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研究成果の概要（和文）：CCNタンパク質の機能特異的受容体の同定として、 CCN2の増殖特異的受容体を同定し
た。4つのCCN2個別モジュールのうち、血管新生活性は、IGFBPおよびTSP1モジュールが強かった。また、
IGFBP-TSP1モジュール結合体は特に強い血管新生活性を示した。なお、線維化促進活性はTSP1モジュールが強い
活性を示した。超低出力パルス超音波は軟骨細胞のCCN2誘導を介して軟骨基質の産生を促進した。また、その作
用はCaイオンチャネルTRPV4を介していた。その他、CCN3が実験的OAモデルでOAの予防・治療に効果があるこ
と、CCN4が骨髄間葉系細胞の軟骨細胞への分化を促進することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：As a function-specific receptor for CCN proteins, we identified a 
growth-specific receptor for CCN2.  Among 4 individual modules of CCN2, IGFBP and TSP1 modules 
showed angiogenesis activity. IGFBP-TSP1 dual module-connected recombinant protein showed strong 
angiogenesis activity. The TSP1 module also showed fibrogenic activity. Low Intensity Pulsed Ultra 
Sound (LIPUS) increased expression of ECM components such as aggrecan and collagen type II in 
chondrocytes through induction of CCN2 production. This function of LIPUS was mediated through a Ca 
ion channel TRPV4.  In addition, we found that CCN3 protected progression of osteoarthiritis in an 
animal model and that CCN4 promoted chondrogenic differentiation of bone marrow-derived mesenchymal 
stem cells.

研究分野： CCNファミリー研究、軟骨・骨代謝研究、血管新生（阻害）因子研究

キーワード： CCNファミリー　CCN2/CTGF　軟骨　血管新生　変形性関節症　受容体　モジュール　LIPUS
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 CCNファミリーは、当初、Cystein-rich 
61(Cyr61:CCN1), Connective tissue growth 
factor (CTGF:CCN2), Nephroblastoma 
Overexpressed (Nov:CCN3)の 3つのタンパク
質からなるファミリーとしてその頭文字を
とって命名されたが, その後Wnt-induced 
secreted protein 1-3 (WISP1-3:CCN4-6)が加わ
り、現在６種類のタンパク質から構成されて
いる。このタンパク質群は、システインに富
む分泌タンパク質でN末から IGF結合タンパ
ク様、フォンビルブランドタイプCリピート、
トロンボスポンジンタイプ１リピート、C–末
モジュールの 4つのモジュールからなる構造
上の特徴を有している。この CCN2に代表さ
れる CCNファミリータンパク質は、機能的
にも、発生、血管新生、創傷治癒、組織再生
等の生理的役割以外に、癌の増殖、浸潤、転
移、各種線維症等の病態にも関与するなど多
彩な作用を有し、ファミリー間での類似ある
いは相反する作用があることも報告され注
目を集めていた。申請者らは、この CCN2に
代表されるCCNファミリータンパク質の“多
彩な作用”や“組織をチューニングさせる作
用”、さらに“調和ある再生作用”等の特異
な作用は、種々の成長因子、細胞膜タンパク
質、細胞外マトリックスと色々なモジュール
を介して結合してその作用を発揮する事、即
ち細胞外微小環境全体を調整することによ
ることも示唆してきた。即ち、これらのタン
パク質の生理作用のメカニズムの分子基盤
についてはかなり解明されていたが、未だ特
異的受容体と断定されるものは同定されて
おらず、いくつものモジュールにいくつもの
分子が結合し、それがどのように作用し合っ
て最終的はどのような機能が発揮されるの
かその詳細については未だ完全には解明さ
れておらず、その分子基盤の完全解明には至
っていなかった。そのため、上記の生理作用
と病理作用を統合的に理解するまでには至
っていなかった。 
 
２．研究の目的。 
 本研究は CCN ファミリータンパク質の
作用機序に関して、今日まで集積してきた
ものの未統合の数多くの知見を統合的に理
解するための研究を展開し、そこから得ら
れた知見と併せてその全容を解明し、それ
により生理機能と病理的側面と矛盾なく説
明できる包括的な分子基盤を確立するとと
もに、その分子基盤に基づく、臨床応用に
向けた橋渡し研究を行うことを目的とした。 
即ち、具体的には CCN2 を含む CCN タンパ
ク質にはモジュール毎に機能特異的な受容
体が存在するものの、当該機能を担うモジュ
ール以外のモジュールが修飾作用を発揮す
るため明確な受容体が同定できなかったと
の仮説のもと、個々のモジュール上の機能特
異的受容体を同定し、分子基盤の全容を明ら
かにする。その成果に基づき、個別モジュー

ルあるいはそのフラグメント、必要な機能モ
ジュール連結体等を調製し、上記の再生、疾
患治療への臨床応用に向けた橋渡し研究を
行う。さらに、物理療法による遺伝子発現制
御による橋渡し研究も平行して行う。 
 
３．研究の方法 
（１）受容体の同定：固相法による結合実験
に加えて、放射性ヨードでラベルした CCN2
を用いて結合実験を行い、スカチャード解析
して affinityを計算した。また、Surface Plasmon 
Resonance (SPR)を行った。また、真にシグナ
ル伝達受容体であることを確認するため、自
己リン酸化をWestern Blottingで調べた。 
（２）個別モジュールの機能解析とそれに基
づく橋渡し研究：血管内皮細胞培養系および
鶏卵漿尿膜（CAM）アッセイで血管新生活性
を測定した。線維芽細胞培養系でコラーゲン
の遺伝子発現を調べることにより、線維化促
進作用を測定した。破骨細胞形成・分化につ
いてはマウス骨髄細胞培養系、および前駆細
胞株MLO-Y4を用いた。種々の組み換え体タ
ンパクの調製には、ブレビバチラス系を用い
た。 
（３）物理療法による遺伝子発現制御による
橋渡し研究：物理療法として超低出力パルス
超音波（LIPUS：Low Intensity Pulsed Ultra 
Sound）を採用し、これを培養軟骨細胞、お
よびヒト半月板培養細胞およびラット膝関
節に照射した。その後、CCN2 と軟骨基質分
子の遺伝子発現を RT-PCRで調べた。また、
タンパク産生をWestern Blottingで調べた。さ
らに、LIPUSのシグナル伝達経路解明のため、
Caイオンの細胞内への influx, TRPV4の遺伝
子発現レベルを RT-PCR で調べ MAPKs のリ
ン酸化をWestern Blottingで調べた。 
 
４．研究成果 
（１）CCNタンパク質の機能特異的受容体の
同定 
① CCN2 の増殖シグナル特異的受容体の同
定：CCN2 の細胞増殖にかかわる特異的受容
体として、オルファンレセプターである
ErbB2 を同定した。なお、スカチャード解析
をして、Kd値 約 0.1-1nMで結合することを
確認した。また、Surface Plasmon Resonance 
(SPR)でも結合を確認した。さらに、CCN2刺
激で ErbB2の自己リン酸化が起こる、ErbB(+)
と ErbB(-)の乳がん細胞株を用い、CCN2刺激
後のCCN2の誘導が前者で起こり後者では起
こらないことから、ErbB２がシグナル伝達受
容体であることも明らかにした。また、CCN2
の VWC モジュールに活性中心があり、その
なかの 25 アミノ酸配列が、増殖阻害活性を
有することも見出した。 
（２）個別モジュールの機能解析とそれに基
づく橋渡し研究 
①血管内皮細胞の増殖、遊走、管腔形成に対
する個別モジュールの作用を調べたところ、
増殖促進効果は 4つのいずれのモジュールで



も認められたが、特に IGFBPおよび TSP1モ
ジュールでその作用が強いこと、４つの個別
モジュールの mixture で全長 CCN2 の作用を
再現できることが判明した。また、遊走能は
TSP1とCTモジュールが特に活性が強く全長
CCN2 を上回ることが判明した。さらに in 
vitroでの管腔形成能は IGFBPついで TSP1お
よび CT モジュールの活性が強いことが明ら
かとなった。また、鶏卵漿尿膜（CAM）アッ
セイで血管新生活性を測定すると IGFBP と
TSP1に強い血管新生活性が認められた。 
②個別モジュールの線維化促進作用につい
ては、in vitroでは全てのモジュールに活性が
有り、特に TSP1に強い活性があった。 
③CCN2はOPGに結合することに破骨細胞形
成を促進するが、その結合は VWC モジュー
ルを介することを見出した。 
④Cタイプレクチンドメインを有する膜タン
パク質の一種 CD302/DCL-1 がマクロファー
ジ以外に破骨細胞に存在することを見出し、
その発現がCCN2と同様破骨細胞成熟期に上
昇し、また、CD302と CCN2が結合してアク
チンリングの形成に協働作用していること
を解明した。 
⑤ 活性モジュールに徐放性を付与する方法
の開発：IGFBP モジュールは in vitro では活
性が高いが gelatin hydrogelには結合しないの
で in vivoでは効果がなかった。TSP1モジュ
ールはヘパリン結合性を有し、in vitro, in vivo
の両系で軟骨基質合成を促進するので、種々
の組み換え体タンパク発現系で検討した結
果、ブレビバチラスを用いた系で IGFBP-TSP
モジュール結合体の組み換え体タンパク質
を大量調製することに成功した。また、鶏卵
漿尿膜(CAM)アッセイで、その、angiogenesis
活性を測定したところ、強い血管新生活性が
あることがわかった。 
⑥CCN2 の血管新生活性の発現制御機構を解
明するため、ヒト軟骨細胞様細胞株 HCS-2/8
細胞においてCCN2の発現を siRNAでノック
ダウンすると、血管新生阻害因子 Vasohibin 
1(VASH1) mRNAの発現が低下した。ところ
が、同細胞にヒト VASH1 発現 vector をトラ
ンスフェクトしVASH1を過剰発現させても、
CCN2 mRNAの発現に大きな変動は認められ
なかった。以上の結果は、軟骨細胞において
VASH1は、CCN2の下流に位置し、CCN2の
血管新生活性の発現を調節していることが
示唆された。 
（３）物理療法による遺伝子発現制御による
橋渡し研究 
①超低出力パルス超音波（LIPUS：Low 
Intensity Pulsed Ultra Sound）による CCN2誘
導を介した変形性関節症治療に向けての橋
渡し研究：CCN2 の遺伝子発現を up-regulate
することにより、関節軟骨再生作用やアンチ
エイジング作用を発揮させる手段として、
LIPUS を培養軟骨細胞に負荷し、CCN2 の誘
導とアグリカンや II型コラーゲンの軟骨特異
的基質の発現の亢進が見られること、また

CCN2 ノックアウトマウスから採取・培養し
た軟骨細胞では、LIPUSによる両軟骨特異的
基質の発現の亢進が見られないことを見い
だした。また、ラット関節軟骨を用いた in vivo
実験でLIPUSがCCN2の発現を促進すること
も確認した。 
②低出力パルス超音波(LIPUS)が軟骨細胞に
与える作用のシグナル伝達機構の解析：
LIPUS照射は、Caチャネルである TRPV4を
介して、培養軟骨細胞への Ca の influx を誘
導し、その結果 p38MAPK および ERK1/2 の
リン酸化が亢進し、CCN2 の産生が亢進する
という、LIPUS 刺激〜CCN2 産生に至るシグ
ナル伝達経路を明らかにし、LIPUSの作用メ
カニズムの分子機構を明らかにした。 
③LIPUSの半月板（細胞）に与える作用と半
月板損傷の修復作用：半月板から inner と
outerと二つに分けて細胞を培養し、LIPUSの
作用を調べたところ、両細胞、特に軟骨細胞
に近い性状を示す inner細胞で、CCN2が強く
誘導されることを見出した。また、これは
mRNA量の増加だけでなく、CCN2蛋白量も
増加することを確認した。さらに、SOX9 の
遺伝子発現が上昇することを見出した。また, 
outer細胞でも CCN2の発現・蛋白産生共に上
昇した。さらに、LIPUS 処置は outer 細胞の
遊走を促進した。In vivo 実験でラット膝に
LIPUSを照射することにより, 半月板のCcn2
の遺伝子発現は上昇し , Ccn3, Acan, Sox9, 
Col1a2, Col2a1, Vegfも発現上昇傾向を示した。
次いで, 7 週齢 SD ラットで両膝外側半月板
（LM）断裂モデルを作成し, 術後 7日目から
1ないし 4週間毎日LIPUS刺激を与えたとこ
ろ, 断裂部の治癒が LIPUS刺激で促進された。
以上の結果から、LIPUS は半月板の outer 細
胞には遊走を促進して損傷部への細胞遊走
を促進し、inner 細胞には､その軟骨様形質の
増強を図ることで半月板修復を促進するこ
と、その促進に CCN2の産生が寄与している
が示唆された。 
（４）他の CCN タンパク質の機能解析と橋
渡し研究 
①CCN3/Nov が関節軟骨細胞の増殖はやや抑
制するものの、分化を促進することを培養系
で明らかにした。ついで、CCN3/Nov をラッ
ト実験的 OAモデルに投与して、OAの予防・
治療に効果があることを証明した。 
②CCN4(WISP１)遺伝子を骨髄間葉系幹細胞
に導入して強発現させると軟骨細胞分化や
軟骨修復が促進されることが判明した。 
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