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研究成果の概要（和文）： 
CCN3/NOVは CCNファミリーに属するタンパクである。培養血管平滑筋細胞(SMC)を用いた

検討から、CCN3 は TGF-�非依存性に Notch 経路を介して SMC の増殖抑制作用を有するこ

と、並びに SMC 遊走抑制作用も有することを明らかにした。CCN3ノックアウトマウスを作

成し、内皮障害後の内膜肥厚を観察した所、野生型に比してノックアウトマウスで約 6倍の増

強を示した。CCN3は SMC増殖、遊走抑制作用を通じて内膜肥厚を抑制すると考えられた。  
 
研究成果の概要（英文）： 
CCN3 belongs to CCN family, which constitutes multifunctional secreted proteins that act 
as matricellular regulators. CCN3 suppressed the rat smooth muscle cells (VSMC) 
migration as well as proliferation induced by fetal bovine serum. CCN3 knockout mice were 
created and the neointimal hyperplasia induced by photochemically-induced thrombosis, 
were investigated. Histopathological evaluation of the arteries 21 days after the 
endothelial injury revealed a 6-fold enhancement of neointimal thickening in the null mice 
compared with the wild-type. Our findings indicate the involvement of CCN3 in vascular 
homeostasis, especially upon injury, and the potential usefulness of this molecule in the 
modulation of atherosclerotic vascular disease. 
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１．研究開始当初の背景 

生活習慣病に合併する動脈硬化など血管障

害の成因とその根本的治療法は未だ開発さ

れていない。本研究は CCN3/NOV という分子

に着目して動脈硬化症発症メカニズムの解
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明を目指した。 CCN3 は、 Cyr61/CCN1 、

CTGF/CCN2 、 Wnt-1-induced secreted 

protein-1,2,3（CCN4,5,6）とともに CCN フ

ァミリーを形成する分泌型蛋白である。神経

芽 細 胞 腫 に 高 発 現 す る こ と か ら 、

Neuroblastoma-OVerexpressed（NOV）とも呼

ばれている。CCN 分子は、細胞増殖、遊走、

接着、そして分化に重要な役割を担うことが

示唆されているが CCN3 の動脈硬化巣形成に

関する役割は未解明である。これまで申請者

は、主に細胞の増殖制御の観点から、血管障

害の病態解明に取り組んできた。特に SMC に

対する強力な増殖因子である PDGF のシグナ

ル伝達機構の解明に従事し、近年では代表的

な増殖抑制因子である TGF-βの主要シグナル

分子である Smad3 のノックアウト（KO）マウ

スを用い、内因性の TGF-β/Smad3 経路が内皮

傷害後の内膜肥厚病変および高脂血症によ

る粥状動脈硬化病変の抑制に働くことを示

した。この過程において、血管壁には TGF-β

以外の増殖抑制因子が存在し、病変の形成に

寄与することを予測し、その候補として CCN3

に遭遇した次第である。 

 
２．研究の目的 

本研究課題では、血管平滑筋細胞（以下 SMC）

に対する新規の増殖抑制因子 CCN3/NOV の生

物学的機能を解明することを目的とした。 

３．研究の方法 

１)  KO マウスを用い、内皮傷害時の内膜肥

厚（SMC 増殖・遊走反応）における CCN3 の作

用を検討する。 

２） 培養 SMC に対する CCN3 の増殖抑制効果

を担う細胞内シグナルを、特に TGF-βシグナ

ルとの対比から、明らかにする。 

３) 培養 SMC の遊走・炎症性遺伝子発現に対

する CCN3 の役割を明らかにする。 

４） 血管壁における CCN3 の発現を制御する

因子とその性質について明らかにする。 

５） CCN3 に対する特異抗体を作成し、ELISA

を確立、ヒト（健常者および冠動脈疾患・脳

梗塞などの血管病患者）血液中の CCN3 濃度

と血管病との関連を明らかにする。 

４．研究成果 

最初に CCN3 のマウス大動脈血管壁における

発現を免疫組織染色法で検討したところ、

CCN3 タンパクは血管内皮細胞には発現せず、

血管壁中膜平滑筋細胞に発現していること

を明らかにした (図 1)。 

図1 マウス大動脈血管壁におけるCCN3の発

現 様 式 Hoechst 33342: 核 ASMA: alpha 

smooth muscle actin: 中 膜 平 滑 筋 細 胞 

PECAM: platelet endothelial cell adhesion 

molecule : 内皮細胞 

 

続いて、CCN3 の SMC に対する生物学的作用に

関して検討を開始した。先に述べたように、

動脈硬化病変の形成には SMC の増殖、遊走が

重要なことや、既に CCN3 が他の細胞種にお

いて増殖抑制作用が報告されていることよ

り、CCN3 の SMC 増殖抑制作用に関して検討を

開始した。その結果、CCN3 リコンビナントタ

ンパク (rCCN3)を SMCに添加し培養すること

により、有意に細胞数の増加を減少させるこ

とや、BrdU の取り込みを指標に細胞増殖能を

検討した所、rCCN3 添加によって濃度依存性

に最大約 40%、血清添加や血小板由来増殖因

子 (PDGF)添加による BrdUの取り込みを抑制

することを明らかにした (図 2)。 

 
 



 
図 2 CCN3 の SMC 細胞増殖に与える影響 

 

この時に用いた rCCN3 濃度は 10～100ng/ml

であり、これまでに報告にある ELISA 法で測

定されたヒト血中 CCN3 濃度の測定範囲内で

あることより、CCN3 が生理学的な濃度の範囲

で SMCの細胞増殖抑制作用を有することが明

らかとなった。さらに筆者らは血清添加によ

る SMC 遊走能に CCN3 が与える影響をボイデ

ンチャンバー法で検討したところ、rCCN3 は

血清添加による SMC遊走を濃度依存性に最大

約 70%抑制することも明らかにした。 

 

CCN3 の SMC 細胞増殖抑制機序に関して 

続いて、著者らは CCN3 の SMC 増殖抑制作用

機序に関して検討を開始した。細胞増殖抑制

作用を持つ物質として Transforming growth 

factor beta (TGF-β)があり、TGF- βは最終的

に p21 に代表される Cycline-dependent 

kinase inhibitor (CDKI) を活性化すること

で細胞周期が抑制され、細胞増殖を抑制する

ことが知られている。そこで CCN3 の CDKI 

mRNA 発現に対する影響を RT-PCR 法を用いて

検討した。その結果、rCCN3 は TGF- β同様に

添加 12 時間において CDKI である p21、p15

の発現を増加させた。しかしながら、時間経

過を追った所、CCN3 は添加後 12 時間で p21 

mRNA 発現増加のピークをむかえるのに対し

て、TGF- β添加では24時間以降にp21 mRNA 発

現増加のピークをむかえることより、CCN3 が

TGF- βとは別のシグナル経路を介して SMC 細

胞増殖抑制作用を発揮することが示唆され

た。そこで CCN3 が TGF- β非依存性に SMC 細

胞増殖抑制作用を有するか否かを検討する

目的でTGF- β中和抗体を用いた実験を行った。

その結果、1ng/ml の TGF- βは 100ng/ml の

rCCN3 とほぼ同等の SMC 増殖抑制作用を持つ

が、その効果は TGF- β中和抗体添加により完

全に解除された一方で、rCCN3 の増殖抑制作

用はTGF- β中和抗体添加によって解除されな

かった（図 3）。さらに、rCCN3 添加によって

SMC における TGF- βの細胞内シグナル分子で

ある Smad2 のリン酸化は促進されず、TGF- β

の mRNA 発現や転写調節部位に TGF- β反応領

域を持つplasminogen activator inhibitor 1

の転写活性を上昇させないことから CCN3 の

増殖抑制作用へのTGF- βの関与は否定的であ

った。 

 
図 3 CCN3 の SMC 増殖抑制作用に対する
TGF-βの関与に関する検討 
 
CCN3 と Notch 経路 

近年、Katsuki ら [1]によって、CCN3 がその

CT ドメインを介して Notch 受容体と結合し、

その細胞内経路を介して p21の発現上昇をも

らして細胞周期を抑制することが報告され

た。彼らの実験は軟骨細胞である Kusa-1 を

用いた検討であった為、著者らは SMC におい

ても同様の結果が観察されるか否かを検討

した。Notch 経路は Jagged1 等のリガンドが

Notch1 受容体に結合すると γ-secretase の

働きにより Notch1 の細胞内ドメインである



Intracellular domain of Notch1 (ICN1)が

形質膜より切り離され、ICN1 が核内移行しエ

フェクターと結合し、目的遺伝子を活性化す

ることが知られている。そこで著者らは、

rCCN3添加によるICN1の発現を免疫組織染色

法で観察した。その結果、SMC において CCN3

添加後 30 分で ICN1 の発現増加を認めた。し

かしながら、TGF- β添加後 30 分では、ほん

の僅かな ICN1の発現を認めただけであった。

さらに Notch シグナルをブロックするため

にγ-secretase inihibitor を加えることによ

り rCCN3 添加による p21 mRNA 発現上昇が部

分的に抑制されることも明らかにした。これ

らの検討により、少なくとも CCN3 添加後比

較的早期の細胞増殖抑制作用の機序の一部

に TGF-β経路とは独立して Notch 経路が関与

している可能性が示唆された。 

 

CCN3 ノックアウトマウスを用いた検討 

これまでの in vitro の検討によって CCN3 が

SMC 増殖、遊走抑制作用を持つことが示され

たが、in vivo における CCN3 の作用はどうで

あろうか。この疑問を解決する目的で我々は

CCN3 ノックアウトマウス（CCN3 KO マウス）

を作成した。このマウスは CCN3 タンパクを

コードする 5個のエクソンのうち、エクソン

2からエクソン5まで欠損したマウスであり、

完璧に CCN3遺伝子を欠損したマウスである。

in vitro においては細胞増殖抑制作用を有

するにも関わらず、驚いたことに CCN3 KO マ

ウスは発生過程に異常を認めず、血圧や大動

脈血管壁の形態も野生型と比較して明らか

な差異を示さなかった。そこで、内膜肥厚病

変形成における CCN3 の役割を検討するため

に 10 週齢の CCN3 KO マウスおよび野生型マ

ウス大腿動脈に Photochemically Induced 

Thrombosis (PIT)法を行い、血栓形成による

内皮傷害を加え、3 週間後に局所の病理組織

学的な解析を行った (図 4)。その結果、CCN3 

KOマウスにおいては野生型に比べ約6倍の血

管壁内膜肥厚病変の増大を認めた（図 5）。 

 
図 4 野生型(CCN3 +/+) 並びに CCN3 ノック
アウトマウス (CCN3 -/-) 大腿動脈における
PIT 法による内膜肥厚度の比較 
 

 
図 5 
 

糖尿病惹起マウス血管壁における CCN3 の発

現 

糖尿病患者では健常者に比べて動脈硬化性

病変や、冠動脈疾患に対する PCI 後の再狭窄

率が高いことが知られている。そこで我々は

ストレプトゾトシン惹起糖尿病マウスの大

動脈における CCN3 タンパクの発現を免疫組

織染色法を用いて野生型と比較した。その結

果、糖尿病惹起マウスの大動脈壁においては

CCN3 蛋白の発現が野生型に比し有意に減弱



していた。この結果は抗動脈硬化作用を有す

る CCN3 が糖尿病血管壁において発現低下す

ることにより糖尿病状態の易血管障害性を

来たしうる可能性を示唆するものであり、今

後臨床検体においても糖尿病状態血管壁に

おいて CCN3 が発現低下しているのか否かの

検討や、もし低下しているのであれば、その

機序を探る事は糖尿病性大血管障害の発症

機序の理解にも繋がることが期待される。 

 

おわりに 

今回の我々の検討によって CCN3 が SMC の増

殖や遊走を阻害することにより動脈硬化抑

制的に働くことが示唆された。CCN3 は血管の

恒常性維持作用、特に傷害時の血管保護作用

を持つと考えられる。今後はさらに CCN3 の

生物学的作用やその発現機構を解析するこ

とにより動脈硬化症の発症機序の理解や新

しい治療法の開発に繋がる可能性が示唆さ

れる。 
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