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研究成果の概要（和文）：CD302は骨吸収細胞である破骨細胞分化過程において発現しており、CD302を発現抑制
させると成熟破骨細胞の形成および骨吸収が抑制された。さらに骨吸収能を発揮するために必要な細胞内構造で
あるアクチンリングの形成と維持に関与していることが分かった。また、破骨細胞分化促進因子であるCCN2とア
クチンリングにおいて共局在していることが明らかになった。CD302のシグナル伝達についてはSHP-2が関与して
いる可能性が見いだされている。これらのことから本研究の成果はCD302が破骨細胞の機能制御のための治療薬
開発などの新たな標的となり得ることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：CD302/DCL-1 is one of the C-type lectin receptors, but the distribution and 
the function has been mostly not clarified. We found that CD302 was expressed on osteoclasts induced
 from murine bone marrow cells. The inhibition of CD302 expression caused fragmentation of actin 
ring in mature osteoclasts and reduced bone resorption in vitro. Also, CD302 was co-localized with 
CCN2 which is a positive regulator of osteoclast maturation. Moreover, SHP-2 was identified as a 
potent candidate as a signal transducer of CD302 signaling. These results showed that CD302 could be
 a new target protein to regulate osteoclast maturation.

研究分野：生化学、 骨代謝学
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１．研究開始当初の背景 
CCN familyタンパク質のメンバーである

CCN2は骨軟骨組織をはじめとして主に間葉

系の組織の増殖、分化、接着などを促進する

因子として知られている。このような多機能

性はCCN2が他のさまざまな生理活性物質や

膜タンパク質などとの結合を介してこれらを

制御するという特徴的な作用機構を有してい

ることと密接な関係があると考えられる。そ

こで申請者らのグループではさらなるCCN2

結合因子を探索し、その制御機構を解明する

ことによってCCN2の新機能の探索および作

用機序の解明を目指してきた。 

我々はCCN2結合因子のyeast two-hybridスク

リーニングの結果からCD302(DCL-1, 

CLEC13A)がCCN2に結合する可能性を見いだ

した。CD302は2003年にKato M.らによって

Hodgkin lymphomaから同定されたC type lectin

ドメインを有する膜タンパク質である。当初

はDEC-205と呼ばれる別の膜タンパク質と

fusionしてのみ発現するものと考えられてい

たが、2007年に単独でマクロファージ上に発

現し、アクチンとの結合を介して抗原貪食作

用に関与していることが報告された。 

２．研究の目的 
CD302は膜タンパク質ではあるもののそのリ

ガンドや細胞内での協働因子、およびシグナ

ル伝達などについてはいまだ不明である。ま

た、マクロファージ系の前駆細胞から分化す

ることが知られている破骨細胞においてはそ

の発現、機能ともに全く報告がない。そこで、

予備的な検討として破骨細胞前駆細胞を分化

誘導因子で刺激し、破骨細胞の分化、成熟過

程においてCD302がどのように発現、分布し、

また分化・成熟の過程にどのように関わって

いるのかについて検討を行ったところ、破骨

細胞成熟および骨吸収能におけるCD302の重

要性を示唆する興味深いデータが得られた。

このことからCD302の破骨細胞における発現

と機能、および機能制御因子となりうるCCN2

との関係についての解明が必要と考え本研究

を行った。 

３．研究の方法 
(1)破骨細胞誘導過程におけるCD302の発現変

化 

マウス骨髄由来の破骨細胞前駆細胞を

RANKLおよびM-CSFで刺激すると経日的に

CD302の発現が上昇することを示す予備的な

データは得られているが、破骨細胞の分化の

各段階で発現し、破骨細胞の成熟度合いの指

標となっているNFATc1やc-Fos、Cathepsin 

Kなどの発現との関連性は分かっていない。

そこでreal time PCRおよびウエウスタンブ

ロッティング法でこれらの因子のRNAおよ

びタンパク質の発現変化を経時的に観察し、

CD302が分化のどの段階で発現が上昇するの

かを調べる。また、上記の分化マーカー因子

の発現をsiRNAなどで抑制したときの

CD302の発現を調べることでCD302発現に

関わる経路を明らかにすることができる。 

(2)破骨細胞誘導過程におけるCD302の機能解

明 

先述のとおり、CD302はマクロファージにお

いてアクチンと協働し、抗原貪食機構の一端

を担っていることが報告されている。そこで

破骨細胞におけるアクチンとの局在を示すた

めCD302およびアクチンの免疫染色を行った

ところ、両者はアクチンリング上で共局在し

ていることが分かった。また、成熟破骨細胞

の形成に及ぼすCD302の作用を明らかにする

ためsiRNAによる抑制システムを用いて予備

検討したところ、成熟破骨細胞を示すTRAP

陽性の多核細胞の生成が低下していた。さら

に、同様の実験系を用いてpit assayを行ったと

ころ、siRNAによるCD302発現抑制下での骨吸

収能が著しく抑制されている様子が観察され

ている。この時、CD302発現を抑制した細胞

ではRANKL刺激によって「多核にはなって

いるものの巨細胞になっていないTRAP陽性

細胞」が散見される。これらの予備的検討の



結果からCD302はアクチンリングおよび骨吸

収能を持った成熟破骨細胞の形成に必須の役

割を担っているのではないかと推測している。

そこで、CD302のsiRNAで処理した成熟破骨

細胞形成期の細胞をタイムラプス撮影し、そ

の過程を詳細に観察し、無処理群と比較検討

することで上述の推測を裏付けるデータを得

られるものと考えている。 

また、破骨細胞においてアクチンの構造変化

によってもたらされる細胞機能はアクチンリ

ング形成以外にも細胞の遊走やラメリポディ

アの形成などが挙げられる。そこで単核の前

駆細胞の遊走や多核化した後に細胞体が拡大

する際の偽足形成についても同様のタイムラ

プス撮影を用いて観察する。さらに細胞の遊

走能についてはトランスウェルを用いた遊走

実験やスクラッチ実験なども併せて行う。 

(3)CD302の結合因子としてのCCN2の役割の

検討 

予備的検討としてマウス骨髄細胞から誘導し

た破骨細胞およびマクロファージ様細胞株で

あるRAW264.7細胞株の細胞溶解物とリコン

ビナントCCN2を混和したものをCD302に対

する抗体を用いて免疫沈降法を行ったところ、

CCN2とCD302は細胞表面上で結合している

ことを示唆するデータが得られている。そこ

でCD302とCCN2との結合の確認とこの結合

がCD302の機能にどのように関連するのかに

ついて明らかにするため以下のような検討を

行う。 まず、CCN2とCD302との結合を阻害

する抗体あるいはペプチドを用いて両者の結

合を抑制したときの破骨細胞形成を観察する。

これによってCCN2がCD302の機能を発揮す

るのに必要とされるかどうかを示すことがで

きる。また、CCN2はpodsome形成の一端を担

うintegrinv3とも結合することが分かって

おり、これを介した活性がCD302の機能発現

に寄与している可能性も考えられる。そこで

CD302とCCN2との結合阻害がintegrinv3の

下流で活性化されるc-Srcなどの活性に及ぼす

影響をc-Srcのリン酸化体のウエスタンブロッ

ティングを用いて確認する。 

さらに、これまでにアクチンとCD302の共局

在に関する予備的データが得られていること

を示しているが、CCN2もまたアクチンと結合

することを本申請課題の研究分担者のグルー

プが以前に報告しており、CCN2もまたアクチ

ンと共局在している可能性が高いと考えられ

る。そこでアクチン、CD302に併せてCCN2

も染色し、三者のアクチンリングにおける局

在を観察する。 

(4) CD302欠損マウスを用いたCD302のin vivo

での骨代謝への影響の解明 

 In vivoにおけるCD302の機能を明らかにす

るためCD302欠損マウスを作製し、骨格形成、

骨代謝活性について検討する。27年度中にタ

ーゲッティングベクターのデザインと作製を

行う。これを用いて、CD302欠損マウスを作

出する。このマウスの骨格の形成期である胎

児期の骨格標本を作製し、正常マウスのもの

と比較する。また、骨のリモデリングにおけ

るCD302欠損の影響を調べるため、誕生後の

長管骨の組織切片を作製し、骨組織の形成お

よび破骨細胞分布を観察する。CD302を全身

的に欠損させた動物が成長不全などによって

早期に死亡し、成長後の骨リモデリングにお

けるCD302の作用を観察するのが難しい場合

はCathepsin Kなどの後期に発現が上昇する因

子を用いたコンディショナル・ノックアウト

マウスを作製し、同検討に用いる。 
 
４．研究成果 

CD302 は破骨細胞分化過程において発現して

いるだけでなく、破骨細胞の成熟に伴って形

成されるアクチンリングの周辺に多く存在

することを見いだした。さらに CD302 を破骨

細胞分化過程においてsiRNAを用いて発現抑

制させると成熟破骨細胞の形成および骨吸

収が抑制された。そこでこの CD302 発現抑制

系において何が起こっているかを明らかに

するためタイムラプス撮影を行ったところ、



成熟したアクチンリングの断片化および未

成熟なアクチンリングの収縮が見られた。こ

れらのことからCD302はアクチンリングの形

成維持および生成の両方に関与していると

思われる。 

次に細胞骨格が関連するシグナル伝達系に

おいてしばしば活性が見られるFakのリン酸

化と CD302 の関連について調べたが、CD302

の発現を抑制してもこの因子の活性化には

あまり変化が見られなかった。また、細胞の

生存に関わっている可能性があるため CD302

が Aktの活性に影響を及ぼしている可能性も

考えられたが、Fak と同様に CD302 の抑制に

よって変化は見られなかった。その一方で抗

CD302 抗体を用いた免疫沈降法により SHP-2

と Syk は CD302 と結合する可能性があること

が分かった。 

さらにマウス骨髄細胞由来破骨細胞前駆細

胞からの破骨細胞誘導系に破骨細胞分化誘

導因子の一種である rCCN2 を添加しても

CD302 の発現自体は変化しないことも分かっ

た。CD302 を抑制しても CCN2 は変わらないの

でこれらはお互いにその発現自体を制御す

るのではなく直接的あるいは間接的にタン

パク質同士の結合を通して影響を与えてい

ると考えられる。 

さらに、CCN2およびCD302のタンパク質間相互

作用を確認するためヒトCCN2のリコンビナン

トタンパク質およびヒトCD302細胞外ドメイ

ンのリコンビナントタンパク質を用いて固相

化結合実験および共沈降実験を行ったところ、

いずれの方法でも相互作用は検出できなかっ

た。このことから少なくともCD302の細胞外ド

メインはCCN2 と反応しないことが分かった。 

また、CD302のC末端側に Mycタグを付加され

たマウスCD302を発現するベクターを作製し

直してサル腎臓由来肉腫細胞株であるCos7細

胞にtransfectionして強制発現させた。しか

し、抗CD302抗体を用いたウ エスタンブロッ

トでは発現が確認できたが、Mycタグに対する

抗体では発現が確認できなかった。このこと

からCD302は翻訳後に膜移行するまでにC末端

側でなんらかの修飾あるいは切断がなされて

いる可能性が考えられる。  

以上の結果からCD302は破骨細胞形成におい

てアクチンリングの形成に重要な役割を果た

していることが明らかになった。 
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