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研究成果の概要（和文）：軟骨肉腫と良性の内軟骨腫は病理組織像がよく似ているので、その鑑別診断が整形外科腫瘍
医のジレンマである。鑑別分子マーカーの同定が喫緊の課題であり、悪性度と反比例する分化度に関連する可能性もあ
る。我々は軟骨分化に重要な役割を果たすTGF-bシグナルに着目し、下流伝達因子SMAD2/3の活性を免疫組織染色で検討
し、軟骨肉腫グレード２、１、内軟骨腫の順でTGF-bシグナル量が多い事がわかった。そしてTGF-bシグナルの下流でPE
G10遺伝子が発現低下する事、TGF-bシグナルと逆に内軟骨腫、グレード１、２、３の順で発現が高い事を発見した。両
者の反比例関係は軟骨肉腫鑑別に役立つ事が期待される。

研究成果の概要（英文）：It is one of the major dilemma for orthopaedic oncologists that, because 
histology of low grade chondrosarcoma and its benign counterpart enchondroma resembles, there are 
difficulties in distinguishing these two tumors. Our aim of this study was to discover molecular markers 
specific for each type of tumor. Moreover, we intended to understand underlying mechanism in lowered 
differentiation status of chondrosarcoma, to develop differentiation-initiating therapy. We focused on 
TGF-b signaling, because it is a crucial pathway in chondrocyte differentiation. By immunohistochemistry 
for phosphorylated SMAD2/3, the TGF-b signaling intracellular mediators, we found malignant 
grading-dependent increase of TGF-b signaling. We searched for genes which expression was altered by 
TGF-b in chondrosarcoma to find PEG10 to be down-regulated by the pathway. The combined expression 
analysis of p-SMAD2/3 and PEG10 may help distinguishing and diagnosing these chondrogenic tumors.

研究分野： 整形外科学
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１．研究開始当初の背景 
 がんの grade を規定する因子に分化度があ
る。生物発生・成長過程において、細胞分化
と細胞増殖・運動は相反するイベントであり、
がん種や肉腫一般的にも分化度と悪性度は
反比例する。骨発生腫瘍で骨肉腫についで頻
度が高い軟骨肉腫においても、その grade と
軟骨分化マーカーが反比例する報告は散見
され、実際我々はヒト正常軟骨細胞株に比べ
て、ヒト軟骨肉腫細胞株の分化能が低い事を
確認していたが、そのメカニズムは全く不明
である。このメカニズムを解明し、人為的に
分化度を上げる事が出来れば、それはすなわ
ち悪性度を下げる治療となり、患者の予後を
大きく改善すると考えられる。 
 一方、low grade 軟骨肉腫と良性の内軟骨腫
は病理組織像がよく似て鑑別診断が難しい。
しかしそれぞれの治療法や予後は、前者は局
所浸潤と増大を繰り返し化学療法や放射線
治療が無効で広範切除術が唯一の治療選択
肢であるのに対し、後者は症状がなれば経過
観察、痛みなどがあれば局所掻爬にとどまる
ので、誤診が与える患者への不利益はいずれ
の場合でも甚大である事が、整形外科腫瘍医
のジレンマである。その理由の一つは、鑑別
分子マーカーが存在しない事であり、その同
定が喫緊の課題である。 
 
２．研究の目的 
 
 軟骨細胞分化は、そのマスター転写因子
SOX9 の発現に始まり、順次 COL2A1 や
COL10A1 など、軟骨特異的な基質蛋白遺伝
子を発現しながら成熟していく。我々はこれ
らに重要な役割を果たす事がわかっている
TGF-β ファミリー・シグナルに着目し、その
メンバーである TGF-β と BMP のシグナルと
標的遺伝子について調べた。 
(1) 軟骨肉腫における TGF-β シグナルと

BMP シグナルの status 
 正常軟骨細胞において BMP シグナルは
SOX9 発現を促進し、SOX9 は II 型コラーゲ
ン(COL2A1)等軟骨基質の誘導に不可欠であ
る。軟骨肉腫における低分化度は、TGF-β シ
グナルが誘導する何らかの機構による BMP
シグナル活性低下に起因していると仮定し、
まず軟骨肉腫における TGF-β シグナルと
BMP シグナルの活性化状態を調べた。すなわ
ち、病理組織における TGF-β/BMP シグナル
下流 SMAD のリン酸化(活性化)レベルの評価、
また in vitro ではヒト正常軟骨細胞株とヒト
軟骨肉腫細胞株の軟骨細胞分化系を用いて、
SMAD リン酸化状態と、それぞれのシグナ
ル・レポーターを用いたルシフェラーゼ・ア
ッセイで詳細に正常軟骨細胞と軟骨肉腫細
胞のシグナル強度の比較を行った。 
(2) TGF-β シグナルが軟骨肉腫細胞分化度を

抑制するか 
 TGF-β シグナルが軟骨肉腫分化度に抑制的
であれば、これをブロックすれば軟骨肉腫の

低い分化度はレスキューされるはずである。
軟骨肉腫細胞株に TGF-β シグナル抑制剤を
添加して分化マーカーを解析し確認する。逆
に TGF-β 添加にて軟骨肉腫細胞株の分化レ
ベルがさらに低くなりうるのか明らかにし
た。 
(3) ヒト軟骨肉腫細胞株における TGF-β 誘導

性分化阻害因子の検索 
 まず SOX9 の発現レベルを調べ、軟骨肉腫
でこれが低ければこの上流にある BMP シグ
ナル伝達系をチェックした。すなわち BMP
シグナル構成因子（BMP リガンド、レセプ
ター、SMAD1/5/8、SMAD4）や既知の BMP
シグナル抑制因子群の発現レベルを調べ、変
化があった場合はそれらが TGF-β 誘導性か
確認した。 
 SOX9発現に遜色がないのに分化しないの
であれば、SOX9 機能抑制因子群(TWIST1 等)
の発現誘導と TGF-β 誘導性を調べた。 
 また内因性 BMP シグナルそのものが、例
えば BMP の直接標的であり分化抑制因子と
して知られる ID ファミリーの誘導を介して、
むしろ軟骨肉腫の未分化維持に貢献する可
能性もあるので、BMP シグナル抑制剤を添
加してこれを検証した。 

 
３．研究の方法 
 
(1) TGF-β シグナルは軟骨肉腫組織及び細胞

株で亢進しているか Grade 毎の比較検討 
 ① 最も臨床に直結する重要な情報は臨床
病理組織から得られる。最初に臨床病理組織
における TGF-β ファミリー・シグナル活性状
態を免疫組織染色で解析した。変形性股関節
症の大腿骨頭非荷重部正常軟骨組織標本を
正常分化コントロールに置き、良性の内軟骨
腫、軟骨肉腫 grade 1、2、3 の病理組織切片
を用いた免疫染色を行う。サンプル数は、
grade 3を除いてn>5という当座の目標を達成
した。 TGF-β シグナルの評価は下流の
SMAD2/3 のリン酸化で、また TGF-β ファミ
リーの一群を形成し軟骨細胞分化に促進的
かつ TGF-β シグナルによって影響を受けう
る BMP シグナルの活性化は、SMAD1/5/8 の
リン酸化の免疫染色で判定した。分化度は軟
骨細胞分化マスター因子 SOX9、軟骨基質マ
ーカー・II 型コラーゲン、そして成熟した肥
大軟骨基質マーカー・X 型コラーゲンの免疫
染色を行い評価した。 
 ② 軟骨肉腫培養細胞株を用いて in vitro に
おける cell-autonomous な TGF-β ファミリー・
シグナル活性化状態を解析した。ヒト初代間
葉 系 幹 細 胞 (MSC) か ら pellet 
culture(+TGF-β+dexamethasone+insulin)で誘導
する軟骨細胞分化系と正常軟骨細胞株C28/I2
の ITS 添加分化誘導系を正常分化コントロー
ルとし、軟骨肉腫細胞株[Hs819.T(由来 Grade
不明), SW1353(Grade 2 由来), OUMS27(Grade 
3 由来)]の ITS 誘導(monolayer 及び micromass 
culture)分化系と比較した。 



 SOX9, COL2A1, COL11A2, アグリカン , 
COL10A1 等軟骨細胞分化マーカーと、TGF-β
シグナル直接標的遺伝子(PAI-1, SMAD7)と
BMP シグナル直接標的遺伝子 (ID1, ID2, 
SMAD6)の mRNA 発現を定量的 RT-PCR で解
析し比較検討した。リン酸化 SMAD2/3 及び
SMAD1/5/8 のウエスタンブロットでシグナ
ル活性化を評価した。TGF-β シグナル・レポ
ーター(9xCAGA)及び BMP シグナル・レポー
ター(BRE)を用いたルシフェラーゼ・アッセ
イ系でシグナル活性状態を解析した。 
 
(2) TGF-β の軟骨肉腫細胞分化度への影響と、
誘導される分化度抑制に関わる BMP/SOX9
シグナル調節因子の検索 
 ① 上記培養軟骨細胞株に TGF-β シグナ
ル抑制剤 SB431542 を作用させると分化を
獲得するか評価した。この際、悪性度パラ
メータとして細胞増殖(MTT assay)、細胞運
動(wound healing assay)も検討し、逆に減弱
するか評価した。 
 ② 既知の BMP シグナル制御因子[Dan, 
Chordin, Gremlin, Cerberus, Noggin, Smad6, 
Smad7, Smurf1, Smurf2, Ski, SnoN(SKIL)等]
の発現を細胞分化系でプロファイリングし、
培養軟骨肉腫細胞において発現が高いもの
について、in vitro で TGF-β 添加で誘導され
るか、逆に SB431542 で発現抑制されるか確
認した。その結果抽出された因子の病理組
織免疫染色にて grade と発現が相関するか
解析した。 
 ③ TGF-β シグナルの下流で発現変動す
る標的遺伝子の検索。 
SW1353 と Hs819.T 細胞に TGF-β1 を添加し
てマイクロアレイ解析を行った。 

 
４．研究成果 
 
 内軟骨腫、grade 1,2,3 で免疫組織染色を行
ったところ、SMAD2/3 のリン酸化が悪性度が
増すにつれて増強し、内軟骨腫と grade 1 軟
骨肉腫、そして軟骨肉腫の grade 間にも優位
な差を認めた。 
 TGF-β シグナルの下流で発現変動する標的
遺伝子として、発現が著明に低下する遺伝子
PEG10 を同定した。PEG10 は正常軟骨細胞株
C28/I2 に比較し、軟骨肉腫細胞株 SW1353、
Hs819.T で高発現しており、BMP-6 刺激でさ
らに亢進、TGF-β1 添加で低下した。PEG10
蛋白は内軟骨腫と軟骨肉腫で陽性であった
が、その陽性細胞率は悪性度に逆相関した。
PEG10 siRNA は軟骨肉腫の分化度・運動能・
増殖能には影響しなかった。一方で BMP-6
は軟骨肉腫細胞株で MMP-1,-3,-13 の発現を
増強したが、siPEG10 はこれをさらに増強し
て浸潤能を亢進した。BMP-6によるMMP-1,-3
上昇は p38 MAPK 阻害剤で抑制され、PEG10 
siRNA が BMP 誘導の p38 リン酸化を促進し
たことから、PEG10 の軟骨肉腫浸潤抑制は、
p38 MAPK シグナル経路を介すると示唆され

た。BMP シグナルは軟骨肉腫細胞株で PEG10
と MMPs の発現、細胞浸潤を促進したが、
PEG10は同時に p38経路を介するMMPs産生
増加を抑え、BMP による細胞浸潤亢進に対し
てフィードバック機構を担った。High grade
軟骨肉腫では、強い TGF-β シグナルが PEG10
発現を抑制し、浸潤に有利となる可能性が示
唆された。 
 PEG10 と TGFβ シグナル status の逆相関を
セットで評価する事で、軟骨腫瘍の鑑別診断
に有効である事、PEG10 発現を回復させる方
向性は悪性度を低下させる治療につながる
可能性が示唆された研究となった。 
 一定の結果をえられたものの、PEG10 の下
流でどんな分子イベントが動いているのか
が未だ不明であり、目下さらに研究を深化さ
せている。 
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