、切断などを受けて
細胞外に分泌される。この成熟型 ChM-I は

細胞外マトリックスに結合して保持され、血
管内皮細胞の遊走、増殖、管腔形成を抑制す
ることにより血管新生抑制因子として作用
する。しかしそのメカニズムの詳細は不明で
あり、ノックアウトマウスにおいても成長板
における血管新生に明らかな影響は認めな
かったことから、他の因子が血管形成抑制に
重要な役割を果たしている可能性も示唆さ
れている(Mol Cell Biol. 23: 636, 2003)。 
一方軟骨細胞に血管を誘導する軟骨内骨化
について肢芽形成から四肢発生の過程を見
てみると、肢芽発生段階においてまず肢芽全
体に血管網が形成される。肢芽発達に伴いそ
の一部に無血管野が形成され、その部位に間
葉系細胞の凝集が起こる。さらにこの間葉系
細胞は VEGF を発現し、周囲の血管網を発
達させながら軟骨細胞へと分化を進める 
(Development.136: 1263, 2009)。 
軟骨細胞では一旦 VEGF の発現は低下する
が、さらに軟骨細胞が肥大分化すると、VEGF 
の発現は再度上昇する。それとともに肥大軟
骨細胞は MMP などの基質分解酵素を分泌
し、軟骨基質を分解しながら、周囲の血管網
より軟骨内に血管を引き込み骨へと置換さ
れる。この過程における VEGF の発現誘導
には間葉系細胞では SOX9 や肥大軟骨細胞
では HIF1αや HIF2αなどの転写因子が関
与することも知られている。しかし、間葉系
細胞においては SOX9 がVEGF の誘導しな
がら、軟骨細胞では引き続き SOX9 が発現し
ているにも関わらず VEGF の発現が低下す
るなど VEGF の発現誘導メカニズムには未
だ不明な点も多い。また、VEGF をターゲッ
トとして、抗 VEGF 抗体や VEGF シグナル
阻害剤などの開発が進み、一部では軟骨肉腫
において古典的な化学療法との併用での効
果を示す報告も出てきているが、その効果は
必ずしも十分とは言えず、血管新生をターゲ
ットとした新規治療薬の開発が急がれてい
る。また、変形性関節症においては血管新生
をターゲットとした治療法の検討について
はあまりなされていないのが現状である。 
 
２．研究の目的 
関節軟骨に代表される軟骨組織は本来、無
血管組織である。しかし、一方で成長板軟骨
において軟骨細胞は肥大分化した後、血管侵
入を促し骨組織へと置換されていく。このよ
うに軟骨細胞は血管形成促進・抑制という 2
つの機能を生理的に使い分けている。しかし、
骨折後の偽関節や変形性関節症、軟骨肉腫な
ど各種軟骨関連疾患においては、血管形成促
進・抑制作用の破たんが、その発症、進行に
関与していることが知られている。 
本研究では、血管形成において相反する 2
つの作用を有する軟骨組織に着目し、血管形
成関連因子の発現パターンおよびその制御
メカニズムの解析を行う。さらに、各種軟骨
関連疾患の進行における血管新生関連因子
の機能を in vitro、in vivoの複数の実験系お



よびバイオインフォマティクスを駆使して
解析し、各種軟骨関連疾患の画期的な原因療
法の確立および軟骨再生の創薬・技術開発に
応用するための基礎検討を行うことを目的
とする。 
 
３．研究の方法 
本研究では、まず血管形成阻害と誘導という
観点から様々な生理的、病的状況下の軟骨に
おける既知の血管形成関連因子の発現パタ
ーンを比較検討する。さらに網羅的な発現解
析を行うことにより血管形成に関与する新
たなる因子を同定しつつ、各種軟骨疾患にお
ける血管形成修飾分子を用いた治療効果の
検討を行う。 
具体的に以下の４つのサブテーマについて
検討を行う。 
(１）成長板軟骨および関節軟骨における血
管形成関連因子発現パターンの比較検討 
(２）軟骨肉腫および変形性関節症軟骨にお
ける血管形成関連因子発現確認および臨床
像との比較 
(３）新規血管形成関連因子の同定 
(４）既存の血管形成阻害分子投与による軟
骨肉腫、変形性関節症進行への影響の検討 
 
４．研究成果 
(１）成長板軟骨および関節軟骨における血
管形成関連因子発現パターンの比較検討： 
マウス成長板軟骨およびマウス軟骨系細胞
株ATDC5細胞培養において既知の血管形成関
連因子として ChM-I、TIMP ファミリー等の血
管形成抑制因子および Vegf、MMP ファミリー
等の血管形成促進因子についての発現を確
認した。ChM-I は主に増殖軟骨層で発現が強
い傾向があり、TIMP ファミリーのうち、TIMP
１の発現を胎生期の脊椎で確認した。
TIMP1,2,3 の発現は ATDC5 においても確認し
た。TIMP1 は四肢長管骨ではあまり発言して
おらず、TIMP4 は成長板軟骨、ATDC5 いずれ
の系においても発現を確認できなかった。さ
らに血管形成促進因子としてVegfおよびMMP
ファミリーの発現を確認したところ、これら
の因子は主に肥大軟骨細胞層で発現が確認
され、ATDC５においても分化に伴い、これら
のうちの一部の因子の発現が促進されてい
ることが確認できた。 
 
(２）軟骨肉腫および変形性関節症軟骨にお
ける血管形成関連因子発現確認および臨床
像との比較：軟骨肉腫において、血管形成関
連因子の発現を確認したところ、上記因子の
うち VEGF、MMP13、MMP2、MMP9 等の発現を確
認することができた。また、臨床像との相関
を解析するために臨床データをまとめ、血管
形成関連因子の発現パターンとの相関につ
いて検討を行ったが、有意に相関を示すよう
な、因子、項目は同定できなかった。 
マウス変形性質関節症モデルを作出し、血管
形成抑制因子および血管形成促進因子につ

いての発現を確認したところ、Timp-1,2,3,4、
MMP1,3,9,13  Vegfa が正常関節軟骨と比較
し、発現上昇していた。また、ROAD Study の
データベースを用いて、発現変化のあった遺
伝子周辺の SNP について GWAS により疾患感
受性について解析を行ったが、有意な相関を
示す遺伝多型は認めなかった。 
 
(３）新規血管形成関連因子の同定：マウス
初代培養軟骨細胞より採取した mRNA サンプ
ルを用いて DNA マイクロアレイを行い、既知
の血管形成関連シグナルとの相関が示唆さ
れている因子として、EGF シグナル、WNT シ
グナルを同定した。これらのシグナルにつき
発現ベクターを作成し、既知の血管形成関連
因子の発現変化を確認したところ、EGF シグ
ナル関連因子の一つで、Vegfa が強く誘導さ
れることを確認した。 
 さらに、VEGF-A プロモーターについての解
析を行うべく、種々の生物種間よりプロモー
ター領域として転写開始点の上流2kbを対象
とし比較マッピングを行った。相同性の高い
領域として、ヒト VEGF プロモーターの転写
開始点の上流 1kb（約 60bp）および 500 bp
前後に Mouse, Rat, Pig 等の生物種との相同
性の高い領域を認めた。この部分の遺伝子配
列を確認したところ、同領域には複数の転写
因子の結合モチーフが存在していることが
明らかとなった（図 1）。 

(図 1）VEGF プロモーターの比較マッピング 
 
さらに、上記プロモーター領域をレポーター
ベクターに組み込み、候補遺伝子の発現ベク
ターを用いて転写活性を確認したところ、一
部の遺伝子において転写活性の上昇を認め
た。また、これらの遺伝子を軟骨細胞に導入
したところ、実際に VEGF の発現が誘導され
ることを確認することができた。 
 
(４）既存の血管形成阻害分子投与による軟
骨肉腫、変形性関節症進行への影響の検討：
血管形成阻害分子としてVEGFR阻害剤である
Sunitinibを用いて軟骨肉腫細胞株SW1353お
よび軟骨肉腫細胞に対して、これらの分子を
添加し、増殖能、遊走能、浸潤能を評価した
ところ、増殖能の抑制を確認することができ



た。しかし、これに基づき、ヌードマウスを
用いた軟骨肉腫 xenograft モデルにおいて
sunitinib の投与を行い、その影響を検討し
たが、腫瘍増大速度に対して明らかな差を認
めることはなかった。 
また、同様に変形性関節症モデルマウスに対
して Sunitinib の投与を行ったが、変形性関
節症進行に対する明らかな影響を認めるこ
とはなかった。 
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