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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は、CCN2の発現調節を介した内軟骨性骨化における肥大軟骨細胞の新た
な細胞死誘導メカニズムを解明することであった。軟骨細胞におけるCCN2の発現は、低濃度の過酸化水素処理で
は亢進したが、高濃度では低下した。軟骨細胞においてCCN2の発現を抑制するとアポトーシスが誘導されたが、
誘導されたアポトーシスはROS阻害剤により抑制された。これらの成果から、軟骨細胞の分化の進行に伴って細
胞内ROSレベルが上昇するとともにCCN2の発現も上昇するが、分化終末期には細胞内ROSレベルがさらに上昇して
逆にCCN2の発現が低下し、肥大軟骨細胞のROS介在性アポトーシスが誘導される可能性が推測された。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study was to investigate a novel mechanism that leads to the
 death of hypertrophic chondrocytes in endochondral ossification through the regulation of CCN2 
expression. We found that CCN2 expression was up-regulated in low-concentration H2O2-treated 
chondrocytes but was down-regulated in high-concentration H2O2-treated ones. CCN2-silencing in 
chondrocytes induced apoptosis, and the induction of apoptosis was suppressed by a ROS inhibitor. 
These results suggest that CCN2 expression may be up-regulated by intracellular ROS rising during 
chondrocyte differentiation but finally down-regulated and thereby hypertrophic chondrocytes lead to
 ROS-mediated apoptosis.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
学術的意義：本研究により、内軟骨性骨化の最終段階―肥大軟骨細胞の細胞死誘導メカニズムの一端を解明する
成果が生み出された。
社会的意義：本研究により、骨・軟骨形成に異常をきたす疾病の原因・病態究明、治療法開発につながる成果が
生み出された。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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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。内軟骨性骨化過程において、軟骨細胞は増殖、分化し、成熟して肥大軟骨細胞になり、
最終的に細胞死へと導かれる。この肥大軟骨細
胞の細胞死については、諸説あるが不明な点が
多い。 

研究代表者らのグループは、肥大軟骨細胞か
ら多く産生される Cellular communication 

network factor 2 (CCN2)が、内軟骨性骨化の増
殖・分化・肥大化・石灰化等あらゆるステージ
において促進的に働く因子であることを明らか
にしている（図 1）。一方で、CCN2 が軟骨細胞
のアポトーシスを抑制することも報告している
が、そのメカニズムは未解明のままである。 

軟骨細胞の分化が進行するとともに細胞内の
活性酸素種 reactive oxygen species (ROS)レベ
ルが上昇し、増加した ROS が肥大軟骨細胞の
アポトーシスを誘導するとの報告がある。研究代表者は、軟骨細胞において CCN2 が活性酸素
分解酵素 superoxide dismutase 2 (SOD2)の発現を正に制御することを見出した。この興味深い
知見から、CCN2が SOD2 の発現制御を介して、軟骨細胞内の ROSレベルを制御する可能性が
推測された。一方で研究代表者らのグループは、軟骨細胞の分化終末期には CCN2 の発現が低
下することを明らかにしている。そのため、軟骨細胞の分化終末期には CCN2の発現が低下し、
“CCN2による SOD2の発現制御を介した細胞内 ROSレベルの制御”が破綻することで、細胞
内 ROSレベルが上昇して肥大軟骨細胞のアポトーシスが誘導される可能性も推察された。 

 

２．研究の目的 

＜大目的＞ 

内軟骨性骨化における肥大軟骨細胞の細胞死誘導メカニズムを解明すること 

＜小目的＞ 

大目的を達成するため、下記(1), (2)を解明すること 

(1) CCN2による SOD2の発現制御を介した軟骨細胞内の ROSレベルの制御メカニズム 

(2) (1)の破綻がもたらす肥大軟骨細胞の細胞死誘導メカニズム 

 

３．研究の方法 

(1) 内軟骨性骨化過程における CCN2 と SOD2 の発現・局在 

① 野生型マウスの成長板軟骨組織における CCN2と SOD2の局在を免疫組織学的染色
法により解析した。 

② マウス軟骨前駆細胞株 ATDC5の軟骨分化誘導培養系における CCN2と SOD2の発
現を real-time RT PCR 法により解析した。 

 

(2) 軟骨細胞における酸化ストレスが CCN2の発現に及ぼす影響 

① ヒト軟骨細胞様細胞株 HCS-2/8 に 0.1, 0.5 mM 過酸化水素を添加して 1 時間培養
し、培地交換後 12, 24時間でCCN2の発現を real-time RT PCR法により解析した。 

② ラット軟骨細胞様細胞株 RCS に 0.1, 0.4 mM 過酸化水素を添加して 2 時間培養し、
培地交換後 24時間で CCN2の発現を real-time RT PCR 法により解析した。 

 

(3) 軟骨細胞における CCN2の発現低下が ROS 介在性アポトーシスに及ぼす影響 

① HCS-2/8 において、siRNA を用いて CCN2 をノックダウンし、Annexin V アポト
ーシス検出キットを用いて染色し、FACS 法により解析した。 

② HCS-2/8において、CCN2 をノックダウンした後、ROS阻害剤 N-acetyl-L-cysteine 

(NAC)を添加し、①と同様の手法により解析した。 

 
４．研究成果 

(1) 内軟骨性骨化過程における CCN2 と SOD2 の発現・局在 

① 野生型マウスの成長板軟骨組織において、SOD2 は CCN2 と同様に肥大軟骨細胞層
に局在した。 

② ATDC5 の軟骨分化誘導培養系において、CCN2の発現は分化の進行に伴って上昇し
たが、SOD2の発現に大きな変動は認められなかった。 

 



(2) 軟骨細胞における酸化ストレスが CCN2の発現に及ぼす影響 

① HCS-2/8 に 0.1 mM 過酸化水素を添加した場合、CCN2 の発現は培地交換後 12 時
間で亢進し、24 時間で低下した。0.5 mM 過酸化水素添加群では、培地交換後の時
間依存的に CCN2の発現は低下した。 

② RCSにおける CCN2 の発現は、0.1 mM過酸化水素添加群では亢進し、0.4 mM過
酸化水素添加群では低下した。 

 

(3) 軟骨細胞における CCN2の発現低下が ROS 介在性アポトーシスに及ぼす影響 

① HCS-2/8において、CCN2 をノックダウンすると、Annexin V 陽性／ヨウ化プロピ
ジウム陰性細胞が増加（アポトーシスが亢進）した。 

② HCS-2/8において、CCN2 をノックダウンした後、ROS阻害剤 NAC を添加すると、
コントロール siRNA 導入／NAC 非添加群と同等のレベルまでアポトーシスが抑制
された。 

 
以上の成果から、軟骨細胞の分化の進行に伴って細胞内 ROS レベルが上昇するとともに

CCN2 の発現も上昇するが、分化終末期には細胞内 ROS レベルがさらに上昇して逆に CCN2

の発現が低下し、肥大軟骨細胞の ROS 介在性アポトーシスが誘導される可能性が推測された。 
本研究から得られた成果は、国内外で初めて、研究代表者が独自に見出したものである。内

軟骨性骨化の最終段階―肥大軟骨細胞の細胞死については、諸説あるが不明な点が多いため、
本研究の成果は非常に興味深く、インパクトの強いものである。また、未だにほとんど解明さ
れていない、軟骨から骨への転化段階の調節メカニズムを解明する新たな糸口ともなり得ると
考えられる。 
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