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研究成果の概要（和文）：Col2-GFP-ATDC5システムによる2500種類の低分子化合物スクリーニングの結果、軟骨分化促
進化合物としてTD-198946（TD）を同定した。OA治療候補薬として、TD-198946の効果を見る為に、マウスOAモデル（予
防モデルもしくは治療モデル）の膝関節腔内に注射を行ったところ、膝関節軟骨組織の修復と破壊抑制に効果があるこ
とが示唆された。TDのターゲット分子を探索するためにDNAマイクロアレイと直接の標的分子を探索するためにLC-MSMS
解析を行い、in vitroでの作用メカニズムの解析を行った。TD-198946はRunx1の発現を上昇させ、軟骨分化を促進させ
ることがわかった。

研究成果の概要（英文）：To identify a new disease-modifying osteoarthritis drug (DMOAD) candidate, we 
screened 2500 synthetic small compounds for chondrogenic agents via four steps using the Col2GFP-ATDC5 
system and identified a small thienoindazole derivative compound, TD-198946, as a　novel DMOAD candidate. 
We tested its efficacy as a DMOAD via intra-articular injections directly into the joint space in a mouse 
model of OA both at the onset (prevention model) and 4 weeks after (repair model). We further 
investigated the mechanism of the drug action and its molecular target using in vitro (DNA microarray 
analysis and Proteomic analysis) and in vivo assays. TD-198946 strongly induced chondrogenic 
differentiation without promoting hypertrophy and successfully prevented and repaired degeneration of the 
mouse articular cartilage. TD-198946 exerted its effect through the regulation of Runx1 expression.

研究分野：軟骨代謝学
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１．研究開始当初の背景 
厚生労働省では、国内での変形性膝関節症
（Osteoarthrities : 膝 OA）患者数を、自覚
症状を有する患者数で約 1000 万人、潜在的
な患者数（X線診断による患者数）で約 3000
万人と推定しており、高齢人口の増加によっ
て運動器変性疾患の患者数は増え続けてい
る。その主たる疾患である変形性膝関節症に
ついては加齢や物理的ストレス、炎症などの
関与が示唆されているものの、分子レベルで
の病態解明は始まったばかりであり、関節軟
骨の変性予防や、修復・再生といった本質的
な治療技術は現在も確立されていない。その
病因については加齢や物理的ストレス、炎症
などの関与が示唆されているものの、分子レ
ベルでの病態解明は始まったばかりである。
申請者らのグループでは従来から変形性膝
関節症の基礎研究を展開しており、変形性膝
関節症のin vivo での解析を可能にすべく世
界に先駆けてマウスを用いた変形性膝関節
症 モ デ ル を 樹 立 し （ Osteoarthritis 
Cartilage 13:632-41,2005）、そのモデルを
用いて Runx2 や C/EBPβ、Carminerin、HIF2A
などの軟骨内骨化を制御する転写因子群が
変形性膝関節症の発症・進行をも強力に制御
していることを明らかにした（Arthritis 
Rheum  54:2462-70,2006, Nature Med 
12:665-70,2006, PLoS One 4:e4543,2009, 
Nature Med 16:678-86,2010）。申請者らは、
軟骨内骨化の後期にみられる軟骨細胞の肥
大分化に類似した現象が変形性膝関節症に
おいてもみられること、肥大分化促進分子を
抑制することによって変形性膝関節症の発
症・進展を抑えられることを証明した
（Arthritis Rheum 60:166-78,2009）。しか
しながら、変形性膝関節症に対する根本的な
治療法は未だなく、軽度から中等度の膝 OA
に対する治療は運動療法、ヒアルロン酸注射
や疼痛コントロールといった、対処療法が行
われており、現在までに原因療法となる軟骨
組織再生を誘導する 
治療薬はこれまでにない。 
 
２．研究の目的 
新規軟骨分化モニタリングシステムである
Col2GFP システムを利用し、低分子化合物ラ
イブラリーのスクリーニングを行い、関節軟
骨再生を誘導する化合物を同定する。同定し
た化合物の軟骨分化作用機序の解明するた
めに最先端の分子生物学的手法で網羅的に
解析し、安全かつ有効な新規変形性膝関節症
治療薬の開発することを目的とする。さらに
マウスモデル上でも治療効果の検討を行い、
変形性膝関節症の新規治療法の実現化を総
合的に加速することを目指す。 
 
３．研究の方法 
（１）大規模低分子化合物のスクリーニング 

大量スクリーニングをより簡便にするべ
く新規軟骨分化モニタリングシステムを用
いた。軟骨細胞特異的に発現する 2型コラー
ゲンプロモーター断片(Col2)の下流にクラ
ゲの発光蛋白（GFP）遺伝子を組み込んだ合
成遺伝子（Col2GFP）で、この遺伝子が導入
された細胞は軟骨細胞に分化するとGFPの蛍
光を発する。このシステム（４．研究成果（１）
図）を利用し、低分子化合物ライブラリーの
スクリーニング（約 5000 種類）を行い、GFP
の蛍光を指標に軟骨分化を強力に誘導する
低分子化合物を同定した。 
（２）同定した化合物の軟骨分化作用機序を
in vitro で解析 
 同定した軟骨分化誘導候補低分子化合物
の最適濃度の検討のため、マウス、イヌ、ヒ
ト関節軟骨細胞を用いて、in vitro 解析を行
う。これらの細胞に１）でヒットした化合物
を種々の濃度で曝露し、培養 1 週間で mRNA
を回収し、リアルタイム PCR 法で軟骨分化誘
導能を、軟骨基質合成能を染色で解析した。 
（３）関節軟骨再生誘導化合物の分子メカニ
ズム解析 
同定した化合物の関節軟骨再生誘導の分子
メカニズムを明らかにするため、軟骨分化の
できる細胞株に化合物を曝露し、Total RNA
を回収後、cDNA マイクロアレイを行い、遺伝
子発現プロファイルを取得した。 
化合物の結合タンパク質を明らかにするた
め、化合物結合型ナノ磁性ビーズを作製し、
LC/MS による同定を行った。 
（４）変形性膝関節症モデルマウスを用いた
関節軟骨再生誘導化合物の治療効果の検討 
申請者らが確立したマウス膝 OA モデルを用
い た (Osteoarthritis Cartilage 
13:632,2005）。OA 誘発手術後 8 週でほぼす
べての野生型マウスの膝に OA が発症してい
ることを確認している（Osteoarthritis 
Cartilage 13:632,2005）ので、術後 8 週よ
り、野生型マウスの膝関節腔内に２）で最適
化した濃度の化合物を局所投与し、膝 OA に
対する治療効果、発症の進展の影響を組織学
的解析で検討した。組織学的評価基準は、近
年、動物膝 OA モデルの重症度診断において
世界的な標準として注目されている
Osteoarthritis Research Society 
International （ OARSI ） が 提 唱 す る
histopathology grading system
（Osteoarthritis Cartilage 14:13,2006）
および我々が確立した grading system を用
いて定量化した。また、軟骨必須転写因子
Sox9,その Cofactor である Sox6, (3)で得ら
れた誘導因子、COL10A1、MMP-13、VEGF など
の肥大分化、石灰化マーカーの発現を免疫組
織化学染色法により検出し、検討した。 
 
４．研究成果 
（１）大規模低分子化合物のスクリーニング 



方法に記した、新規軟骨分化モニタリングシ
ステムで 3
種類の化合
物をヒット
化合物とし
て同定した。 
 
 
 
 
そのなかでも、TD-198946 が最も軟骨分化を
促進することがしめされた。 
（２）同定した化合物の軟骨分化作用機序を
in vitro で解析 
TD-198946 は 2 型コラーゲンの発現を上昇さ
せ、軟骨基質合成を促進し、軟骨組織を再生
誘導する機能を持った化合物であり、マウス
関節軟骨細胞、ヒト関節軟骨細胞を軟骨分化
誘導能があることが示された。 
（３）関節軟骨再生誘導化合物の分子メカニ
ズム解析 
TDのターゲット分子を探索するためにDNAマ
イクロアレイを行い、Gene Ontology 解析を
行ったところ、 
転写因子のなかで、一番発現が高いのは、
Runx1 で次に Sox5,Sox6 であった。siRNA に
よって Runx1 および Sox5/6 をノックダウン
すると、TD-198946 による 2 型コラーゲンの
mRNA 発現は抑制された。TD-198946 は転写因
子 Runx1, Sox5, Sox6 の発現をあげることで
軟骨分化を促進さ
せることが示唆さ
れた。 
さらに、TD の直接
の標的分子を探索
す る た め に
LC-MSMS を用いた
解析を行った。ま
ず、TD-198946 に
LC－MSMS の解析の
ため、磁性ビーズ
が結合できるよう
なアームを設置し、
その活性をみたと
ころ、 TD-D1（TD-derivative 1）の Col2a1
の発現誘導に対する効果は、TD とほぼ同程度
であったので、この位置でビーズを結合する
ことにし、in gel digestion 法で解析したと
ころ、ある分子 X（現在論文作成中）が TD-D1
と結合するタンパク質として同定された。 
（４）変形性膝関節症モデルマウスを用いた
関節軟骨再生誘導化合物の治療効果の検討 
変形性膝関節症（OA）モデルマウスを用いた
TD-198946 投与による治療効果の検討を行っ
た。OA モデル作成直後から 5日に 1回、8週
間、関節腔に 10μｌ投与する群を予防モデル、
OA モデル作成 4週後から 4週間、5日に 1回
投与する群を治療モデルとして、通常 OA モ
デルを評価している8週後で組織学的解析を
行った。 

いずれのモデルにおいても、TD-198946 投与
によって、非投与群（軟骨破壊と骨棘の形成
を抑制していることが組織と変形性膝関節
症のグ
レーデ
ィング
スコア
OARSI
スコア
から示
された。 
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