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研究成果の概要（和文）：本研究では、CCN2とVASH1による新たな内軟骨性骨化調節メカニズムを解明すること
を目的とした。興味深いことに、VASH1はCCN2と同様に肥大軟骨細胞層に局在し、また、軟骨細胞においてCCN2
の発現を抑制すると、VASH1の発現が低下し、アポトーシスが誘導された。そして、その誘導されたアポトーシ
スはROS阻害剤であるN-acetyl-L-cysteineにより抑制された。これらの成果から、軟骨細胞の肥大化期には、
CCN2-VASH1の発現が亢進し、ROSレベルの制御を介して肥大軟骨細胞の細胞死・アポトーシスを分化終末期まで
防いでいる可能性が推測された。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study is to investigate a novel regulatory mechanism of 
endochondral ossification by CCN2 and VASH1. We found that both CCN2 and VASH1 were localized in the
 hypertrophic chondrocyte layer. CCN2-silencing in chondrocytes reduced the expression of VASH1 and 
increased apoptotic cells, and its increase was suppressed by a ROS inhibitor, N-acetyl-L-cysteine. 
These results suggest that up-regulation of CCN2-VASH1 axis may suppress the elevation of ROS level 
that causes chondrocyte cell death/apoptosis and keep hypertrophic chondrocytes surviving until the 
terminal stage of chondrogenic differentiation.

研究分野： 外科系歯学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
学術的意義：本研究により、未だにほとんど解明されていない「内軟骨性骨化の最終段階―軟骨から骨への転化
段階」の調節メカニズムの一端を解明する成果が生み出された。
社会的意義：本研究により、骨・軟骨形成に異常をきたす疾病の原因・病態究明、治療法開発につながる成果が
生み出された。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

身体を構成している骨の多くは、一旦軟骨を経てから骨に置換される内軟骨性骨化により形
成される。内軟骨性骨化の過程では、軟骨細胞は増殖、分化し、成熟して肥大軟骨細胞になり、
この肥大軟骨細胞層に血管が侵入して無血管組
織である軟骨が血管に富む骨へ置換する。この
ように内軟骨性骨化の終盤で血管が侵入する際
には、血管新生が重要な役割を果たしており、
局所の血管新生因子とその阻害因子のバランス
により絶妙に調節されていると考えられている。 
研究代表者らのグループは、肥大軟骨細胞に

おいて多く産生される CCN family protein 2 

(CCN2) が、内軟骨性骨化の増殖・分化・肥大
化・石灰化等あらゆるステージにおいて促進的
に働く因子であることを明らかにしている（図
1）。また、CCN2が軟骨細胞だけでなく、血管
内皮細胞(ECs)の増殖・分化も促進する血管新
生因子であることを報告している 1)。 

一方、研究協力者の佐藤らのグループは、ECs により分泌される血管新生阻害因子
vasohibin-1 (VASH1) を近年発見した 2)。しかし、軟骨における VASH1の発現や機能を解析
した報告は皆無である。そのため、この相反する CCN2と VASH1両者の関係性を解明するこ
とは、血管新生および内軟骨性骨化の調節メカニズム、特に未だにほとんど解明されていない
軟骨から骨への転化段階の調節メカニズムを理解する上で重要であると考えた。 

 研究代表者は、VASH1 の発現が、ヒト軟骨細胞様細胞株 HCS-2/8 3)において低いこと、マ
ウス軟骨前駆細胞株 ATDC5の軟骨分化誘導培養系において CCN2と同様の発現パターンで分
化の進行に伴って上昇することを、予備実験で確認した。これらの結果は、軟骨においても
VASH1が発現しているという新たな知見をもたらすと同時に、軟骨由来の VASH1が内軟骨性
骨化の新規調節因子となる可能性を示唆した。またさらに、CCN2 と VASH1 が関連すること
で内軟骨性骨化を調節する可能性も示唆した。 

 

２．研究の目的 

＜大目的＞ 

CCN2と VASH1による新たな内軟骨性骨化調節メカニズムを解明すること 

＜小目的＞ 

(1) 軟骨における VASH1の発現・局在を明らかにすること 

(2) 軟骨細胞における CCN2と VASH1の発現制御連関を明らかにすること 

(3) CCN2 と VASH1 の発現制御連関が軟骨細胞・内軟骨性骨化に及ぼす影響を明らかに
すること 

 

３．研究の方法 

(1) 軟骨における VASH1の発現・局在 

① HCS-2/8における VASH1の発現を real-time RT PCR法により解析した。 

② ATDC5の軟骨分化誘導培養系におけるCCN2とVASH1の発現を real-time RT PCR

法により解析した。 

③ HCS-2/8における VASH1の産生をウェスタンブロット法により解析した。 

④ 野生型マウスの成長板軟骨組織における VASH1の局在を免疫組織学的染色法により
解析した。 

 

(2) 軟骨細胞における CCN2と VASH1の発現制御連関 

軟骨細胞における CCN2と VASH1の関係性を loss or gain-of-functionの手法により解析
した。 

① HCS-2/8 において、siRNA を用いて CCN2 をノックダウンし、VASH1 の発現を解
析した。 

② HCS-2/8 において、VASH1 発現ベクターを用いて VASH1 を過剰発現させ、CCN2

の発現・産生を解析した。 

③ HCS-2/8において、CCN2発現ベクターを用いて CCN2を過剰発現させ、VASH1の
発現・産生を解析した。 

 

(3) CCN2と VASH1の発現制御連関が軟骨細胞・内軟骨性骨化に及ぼす影響 

VASH1は、血管内皮細胞において活性酸素分解酵素 superoxide dismutase 2 (SOD2)の発
現を正に制御するという報告があるため、軟骨細胞においても同様の制御関係が成立するか
を調べた。また、SOD2を加えた三者の発現制御連関も調べた。 

① HCS-2/8において、VASH1を過剰発現させ、SOD2の発現を解析した。 

② HCS-2/8において、CCN2をノックダウンし、SOD2の発現を解析した。 



血管内皮細胞において、VASH1は SOD2を誘導し ROS (reactive oxygen species)レベル
を低下させるという報告がある。また、軟骨細胞の分化が進行するとともに細胞内 ROS レ
ベルは上昇し、また、増加した ROSは軟骨細胞のアポトーシスを誘導するとの報告がある。
そのため、軟骨細胞において CCN2、VASH1、SOD2の発現制御連関が細胞内 ROSレベル
とアポトーシスに及ぼす影響を調べた。 

③ HCS-2/8 において、VASH1 を過剰発現させ、ROS 検出キットを用いて細胞内 ROS

レベルを解析した。 

④ HCS-2/8において、CCN2をノックダウンし、ROS検出キットを用いて細胞内 ROS

レベルを解析した。 

⑤ HCS-2/8 において、CCN2 をノックダウンし、Annexin V アポトーシス検出キット
を用いて初期のアポトーシスを解析した。 

⑥ HCS-2/8 において、CCN2 をノックダウンした後、ROS 阻害剤である NAC 

(N-acetyl-L-cysteine)を添加し、アポトーシスの変動を解析した。 

 

４．研究成果 

(1) 軟骨における VASH1の発現・局在 

① HCS-2/8において、VASH1の発現レベルは低かった。 

② ATDC5 の軟骨分化誘導培養系において、VASH1 は CCN2 と同様の発現パターンで
分化の進行に伴って上昇した。 

③ HCS-2/8において、VASH1の産生レベルは低かった。 

④ 野生型マウスの成長板軟骨組織において、VASH1は CCN2と同様に、肥大軟骨細胞
層に局在した。 

 

(2) 軟骨細胞における CCN2と VASH1の発現制御連関 

① HCS-2/8 において、siRNA を用いて CCN2 をノックダウンすると、VASH1 の発現
が低下した。 

② HCS-2/8 において、VASH1 発現ベクターを用いて VASH1 を過剰発現させても、
CCN2の発現・産生に大きな変動は認められなかった。 

③ HCS-2/8において、CCN2発現ベクターを用いて CCN2を過剰発現させても、VASH1

の発現・産生に大きな変動は認められなかった。 

 

(3) CCN2と VASH1の発現制御連関が軟骨細胞・内軟骨性骨化に及ぼす影響 

① HCS-2/8において、VASH1を過剰発現させると、SOD2の発現が上昇した。 

② HCS-2/8において、CCN2をノックダウンすると、SOD2の発現が低下した。 

③ 通常の培養条件下・何も処理していない HCS-2/8においても、高いレベルの ROSが
検出された（バックグラウンドが高すぎた）ため、HCS-2/8において VASH1を過剰
発現させた際の細胞内 ROSレベルの変動は評価できなかった。 

※上記を評価するための工夫として、HCS-2/8 の細胞内 ROS レベルのベースを低くす
る培養条件（ただし、これまで明らかにしている三者の発現制御連関が再現できる条
件）を見出す必要があると考えたが、本研究期間中に当該条件を検討するには至らな
かった（∵さらに下流のアポトーシスを評価する実験を優先した）。 

※HCS-2/8 は、細胞内 ROS レベルがもともと高い可能性が推測され、軟骨細胞特異的
な ROS制御機構が存在する可能性も考えられた。 

④ ③と同様に、HCS-2/8において CCN2をノックダウンした際の細胞内 ROSレベルの
変動は評価できなかった。 

⑤ HCS-2/8において、CCN2をノックダウンすると、アポトーシスが亢進した。 

⑥ HCS-2/8 において、CCN2 をノックダウンした後、ROS 阻害剤である NAC を添加
すると、アポトーシスがコントロール siRNA群と同等のレベルまで抑制された。 

 

以上の成果は、軟骨細胞において VASH1 の発現は、CCN2 の制御下にあること、またそ
の VASH1 は SOD2 の発現を上流で制御することを示している。そのため、肥大軟骨細胞に
おいて SOD2は、上流の CCN2による VASH1の発現亢進を介して誘導され、ROSレベルの
上昇を抑制し、内軟骨性骨化の最終段階である肥大軟骨細胞の細胞死・アポトーシスを分化
終末期まで防いでいる可能性が推測された。 

また、以前に研究代表者らのグループは、マウス初代軟骨細胞の分化誘導培養系において
CCN2 の発現が分化終末期には低下することを明らかにしている 4)。そのため、軟骨細胞の
分化終末期には下流の VASH1-SOD2の発現も低下し、その結果、細胞内 ROSレベルが上昇
して、肥大軟骨細胞が細胞死・アポトーシスへと導かれる可能性も推察された。 

本研究から得られた成果は、国内外問わず、まったく初めて見出されたものである。内軟
骨性骨化の最終段階―軟骨から骨への転化段階の調節メカニズムは、未だにほとんど解明され
ていないため、本研究の成果は非常に興味深く、インパクトの強いものであった。また、諸
説あるが不明な点が多い、肥大軟骨細胞の細胞死の謎を解明する新たな糸口ともなり得ると
考えられた。 
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