
 

様式Ｃ－１９ 

 

科学研究費助成事業（科学研究費補助金）研究成果報告書 
平成 24 年 3月 13 日現在 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 

 

研究成果の概要（和文）：転写因子 SOX9 は軟骨分化におけるマスター遺伝子である。変形性関

節症（OA）軟骨において SOX9 遺伝子を過剰発現させると、細胞外マトリックス合成が促進され

正常軟骨レベルに修復される。ゆえに SOX9 遺伝子発現を促進する薬剤は OA 治療薬として期待

できる。我々は SOX9 遺伝子のプロモーター領域に作用し、その発現を活性化する薬剤を同定す

るため、1,184 種類の FDA 認可薬のオフラベル効果をスクリーニングした。その結果、2つの薬

剤が SOX9 の遺伝子発現を活性化させる可能性が示唆された。 

 

研究成果の概要（英文）：A transcription factor SOX9 is a key regulator of cartilage 

metabolism. Overexpression of SOX9 gene in osteoarthritis (OA) articular cartilage 

stimulates extracellular matrix synthesis and the expression of extracellular matrix 

components can be restored to levels similar to those in normal. These results suggest 

that a drug able to enhance SOX9 gene expression is expected to improve symptoms of OA. 

We screened for off-label effects of 1,184 chemical compounds approved by FDA to identify 

a drug able to enhance SOX9 gene expression by activating the promoter region. Finally, 

two compounds showed beneficial effects. 
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１．研究開始当初の背景 

(1)急速な高齢化社会の到来とともに、変形

性関節症（OA）をはじめとする退行性の関節

障害に罹患し、介護を必要とする人の数は増

加の一途を辿っている。OAは関節軟骨の変性

や損傷に起因するが、軟骨組織は自己修復能

に乏しいため、軟骨組織の再生医療が治療法

の一つとして期待されている。 

 

(2)SOX9遺伝子は1994年に屈曲肢異形成症の

原因遺伝子として同定された。その後、遺伝

子操作マウスの解析が行われ、SOX9 は軟骨組

織のもととなる未分化間葉系細胞の凝集お

よび軟骨細胞への初期分化に必須の転写因

子であり、さらに分化後の軟骨細胞でも適切

な増殖および成熟維持に重要であることが

明らかとなっている。我々は SOX9 を強制発

現させた骨髄細胞をヌードマウスの背部皮

下に移植し、軟骨様組織を形成することに成

功した。この組織では II 型コラーゲンは強

発現されるのに対し、X 型コラーゲンの発現

は認められなかったことから、SOX9 は軟骨分

化までは促進的に、軟骨細胞の肥大化および

骨化には抑制的に働くことが明らかとなり、

SOX9 の活性化は軟骨基質の形質維持に極め

て重要であるとの発想に至った。 

 

(3)OA における軟骨変性の予防、修復に対す

る薬物治療の可能性を探るため、1,040 種類

の FDA 認可薬を用いて、SOX9 遺伝子の発現を

促進させる薬剤の薬効スクリーニングを行

った。SOX9 遺伝子のプロモーター領域をルシ

フェラーゼ・レポーターベクターに挿入し、

これをヒト軟骨肉腫細胞株にトランスフェ

クションした。この細胞株に薬剤を添加し、

デュアル・ルシフェラーゼアッセイを行った

結果、ルシフェラーゼ活性を上昇させる 2種

類の薬剤（抗凝固剤 Xとインターフェロン誘

導剤 Y）を同定した。 
 
２．研究の目的 
(1) OA における軟骨変性の予防、修復に対す
る薬物治療の可能性を探るため、1,040 種類
の FDA 認可薬（MicroSource 社）を用いて薬
効スクリーニングを行い、2 種類の薬剤（抗
凝固剤 X とインターフェロン誘導剤 Y）が
SOX9 のプロモーター領域に作用して遺伝子
発現を促進する可能性が示唆された。そのう
ち、抗凝固剤 X は濃度依存性に SOX9 の遺伝
子発現を促進する可能性があることがわか
った。抗凝固剤 Xをヒト軟骨肉腫細胞株に添

加して、SOX9 の mRNA およびタンパク発現量
の上昇を確認する。さらに SOX9 の標的であ
る II 型コラーゲンやアグリカンの発現を評 
価する。また、軟骨内骨化過程を反映する
ATDC5 株にこれら薬剤を添加して、X 型コラ
ーゲンの発現を評価することにより、軟骨の
形質維持（肥大化の抑制）作用を検討する。
次いで、OA モデルのマウスにこれら薬剤を投
与し、変性軟骨を組織学的に検討して OA 予
防薬としての可能性を探る。 
 
(2)別のオフラベル薬剤を検討するため、新
たに 1,184 種類のスクリーニング用薬剤
（Prestwick Chemical 社）を購入し、同様の
手法で薬効スクリーニングを行い、候補薬剤
を同定する。 
 
３．研究の方法 
(1)軟骨肉腫細胞株を用いた in vitro 実験 
①ヒト軟骨肉腫細胞株 HCS2/8を継代培養し、
6ウェル・プレートに 50％コンフルエントと
なった時点で、ジメチルスルホキシド（DMSO）
で溶かした抗凝固剤 Xを添加した。投与薬剤
の濃度は、予備実験と同様に 0（DMSO のみ）、
0.1、0.2、0.5、1、2、5、10、20、50μM と
する。薬剤を添加しない HCS2/8 をコントロ
ールとした。 
②薬剤添加 24 時間後にトータル RNA を抽出
し、定量的 RT-PCR 法により SOX9 遺伝子の
mRNA 発現量を調べた。また同時に SOX9 遺伝
子の標的となる II 型コラーゲンおよびアグ
リカンの mRNA 発現量も検討した。 
 
(2)ATDC5 株を用いた in vitro 実験 
①ATDC5 株にインスリンを添加しながら培養
することにより、軟骨多段階分化モデルを構
築した。SOX9 を発現する前肥大軟骨細胞に分
化した時点で、上述と同様の濃度勾配にて抗
凝固剤 Xを添加した。 
②薬剤添加 12 時間、24 時間後、48 時間、72
時間後にトータル RNAおよび細胞内タンパク
を抽出し、定量的 RT-PCR 法により X 型コラ
ーゲンの発現を mRNA レベルで検討した。 
 
(3)Prestwick Chemical 社製の薬剤を用いた
薬効スクリーニング 
①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。 
②10cm 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。 



③24 時間後に 96-well plate に細胞を移し、
1,184 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。 
④luciferase 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 27 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。 
 
４．研究成果 
(1)軟骨肉腫細胞株に抗凝固剤 Xを添加して、
SOX9、II 型コラーゲンおよびアグリカンの
mRNA 発現量を検討したが、明らかな上昇を認
めなかった。 
 
(2)ATDC5 株に抗凝固剤 Xを添加して、X型コ
ラーゲンの発現を mRNA発現量を検討したが、
明らかな低下を認めなかった。 
 
以上の結果より、予備実験において抗凝固

剤 Xは SOX9 promoter に作用して濃度依存性
に luciferase 活性を促進していたが、今回
の 2 種類の細胞株を用いた in vitro 実験で
は明らかな SOX9 遺伝子発現の上昇効果がみ
られず、それに関連した遺伝子発現への影響
も認めなかった。そのため予定していた OA
モデルマウスを用いた動物実験は行わず、
(3)の実験を行った。 

 
(3)①別の候補薬剤を探るため、1184 種類の
スクリーニング用薬剤（Prestwick Chemical
社）を購入し、予備実験と同様の手法で薬効
スクリーニングを行った。その結果、2 つの
薬剤 A と B が luciferase 活性を促進してい
た（図 1）。そのうち、薬剤 Aは濃度依存性に
luciferase 活性を促進していた。 
 
②続いて、(1)と同様にヒト軟骨肉腫細胞株
HCS2/8に薬剤AおよびBを薬剤濃度10μMで
添加し、24 時間後にトータル RNA を抽出し、
定量的 RT-PCR 法により SOX9 遺伝子の mRNA

発現量を調べた。その結果、どちらの薬剤も
SOX9 遺伝子の mRNA 発現量を上昇させた（図
2）。 

 
③濃度依存性に関する検討をヒト軟骨肉腫
細胞株 HCS2/8 と ATDC5 株で行った結果、薬
剤 Aは 10～50μM の濃度において、濃度依存
性に SOX9 遺伝子の mRNA 発現量を上昇させた。 
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