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研究成果の概要（和文）：軟骨細胞分化におけるTRPV4 の働きに注目し、それの発現量と活性化をコントロールするこ
とにより病態における軟骨細胞の脱分化抑制や分化促進による内軟骨性骨化促進の可能性を検討する事を目的に研究を
行った。ATDC5細胞を用いて、軟骨分化には機械的刺激が促進的に働きうること、それにはTRPV4が主に関わる事が示さ
れた。また、TRPV4活性化物質は臨床使用可能な適切な化合物を見出すことが出来なかった。今後更に化合物範囲を拡
大してscreeningを進める必要があると考えられた。

研究成果の概要（英文）：The study aimed to determine the role of transient receptor potential vanilloid 4 
(TRPV4) in the response to mechanical stress in chondrogenic cells. Sox9 and AGC mRNA levels were 
significantly higher in cells after mechanical stress loading compared to cells that were not stretched. 
Up-regulation of Sox9 mRNA induced by mechanical stress was attenuated by RR and TRPV4 siRNA. A 
pharmacological activator of TRPV4, 4α-phorbol 12, 13-didecanoate (4αPDD), increased chondrogenesis. 
The findings suggest that Ca2+ signaling activated by mechanical stress and regulated by TRPV4 promotes 
chondrogenesis in ATDC5 cells. This suggests that artificial activation of TRPV4 may serve as an 
intervention for treating osteoarthritis.

研究分野：整形外科

キーワード： TRPV4　ATDC5　SOX9
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１． 研究開始当初の背景 
学術的背景：TRPV family（V1〜V4）は機
械刺激受容体として知られているが、TRPV4 
が SOX９を介して軟骨分化に関わることが
示された(J Biol Chem 282:32158,2007)。こ
の分子はヒトでも軟骨分化に関与し、分子の
異常は骨系統疾患の原因となる（Am J Med 
Genet 152A:1169,2010）。TRPV4 の発現低
下が変形性関節症（以下 OA）では見られる
こと（A&R62:2973､2010）異常が OA 発症
に関わることが示された（NatGenet43:1142､ 
2011）。既に軟骨分化に関わる遺伝子 SOX９
に注目し、遺伝子導入により効率的に軟骨細
胞を得る方法を開発し(BBRC301:338,2003)。
先行する萌芽研究(平成 22~23 年度)におい
てSOX９ｍRNA 発現量を増加させる化合物
を独自開発の Drug Screening法により見出
し in vitro では効果を示した。しかし,動物実
験では効果を明確にすることが出来なかっ
た。SOX9 を標的とした軟骨形成促進研究は
異なる面からの検討が必要となった。更に骨
形成に関わるとの報告が今年なされた
（Bone54:172,2013）。TRPV4 に注目し、そ
の遺伝子発現を促進する物質と活性化物質
の両面を検討し、TRPV4 活性化を介しての
軟骨細胞、組織幹細胞での SOX９発現量増加
を図る。このために Drug repositioning 手
法により既知医薬品の中から、新たに
TRPV4 発現増加・活性化物質を探索し、軟
骨細胞形質の発現促進による関節症治療や
内軟骨性骨化促進による骨折治療促進の可
能性を検討するものである。軟骨形成に関わ
る新たな標的である TRPV4 と SOX9 の関
係に注目する点に独創性がある。TRPV4 活
性化物質の探索は従来の考え方と全く別の
メカニズムからの軟骨・骨形成促進治療の可
能性検討であり、変形性関節症における軟骨 
変性を抑制する軟骨形質維持物質としての
可能性も検討できる。本研究成果は関節症治
療の可能性や内軟骨性骨化の促進による骨
形成促進治療の糸口を提供するものと考え
た。 

 
２． 研究の目的 
軟骨細胞分化における TRPV4 の働き注目
し、それの発現量と活性化をコントロールす
ることにより病態における軟骨細胞の脱分
化抑制や分化促進による内軟骨性骨化促進

の可能性を検討するものである。Drug 
repositioning 手法により既知医薬品の中か
ら、新たに TRPV4 発現増加・活性化物質を
探索し、軟骨細胞形質の発現促進による関節
症治療や内軟骨性骨化促進による骨折治療
促進の可能性を検討するものである。軟骨形
成に関わる新たな標的である TRPV4 と
SOX9 の関係に注目する点に独創性がある。
軟骨細胞脱分化と組織幹細胞軟骨分化促進
に関わる化合物を見出すこと、可能性によっ
てはリード化合物として更に新規化合物を
探索することを目的とした。 
(1) 薬物スクリーニングを利用した探索研
究：1200種類の既知の医薬物標本から独
自開発のスクリーニング技術を用いて薬
物を探索する。軟骨細胞分化と TRPV 活
性化の関係に注目してスクリーニングを
行い、発現量増加と活性化に関わる化合
物を探索する。 

(2) (2)TRPV4 活性化に関わる刺激とその伝
達経路の解明：TRPV4活性化は軟骨細胞
脱分化と組織幹細胞軟骨分化促進に関与
すると考え、これによる軟骨分化促進機
序の解明と臨床応用の探索的検討を目的
とした。 
 
３． 研究の方法 
(1)TRPV4 プロモーターにルシフェラーゼ
遺伝子を組み込んだベクターを作成する。
C3H10T1/2 細胞に導入することで、drug 
screening 系を作成し、既存薬(1184 種類)
の中から TRPV4ｍRNA 発現上昇に関わる
化合物を探索する。同様に TRPV4 はカルシ
ウムイオンチャンネルである事に注目して、 
高感度のカルシウムイオンセンサーとして
蛍光蛋白プロ-ブを用いて細胞内カルシウム
イオン変化を指標に TRPV4 活性化物質を
同じく既存薬 Drug panel から探索する。二
つの手法によりそれぞれの候補化合物を得
る。ヒト軟骨細胞への作用を確認する目的で、
TRPV4ｍRNA 発現量増加と活性化作用を
持つ候補化合物を添加、SOX9,Ⅱ型コラーゲ
ン、プロテオグリカンのｍRNA,蛋白量の変
化を検討した。 
(2)TRPV4 活性化に関わる刺激として機械的
刺激に注目し、内軟骨性分化のモデルとして
ATDC5 細胞を利用した。機械的刺激付加装
置で ATDC5 細胞培養培養を行う事により
TRPV4活性化を確認する。 
更に活性化阻害物質の添加、Ca イオンの除
去 等 で TRPV4 活 性 化 阻 害 に よ る
SOX9mRNA発現の変化とそれの下流の遺伝
子（Aggrecan, Type II collagen等）mRNA
発現量の変化を検討する。これにより内軟骨
性骨化機序での TRPV4 の働きとその分子メ
カニズムを検討した。 
 
４． 研究成果 
(1)TRPV4mRNA発現量の増強に働く物質の
探索は遺伝子導入細胞が上手く機能せず断



念した。活性化物質については候補化合物を
見出したが、有力な 4αPDD (4α-phorbol 
12,13-didecanoate)は TRPV4 活性化を起こ
す物質であるが、毒性のために人には使用で
きない事が調査で判明した。 
 

ATDC5 細胞では 4αPDD 刺激での TRPV4
活性化によって SOX9発現が増強し、その結
果として Aggrecan合成が高まる事を証明出
来た。このことは TRPV4 の活性化は SOX9
発現増強を介して、ATDC5 細胞の軟骨細胞
分化を促進することにより現象として
aggrecan 産生が効率よく起こっていると考
えられる。 
(2)代表的 TRPV4 刺激である機械的刺激に注

目した。TRPV4 を SiRNA により抑制した ATDC5
細胞細胞では機械的刺激に軟骨分化促進作
用は抑制されることを示した（下図）。 
このことから、(1)軟骨分化には機械的刺激

が促進的に働きうること、それには TRPV4 が
主に関わる事が示された。TRPV4 活性化物質
は臨床使用可能な適切な化合物を見出すこ
とが出来ず、今後更に化合物範囲を拡大して
screening を進める必要があった。 
 
考察：TRPV4 プロモーターにルシフェラーゼ
遺伝子を組み込んだベクターを作成し、
ATDC5 細胞に Transfection し,この ATDC5 細
胞で TRPV4mRNA 発現上昇による SOX9 蛋白の
恒常的産生量上昇を来す物質を求めて対象
化合物を拡げてスクリーニングを行った。結
果において大きなばらつきが見られ、再現性
のある結果を得ることが出来なかった。一方、
機械的刺激によっては TRPV4 が活性化され、
その結果 SOX9ｍRNA 上昇が起こること、SOX9
下流の軟骨形質分化を示すⅡ型 Collagen, 
aggrecan 等の産生量上昇が招来されること
を示した（下図）。 

運動（機械的）刺激は未分化軟骨細胞に働き
軟骨細胞の分化誘導を促進することが強く
示唆された。一方、SOX9ｍRNA 上昇を起こす
化学物質は複数同時に観察され、結果から類
推すると、TRPV4 を介さない SOX9ｍRNA 上昇
が起こっている可能性が示唆された。 
そこで、方針を変更して、SOX9 遺伝子発現量
を上昇させる物質を標的として、研究を行っ
た。内軟骨性骨化を再現可能な ATDC5 細胞を
用いて、各細胞分化の段階での SOX9 上昇に
対する薬剤効果を検討する実験系を用いた。
化合物について作用点の解析を進め、この化
合物の物質特許を調べて、既知の作用では無
いことを確認した。本化合物を利用して各種
の軟骨細胞に作用させる実験系を構築し、軟
骨形質を代表する物質の発現促進を確認し
た。軟骨分化に関わる影響を検討したところ、
本化合物は内軟骨性骨化の過程を刺激する
作用を持ち、最終的には軟骨細胞は肥大軟骨
細胞化することを確認した。これは内軟骨性
骨化の最終段階にまで到達することを示し、
関節軟骨組織に代表される軟骨組織に留ま
る作用を持たないことが示された。従って、
この物質では軟骨形質の維持には向かない
ことが明白となり、これ以上の研究を断念し
た。 
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