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研究成果の概要（和文）：CCN2は軟骨細胞の増殖と分化をともに促進するが、この一見矛盾する分子機能を可能とする
メカニズムは明らかではなかった。本研究では、CCN2が軟骨細胞における代謝全般、特にエネルギー産生に与える影響
、ならびにその背景にある分子基盤を解明することを目的とした。
その結果、CCN2欠損により軟骨細胞内ATP量が低下し、その原因が解糖系の抑制にあることが解明され、CCN2は軟骨細
胞のATP産生を支えるメタボリック・サポーターであることが示された。また動物OAモデルにおいて関節軟骨再生効果
が確認できたことからOA軟骨治療への応用が期待される。

研究成果の概要（英文）：Functional analysis and potential clinical applications of CCN2 as a metabolic sup
porter in chondrocyte regeneration. The purpose of this study was to analyze the influence of connective t
issue growth factor (CCN2) on overall metabolism in chondrocytes, especially energy production and a molec
ular basis related to the energy production. The result revealed that the absence of CCN2 caused the decre
ase in the amount of adenosine triphosphate (ATP) in chondrocytes and suppression of glycolysis. Also, CCN
2 was shown to be a metabolic supporter in chondrocyte regeneration producing ATP. Furthermore, the effect
 of articular cartilage regeneration in an osteoarthritis (OA) model suggested future clinical application
 for osteoarthritis cartilage treatment.

研究分野：
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
CCN2 は CCN ファミリーと呼ばれる、比較
的新しく定義されたファミリーに属する遺
伝子群の中の古典的メンバーのひとつであ
り、間葉系細胞の分化、成長を促進すること
がよく知られている。そのため connective 
tissue growth factor (CTGF)という名前も発
見当初は与えられたが、分子機能はそれを超
えて多様で複雑である。分子のアミノ末端に
シグナルペプチドをもつ CCN2 は、基本的に
細胞外でシグナル分子を指揮するタンパク
質であると考えられている。このタンパク質
は４つの特徴的モジュール、 insulin-like 
growth factor binding protein (IGFBP)、von 
Willebrand factor type C repeat (VWC)、
thrombospondin type 1 repeat (TSP1)およ
び C-terminal cysteine knot (CT) module が
連結されて出来ており、これらモジュールは
細胞表面受容体、BMP などの成長因子、プ
ロテオグリカンなどの細胞外マトリクス分
子など様々な分子と相互作用をもつ。この
「４本の手」により、微細環境の分子を指揮
していると考えられている。それに加えて、
CCN2が細胞内でも一定の役割を果たしてい
るとの報告もあり、その守備範囲には想像を
超えたものがある。 
ところでこの CCN2 が、in vitro で内軟骨性
骨形成を全面的に促進する作用を発揮する
ことに注目し、以前申請者らはリコンビナン
トCCN2を準備し、そのOAに対する効果を、
動物モデルを用いて検証した。その結果、徐
放性担体とともに局所に適用された CCN2
は、通常は治癒しない関節軟骨欠損を見事に
再生させ、化学物質で誘発した OA 様ダメー
ジを受けた関節軟骨も修復させる能力を発
揮したのである。また、骨折治癒は内軟骨性
骨形成を経て起こることに着目し、同様に
CCN2 の効果を in vivo で検証したところ、
やはり有意な治癒促進効果を示した。さらに
最近の研究では、あらかじめ CCN2 を関節軟
骨に過剰発現しておくことにより、マウスに
おける OA の自然発症を阻止できるとの所見
も示されてきている。 
以上の効果は、CCN2 が細胞の増殖と分化両
方を促進するためと考えられる。しかしなが
ら増殖と分化は細胞生物学的には逆の現象
であり、それらをどのようにして CCN2 が同
時に促進するのか？この疑問が本研究を始
める契機となった。 
 
２．研究の目的 
CCN2は軟骨細胞の増殖と分化をともに促進
するが、この一見矛盾する分子機能を可能と
するメカニズムは明らかではなかった。そこ
で申請者らは、あらゆる生命活動を支えるエ
ネルギー代謝に着目し、CCN2 が軟骨細胞に
おける代謝全般、特にエネルギー産生に与え
る影響、ならびにその背景にある分子基盤を
解明することを本研究の第一の目的とした。
さらに得られた成果に基づき、OA で損傷を

受けた関節軟骨再生医療に向けて最適化さ
された CCN2 誘導体の探索にも着手した。 
 
３．研究の方法 
①細胞とリコンビナントタンパク質の調製 
CCN2 欠損マウス胎児、ならびに同腹から得
た野性型胎児から肋軟骨を摘出し、そこから
酵素処理を経て軟骨細胞を分離、培養系に持
ち込み実験に供した。また遺伝子ノックダウ
ン実験のために、ヒト軟骨細胞様 HCS-2/8
細胞を維持し供用した。 
添加実験に用いるリコンビナント CCN2 タ
ンパク質は、CCN2 発現プラスミドを持った
HeLa 細胞培養上清から精製し、各モジュー
ル断片単独タンパク質は、発現ペクターを持
った Brevibacillus choshinensis による分泌
生産系により産生、精製した。 
 
②メタボローム解析 
CCN2欠損および野性型マウスから得た軟骨
細胞をコンフルエント期にまで培養したあ
とマルトースで洗浄し、メタノールにて代謝
産物を回収した。回収したサンプルからキャ
ピラリー電気泳動法により代謝産物を分離
した後、飛行時間型質量分析計 (TOF-MS) 
により代謝産物の絶対定量を行った。測定対
象の代謝産物 108 を網羅するために、質量分
析はエレクトロスプレー法で代謝産物をイ
オン化後、アニオンモード、カチオンモード
の両方で行った。 
 
③ATP の単独定量 
上記②と同様の軟骨細胞から市販の実験キ
ット（Roche 社）を用いて細胞抽出液を調製
し、化学発光反応を指標にした生化学的方法
で ATP の相対定量を行った。結果は細胞抽
出液中の総タンパク質量にて補正した。一部
の実験では細胞培養時に 24あるいは 48時間、
リコンビナント CCN2 で処理し、その細胞内
ATP 量に対する影響を評価した。 
 
④DNA マイクロアレイ解析 
CCN2欠損および野性型マウスから得た軟骨
細胞をコンフルエント期にまで培養し、全
RNA を抽出、精製した。これを用い DNA マ
イクロアレイ解析にて CCN2 欠損による遺
伝子発現プロファイルの変動を網羅的に分
析した。使用した DNA マイクロアレイは
Sigma 社の Mouse Panorama Micro Array
である。 
 
⑤RNA 定量分析 
抽出・精製した RNA からまず逆転写酵素に
より cDNA プールを合成し、そこから目的遺
伝子特異的なプライマーを用いたリアルタ
イムPCR法により目的mRNAの定量解析を
行った。 
 
⑥遺伝子ノックダウン実験 
ヒトCCN2遺伝子に対する siRNAを合成し、



そ れ をリポ フ ェクシ ョ ン法に て ヒ ト
HCS-2/8 細胞株にて導入した。導入後 24 時
間で細胞抽出液を作成し上述の③の方法に
より ATP 量を比較した。 
 
⑦ミトコンドリア活動性の測定 
ミトコンドリアの膜電位に反応して蛍光を
発する色素 Mitotracker を用いて CCN2 欠
損および野性型マウス軟骨細胞を染色し、ハ
イコンテンツスクリーニングシステム 
(Arrayscan: Thermo Scientific) により定量
解析を行った。 
 
⑧OA に対する有効性の評価 
CCN2 および、それを構成する各モジュール
のみからなるタンパク質断片の OA に対する
効果は、HCS-2/8 細胞、ラット OA モデルを
用いて in vitro および in vivo で行った。 
 
４．研究成果 
①CCN2欠損軟骨細胞で低下のみられた代謝
産物 
CCN2の軟骨細胞代謝における役割解明に向
けての網羅的情報を得るために、CCN2 欠損
マウス軟骨細胞、および野性型軟骨細胞にお
ける代謝産物の量をメタボローム解析にて
比較解析した。実験は２回、異なる個体から
の細胞で繰り返したが、代謝様態は培養条件
に敏感に反応するらしく、２回の実験間で大
きなバラツキが見られる代謝産物が多かっ
た。しかしながらそんな中で、２回の実験で
安定して CCN2 欠損による影響がみられる
ものが数種あり、その１つが ATP であった。
ATP はつねに CCN2 欠損軟骨細胞では野性
型に比して 50%まで低下を示し、しかもその
絶対量が実験間でほとんど変動しなかった。
なお ATP が CCN2 欠損軟骨細胞で減少して
いることに符合して、GTP、UTP、CTP レ
ベルにも同様の減少が見られた。ATP は生物
のエネルギー代謝の中核に位置する重要分
子であり、軟骨細胞では CCN2 はエネルギー
代謝に深甚な影響力を持つことが明らかと
なった。 
以上の所見を確認するため、再び CCN2 欠損
マウス軟骨細胞、および野性型軟骨細胞を準
備し、伝統的な生化学的方法で ATP の相対
定量を繰返したところ、やはり CCN2 欠損マ
ウス軟骨細胞における細胞内 ATP 量の減少
が再現された。さらに同細胞に外部からリコ
ンビナント CCN2 (rCCN2)を添加してやる
と、48 時間後には CCN2 欠損で損なわれた
細胞内 ATP レベルが野性型の水準にまで回
復することも確認された。したがって、軟骨
細胞においては CCN2 が ATP 産生を支えて
いることが、ここに証明された。 
メタボローム解析ではこれ以外でも多くの
情報が得られたが、その中で目を引いたのは
解糖中間体である。数多い解糖中間体のほと
んどが、２度の解析で一様に CCN2 欠損軟骨
細胞において減少しており、この反応系の

ATP 産生低下への関与が窺われた。 
 
②ヒト HCS-2/8 細胞における一過性 CCN2
ノックダウンによる①の結果の再現 
続いて HCS-2/8 細胞に CCN2 mRNA を標的
として合成 siRNA を導入し、RNAi による発
現ノックダウンを試みた。48 時間後における
mRNA 定量解析の結果、siRNA 導入による
CCN2 mRNA 量の低下が確認されたので、
同じ条件で HCS-2/8 細胞を処理し、ATP 量
の比較定量を、コントロール RNA 導入細胞
との間で行った。その結果、CCN2 siRNA を
導入した細胞では、やはり細胞内 ATP が有
意に低下することが明らかとなった。この結
果は、CCN2 の長期欠損のみならず短期欠損
でも ATP 産生に影響すること、またマウス
だけでなくヒトにおいても CCN2 が同じ機
能を有していることを意味している。 
 
③CCN2欠損による軟骨細胞における代謝関
連遺伝子の変動 
また、CCN2 が代謝に与える影響の背後で、
どのような遺伝子が関与しているかについ
て情報を得ることを目的として、DNA マイ
クロアレイによる遺伝子発現プロファイル
の比較解析を、CCN2 欠損軟骨細胞および野
性型間で行った。その結果、CCN2 欠損によ
って発現の亢進する遺伝子には、すでに同様
の現象が知られている CCN3 などに加えて、
多数のリボソームタンパク質遺伝子が含ま
れていた。これは恐らく、長期にわたるCCN2
欠損に基づくエネルギー代謝の低下に伴い、
二次的に生じたタンパク質合成能力の低下
を補償するために起こった現象と考えられ
る。逆に CCN2 欠損により、遺伝子発現の低
下が示唆された遺伝子群には、ATP シンター
ゼ複合体のサブユニットγなどの、ミトコン
ドリアにおける酸化的リン酸化、つまり好気
的 ATP 産生に直接関わる分子をコードする
遺伝子が含まれていた。それだけではなく、
嫌気的 ATP 産生の中核代謝経路である解糖
系関連遺伝子のうち、解糖反応後半を媒介す
る酵素、ホスホグリセリン酸キナーゼ、ホス
ソグリセリン酸ムターゼ、エノラーゼの遺伝
子発現が一様に低下していた。こういった所
見からは、CCN2 欠損が好気的、嫌気的 ATP
産生経路の両方に影響を与えうることを示
している。 
 
④CCN2 欠損が好気的 ATP 産生に及ぼす影
響の確認 
ミトコンドリアの酸化的リン酸化反応では、
細胞内各所から集められた高エネルギー電
子が段階的に低いエネルギー状態に伝達さ
れ、解放されたエネルギーによりプロトンが
膜間腔に輸送される。したがって活発な呼吸
のもと ATP を産生しているミトコンドリア
には膜電位が発生する。これを検知する蛍光
色素 Mitotracker を用いて、CCN2 欠損軟骨
細胞のミトコンドリアの状態を野性型のそ



れと比較し、好気的 ATP 産生活性の指標と
した。ところが予想に反して、定量画像解析
の結果両者に有意な差はみられたかった。さ
らに、DNA マイクロアレイの結果を追試す
るため、別個体から得た両軟骨細胞からRNA
を抽出し、特異的プライマーを用いて定量リ
アルタイム RT-PCR 法で ATP シンターゼ複
合体のサブユニットγ遺伝子発現を比較し
た結果、マイクロアレイの結果は必ずしも再
現されなかった。よって CCN2 欠損による
ATP 産生低下には、ミトコンドリアによる好
気的 ATP 産生システムはさほど関与してい
ないという結論となった。 
 
⑤CCN2欠損が解糖系Aに及ぼす影響の確認 
続いて DNA マイクロアレイ解析で示唆され
た、CCN2 欠損が解糖系酵素遺伝子発現に与
える影響の確認に移った。すなわち ATP シ
ンターゼ複合体のサブユニットγ遺伝子の
場合と同様に、CCN2 欠損および野性型軟骨
細胞から RNA を抽出し、定量リアルタイム
RT-PCR 法で解析を行った。その結果、今回
は検討した全ての遺伝子、つまりホスホグリ
セリン酸キナーゼ、ホスホグリセリン酸ムタ
ーゼ、エノラーゼ３種について、CCN2 欠損
により発現の有意な低下が認められた。よっ
て CCN2 欠損による ATP 量の低下は、主と
して解糖系酵素の発現抑制を介して嫌気的
ATP 産生が滞ることによると考えられる
（図）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
⑥OA 治療への応用分子の探索 
ここまでの研究で CCN2 のメタボリック・サ

ポーターとしての機能が明らかになったの
で、OA 治療により有効な CCN2 誘導体の探
索を開始した。すなわち CCN2 を構成する４
つのモジュール断片を、それぞれ独立のタン
パク質として準備し、それぞれをまず
HCS-2/8 細胞に添加して軟骨分化マーカ発
現を指標に効果をした。その結果に基づき絞
り込んだ TSP1 モジュールの評価をラット
OA モデルで行ったところ、全長 CCN2 を上
回る関節軟骨再生効果が確認できた。ただし
この TSP1 モジュールの高い軟骨再生効果が、
高い ATP 産生増強能力によるものか否かに
ついては、今後の検討課題として残っている。 
 
軟骨組織の特徴のひとつとして血管がない
ことが挙げられる。つまり、血流を介した酸
素供給がないために、そこで細胞外気質に埋
没している軟骨細胞はつねに低酸素状態に
おかれていることになる。本研究では CCN2
欠損により軟骨細胞内 ATP 量が低下し、そ
の原因が解糖系の抑制にあることが解明さ
れたが、これは軟骨細胞のおかれている上記
のような特殊環境を考えれば納得できる結
果と言える。 
申請者らが得た「軟骨細胞では CCN2 欠損が
ATP 量の低下を招く」という所見は、すなわ
ち「CCN2 は軟骨細胞の ATP 産生を支える
メタボリック・サポーターである」という、
本研究で検証すべき第一の目標を達成する
ものである。しかしながら裏を返せば、CCN2
のサポートなしでも軟骨細胞は形成され、一
応の増殖も分化も行う能力を保っているの
であって、これは生きるために必要な ATP
ならば CCN2 なしでも得られることを意味
している。したがって CCN2 は軟骨細胞にと
って常に必要というよりも、活発に活動する
際に必要なエネルギー供給を支えている、と
考える方が妥当であろう。 
本研究課題にはまだ検証すべき課題が残さ
れている。その代表的な例としては、軟骨細
胞でみられた CCN2 のメタボリック・サポー
ターとしての機能が、他の組織の細胞にまで
あてはまるか否か、という点である。研究成
果の応用を OA 治療だけでなく、全身の代謝
制御にまで広げて行くのであれば、これは今
後急ぎ取り組むべき課題と言えよう。 
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