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研究成果の概要（和文）：CCN2 は骨や軟骨組織を調和のとれた再生に導く分子であるととも

に、様々な臓器の線維化病変に関与することが知られている。したがって CCN2 の機能をコン

トロールすることには、再生医療や線維化疾患治療の観点から大きな意味がある。本研究では

この CCN2 に結合する小分子、アプタマーを設計・作成し、CCN2 の分子機能の制御を試みた。

その結果、軟骨組織の再生を促進するアプタマー、骨リモデリングを制御しうるアプタマーを

それぞれ開発することができた。 
 
 
研究成果の概要（英文）：CCN2 is known to promote harmonized regeneration of bone and 
cartilage tissues and to be involved in fibrotic disorders of a variety of organs.  
Therefore, regulating CCN2 function is of great significance in the field of regenerative 
medicine and fibrosis therapeutics.  In this study, we designed, synthesized and 
evaluated the effect of aptamers that bind to CCN2, in order to control the molecular 
action of CCN2.  As a result, we could obtain a few aptamers that could promote cartilage 
regeneration, or might regulate bone remodeling. 
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１．研究開始当初の背景 
近年再生医工学・幹細胞生物学は発展を遂げ、

再生された組織にも生物学的秩序を厳しく保

った、機能的・形態的に正常なものが求めら

れる段階に入っている。そこで申請者らが注

目したのがCCNファミリータンパク質であっ

た。これらタンパク質は、一次構造的には3

〜4のモジュールが連結されて形成されてい
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るのが特徴であり、各モジュールはすべて数

多くの生体分子と相互作用を持つ。こうして

もたらされる他の生体分子との多彩な相互作

用こそが、CCNファミリータンパク質の特異

な機能を支えている。その主たる機能は細胞

外情報ネットワークの統括指揮であり、CCN

ファミリータンパク質は一見無秩序な細胞外

因子の群れと多彩な相互作用を演じつつ、結

果としての秩序正しい組織の形成維持を導く。 

 以前から申請者らはCCN2が、軟骨細胞や骨

芽細胞に対して、増殖と分化という通常相反

する現象両方を促進することを明らかにして

きた。またラットを用いた関節軟骨欠損、骨

欠損モデルに対しても期待通りCCN2は両組

織の再生をCCN2は促進したが、注視すべきは

再生された組織の質である。それは周囲の正

常組織と見事なまでに調和し、両者の境界が

判別し得ないほどであった。一方CCN2には、

以上のような機能とは別の暗い側面も存在す

る。それは強皮症に代表される線維化病変へ

の関与である。組織の線維化は多くの場合不

可逆的であって、重要臓器に起こると時とし

て致命的となる。そして多くの線維化病変で

はCCN2の過剰発現が見られるのである。 

 以上の所見からは、調和のとれた再生と線

維化病変のコントロールのためには、CCN2

の分子動態を制御することが重要であること

が判る。しかしCCN2タンパク質の安定した生

産、供給はきわめて難しく、世界中のいくつ

もの企業も商品化の過程で様々な問題点に直

面しているようである。逆に線維化病変をコ

ントロールすべくCCN2の分子機能を抗CCN2

抗体により抑制する試みもなされているが、

抗体療法には様々な問題が伴う。第一に適当

な中和抗体を選び出し、大量に調製して安定

供給するのにかなりの費用、時間そして労力

が必要である。さらに抗体には炎症・免疫反

応を惹起してしまう可能性がついて回る。こ

れらに代わる新たなツールの開発が切に望ま

れて来た所以である。 

 
２．研究の目的 
 このような状況を打開するための切り札と

して、申請者らが注目したのがアプタマーで

ある。アプタマーとはラテン語の"aptus"に由

来する呼称をもつ一群の分子で、特定の分子

に結合する性質をもつ比較的小さな化合物で

ある。主要なアプタマーとしては大きく分け

てペプチドアプタマーと核酸アプタマーがあ

り、臨床現場ですでに応用され疾患治療に効

果を上げている例もある。これらは標的分子

に結合し、その分子機能を修飾することによ

り生物学的効果を発揮する。アプタマーは生

化学的あるいは有機化学的に合成されるため

安定した大量供給が可能であり、免疫応答な

どの問題を生じにくいのも大きな利点である。 

 一般的にアプタマー開発の目的は、標的と

なる分子のアンタゴニスト、あるいはアゴニ

ストの獲得に集約されるものだが、CCN2を標

的とするアプタマー探索には、より深い科学

的意味を認めることができる。なぜならCCN2

機能の本質は、さまざまな分子と4つのモジュ

ールを介して多面的相互作用を行うことにあ

るからである。つまりCCN2に対する様々なア

プタマーを作成し、まずCCN2との相互作用、

そしてCCN2-アプタマー相互作用の結果生ま

れる生物学的効果、およびそれに随伴する

CCN2と他分子との相互作用の変調を総合的に

解析することで、CCN2という特異な性質を持

つ分子の機能の全容を解明する上でも有用な

情報が得られることもまた確実なのである。 

 
３．研究の方法 
(1) CCN2タンパク質の調製：アプタマー開発

の基本となる組換えヒトCCN2タンパク質と

して、大腸菌由来、Brevibacillus由来、哺乳類

細胞由来のリコンビナントタンパク質をそれ



 

 

ぞれ準備し、目的に応じて実験に供した。う

ち１つはCCN2の高次構造を認識する抗体で

フォールディングの状況も検証済みである。 

(2) アプタマーの設計戦略と合成：ペプチドア

プタマー設計の基本情報を得るために、CCN2

に結合するペプチド配列のスクリーニングを

行った。用いた方法はPhage display法と呼ばれ

るもので、表面に12残基からなるランダムな

アミノ酸配列を持つペプチドを呈示するバク

テリオファージライブラリーからCCN2に結

合するものを選び出すものである。こうして

得られたCCN2結合配列に基づき、固相合成法

にてペプチドの委託合成を行った。 

(3) 分子間相互作用の解析法：アプタマーと

CCN2との結合評価の第一段階では、一般の酵

素抗体法 (ELISA) に準ずる固相結合法を適

用した。この方法で結合が確認された場合、

さらに表面プラズモン共鳴(SPR) 法により分

子間相互作用の動的評価に進んだ。 

(4) 軟骨再生効果の検証法：軟骨組織のin vitro

モデルとして軟骨細胞様HCS-2/8細胞を用い

て、アプタマー添加によって現れる細胞生物

学的影響を放射性チミジン、硫酸の取り込み

および軟骨細胞マーカー遺伝子発現の定量に

よって評価した。 

(5) 破骨細胞形成効果の評価法 

破骨細胞前駆細胞株であるRAW264.7細胞を

用い、アプタマーの存在下・非存在下におい

てRANKLによって誘導される破骨細胞分化

の度合いを細胞内シグナル伝達、酒石酸抵抗

性酸ホスファターゼ活性発現などのパラメー

タに基づき比較解析した。 

 
４．研究成果 

(1) アプタマーの設計と試作：Phage display 

libraryを用いて、CCN2に結合する12残基から

なるペプチド配列の同定を試み、数十種類の

配列を実験的に抽出することに成功した。得

られた情報のin silico解析を経て、8-12残基か

らなるペプチドアプタマーを多数試作した。 

(2) 試作アプタマーのCCN2との相互作用の

解析：続いて(1)で合成した各ペプチドアプタ

マーのCCN2への結合を固相結合法ならびに

SPR法により分析を行った。その結果、合成

したペプチドの半数程度でCCN2への特異的

な結合が確認できた。 

(3) 軟骨組織再生アプタマーの機能評価：さら

に(2)で結合の確認できたペプチドアプタマー

に対し、CCN2を介した細胞生物学的効果の検

証にまで進んだ。まずCCN2を常時大量に生産

しているヒト軟骨細胞様HCS-2/8細胞株を用

いて、その細胞増殖に対する影響を放射性チ

ミジンの取り込み量で評価した。その結果、

２種のペプチドのうち１つが、HCS-2/8細胞の

増殖を有意に促進することが見出された。こ

のアプタマーは、軟骨組織再生医療における

応用できる可能性がある。しかしその一方で、

残る１つのペプチドには、そのような効果も

増殖阻害的効果も認められなかった。興味深

いことに、このペプチドは３でのCCN2への結

合評価では、先のアプタマーより強いCCN2

への親和性を示していた。 

次にこのアプタマーの発揮する機能がCCN2

に依存するかを検証した。すなわちCCN2を産

生しない細胞株に当該アプタマーを加えても

影響がないこと、しかし同時にCCN2を外部か

ら添加すると効果を発揮することを証明した。 

(4) 破骨細胞形成促進アプタマーの機能評

価：試作アプタマーのうちの１つは、破骨細

胞形成において重要な役割を演ずるreceptor 

activator of NF-κB (RANK)の部分アミノ酸配

列に類似性を有することがin silico解析で明ら

かになった。この事実はRANKと、破骨細胞

形成にやはり関与するCCN2の相互作用を暗

示するが、現在までにCCN2とRANKが相互作

用を持つという報告はない。そこでまず



 

 

RANK分子とCCN2の相互作用を検証した結

果、両者の強力な結合が確認された。この発

見はCCN2の機能そのものの未知の局面の解

明に繋がるものとして重要である。 

以上を踏まえRANK類似の当該アプタマーが、

CCN2とRANKとの分子間相互作用に対して

影響を与えるか否かを検討した。その結果、

当該アプタマーはCCN2とRANKの結合をむ

しろ促進する効果を発揮した。さらにRANKL

刺激によってRANKから細胞内に惹起される

細胞生物学的影響を評価したところ、当該ア

プタマーは、RANKのリガンドRANKL添加に

よって前破骨細胞に誘導されるNF-κBの核移

行を加速し、破骨細胞形成を促進する可能性

が明らかとなった。以上の結果は、CCN2に対

するアプタマーによる骨リモデリング制御の

可能性を示すものである。 

(5) CCN２機能抑制型ペプチドアプタマーの

機能評価：RANKの構造を模した別のペプチ

ドアプタマーのひとつは、in vitroでRANK分

子とCCN2との相互作用を抑制するとの結果

を得た。このアプタマーはCCN2の破骨細胞形

成促進作用を抑制する可能性を持つ分子とし

て今後注視に値する。 
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