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研究成果の概要（和文）：CCN2は軟骨細胞で発現し骨格形成に重要な遺伝子である。本研究では、ヒトCCN2遺伝
子の3'-非翻訳領域 (UTR) を覆うアンチセンス長鎖ノンコーディングRNAであるACURの機能の解明を目指した。
まずACURのヒト細胞での発現は、各種がん細胞だけでなく軟骨細胞様細胞や、膝関節軟骨細胞でも確認できた。
さらにマウス間葉系幹細胞株でもACURが転写され、脂肪細胞への分化に伴いCCN2と同様発現が低下することが分
かった。一方マウス軟骨前駆細胞株では、分化前にはACURの発現は弱く、分化に伴い上昇した。以上の成果は
ACURがCCN2発現を正に制御し、軟骨細胞分化に関与していることを示すものである。

研究成果の概要（英文）：The CCN2 gene is expressed in chondrocytes and plays a critical role in 
mammalian skeletal development.  The aim of this study is to clarify the function of a novel lncRNA 
entitled ACUR that covers the entire 3'-untranslated region of the CCN2 mRNA.  First, we found that 
ACUR was expressed, not only in several types of cancer cells, but also in human chondrocytic cells 
and chondrocytes isolated from knee joints.  ACUR expression was subsequently confirmed in a murine 
mesenchymal stem cell-like cells, which was repressed along with adipogenic differentiation.  
Interestingly, CCN2 mRNA expression was decreased upon adipogenic differentiation as well.  ACUR was
 also detected in murine chondroblastic cells.  However, in contrast, ACUR expression was increased 
during the course of chondrocytic differentiation.  These findings indicate that ACUR is conserved 
between human and murine species and that this lncRNA contributes to chodrocytic differentiation, 
positively regulating the CCN2 gene. 

研究分野： 硬組織生物学

キーワード： CCN2　lncRNA　antisense RNA　gene regulation　skeletal development

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
転写後調節に重要な3'-UTRを覆ってしまうACURはアンチセンスRNAの中でも特殊である。lncRNAの多くは転写因
子やクロマチン制御因子を招いて周囲の転写に影響を与えるが、ACURはこれらとは異なる。つまり本研究は新た
なlncRNAカテゴリーを見出しlncRNAタキソノミーを塗り替えようとする挑戦である。
またアンチセンスRNAの存在が知られる前は、mRNAとアンチセンスRNAの総和を目的mRNA量だと勘違いしていたケ
ースが想定される。そして研究者は遺伝子ノックアウトの際、アンチセンス側に与える影響を十分に考慮してき
ただろうか？本研究は既存の研究成果に再検討の必要性を認識させるものでもある。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 応募者は 30 年以上にわたり分子生物学的研究を続けてきたが、その間正体不明の RNA の存
在を意識せざるを得ない状況にしばしば直面してきた。たとえば組織切片で目的遺伝子の発現
をみるために、アンチセンス RNA をプローブとして in situ hybridization を行なう際、当時セ
ンス RNA を陰性対象として用いていた。ところがこのセンス RNA で強いシグナルが出てしま
うことは少なくなかった。それはまぎれもなく目的遺伝子のアンチセンス RNA であり、応募者
は少なからず興味を覚えたことを記憶している。同様の現象がヒト CCN2 mRNA を標的とした
RNase protection analysis で観察されたのが 2000 年の頃である。陰性対象であるはずの、セ
ンス鎖 CCN2 3'-UTR をプローブとした実験で、転写産物を示す明瞭なバンドがヒト細胞 RNA
中に検出されたのである。なおこのバンドは、塩基配列がヒトとは異なるマウス細胞では検出さ
れない。当時は内在性アンチセンス RNA など話題にもされず、3'-UTR が miRNA の標的を持
つことなども知られていなかったので、応募者は臨床系論文の一部として当該データを発表す
るに留まった。ところが 2017 年に理化学研究所が lncRNA データベース FANTOM-CAT を公
開し、応募者もしばしばアクセスするようになった。そして多くのヒト遺伝子の裏側から、夥し
い種類のアンチセンス RNA が転写されている事実に直面した。mRNA の 3'-UTR の機能に着
目して研究を展開してきた応募者は、それをブロックするアンチセンス RNA の解析の意味に気
づいたのである。 
 
２．研究の目的 
 ヒトゲノムには 30,000 種もの長鎖ノンコーディング RNA (long noncoding RNA: lncRNA)が
転写されており、この数はタンパク質を作るための遺伝子の数を遥かに凌ぐ。さらに、このうち
20,000 種程度には何らかの機能があるとされている。とりわけ mRNA と相補的な lncRNA（ア
ンチセンス lncRNA）の存在は、当該 mRNA 発現制御に関わる可能性、および mRNA に紛れ
て定量されてしまう危険性の両面から充分に認識しておかねばならない。 
 CCN2 は、脊椎動物の骨格を造り上げる内軟骨性骨化をはじめとして、さまざまな組織の発
生・成長過程に重要な分子である。応募者はその研究途上、上記のように CCN2 遺伝子に対し
てもアンチセンス lncRNA が発現していることに気づいたが、それは 2017 年に公開された
FANTOM-CAT にも登録されていた。この RNA は CCN2 の 3'-非翻訳領域(3'-UTR)を過不足な
く覆う、既存のカテゴリーに収まらない特異なアンチセンス lncRNA である。本研究ではこれ
を Anti-CCN2 3'-UTR RNA (ACUR) と名付け、以下を明らかにすることを目的とした。 
 
（１）ACUR の非コード領域封鎖（UTR ブロッカー）機能の検証 
mRNA の 3'-UTR とはコード領域からポリ A テールまでの部分のことであるが、今世紀に入り
この 3'-UTRがmiRNAの標的を数多く含み遺伝子発現制御に重要な役割を演じていることが明
らかになった。まずこの 3'-UTR による制御への ACUR の影響力を検証する。 
 
（２）ACUR の生物学的役割の解析 
非コード領域封鎖機能を確認後、生体内における ACUR の役割の解明に進む。CCN2 の分子機
能を鑑み、骨格形成における役割解明を中心に据える。 
 
（３）ACUR の医学的応用可能性へ向けての検討 
CCN2 は骨格形成だけでなくエネルギー消費、線維化疾患や乳癌の転移に積極的に関与してい
る。ACUR の機能を利用して CCN2 発現を操作し、関連疾患の病態制御を目指す。 
 
３．研究の方法 
（１） 細胞培養 
ヒト軟骨細胞様 HCS-2/8 細胞株、ラット軟骨細胞様 RCS 細胞株、ヒト乳がん由来 MDA-MB231
細胞、およびヒト脛骨から分離した軟骨細胞は 10%ウシ胎児血清 (FBS) を含む Dulbecco's 
modified Eagle's minimum essential medium 中で培養し実験に供した。またマウス間葉系幹細胞様
C3H10T1/2 細胞は 10% FBS を含む modification of Eagle's medium (MEM)で培養し、インスリ
ンとデキサメタゾンを含む分化誘導培地にて脂肪細胞に分化させた。一方マウス軟骨前駆細胞
様 ATDC5 細胞については、5%FBS を含む DMEM と Ham's F12 培地の混合培地にて培養し、イ
ンスリン、トランスフェリンおよび亜セレン酸ナトリウムを含む培地にて軟骨細胞分化を誘導
した。 
 
（２）遺伝子発現解析 
ACUR および Col2a1、Acan などの軟骨細胞マーカー、および Pparg、Cebpa などの脂肪細胞マ
ーカー遺伝子発現の定量評価は、細胞から全 RNA を抽出し、逆転写ののち各 mRNA 特異的増幅
用プライマーを用いた定量リアルタイム PCR 法によって行った。なお ACUR、CCN2 および Ccn2
に関しては、それぞれの RNA 鎖特異的プライマーで逆転写を行い、センス鎖とアンチセンス鎖
を弁別的に定量した。内部標準としては glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase 遺伝子 (Gapdh) 
の発現量を同様に測定し、データの標準化を行った。 
 



（３）レポータージーンアッセイ 
ヒト CCN2 遺伝子 3'-UTR の遺伝子発現抑制機能に対する ACUR の影響を評価するため、3'-UTR
全長を、ホタルルシフェラーゼ遺伝子下流の 3'-UTR 部分に接続したレポータープラスミドを準
備した。併せて ACUR 転写領域をサイトメガロウイルスプロモーター下流に接続し、これを強
発現するためのプラスミドも構築した。これらプラスミドを HCS-2/8 細胞内に DNA トランスフ
ェクション法により導入し、細胞抽出液中のルシフェラーゼ活性を、ACUR を強発現しない場合
と比較定量した。 
 
（４）遺伝子ノックアウト・ノックダウン実験 
RCS 細胞に対して CRISPR/Cas9 システムを用い、２種のガイド RNA を用いて標的遺伝子に欠
損を入れる方法で遺伝子ノックダウンを行った。また HCS-2/8 細胞におけるアンチセンス RNA
特異的ノックダウン（サイレンシング）のための、ギャップを含む修飾 RNA 複合体の設計に着
手した。 
 
（５）In silico 解析 
軟骨細胞、骨芽細胞、間葉系幹細胞の RNA シークエンシングデータ、および C2C12 細胞の H3ac 
histone ChIP シークエンシングデータは ENCODE ポータルサイト(http://www.encodeproject.org) 
からダウンロードし、University of California Santa Cruz ゲノムブラウザ (http://genome.ucsc.edu)に
て解析した。 
 
４．研究成果 
（１）ACUR が CCN2 3'-UTR による転写後遺伝子発現抑制機能に与える影響 
CCN2 3'-UTR が転写後段階で遺伝子発現を抑制することは、応募者が初めて明らかにした事実
であり (Kubota et al. Oncogene 2000)、その後の研究でこの 3'-UTR には多数の転写後抑制エレメ
ントが含まれることが明らかにされている。したがってまず ACUR が、3'-UTR と相補的に結合
してその転写後遺伝子発現機能を封じ込めるか否かを、レポータージーンアッセイで検討した。 
すなわちヒト CCN2 3`-UTR をホタルルシフェラーゼ遺伝子 3'-UTR として組み込んだレポータ
ープラスミドと、ACUR を強発現するプラスミドまたはその母体となったプラスミド（陰性対
照）とを HCS-2/8 細胞に導入し、ルシフェラーゼ遺伝子発現を比較検討した。その結果、ルシフ
ェラーゼ産生量に両者の間で差はみられなかった。以上より ACUR は、プラスミドから出力さ
れた CCN2 3’-UTR を持つ mRNA には有効に作用しないと考えられる。したがって別遺伝子で報
告されているように、ACUR が標的遺伝子（この場合 CCN2）のエピジェネティック制御に関わ
っている可能性も考慮しつつ、今後は解析を進めて行く必要がある。 
 
（２）各種ヒト細胞における ACUR 発現の確認と CCN2 発現量との連関 
通常アンチセンス RNA はセンス RNA の発現を抑制することが知られているため、センス RNA
である CCN2 mRNA と ACUR の発現量には負の相関を予測することもまた自然な考えである。
これを確認するためにヒト乳がん細胞株とヒト脛骨関節より分離した軟骨細胞間で、この２つ
の RNA の発現量を定量評価したところ、この常識に反してどちらの RNA の発現もヒト関節軟
骨細胞において高いことが明らかになった。したがって研究開始以前の予備実験データと併せ
て考えても、ACUR と CCN2 mRNA の発現量には正の相関があるという結論を得た。 
 
（３）マウス細胞株における ACUR 発現の確認と脂肪細胞・軟骨細胞分化における発現変動 
LncRNA には種間で保存されていないものも多いので、マウスを用いた研究を念頭において
ACUR がマウス細胞にも存在するかを、間葉系幹細胞株 C3H10T1/2 と、軟骨前駆細胞株 ATDC5
において確認した。その結果 ACUR オルソログはどちらの細胞にも発現していることが確認で
きた。続いて C3H10T1/2 細胞が脂肪細胞へ分化する過程、および ATDC5 細胞が軟骨細胞に分化 
する過程において、ACUR 発現がどのように変
動 す るか を解 析し た。 分 化誘 導に よ り
C3H10T1/2 細胞は脂肪細胞マーカーである
Pparg、Cebpa を強く発現するようになったが、
CCN2 と ACUR の発現は逆に大きく減少した。
また ATDC5 細胞の軟骨細胞への分化が進むに
従って、ACUR の発現は軟骨細胞マーカーであ
る Col2a1、Acan と同様に上昇した。以上の結果
を図１にまとめて示す。これら所見から ACUR
は軟骨細胞分化と脂肪細胞分化の両方に関わっ
ている可能性を強く示している。さらにどちら
の分化過程においても CCN2 と同傾向の変動を
見せたという事実は、（２）で得られた結果と 
ともに ACUR が通常のアンチセンス RNA とは異なり、CCN2 遺伝子発現を正の方向に制御して
いる可能性を改めて示唆している。 
 

図 1：ACUR と CCN2 mRNA の間葉系細胞分化
過程における発現変動 



（４）ヒトとマウスにおける新たな ACUR 関連 lncRNA の解析 
ENCODE ポータルサイトで公開されている RNA sequencing data を解析することにより、ACUR
がヒト骨芽細胞、軟骨細胞において発現している一方、間葉系幹細胞ではほとんどその発現が 

見られないことを見出した。これはACUR
が骨格形成に重要な役割を果たしている
ことを裏付ける事実として重要である。
さらにヒトもう一つ、CCN2 遺伝子座に
ACUR 以外に CCN2 mRNA 5'末端領域と
重なる形で別のアンチセンス lncRNA が
転写されていることが判った（図２）。同
様の lncRNA はマウスにも存在するため、
マウスの当該 lncRNA に対して特異的プ
ライマーを設計し、C3H10T1/2 細胞での
発現を評価したが、発現は検知されなか
った。この RNA は ACUR とは逆にヒト間
葉系幹細胞でみられ、やはり CCN2 mRNA
との相互作用が疑われる。 

 
（５）ACUR 特異的遺伝子ノックアウト、ノックダウン方法の検討 
ACUR の機能を解析するためには、CCN2 遺伝子に影響を及ぼすことなく遺伝子ノックアウト、
あるいはノックダウンを行う必要があるが、これには特別な工夫が必要である。ノックアウトす
る場合の標的は、CCN2 mRNA の転写装置ならびに転写領域外に限られる。そこで CCN2 遺伝子
下流（つまり ACUR 遺伝子上流）に ACUR 特異的プロモーターを検索し、そこを標的とするこ
とにした。そのため ENCODE ポータルサイトで公開されているデータの中から、ACUR の発現
が確認できている C2C12 細胞の histone chromatin immuno-precipitation data を抽出し解析を行な
った。図３に示すように、CCN2 遺伝子座の ACUR 転写領域の直上流に、アセチル化ヒストンの
集積する、つまりクロマチンが開放されている部分を見出し、そこを標的領域と定めた。並行し
て CRISPR-Cas9 システムによる 
遺伝子破壊の予
備実験として、
RCS 細 胞 の
angiotensin II 
type 1 receptor 遺
伝子に２本のガ
イド RNA を作
用させて欠損 
させることに成功し、本実験の条件が定まった。また CCN2 mRNA には作用せず、ACUR だけ
をノックダウンするためのギャップを含む修飾 RNA 複合体の作製に着手した。しかしこれらを
使った本実験は、研究計画期間以降に持ち越されることとなった。 
 

図３：マウス ACUR 遺伝子のプロモーターと推定される領域 

図２：新たに見つかった CCN2（図中では CTGF）のアンチ
センス RNA ２つのエキソンからなり１番目のエキソ
ンが CCN2 mRNA と重なっており、２番目のエキソン
ははるか下流（右方向）に存在する 
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