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研究成果の概要（和文）：マウスマクロファージ系細胞株(RAW264.7)及び胎生 14.5 日肝細胞に

RANKL,M-CSF 及び CCN2 を添加すると、多核巨細胞数は RANKL,M-CSF 刺激群よりも増加した。こ

のメカニズムを調べるために胎生 14.5 日の CCN2 欠損マウスから肝細胞を採取し、RANKL,M-CSF

を添加すると、単核の破骨細胞までは分化するが、その後の細胞融合は抑制された。また CCN2

欠損マウス由来の単核破骨細胞に CCN2 を添加すると破骨細胞融合が回復した。これらの結果は

CCN2が破骨細胞形成、特に細胞融合に関与する事を示唆している。 

 

研究成果の概要（英文）： Combination of RANKL, M-CSF and CCN2 significantly enhanced 

tartrate-resistant acid phosphatase (TRAP)-positive multinucleated cell formation compared with 

RANKL and M-CSF.  Therefore, we suspected the involvement of CCN2 in cell-cell fusion during 

osteoclastogenesis.  To clarify the mechanism, we isolated fetal liver cells from Ccn2-null mice at 

E14.5 days, and investigated TRAP-positive multinucleated cell formation.  The results showed 

that RANKL-induced osteoclastogenesis was impaired in fetal liver cells from Ccn2-null mice, and 

the impaired osteoclast formation was rescued by the addition of exogenous CCN2.  These results 

suggest that CCN2 involves in cell-cell fusion during osteoclastogenesis.   
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１．研究開始当初の背景 

 内軟骨性骨化は軟骨細胞、骨芽細胞、血管

内皮細胞、破骨細胞が関わるダイナミックな

組織改変を伴う骨化であり、長管骨など生体

内で広くおこる骨化様式である。この骨化様

式には多くの成長因子やホルモンなどの局
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所因子が関わっていることが明らかにされ

ているが、とりわけCCNファミリー2/結合組

織成長因子(CCN2/CTGF; CCN2)は軟骨細胞、

骨芽細胞、血管内皮細胞に作用することが明

らかにされており、内軟骨性骨化の進行を調

節する重要な成長因子であることが示唆さ

れている。以下、その作用を簡潔に示す。 

(1)軟骨細胞に対する作用：成長板軟骨細胞

の増殖・分化、石灰化までを促進する一方、

関節軟骨細胞では石灰化に関与することな

く増殖・分化を促進する。 

(2)骨芽細胞に対する作用：骨芽細胞の増

殖・分化を促進する。 

(3)血管内皮細胞に対する作用：CCN2単独で

は血管内皮細胞の増殖、遊走、血管新生を促

進するが、血管内皮増殖因子(VEGF)に結合す

ることで、VEGF機能を抑制する。 

 このようにCCN2は内軟骨性骨化全般を制

御する非常にユニーク成長因子であるが、内

軟骨性骨化の最終局面での軟骨から骨への

置換の際の軟骨基質吸収に関わる破骨細胞

形成にどのような役割があるかは不明であ

った。破骨細胞の形成には骨芽細胞が産生す

るM-CSFと骨芽細胞の細胞膜上に発現する

RANKLの両者が必須であり、両者の刺激によ

り血球系細胞は破骨前駆細胞を経て単核破

骨細胞に分化し、さらに骨吸収活性を持つ多

核破骨細胞になる。上記のCCN2の機能から考

えると破骨細胞形成に対して何らかの作用

があることは容易に想定でき、実際CCN2欠損

マウスの成長板の組織学的所見では肥大軟

骨細胞層の増大が認められている。このこと

は軟骨から骨への置換期での軟骨基質の破

壊が十分に行われていないことを示唆して

おり、破骨細胞形成及び破骨細胞機能にCCN2

が関わっている事が考えられる。そこで、本

研究課題ではCCN2における破骨細胞形成及

び機能に対する作用の解明に主眼を置いた。 

 

２．研究の目的 

 本研究課題の目的は破骨細胞形成及びそ

の機能に与えるCCN2の役割を解析すること

である。 

(1) 破骨細胞形成の鍵分子であるM-CSF及び

RANKL発現をCCN2が促進するかどうか骨芽細

胞株を用いて解析する。 

(2) M-CSF及びRANKL刺激による破骨細胞形成

過程のどの段階でCCN2が関わっているのか

を明らかにする。 

(3) 破骨細胞の骨吸収能におけるCCN2の作

用を明らかにする。 

(4) CCN2欠損マウスから破骨前駆細胞を単離

し、破骨細胞形成及び破骨細胞機能における

CCN2の作用を解析する。 

(5) CCN2欠損ヘテロマウスを用いて骨粗鬆症

モデルを作製し、骨吸収に対するCCN2の作用

をin vivoの系で解析する。 

 本研究課題の最終的な目的はCCN2による

生理的あるいは病的な骨・軟骨破壊を制御す

るメカニズムを明らかにすることである。 

 

３．研究の方法 

(1)マウスマクロファージ系細胞株RAW264.7

を用いた破骨細胞様細胞の形成に対するCCN2

の効果 

RAW264.7細胞にGST-RANKLを添加し、7日間
培養すると、多核の破骨細胞様細胞に分化
する。この分化過程のどの時期にCCN2の発
現が見られるかを検討した。また、CCN2タ
ンパク質を破骨細胞様細胞分化系に添加し、
その分化が促進されるか検討した。 

(2)RAW264.7細胞を用いたCCN2とDC-STAMPと

の共局在の検討 

近年破骨細胞の細胞融合に必須分子である

DC-STAMPが報告された。CCN2が破骨細胞分化

系の後期から発現レベルの上昇が見られる事、

CCN2欠損マウスの骨髄腔内での多核破骨細胞

数が少ない事からCCN2が細胞融合に関与して

いる可能性を考え、DC-STAMPとの相互作用を

解析した。 

(3)CCN2欠損マウス由来の胎児性肝細胞を用

いた破骨細胞形成及びその機能解析の検討 

生後すぐに死亡してしまうCCN2欠損マウスで

は 骨髄から細胞を採取することは困難であ

る。そこで、胎生期において造血器官として

働く肝臓から細胞を採取し、M-CSF 及びRANKL

存在下でCCN2欠損マウス由来の胎児性肝細胞 

による破骨細胞形成を検討した。また、実際

に分化した破骨細胞が骨基質吸収活性を持つ

かどうかを検討するため、人工ヒドロキシア

パタイトをコーティングしたプレート上に細

胞を播種し、ヒドロキシアパタイトの吸収部

分の数を測定した。 

(4)CCN2欠損マウス由来の破骨細胞に対する

CCN2タンパク質の影響  

野生型及びCCN2欠損マウスから胎児性肝細胞

を採取し、M-CSF及びRANKLによって破骨細胞

様の細胞に分化させた時の両者の違いがCCN2

タンパク質の添加によって補われるかどうか

を検討した。また、DC-STAMP遺伝子の発現量

にも影響が出るかどうかも検討した。 
 
４．研究成果 

(1) GST-RANKLをRAW264.7細胞に添加し、1, 6, 

7日にtotal RNAを抽出した。各種破骨細胞の

分化マーカー遺伝子と共にCCN2の発現レベル



 

 

を調べると、培養開始6日目及び7日目にCCN2

の発現レベルが著明に上昇した。この培養系

にCCN2タンパク質を添加すると、培養開始6

日目及び7日目で、GST-RANKL単独刺激に比べ

て有意に多核破骨細胞数は増加した。(図1) 

(図1:CCN2によるTRACP陽性多核巨細胞形成の促進作用) 

(2)RAW264.7細胞による破骨細胞形成におい

て培養開始6日目及び7日目でCCN2発現量が著

明に増加したことから、破骨細胞分化の後期

でおこる細胞融合に関与している可能性を考

えた。近年、破骨細胞の細胞融合に7回膜貫通

型受容体であるDC-STAMP分子が重要な役割を

果たしていることが報告されたため、CCN2と

DC-STAMPとの相互作用を解析した。その結果、

CCN2とDC-STAMPは共局在すると共に両分子は

直接的に相互作用することが明らかとなった。 

(3)CCN2欠損マウスの胎児性肝細胞を採取し、

RANKL及びM-CSFで破骨細胞分化を誘導すると、

野生型に比べてCCN2欠損マウス由来の細胞で

破骨細胞形成の抑制と、その分化マーカー遺

伝子発現レベルの減少が見られた。(図2) 

 (図2:Ccn2欠損マウス由来胎児性肝細胞を用いた破骨細

胞形成の測定) 

 

 

 

 

 

 

 

(4)CCN2欠損マウス由来の胎児性肝細胞によ

る破骨細胞形成では野生型と比べて多核破骨

細胞数及びDC-STAMPなどの破骨細胞の分化マ

ーカー遺伝子の発現レベルの低下が見られた

が、この培養系にCCN2タンパク質を添加する

と、ほぼ野生型と同程度の多核破骨細胞の形

成と分化マーカー遺伝子であるTracp及び

Dc-stampの遺伝子発現レベルの回復が見られ

た。また、破骨細胞機能である骨吸収活性に

おいてもCcn2をsiRNAでノックダウンすると、

対照群と比較して骨吸収活性の抑制が見られ

たが、この系にCCN2タンパク質を添加すると、

骨吸収活性の回復が見られた。しかし、細胞

融合に必須のDC-STAMP遺伝子をレトロウィル

スベクターによって過剰発現させても多核の

破骨細胞数は野生型と同程度までは回復しな

かった。 

 本研究課題で得られた研究成果は内軟骨性

骨化において多機能性を発揮するCCN2が破骨

細胞形成の後期でおこる細胞融合に促進的に

関わっていることを明らかにしたものであり、

これまでの破骨細胞形成にCCN2が何らかの作

用があるという報告をさらにメカニズムまで

踏み込んで明らかにしたという点で大変意義

深いものである。このような報告は国内外に

これまでなく、この成果はアメリカ骨代謝学

会の機関誌であるJournal of Bone Mineral 

Researchに発表した。今度は骨吸収が亢進し

ている骨粗鬆症のような疾患に対してCCN2が

どのような役割を果たしているのかを明らか

にすることで、これまでの骨粗鬆症治療法と

は異なった観点から新規治療法の開発に繋が

る可能性が考えられ、今後の展望が期待でき

る。 
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