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研究成果の概要（和文）：デコイ受容体の作用機構と存在意義に関する既成概念を覆す２つのデコイ受容体様分子の新
たな作用機構を見出した。即ち、① OPGは、RANKLに結合してRANKに結合するRANKL量を減らすことにより、破骨細胞形
成を阻害すると考えられていたが、CCN2に結合することによりCCN2の破骨細胞形成作用を阻害すること、② PDGFRLは
そのリガンドと想定されるPDGFとは結合せず、CCN2に結合して、CCN2の分子動態を制御することにより、軟骨細胞の増
殖・分化に重要な役割を果たしていることを見出した。③ さらに、CD302がCCN2に結合することを見出したので、既成
概念を覆す第３の例の発見も期待できる。

研究成果の概要（英文）：In this study, we proposed a new concept showing the presence and its 
significance of non-canonical action of decoy receptor (-like) molecules by demonstrating 2 examples. 1) 
Osteoprotegerin (OPG) bound to CCN family protein 2 (CCN2), which binds to RANK and positively regulates 
RALK signaling, thereby inhibiting osteoclastogenesis via RANK signaling. 2) Platelet-derived growth 
factor receptor-like (PDGFRL) did not bind to PDGF which is the ligand for PDGF. Instead, PDGFRL did bind 
to CCN2 which plays important roles in chondrogenesis and endochondral ossification and another member of 
CCN family CCN3. These findings suggest that PDGFRL plays an important role in the cartilage biology, 
possibly by regulating the molecular behavior of CCN2. 3) We also found that c-type lectin receptor CD302 
bound to CCN2, suggesting possible discovery of another example which supports our new concept.

研究分野：機能系基礎歯科学

キーワード： decoy receptor　osteoprotegerin (OPG)　PDGFRL　CCN family　CCN2　signaling　osteoclasts　chon
drocytes
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１．研究開始当初の背景 
 我々は新たな CCN family protein 2 
(CCN2)結合因子を特定するため種々のス
クリーニングを行い、CCN2が RANKと直
接結合してそのシグナルを増強する作用を
有することを見いだしていたが、最近新た
に Osteoprotegerin(OPG)が CCN2 へ強く結
合して CCN2の破骨細胞形成促進作用を阻
害することを見いだした。すなわち、この
ことは OPGという RANKのデコイ受容体
がもとの受容体である RANK に対応する
リガンド RANKLとは別の分子に結合して
その作用を発揮する可能性を示している。
また、一方、PDGF（血小板由来増殖因子）
Recepter-Like(PDGFRL)とそのリガンド
と予測される PDGF との結合実験を行っ
てみたところ、この分子は PDGFとは結合
せず、その構造に反して canonical なデコ
イ受容体としては機能しないという
preliminary な結果を得ていた。さらに、
PDGFRL が、軟骨の形成・維持に何らか
の役割を果たす可能性や、その作用が
PDGF-PDGFRシグナリングには無関係と
考えられる CCN2 に結合することによる
可能性を示唆する preliminaryな結果も得
ていた。このような報告は過去になく、こ
れらの分子の作用機構を深く追求すれば、
「デコイ受容体は、本来の受容体とリガン
ドを奪い合うことにより、そのシグナリン
グを競合的に阻害する」というデコイ受容
体（様）分子に関する既成の作用機構と存
在意義に関する概念を覆す研究となると考
え、本研究に着手するに至った。 
 
２．研究の目的 
 構造的、機能的デコイ受容体である
osteoprotegerin(OPG)の non-canonical作
用経路を明らかにして細胞外情報伝達ネッ
トワークにリガンド、受容体、デコイ受容
体に加えて第４の因子が存在すること証明
し、この第４の因子の存在を他の可溶性受
容体にまで適応でき、細胞外情報伝達ネッ
トワークにおける新概念を打ち立てるため
の端緒とする。また、この第４の因子が、
platelet-derived growth factor 
receptor-like (PDGFRL)のような、構造的
にはデコイ受容体と類推されるが、機能的
にはリガンドと結合しないが故に存在意義
不明の分子の機能発現を介助している例を
提示し、このようなデコイ受容体様分子も
細胞外情報伝達ネットワークの一員として
の存在意義があることを証明し、既成の細
胞外情報ネットワークを刷新する新たな概
念を提唱する。 
 
３．研究の方法 
 デコイ受容体OPGがRANKのデコイと
して機能する canonical な経路だけではな

く、CCN2に結合して CCN2の破骨細胞形
成促進作用を阻害することによって、破骨
細胞形成を阻害することを証明する。また、
機能未知の PDGFRLが PDGFRのデコイ
様構造を有するものの PDGF とは結合せ
ず、CCN2と結合することによって軟骨細
胞の増殖､分化に影響を与えることを証明
する。このように、細胞外シグナル伝達ネ
ットワークにおいてリガンド、受容体、デ
コイ受容体に続く第４の因子として CCN
ファミリータンパク質を想定して、その他
の可溶性受容体(デコイ受容体)や機能未知
受容体様分子の CCN ファミリータンパク
質との結合と標的臓器等における新規の機
能を解明する。そして、これらの結果を統
合して細胞外シグナル伝達ネットワークの
概念を刷新する 
 
４．研究成果 
（１）デコイ受容体 OPG の CCN2 を介する破
骨細胞形成阻害作用 
①RANK と CCN2 との結合を、固相化タンパク
結合実験および表面プラズモン共鳴法
（Surface Plasmon Resonance：SPR）で調べ
たところ、高い親和性で結合した。なお、CCN2
は、RANK と RANKL の結合には影響を及ぼさな
かった。 
②破骨細胞前駆細胞である RAW264.7 細胞を
用い、CCN2 の RANKL シグナルにおよぼす作用
を検討したところNF-kappaBの核移行を促進
し、ERK、JNK、p-38 のリン酸化も増強した。
③また、CCN2 は、RAW264.7 細胞を RANKL 刺
激した時にみられる NFATc1、Fos-1 の発現上
昇を増強した。 
④OPG は RANK のデコイレセプターであり、
RANK と同様に RANKL との結合性を有する。そ
こで RANK と結合することが明らかとなった
CCN2 が OPG と結合するか否か調べたところ、
RANK よりやや高い親和性で結合した。 
⑤OPGはRANKL刺激によるRAW264.7細胞の破
骨細胞への分化を抑制するが、CCN2 を培養系
に添加することでOPGによる破骨細胞形成抑
制作用が解除された。 
（２）デコイ受容体様分子 PDGFRL の CCN2 へ
の結合を介した軟骨細胞の増殖・分化に与え
る影響 
①PDGFRL がマウス成長板軟骨細胞の増殖・分
化過程で、増殖期に強く発現することを、in 
situ hybridization 法と、成長軟骨細胞初代
培養細胞増殖・分化系を用いた RT-PCR 法に
より確認した。 
② ヒト軟骨細胞様細胞株 HCS-2/8 細胞、乳
がん細胞MDA-231、HeLa細胞でPDGFRLのmRNA
レベルを比較すると、HCS-2/8 細胞で圧倒的
に高かった。また、免疫染色でも HCS-2/8 細
胞に多量に観察され、その細胞内局在を調べ
ると、細胞質だけでなく核内にも存在した。 
③ HCS-2/8 細胞に PDGFRL 遺伝子を導入して
過剰発現させると同細胞の増殖が促進され
た。一方、軟骨分化マーカーであるアグリカ



ン、II 型コラーゲン、MMP13 の発現は低下し
た。 
④ PDGRFRLとPDGF－ABおよびCCN2との結合
を pull-down assay で調べたところ、PDGF と
は結合せず、CCN2 と結合した。また、PDGRFRL 
は CCN family 3(CCN3)とも結合した。 
⑤ PDGFRL 過剰発現細胞の conditioned 
medium は CCN2 による軟骨培養細胞株の軟骨
分化マーカー（アグリカン、II 型コラーゲン、
MMP13）の発現上昇を抑制し、protein kinase 
Cz の活性化も阻害した。 
 これらの結果は、デコイ受容体様分子
PDGFRL が CCN2 の分子動態を制御することに
より、軟骨細胞の増殖・分化に重要な役割を
果たしていることを示している。 
（３）血小板中の CCN family メンバーの存
在。PDGF と CCN2 は血小板に多量に含まれて
おり、PDGFRL が CCN2 以外に CCN3 とも結合す
ることが判明したので、他の PDGFRL 結合分
子探索を目的に、CCN2 以外の CCN タンパクの
血小板における存在を調べたところ、CCN1, 
CCN3, CCN5 が存在することを、ウエスタンブ
ロット法および免疫染色法で確認した。また、
その由来は、CCN1 と CCN5 は巨核球であり、
CCN3 は血球系細胞、CCN2 は巨核球から放出
される未知の因子により刺激を受けた間葉
系細胞であることが示唆された。これらの結
果は、Modern Rheumatology 誌に受理され印
刷中である。 
（４）新たな CCN2 結合能を有する機能未知
受容体様分子の探索。新たに c-type レクチ
ンレセプターCD302がCCN2と結合することを
見出した。この分子は細胞の接着、遊走、エ
ンドサイトーシスに関与すると言われてお
り、PDGFRL との協働作用やそのデコイの発見
が期待される。 
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