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研究成果の概要（和文）：軟骨分化促進因子CCN2と細胞内輸送制御因子Rab14は、骨、軟骨および肺組織で極め
て高いレベルで発現している。両者の分子間相互作用が、これらの組織で果たす役割を解明することを目的と
し、骨細胞の分化や基質産生に及ぼす影響について検証した。
その結果、骨細胞の成熟に伴ってRab14とCCN2の発現が亢進し、Ⅰ型コラーゲンやオステオカルシンの発現が有
意上昇していた。それに伴い細胞内カルシウム応答に関与するc-Fos、コネキシン43およびパネキシン3の発現が
著しく増加した。また成熟骨細胞で、機械的刺激に対する細胞内カルシウムイオンの上昇率が有意に上昇した。

研究成果の概要（英文）：CCN2 and Rab14 strongly expressed in bone, cartilage and lung. To elucidate 
the roles of CCN2 and Rab14 in osteocyte maturation, we investigated the different expression of 
osteocyte-related genes between young osteocytes and developmentally mature osteocytes using 
3D-cultured MLO-Y4 cells. As the results, in the mature MLO-Y4 cells, rab14, ccn2, col1a1, OCN, 
c-Fos, Cx43 and Panx3 mRNA expression were significantly increased in comparison with young cells. 
Furthermore, in the present study, we showed for the first time that intracellular Ca2+ levels were 
significantly increased in developmentally mature osteocytes in comparison with young osteocytes by 
flow-induced mechanical stress.
These findings show that the CCN2 and Rab14 plays an important role in the formation of 
extracellular matrix, and the intracellular Ca2+ responses in a 3D cellular network in osteocyte.

研究分野：矯正・小児系歯学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
骨細胞の成熟過程においてCCN2とRab14の発現が上昇し、基質産生に関与する因子の発現を亢進するとともに、
細胞内カルシウム応答にも影響を及ぼす可能性が示唆された。また、CCN2とRab14は細胞内で相互作用し、小胞
輸送に関与していることが、これまで研究で示されている。本研究から得られた知見を基に、CCN2とRab14の分
子間相互作用を阻害あるいは促進することが可能となれば、骨細胞の分化や基質産生を制御し、骨形成不全や過
形成等を症状とする疾病の原因究明や治療にも貢献できる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
身体を構成している骨の多くは、一旦軟骨を経てから骨に置換される内軟骨性骨化により形
成される。これにより骨格の成長が起こるが、成熟した骨組織においても、骨芽細胞、骨細胞
および破骨細胞によるリモデリングが絶え間なく繰り返されており、骨組織の恒常性が維持さ
れている。分泌タンパク質である CCN ファミリータンパク質 2/結合組織成長因子
(CCN2/CTGF)は、内軟骨性骨化で重要な役割を演ずる軟骨細胞、骨形成を行う骨芽細胞の増
殖・分化を共に促進する。また、CCN2は特徴的な 4つのドメイン構造を有し、様々な因子と
相互作用することで、多様な情報伝達系を介して細胞の機能を制御している 1)。 
これまでに申請者らは、様々な CCN2と結合する因子を解析し 2), 3)、その 1つが Rabファ
ミリー低分子量 Gタンパク質(Rab GTPase)に属する Rab14であることを明らかにしてきた。
Rab14は細胞質内に存在し、小胞膜
上に会合することで、分泌タンパク
質のゴルジ体から分泌小胞への輸
送に関与していることが知られて
いる 4)。また、Rab14の両者は軟骨
組織のみならず、骨や肺組織におい
ても高いレベルで CCN2 と共に発
現していることが明らかとなった
(図 1)。これらの所見は、CCN2 と
Rab14が細胞内で相互作用し、分泌
タンパク質あるいは膜タンパク質
の輸送に関与することで、幅広い組
織において、その形成に深く関与し
ている可能性を示している。 
 
２．研究の目的 
申請者はこれまでに、軟骨細胞用細胞株HCS-2/8から作製した cDNAライブラリーを基に、

CCN2 の結合因子として Rab14 を同定し、その結合様式や軟骨細胞におけるこれらの分子の
役割を解明してきた。また、一方で生後 4日のマウスの組織を用いた実験において、CCN2と
Rab14が軟骨細胞だけでなく、骨および肺などの組織でも極めて高い発現を示すことが分かっ
た(図 1)。そこで、Rab14と CCN2の相互作用が骨化のメカニズムでどのような役割を担って
いるかを解明するとともに、骨や肺などの組織において細胞外基質産生にどのような関与を示
すのかを検証する。これらの研究成果は、骨形成不全や肺線維症等の細胞外基質産生に起因し
た疾病の原因や、特異的な治療法の解明にもつながることが期待される。 
 
３．研究の方法 
(1) Rab14 と CCN2 が骨細胞の成熟過程や基質産生に与える影響を調べるために、細胞様細
胞株であるMLO-Y4細胞のコラーゲンゲルを用いた 3次元（3D）培養系を確立した。3D
培養で誘導された幼若骨細胞と成熟骨細胞を用いて、rab14および ccn2 mRNA発現レベ
ルを、定量 real time PCR法（qRT-PCR）により解析した。 
 

(2) 骨細胞の成熟過程におけるRab14とCCN2の発現上昇に伴い、どのような因子が変動し、
細胞の生理作用に影響を及ぼすかを qRT-PCRにより調べた。 
 

(3) 類骨中の幼弱骨細胞と石灰化骨に囲まれている成熟骨細胞の機械的刺激に対する違いを
調べるために、ニワトリ胚頭蓋冠の骨細胞に流体剪断応力を負荷し、細胞内カルシウムイ
オン（Ca2+）応答の 3次元タイムラプスイメージングを行った。 
 

４．研究成果 
(1) MLO-Y4細胞をコラーゲンゲル中で 3D培養し、突起の長さを測定した。経時的に突起の
長さは増加し、幼若骨細胞から成熟骨細胞様の形態へと変化した。さらに、コラーゲンゲ
ル内で 3D培養したMLO-Y4細胞から、培養開始 7日目と 15日目に RNAを回収し、骨
細胞関連遺伝子の発現変化を qRT-PCRにより評価した。15日間培養した群では、幼若骨
細胞で高発現する Dentin matrix protein 1 (Dmp1)のmRNA発現量が 7日間培養した群
に比べ有意に減少し、一方で成熟骨細胞に高発現する Sclerostin (Sost)の mRNA 発現量
が有意に上昇した。これにより、MLO-Y4細胞は長期培養することで、幼弱骨細胞の特徴
を備えた細胞から成熟骨細胞の特徴を備えた細胞に分化していくことが確認された(図 2)。
また、rab14および ccn2 mRNAの発現レベルを qRT-PCRにより解析したところ、15日
間培養した群で両者とも有意に上昇していた(図 3)。 

 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2 3D培養におけるMLO-Y4細胞の成熟 
MLO-Y4 細胞を type I collagen gel中で、(A) 3日間、 (B) 7日間および(C) 15日間、3D
培養した。それぞれの培養期間で細胞の樹状突起の平均長を測定した(D)。Sost (E) とDmp1 
(F)の発現レベルを、7 日から 15 日間培養した群で qRT-PCR により比較した(t-test *P < 
0.05, **P < 0.01)。 

 
 
 
 
図 3 MLO-Y4 細胞の成熟過程おける Rab14
と CCN2の発現 
qRT-PCRにより rab14 (A) と ccn2 (B)の発現
レベルを、7日間と 15日間培養した群で比較し
た(t-test **P < 0.01)。 
 

 
 
(2) 骨細胞の成熟過程におけるRab14とCCN2の発現上昇に伴い、どのような因子が変動し、
細胞の生理作用に影響を及ぼすかを調べた。骨組織中の類骨骨細胞と類似した形態的特徴
を持つ 3D 培養開始 3-7 日目の MLO-Y4 細胞と比較し、成熟骨細胞様の長い突起を持つ
15日間長期培養した細胞では、Ⅰ型コラーゲン(Col1a1)やオステオカルシン(OCN)の発現
が有意上昇していた。さらに、細胞内カルシウム応答に関与する c-Fos、コネキシン 43 
(Cx43)およびパネキシン 3 (Panx3)が、長期間 3D培養したMLO-Y4細胞で著しく上昇し
ていることを明らかにした(図 4)。 

 
図 4 MLO-Y4細胞の成熟過程における遺伝子発現の変化 
MLO-Y4細胞を 7日間と 15日間 3D培養した群で、Col1a1 (A)、OCN (B)、Cx43 (C)、c-Fos 
(D)および Panx3 (E)のmRNA発現レベルを比較した(t-test ***P < 0.001)。 

 
 
(3) 骨細胞の成熟と Rab14、CCN2の発現上昇に伴い、細胞の生理作用にどのような影響が現
れるかを組織レベルで検討した。ニワトリ胚頭蓋冠の骨細胞に流体剪断応力を負荷したと
ころ、類骨中の幼弱骨細胞と比較して、石灰化骨に囲まれている成熟骨細胞では、細胞内
Ca2+の上昇率が有意に高い値を示すことが明らかとなった(図 5)。 

 
 
 
 



 
図 5 機械的刺激に対する幼若骨細胞と成熟骨細胞の Ca2+応答 
ニワトリ胚頭蓋冠を用いて細胞内 Ca2+応答の 3D タイムラプスイメージングを行い、幼弱
骨細胞と成熟骨細胞の流体剪断応力に対する違いを比較した(A, B) (t-test **P < 0.01)。 

 
 
(4) まとめ 
これらの結果から、骨細胞の成熟に伴って Rab14 と CCN2 の発現が亢進し、基質産生を活
性化することが示された。また、細胞内 Ca2+応答にも影響を及ぼす可能性が示唆された。 
骨細胞の成熟に伴って Cx43や Panx3といった因子の発現が上昇し、Ca2+応答が亢進されるこ
とで、機械的刺激に対する反応が増強することが明らかとなった(図 6）。これらのことは、骨
化の進行した深部骨組織において、骨代謝能が高められている可能性を示唆している。 
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