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研究成果の概要（和文）：CCN3の骨格形成における役割を知るために、軟骨組織特異的過剰発現トランスジェニックマ
ウスを作製した。作製したマウスは胎生期の骨異形成のみでなく、長管骨の骨化部分短縮、骨密度低下、軟骨最終分化
や骨芽細胞のマーカー遺伝子陽性細胞の出現の遅延、また、軟骨組織への血管侵入の遅延を認めた。一方で軟骨分化の
過度な促進を観察した。成体関節軟骨では関節軟骨の変性を確認した。これらの変化は多くの内軟骨性骨形成に関与す
る遺伝子発現の増減による事が明らかとなり、これらの結果はCCN3の軟骨組織における濃度維持は正常な骨格形成、関
節軟骨の機能維持に必須であることを示しており、CCN3の新たな機能を示すものである。

研究成果の概要（英文）：To understand a role of CCN3 in bone formation, we generated a transgenic mouse 
line which is specifically overexpressing CCN3 in cartilage. The mice showed embryonic bone 
malformations, including shortened long bones, decreased bone mineralization, and delayed appearance of 
osteoblasts and cells expressing marker genes of late hypertrophy. Blood vessel invasion into the 
developing cartilage was also inhibited. In contrast, limb mesenchymal cells showed accelerated 
chondrogenesis. These phenomena correlated with changes in gene expression related to bone and cartilage 
development. Moreover, we observed degradation of articular chondrocytes and absorption of subchondral 
bone in adult knee joints. These findings demonstrate a novel role of CCN3 in skeletal development and 
maintenance of articular cartilage.

研究分野：口腔生化学、分子生物学、細胞生物学、発生学

キーワード： NOV/CCN3　トランスジェニックマウス　内軟骨性骨形成　in situ hybridization　間葉系細胞　軟骨分
化　高密度培養系
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１．  研究開始当初の背景  
	
 内軟骨性骨形成における軟骨から骨への
移行過程は、長管骨、肋骨、脊椎での生理的
な骨伸長に加えて、病理的な骨折治癒過程、
骨棘形成過程などでも観察され、高度に複雑
な機構で制御されている。軟骨異形成症によ
る低身長、軟骨再生から骨への速やかな移行
による骨折治癒、また、変形性関節症や関節
リウマチなど様々な理由で失われた軟骨の
再生など、組織再生工学の観点からもその過
程の全容解明は切望され続けているが、未だ
その過程で次々と発現が変遷していく遺伝
子の内軟骨性骨形成における役割も,ゲノム
構造が明らかになった現在においても未解
明な部分が多い。 
	
 内軟骨性骨形成は、軟骨細胞の観点から見
ると、細胞の成長→成熟→肥大化→石灰化→
アポトーシスと肥大化軟骨の吸収→骨系細
胞の侵入といった連続した現象の流れによ
って起こる（図１）。これらそれぞれの現象
は、さまざまなシグナル伝達によって制御さ
れており、転写制御因子による成長因子、ホ
ルモン、細胞内外基質の発現制御が誘導され
ている。	
  
	
 CCN ファミリーメンバータンパク質は４
つの特徴的なドメイン構造を持つ因子群と

して現在 CCN1-6が同定されている。研究代
表者らのグループは、軟骨組織に多く存在す
る因子として CCN2（結合組織成長因子、
CTGF）を肥大軟骨細胞層より単離し、内軟
骨性骨形成過程を全般において促進する因
子としての位置づけを行ってきた。In vitro
の培養成長板軟骨細胞において CCN2 は細
胞増殖、成熟、肥大化、石灰化（文献１）を
促進し、また、血管新生を誘導する（文献２）。
Ccn2 欠損マウスでは、骨の脆弱化が観察さ
れ、出生後すぐ死亡する (Ivkovic S et.al, 
2003)。 
	
 さらに、研究代表者らのグループは軟骨組
織特異的に CCN2 を発現する遺伝子改変マ
ウスを作製したところ、内軟骨性骨形成の促
進に起因すると見られる骨長の増大が見ら
れ（文献 3）、また、この CCN2 軟骨特異的
過剰発現マウスは、老齢期の関節軟骨が加齢
に伴う変性を示さない事から、CCN2は正常
な内軟骨性骨形成を促進する因子で、軟骨の

アンチエイジング因子であると結論づけた
（文献 4）。このように研究代表者らのグルー
プは CCN2 の骨格系の発生過程における重
要性を明らかにしてきたが、一方で異所性の
過剰な発現は組織の線維化や乳癌細胞など
の病変を誘発する事から、細胞内および細胞
周辺の CCN2 の量的また活性をコントロー
ルする事は、生体において重要であると思わ
れる。 
	
 研究代表者らのグループは、この CCN2の
活性をコントロールする因子の探索を様々
な方法で行ってきた。このうち、Yeast 
two-hybrid によって単離された aggrecan 
core protein は，細胞外で CCN2 を補足し、
細胞内への CCN2 のシグナル伝達を強める
（文献 5）。また、CCN2と fibronectinとの
結合は、インテグリンを介した細胞接着を増
強する（文献 6）。CCN ファミリーメンバ−
３ [CCN3;NOV (nephroblastoma 
overexpressed)]も同様に CCN2 と結合する
因子として同定され、CCN2と CCN3はヘテ
ロダイマーを形成する事，軟骨基質の合成を 
CCN2-CCN2 のホモダイマーよりさらに強
力に促進する事を明らかにした（文献 7）。研
究代表者らのグループは CCN3 が胎生期の
軟骨組織で発現している事、関節表面での発
現が比較的多い事を既に確認している。この
ため、内軟骨性骨形成過程だけでなく、関節
軟骨の形成、維持における CCN3の役割も期
待された。 
 
２．  研究の目的  
	
 本研究では、CCN3の内軟骨性骨形成過程
における役割を明らかにする事を目的とし
た。すでに研究代表者らのグループは CCN3
が胎児長管骨の骨端軟骨で発現している事
を確認している。そこでまず、CCN3を軟骨
組織特異的に発現する遺伝子改変マウスを
作製し、まずこのマウスの表現型を解析し、
それを誘発する細胞内シグナル伝達機構を
明らかにする事を目的とする。次に、表現型
を回復する事が期待される遺伝子改変マウ
スとの交配を行い、我々の仮説を実証を試み
た。さらには変形性関節症、関節リウマチ、
軟骨肉腫などの軟骨組織に病変を持つ疾患
の病態形成における CCN3 の役割を明らか
にする事を本研究の最終目的とした。 
 
３．研究の方法  
 
１）軟骨組織特異的 CCN3 過剰発現ベクター
の構築とトランスジェニックマウスの作製	
 
	
 強力な軟骨組織特異的プロモーターであ
る Col2a1	
 3	
 kb-3	
 kb プロモーター-エンハン
サーフラグメントの下流に、GFP 融合蛋白と
して発現する mCCN3 遺伝子、その下流に
IRES-LacZ 遺伝子を接続し、軟骨組織特異的
CCN3 過 剰 発 現 ベ ク タ ー
(Col2a1-mNOV-GFP-IRES-LacZ、図２)を作製
した。作製したコンストラクトをマウス受精

図１	
 内軟骨性骨形成模式図 



 

 

胚に注入し、トランスジェニックマウスを作
製した（業者委託）。	
 

２）CCN3Col2a1tgマウスの骨-軟骨領域における
表現型解析	
 
	
 胎生 18.5 日齢の骨格標本を、骨化部分を
アリザリン赤、軟骨部分をアルシアン青で染
色し、軟組織を水酸化カリウムで溶解する事
によって作製した。CCN3 の軟骨組織における
発現量を高めるために、tg/wt 同士を交配し、
tg/tg のホモ接合体を作製した。長管骨の切
片標本の in	
 situ	
 hybridization により遺
伝子発現の変化を、マイクロ CT により骨成
分の変化を調べた。さらに、初代培養軟骨細
胞を単離し、遺伝子発現の変化を確かめた。	
 
３）成体 CCN3col2a1tgマウスの関節軟骨の解析	
 
	
 ２ヶ月齢の膝関節の切片標本のアルシア
ン青染色、TRAP 染色を行い、軟骨−骨の組織
学的解析を行った。	
 
	
 
４．研究成果	
 
１）軟骨組織特異的 CCN3 過剰発現トランス
ジェニックマウスの作製	
 
	
 Col2a1-mNOV-GFP-IRES-LacZ コンストラク
トのマウス受精卵への導入の結果、２系統の
founder	
 line を得た。CCN3 の軟骨組織にお
ける発現量を高めるために、tg/wt 同士を交
配し、tg/tg のホモ接合体を作製した
(CCN3Col2a1tg マウス)。その結果、野生型に比
較して、tg/tg では出生後の体重増加が著し
く遅いことが明らかとなった。	
 
２）CCN3Col2a1tgマウスの骨-軟骨領域における
表現型	
 
	
 胎生 18.5 日齢の骨格標本より、CCN3Col2a1tg

マウスの胸骨の異形成、長管骨の骨化部分の
短小が認められた（図３）。マイクロ CT によ
り、皮質骨、海綿骨共に骨密度、骨量共に
CCN3Col2a1tg マウスにおいて低下していた。さ
らに胎生期の様々な日齢から得た切片標本
を用いた in	
 situ	
 hybridization により、軟
骨最終分化や骨芽細胞のマーカー遺伝子陽
性細胞の出現が遅延していることが明らか
となった。血管内皮細胞のマーカーである抗
CD31 抗体を用いた免疫染色により、長管骨発
生時の軟骨細胞への血管侵入が抑制されて
いることが明らかとなった。これらの結果か
ら、CCN3Col2a1tg マウスの骨格では、軟骨から
骨への置換が著しく遅延していることが明

らかとなった。	
 

	
 
３）CCN3Col2a1tg マウス肢芽由来間葉系細胞の
高密度培養	
 
	
 CCN3Col2a1tgマウス胎生10.5日齢の肢芽由来
間葉系細胞を高密度に培養し、軟骨への分化
能を野生型と比較したところ、CCN3Col2a1tg マ
ウス由来間葉系細胞において、軟骨への分化
が著しく促進されていた。	
 
４）CCN3Col2a1tg マウス由来初代培養軟骨細胞
における遺伝子発現網羅解析	
 
	
 CCN3Col2a1tg マウス由来初代培養軟骨細胞よ
り単離した RNAのマイクロアレイ解析を行っ
たところ、多くの内軟骨性骨形成過程に関与
する遺伝子発現の増減が観察された。このう
ち、非常に強い発現誘導を受けていた因子の
リコンビナント蛋白を野生型マウスの肢芽
由来間葉系細胞の高密度培養系に添加した
ところ、CCN3Col2a1tg マウス由来肢芽由来間葉
系細胞と同様に軟骨細胞への分化が誘導さ
れた。	
 
５）成体 CCN3col2a1tgマウスの関節軟骨の解析	
 
	
 ２ヶ月齢の膝関節の切片標本のアルシア
ン青染色を行ったところ、CCN3col2a1tg マウス
で関節軟骨の著しい変性が認められた。さら
に TRAP 染色によって破骨細胞を検出したと
ころ、CCN3col2a1tg マウスの関節軟骨下骨にお
いて破骨細胞が強く誘導されていた。	
 
	
 	
 
	
 これらの結果は CCN3 の軟骨組織における
濃度維持は正常な骨格形成、関節軟骨の機能
維持に必須であることを示している。研究代
表者らのグループは、これまで軟骨組織特異
的に CCN2 を過剰発現したマウスを作製し、
胎生期、老年期における作用を報告してきた
（文献 3,4）。一方で骨格形成における CCN3
の役割を解明する研究は、一部ドメインを欠
失したノックアウトマウスで骨にわずかな
表現系が見られるとの報告や、我々のグルー
プの培養細胞への添加実験で、CCN2 とホモダ
イマーやヘテロダイマーを形成する事によ
り、内軟骨性骨形成を促進する CCN2 の機能
を制御する事がわずかに報告されている（文
献７）のみであった。本研究により、CCN3 が
新規内軟骨性骨形成制御因子として機能し
ていることが明らかになった。さらにその分
子レベルでの情報伝達機構が解明されれば、
CCN3 が新たな内軟骨性骨形成制御因子とな
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り、骨・軟骨・関節における疾患の病因解明
に繋がる事が期待される。	
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