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研究成果の概要（和文）：CCN ファミリータンパク質が、オーケストラの指揮者（コンダクタ

ー）が様々の楽器を駆使してシンフォニーを奏でるが如く、「細胞外シグナルをハーモナイズさ

せるコンダクター」というべき新概念のタンパク質群であることを証明し、従来の細胞外シグ

ナルネットワーク研究の刷新に繋がる成果を挙げた。また、同タンパク質の「調和ある組織再

生」への応用と「異常発現で誘発される疾患の治療」へ向けての基礎データの集積という医学

的応用に結びつく成果を挙げた。 
 
研究成果の概要（英文）：We have established a novel concept that CCN family proteins should 
be considered a newly classified signaling molecules that comprehensively regulate 
extracellular signals, and thus should be entitled “Signal Conductors.”  Moreover, we 
have accumulated basic data for application of CCN proteins toward harmonized 
regenerative medicine and for therapeutics of diseases with their abnormal upregulation, 
leading to their medical applications. 
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１．研究開始当初の背景 
CCN ファミリーは、Cystein-rich 61 

(Cyr61:CCN1), Connective tissue growth 
factor (CTGF:CCN2), Nephroblastoma 
Overexpressed (Nov:CCN3)の 3 つの頭文字をと
って命名された現在 6 種からなる、特徴的な 4
つのモジュール構造を有するタンパク質ファミ
リーである。その“調和ある再生作用”や“組

織をチューニングする作用”は各モジュー
ルに成長因子、細胞外マトリックス並びに
マトリックス分解酵素が結合することに
よるものと推察されていたが、その分子基
盤の解明が待たれていた。 
 

２．研究の目的 
CCN ファミリータンパク質が細胞外で交
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錯する種々のシグナルのオン・オフや強弱を制
御することにより、その生物学的作用を発揮す
るシグナルコンダクターという新概念の分子で
あることを CCN2 を中心にファミリー全体を包
括的に捉えて証明する。ついで、その成果を、
再生医療へ向けての応用と、CCN タンパク質発
現異常による疾患の治療薬開発のための基礎を
築くべく展開する。 

 
３．研究の方法 
CCN タンパク質結合分子を、タンパク質アレイ、
Phage display system, Yeast two-hybrid 
system により、網羅的解析した後、表面プラズ
モン共鳴法によりカイネティックス解析した。
CCN タンパク質とその関連分子の発現と機能を、
遺伝子レベル、タンパク質レベル、細胞レベル、
さらに個体レベルで調べた。 
 
４．研究成果 
以下に研究目的の各サブテーマ毎に記載する。 
１）CCN ファミリータンパク質のシグナルコンダクタ
ーとしての作用とその分子基盤 

① CCN2による細胞外のシグナル伝達調節関連
分子情報の総合解析とその検証 

・タンパク質アレイ、Phage display system、Yeast 
two-hybrid systemによる、網羅的解析結果からは
多数CCN2と相互作用するタンパク質候補が得
られた。そこでまずは骨・軟骨組織において
CCN2が指揮するシグナルネットワークの解明
を目指し、候補タンパク質を絞り込んで、それ
らを分子ネットワークの中に位置づける作業に
入った。具体的にはまずアグリカン、マトリリ
ン-3、BMP-2、FGFリガンドの一種がCCN2に強
く結合することを固相結合法にて確認した。ま
た、BMP-2ならびにFGFリガンドについては、
すでに表面プラズモン共鳴法によるカイネティ
クス解析を実施し、解離定数などのパラメータ
を決定した。さらに、タンパク質アレイで結合
が示されたEphA4、FGF受容体2および3、Phage 
displayで結合の可能性が認められたRANK、
MHC II型などを、表面プラズモン共鳴法 (SPR) 
によって定量的かつ動的に解析した結果、
RANK、FGFR2およびFGFR3とCCN2の強い直接
結合が確認され、解離定数が弾き出せた. 
・また、RANK と CCN2 の結合を osteoprotegerin 
(OPG)が阻害すること、CCN2 は RANK よりも
OPG とより強い結合を示すことを見いだした。 
・さらに、上記手法を Nov/CCN3 にまで拡大適
用し解析を進めたところ、意外にも CCN2 との
結合を示すデータが得られた。 
② 上記の如く、ヒト軟骨様細胞株 HCS-2/8 由
来 cDNA ラ イ ブ ラ リ ー を 用 い た Yeast 
Two-Hybrid アッセイにより CCN2/CTGF 結合因
子を単離したところ、軟骨特異的細胞外マトリ
ックス、マトリリン 3 およびアグリカンを同定
した。なお、アグリカンについては Yeast 
two-hybrid スクリーニングで、CCN2 の N-末

IGFBP と VWC モジュールがアグリカンの
G3 ドメインに結合することを解明した。
また、リコンビナント IGFBP-VWC ペプチ
ドがリコンビナント TSP-CT ペプチドに比
べ強力に培養軟骨細胞によるアグリカン
の産生を促進することを見いだした。これ
らの結果は軟骨組織においてCCN2はアグ
リカンに結合して蓄積され、その CCN2 が
さらにアグリカンの合成を促進して、軟骨
の機能維持に働いていることを示してい
る (文献 22) 。 
③ また、同様の手法で、CCN2 がその C
末とVWCモジュールを介してBMP-2と結
合することを見いだした。そこで、BMP-2
とCCN2を混合して軟骨細胞に作用させる
と、両者の増殖促進効果は抑制され、プロ
テオグリカン合成など分化促進効果は逆
に相加的に増加した。即ち、内軟骨性骨化
における軟骨細胞の分化過程で、CCN2 は
BMP-2 と結合してその作用を修飾してい
ることが明らかとなった (文献 20) 。 
④ In situ hybridization および免疫組織学的
手法を用いて、CCN2 が二次骨化中心の形
成にも重要な役割を果たしていることを
明らかにした（文献 41）。 
⑤ CCN2 遺伝子ノックアウトマウスを用
いて、CCN2 が骨芽細胞分化と膜性骨化に
も重要な働きをしていることを明らかに
した(文献 27) 。 
⑥ CCN4/WISP1 のスプライシングバリア
ントが成長板軟骨細胞分化の最終分化段
階で高発現していることを見いだし、石灰
化に関与することを示唆した (文献 35) 。 
⑦ CCN2 が低酸素下で軟骨細胞において
Hif-1αを介して VEGF の発現を制御してい
ることを明らかにした（文献 18）。 
⑧ CCN2 が破骨細胞前駆細胞の dendric 
cell-specific transmembrane protein 
(DC-STAMP)の発現を促進し、自身が産生
促進した DC-STAMP に相互作用すること
によって、破骨細胞分化を促進することを
明らかにした（文献 3）。 
⑨ II 型コラーゲンプロモーターを用いて
軟骨組織特異的にCCN2を過剰発現するト
ランスジェニックマウスを作成した。同マ
ウスは内軟骨性骨化の亢進の結果、長管骨
が伸長し、体長も伸長したが、特に異常は
見られず、調和ある伸長であった。（13 
World Congress on Advances in Oncology and 
11th International Symposium on Molecular 
Medicine、Creta, 2008 招待講演にて発表。
第50回歯科基礎医学会、2008にて発表し、
優秀ポスター賞受賞）。 
⑩上記、トランスジェニックマウスを老齢
化するまで飼育して、その関節軟骨を観察
すると、正常マウスでは老齢化により約半
数に発症する変形性関節症の症状が全く



 

 

見られなかった（ IBMS & ANZBMS 2009. 
Sydney, 2009 にて発表。日本骨代謝学会 IBMS
トラベルアワード受賞。第 27 回日本骨代謝学会、
2009 にて発表し、優秀ポスター賞受賞）。 
⑪分化しつつある Megakaryocytes から分泌され
る未知の液性因子により、軟骨細胞からの
CCN2 の分泌が促進され、その CCN2 が血小板
に取り込まれることを見いだした（文献 12）。 
⑫関節軟骨細胞と成長板軟骨細胞の両方に分化
可能な幼弱骨端軟骨細胞を用い、CCN3 が関節
軟骨細胞への分化の振り分けに重要であること
を明らかにした（文献 6, 10） 
⑬ CCN2 の c-末端モジュールが FGF2 に結合す
ることにより、FGF2 により誘導される軟骨細
胞の増殖と同細胞による MMP9 および 13 の産
生が阻害されることを見いだした（文献 11） 
⑭ CCN2 が LRP-1 により軟骨内をトランスサ
イトーシスされることを見いだした（文献 1） 
２）全 CCN ファミリーメンバーの発現と作用につい
て  
① 内軟骨性骨化における軟骨細胞の増殖・分化
過程での全 CCN ファミリーメンバーの局在を
免疫染色で調べると CCN1,2,3 および６は増殖
層から前肥大層に、CCN4 と 5 は肥大層全域に
分布していた。また、マウス軟骨芽細胞初代培
養を用いた増殖・分化系で mRNA レベルの変動
を調べると、ccn3 がメンバー中最も早く、アグ
リカン mRNA と同時期にピークに達した。次い
で、ccn1,2,6 mRNA がピークに達し、ccn4,5 は
培養を続け、細胞が肥大化しても上昇を続けた。
軟骨細胞培養系に各々の CCN タンパク質を添
加したところ、その増殖は CCN1,2,6 で亢進し、
特にその作用は CCN2 が強かった。一方、CCN3
は逆に増殖を阻害した。CCN4,5 は効果を示さ
なかった。軟骨細胞の成熟、石灰化は CCN1,2,5
で促進され、その効果は CCN2 が最も強かった、
一方、CCN3 では成熟、石灰化は強力に抑制さ
れた。さらに、CCN2 遺伝子ノックアウト（KO）
マウスにおける他の CCN ファミリーメンバー
の動態を組織学的ならびに細胞生物学的に解析
したところ、特に CCN3 が軟骨組織で upregulate
していた。この結果と CCN2 と CCN3 が強力か
つ逆の作用があることから、両者の関係を調べ
ると、お互いがお互いを抑制することにより、
軟骨細胞分化を制御していることが明らかにな
った（文献 28）。 
② 骨組織における全 CCN ファミリーメンバ
ーの局在を調べたところ、CCN1 および 2 は骨
芽細胞と浅層の骨細胞（young osteocytes）にみ
られ、CCN3 は骨芽細胞に認められるが骨細胞
にはみられなかった。CCN4 および 5 は骨芽細
胞から深層の骨細胞に分布していた。骨芽細胞
の分化培養系でも、初期には CCN3 遺伝子が発
現し、それに引き続いて CCN1 および２が発現
し、さらに石灰化期に CCN4 および５の発現が
上昇した。CCN6 の発現は極めて低く、また、
培養の時期によって変化はなかった。また、各

CCN タンパク質の骨芽細胞の増殖に対す
る影響を調べると CCN1,2 および 4 は増殖
促進効果を示し、CCN3 は増殖阻害効果を
示した。さらに、骨芽細胞の成熟（ALP
活性、I 型コラーゲン mRNA 発現）に対す
る CCN ファミリーメンバーの影響を調べ
ると、CCN1,2,3および 4で促進され、CCN3
で遅延し CCN6 は影響を示さなかった。ま
た、オステオカルシンの発現に関しては、
CCN2 および 4 で促進効果がみられ、他の
メンバーでは著変がなく、石灰化に関して
は、CCN2 および 4 で促進効果がみられ、
CCN1,4 および６では影響がなく、CCN3
で阻害された。これらの結果は、すでに報
告した通り、CCN2 はオートクリン／パラ
クリン的に骨芽細胞を増殖から young 
osteocytes にまで分化させる作用を、CCN4
も同様な作用を有すること、CCN1 は骨芽
細胞の増殖と成熟までを促進すること、
CCN３は骨芽細胞の増殖、分化をその初期
の段階で抑制することを示している。（文
献 9） 
 なお、上記の如く、CCN3 が CCN2 と相
反する作用を有することは軟骨細胞でも
みられ、この点に関して一方で１）-①で
記載したように CCN2 と CCN3 が結合す
ることを見いだしており、興味深い。 
３）遺伝子発現制御機構に関する研究 
① CCN2 の遺伝子発現を制御する転写因
子を遺伝子クローニングしたところ、マト
リックスメタロプロテアーゼ（MMP）-3
であるという意外な事実を見いだした（文
献 24）。 
② CCN2 の mRNA の 3'-UTR の poly A tail
近くに転写後制御に重要な働きをする
cis-element が存在し、この element に結合
してｍRNA を不安定化させる 40-KDaのタ
ンパクが、軟骨細胞の肥大化期には減少す
ることを示してきたが、このタンパクを精
製し、構造決定したところヌクレオホスミ
ンであることが明らかになった(文献 32) 。 
③ グリセロアルデヒド 3-リン酸が CCN2
の mRNA の 3'-UTR の cis-acting element of 
structure-anchared repression に結合し、
CCN2 の発現を抑制することを明らかにし
た（文献 2）。 
④ マイクロ RNA18a が軟骨細胞の CCN2 
mRNA レベルを低下させることにより、軟
骨分化マーカーの発現を低下させること
を見いだした（文献 21）。 
⑤ CCN2同様に、CCN1のmRNAの3’-UTR
に CCN1mRNA の不安定化配列があること
が判明した。また、CCN4 の mRNA の
3’-UTR にも mRNA の不安定化配列がある
ことも明らかになりつつあり、この mRNA
の 3’-非翻訳領域(3’-UTR)を介する新たな
遺伝子発現レベル調節機構はこのファミ



 

 

リーに共通のものと考えられる。 
４）“調和ある再生”医療への応用へ向けての基礎
並びにトランスレーショナル研究 
① CCN2 が耳介軟骨の特徴を維持したまま同
軟骨の“調和ある再生”に重要な働きをするこ
とを明らかにした（文献 26）。 
② CCN2 をゼラチンハイドロゲルとともに実
験的骨欠損動物モデルに投与すると骨の再生が
認められた（文献 31）。 
③ CCN2 はヒト骨髄間葉系幹細胞および歯髄
間葉系未分化細胞のハイドロキシアパタイトへ
の接着を強力に促進し、そのことにより骨再生
を促進することを見いだした (文献 23, 36)。 
④ 適度なメカニカルストレスが軟骨細胞およ
び前十時靱帯由来細胞おいて CCN2 の発現を誘
導することを見いだし、軟骨および靱帯の再生
におけるメカニカルストレスの重要性を示唆し
た（文献 7, 29）。 
５） CCN ファミリータンパクの異常発現（ミスコンダ
クト）と線維症等病態との関連 
① brain natriuretic peptide に対する CTGF/CCN2
の比の増加が心筋線維症の指標となることを明
らかにした（文献 37）。 また、CCN2 が心不全
の新しいバイオマーカーになることを見いだし
た (文献 25)。 
② CCN2 が筋ジストロフィーの際に発現亢進
することを見いだした（文献 30）。 
③ ニコチンが歯肉線維芽細胞および歯根膜細胞
のCTGF/CCN2とＩ型コラーゲンの産生を促進す
ることを見いだし、喫煙による歯周線維症の発症
にCTGF/CCN2を介するコラーゲン合成の亢進が
関与していることを示唆した (文献13) 。 
④ p53の発現増加が肝細胞によるCCN2/CTGFの
合成を促進し、肝線維化を惹起することを明らか
にした（文献8） 
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