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研究成果の概要（和文）：ダイアーキー的相互作用を想定しCCN3を強制発現したところ細胞の線維化形質は抑制され、
CCN2,4産生が抑制されていた。またCCN3を軟骨細胞に強発現するマウスを作成し解析した結果、内軟骨性骨形成の最終
段階に遅延が認められた。なおCCN2協同分子として新たに数種の分子を見出した。
続いて変形性関節症 (OA)をラットに誘発させたところ組織のCCN3が著しく減少し、OA病巣へのCCN3タンパク質局所適
用は改善効果を発揮した。
次に組織再生CCNカクテルのモデルとして血小板を分析し、そこにCCN1,2,3,5が含まれることを明らかにした。これに
倣い調製したCCNカクテルはCCN2以上の効果を発揮した。

研究成果の概要（英文）：Suspecting a biological diarchy by CCN2 and CCN3, CCN3 was overexpressed in 
fibrogenic cells. Consequently, the gene expression of profibrotic CCN2 and CCN4 were repressed. Also, 
overexpression of CCN3 disharmonizing the CCN2/CCN3 balance resulted in obvious delay in the final stage 
of endochondral ossification. New CCN2 molecular counterparts were identified as well.
Subsequently, in a rat osteoarthritis (OA) rat model, CCN3 that was present in normal articular cartilage 
was drastically decreased, contrarily to CCN2. Ameliorating effects of CCN3 locally applied to the OA 
lesion was observed.
Finally, by analyzing the components of platelets as a model of tissue regenerating tools, inclusion of 
CCN1, CCN3 and CCN5, as well as CCN2, was clarified therein. A CCN cocktail mimicking platelets showed 
even greater regeneration potential than CCN2 alone, suggesting its clinical utility.

研究分野：分子細胞生物学

キーワード： CCN family　CCN2　CCN3　fibrosis　cartilage　osteoarthritis
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１．研究開始当初の背景 
CCN ファミリーは哺乳類では 6 つのメンバー
からなる特異なタンパク質の集団であり、メン
バー間で相同性の高い４つのモジュールが連結
された構造をとっている。これらモジュールを
介して、CCN ファミリーメンバーは様々な生
体分子と手をつなぎ、微細環境の分子動態に大
きな影響を与える。本研究者は CCN2をはじめ
とする個々の CCN ファミリーメンバーのこう
いった役割、それを支える分子機構を解明して
きた。しかし近年その根本概念に懸念を感ずる
ようになった。その際啓示となったのは、同じ
ファミリーに属する CCN3の存在である。本研
究者による研究成果の一部に軟骨組織における
CCN ファミリーメンバーの時間的空間的分布
と、軟骨細胞に対する作用の解析結果がある。
それによると CCN ファミリーメンバーは重な
り合って分布しており、CCN2と CCN3の共存
も確認された。また注目すべきは、他メンバー
の中で CCN3 のみが、はっきりと CCN2 と逆
に見える作用を発揮した点である。つまり
CCN2 を論ずる際には CCN3 の存在を忘れて
はならず、逆もまた然りなのである。以上の事
実から浮かび上がってくるのは、CCN2 と
CCN3が互いに牽制、拮抗そして時に協力しつ
つ、生体内小宇宙の調和を保つ姿である。本研
究の核心をなすダイアーキー（二頭制）の意味
するところはまさにここにある。 
 
２．研究の目的 
⑴まず本研究では CCN2 で得られた研究成果
を基盤として、細胞外シグナルネットワーク制
御の要に CCN2 および CCN3 の緊密な連携を
透視し、両者の「ダイアーキー」の下に組織発
生、特に歯科領域で重要な骨・軟骨組織の発生
成長が調和を保ちつつ行われる機構を分析・解
明する。ここでは両者が相互作用を持つ新たな
分子の発見とそれを含めた CCN2 と CCN3 の
分子動態の解析が重要な部分を占める。 
⑵以上に並行してこれら分子の動態、両者のバ
ランスの生理的病理的意義を検証するとともに、
それを遺伝子レベル、タンパク質レベルで制御
するための基礎研究を展開し、組織再生医療に
新たな方法論を提示する。これには遺伝子発現
制御機構の解析も含まれる。 
⑶さらにこれら分子が深く関わる歯科、医科領
域の難治性疾患に対しても同じパラダイムのも
と研究を展開し、全身医療へ広がる貢献を目指
す。具体的には両者の関与が疑われる線維化疾
患、変形性関節症 (OA) などが最初の研究対象
となる。 
 
３．研究の方法 
⑴CCN2 と CCN3 に結合する協同分子の探索
は、プロテインアレイおよび酵母 two hybrid 
system による一次スクリーニングから開始し
た。続いて分子間相互作用の詳細な解析は、免
疫共沈降法、surface plasmon resonance (SPR) 
分析法、ELISA plateを用いた固相結合法によ
り行なった。 

⑵線維芽細胞に TGF-を作用させた線維化
組織 in vitroモデルではCCN2の発現が増強
されている。これにレトロウイルスベクター
で CCN3を過剰発現することにより、ダイア
ーキーが瓦解した病理的状況に対するCCN3
の影響力を免疫生化学的、分子生物学的に検
証した。 
⑶軟骨組織でのダイアーキーの生理的意義
を探るために、CCN3を軟骨組織特異的に過
剰発現して CCN2/CCN3 バランスを崩した
マウスを作製し、その表現型の変化を組織学
的、分子生物学的に解析した。 
⑷ラット膝関節のモノヨード酢酸 (MIA) を
投与することにより OAモデルを作製し、そ
こにおける CCN2/CCN3 ダイアーキーの瓦
解状況を免疫組織学的に解析した。続いて外
部からの CCN タンパク質投与によりダイア
ーキーの是正を試み、その効果を組織学的に
検証した。 
⑸CCN2単独でも軟骨組織再生能力を発揮す
るが、これを超える効果を発揮する「CCN
カクテル」を開発するナチュラルモデルとし
て、血小板に含まれる CCN ファミリーメン
バーをWestern blot法、ならびに蛍光免疫染
色法により包括的に解析した。 
 
４．研究成果 
⑴CCN2ならびに CCN3に結合する新たな協
同分子の発見と詳細分析 
 まず関連解析に使用する CCN2 および
CCN3 高品質リコンビナントタンパク質を得
るために、トランスポゾンを応用した真核細
胞からのタンパク質産生システムを開発し
た。また酵母 two hybrid systemおよびプロテ
インアレイ等によるスクリーニングの結果、
CCN2 に関して新たに FGF-1、PDGF-BB、
GDF-5、PDGFRL、CD302 が協同因子候補と
して見出された。さらにこれら協同因子候補
とCCN2との直接的相互作用をSPR法で分析
したところ（図１）、FGF-1と GDF-5が CCN2
に特異的に結合することが確認された。また
FGF-1と CCN2の結合は固相結合法によって
も確認できた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１：SPR 法により確認された FGF-1 と
CCN2の直接的結合．Sensor chipに CCN2を
固相化しアナライトとして標記濃度の FGF-1
を適用、共鳴単位 RUを測定した。 
 
さらにPDGFRLについてはCCN3とも結合す



ることが免疫共沈降法によって確認され、新た
な CCN2/CCN3 共通の協同分子がまた一つここ
で見つかった。こうして CCN ファミリーを取
り巻く分子ネットワークの未知の部分がまた明
らかとなった。 
 こういった分子のうち機能面で現在最も注目
している分子は CD302である。この分子は前破
骨細胞膜上に存在し、その成熟・機能発揮に必
要であることを現在明らかにしつつある。
CCN3 も破骨細胞形成に影響力を持つ事が知ら
れているため、今後 CCN3も含めダイアーキー
的視点から研究を展開する予定である。 
⑵線維化組織に対する CCN2/CCN3 バランス制
御による表現型矯正の試み 
 多くの臓器・組織の線維化病変においては、
CCN2 の発現が誘導されており、CCN2/CCN3
バランスが強く CCN2側に傾いていると考えら
れる。そこで本研究では CCN3過剰発現用レト
ロウイルスベクターを構築し、その発現をマウ
ス線維芽細胞で確認するとともに細胞生物学的
影響を検討した。TGF-βでマウス線維芽細胞を
刺激して CCN2と線維化形質を誘導した状態で
CCN3 を強制発現したところ、期待通り線維化
形質は抑制された。 
 
 
 
 
 
 
図２：CCN2/CCN3 バランス回復による線維化
の矯正．強制発現された CCN3は、線維化に働
く CCN2とタンパク質レベル及び遺伝子発現レ
ベルでの相互作用を演じ、線維化を抑制する。 
 
その際 CCN2 を含めて全 CCN ファミリーメン
バーの遺伝子発現変動を評価したところ、
CCN2に加えて CCN4までもが発現を抑制され
ていた。これは線維化病変形成における CCN2
と CCN3のダイアーキーを裏付ける結果である
と同時に（図２）、CCN4など他のメンバーも考
慮して研究を進めねばならないことを示す重要
な実験事実である。 
⑶内軟骨性骨形成における CCN2/CCN3 バラン
スの生理的意義の解析 
 CCN2、CCN3両者に共通な協同分子の代表格
である BMP-2は、内軟骨性骨化で重要な役割を
演ずることが知られている。そこで、すでに樹
立した軟骨細胞特異的 CCN2トランスジェニッ
クマウスに加えて、CCN3 を軟骨細胞特異的に
強発現する変異マウスを作成し、CCN2/CCN3
バランスの変調が軟骨・骨形成に与える影響を
解析した。その結果、CCN3過剰発現によって、
BMP-2 の発現が見られる内軟骨性骨形成の最
終段階に明瞭な遅延がみられた。また軟骨の骨
への置換が行われる境界部分では、血管侵入度
の低下が認められた。以上の所見は適切な
CCN2/CCN3 バランスが正常な内軟骨性骨形成
にとって重要であることを明瞭に示している。
また CCN2ノックアウトマウスとは表現型に類

似点はあるものの異なっていることから、
CCN2と CCN3は単純に拮抗し合い作用する
のではなく、BMP-2を代表とする協同分子と
の複雑なネットワークの下に機能している
ことが裏付けられた。 
⑷CCN2/CCN3 バランスを考慮した骨・軟骨
再生誘導プロトコルの試作と検証 
 従前の CCN2単独適用に代わる骨・軟骨組
織に最適な「組織再生 CCN カクテル」のレ
シピを設計するにあたり、すでに組織再生医
療で応用されている多血小板血漿をそのナ
チュラルモデルとして分析した。そして今回、
血小板にCCN2が大量に含まれることを確認
するとともに、CCN1, CCN3, CCN5も含まれ
ることを明らかにした。そこで CCN1, 2, 3, 5
カクテルを調整し軟骨細胞様HCS-2/8細胞に
添加したところ、CCN2 単独に勝るとも劣ら
ぬ効果を発揮した。本所見は⑵の結果同様ダ
イアーキーのアイデアを支持するとともに、
全 CCN ファミリーメンバーを視野に入れて
研究を展開する必要性を明瞭に示すものと
言える。 
⑸CCN2 関連病変におけるダイアーキー瓦解
の実態調査 
 OA において関節軟骨細胞から CCN2 が産
生されること、また CCN2 の強制発現が OA
の発病を阻止することは我々の過去の研究
により明らかである。そこで本研究ではダイ
アーキーの視点から、CCN3 の OA 発症にお
ける役割、さらに CCN3局所適用の OAへの
効果を解析した。まずラット膝関節に OA様
病変を誘導したところ、正常なラット関節軟
骨細胞には一定量存在する CCN3 が、OA 誘
導によって激減し検知限界未満となった。こ
の変化は CCN2と完全に逆であるが、関節軟
骨の維持のおけるCCN3の役割を示唆する所
見でもある。よって in vitroの実験系で CCN3
の過剰発現が関節軟骨細胞の形質を増強す
ることを確認の後、ラット OAモデルに対し
てCCN3タンパク質を局所適用しその効果を
検証した。その結果、CCN3 は OA に対し改
善効果を発揮することが組織学的解析によ
って明らかになった。 
 なおこういった CCN2/CCN3によるダイア
ーキー制御メカニズムを明らかにするため
には、それぞれの遺伝子発現調節システムの
比較解析が必要である。このため本研究では
転写調節システムの比較解析のため、既存の
CCN2 プロモーターレポータープラスミドに
倣い、CCN3 についても同様のプラスミドの
作成を完了した。現在これを用いた CCN2、
CCN3 の転写制御システムの比較解析を進め
ており、将来的には CCN2/CCN3バランスを
外部から制御できるような小分子の開発と
その医学的応用を目指したい。 
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