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研究成果の概要（和文）：本研究で、(1) グルコースおよび糖質代謝物メチルグリオキサールが、内軟骨性骨形
成促進因子CCN2および関節軟骨維持因子CCN3の発現を制御すること、(2)トリプトファン代謝物セロトニンが軟
骨のCCN2の産生を制御し、関節軟骨の維持に重要な役割を果たすこと、メラトニンも軟骨の成長・発育に重要で
あること、さらに、メチオニンの代謝産物 S-アデノシルメチオニンが軟骨細胞の増殖・分化を促進すること、
(3) CCN2が、低周波パルス超短波刺激による軟骨細胞の分化形質の亢進だけでなく、未分化間葉系幹細胞の脂肪
細胞への分化抑制を仲介することから、軟骨ニュートリゲノミクスの重要な標的であること明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In this study we found the followings.  (1) Glucose and its metabolite 
methyglyoxal regulated gene expression of endochondral ossification genetic factor CCN2 and 
articular cartilage maintenance factor CCN3 in chondrocytic HCS-2/8 cells. (2) A tryptophan 
metabolite serotonin regulated gene expression of CCN2 in chondrocytes and another metabolite 
melatonin was involved in cartilage growth and development. (3) CCN2 mediated not only low-intensity
 pulsed ultrasound (LIPUS)-stimulated expression of the differentiated phenotype of chondrocytes, 
but also LIPUS-inhibited adipocyte differentiation of undifferentiated mesenchymal stem cells, 
showing that gene expression of CCN2 could be an important target and marker of cartilage 
nutrigenomics.

研究分野：軟骨代謝

キーワード： 軟骨　ニュートリゲノミクス　CCNタンパク質　CCN2/CTGF　CCN3/Nov　代謝　糖質　アミノ酸

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、骨格の成長・再生に重要なCCN2およびCCN3遺伝子の発現制御研究を中心に、軟骨基質・分化マーカ
ー遺伝子も対象遺伝子として、一方、グルコースおよびその代謝産物メチルグリオキサール並びにアミノ酸代謝
物セロトニン、メラトニンおよびS-アデノシルメチオニンを栄養・代謝物の対象として、軟骨代謝研究に「ニュ
ートリゲノミクス」という新概念が導入可能な事例を相当数示すことができた。即ち、分子生物学に偏重してい
た軟骨代謝学を大きく変革し得る新学問領域を開拓する礎を築くことに成功した点でその学術的意義は大きい。
また、これらの成果は栄養・代謝物の重要性を再認識させることにも繋がり社会的的意義も大きい。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。
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１．研究開始当初の背景 
最近、ニュートリゲノミクス（nutrigenomics）という新概念が提唱され始めている。この概
念は、摂取した栄養は､適切に代謝されるにあたり、各種細胞内でゲノム情報を参照した高
度な調節を受けながら処理される：即ち、栄養物・代謝産物は遺伝子発現を制御し､逆に、
遺伝子発現調節を受けて産生されたシグナル分子により、代謝の流れが変化するという、繊
細な調節機構が生体には備わっているという考え方である。すなわち、従来は栄養学・生化
学の研究対象であった”栄養・代謝物”と分子生物学の研究対象であった”遺伝子発現制御”との相
互作用を解明しようというもので、最近、従来知り尽くされたと思われていた「代謝学」をゲノ
ム研究側から見直すと未知の発見が相次ぎ、「代謝学」の重要性が再認識され、両者を統合して
理解しようとして生まれた新概念であり、現在新学問領域を形成しつつある。このような考え方
は肝等の血流に富む内臓の代謝では以前からある程度は認識されていたため、これらの臓器で
この新概念が生まれて来つつあったが、無血管組織である軟骨の研究では、ほとんどなかった考
え方であった。 
 
２．研究の目的 
研究代表者らは軟骨成長因子 CCN2 を欠損したマウスの軟骨細胞のメタボローム解析を行い、
細胞内 ATP量が劇的に減少し、解糖系中間代謝産物レベルが軒並み低下、必須アミノ酸レベル
もすべて低下すること、また、解糖系酵素遺伝子の発現低下が認められることを見出だすなど、
CCN2が軟骨代謝を幅広く制御していることを見いだしていた。即ち、軟骨代謝学が「ニュート
リゲノミクス」という新概念の対象となる可能性を見いだしていた。 
本研究は、この骨格の成長・再生に重要な CCN2 を遺伝子発現制御研究の中心に据え、適宜
他の軟骨成長因子・分化マーカーも対象遺伝子として、各種の糖質、アミノ酸等代謝物との間で、
「ニュートリゲノミクス」を軟骨代謝研究に導入可能な事例をいくつか示すことにより、軟骨代
謝学を大きく変革する契機とし、新学問領域を開拓する礎を築くことを目的とする。具体的には、
以下に記載する糖質やアミノ酸代謝産物による、内軟骨性骨化促進因子・軟骨再生因子、軟骨マ
トリックス等軟骨分化マーカー分子の遺伝子発現制御や、その逆に、内軟骨性骨化促進因子・軟
骨再生因子による糖質やアミノ酸代謝の制御機構の存在を証明する。 
 
３．研究の方法 
軟骨培養細胞としては、ヒト軟骨細胞様細胞株 HCS-2/8とマウス軟骨初代培養細胞を用い、

DMEM+10%FBSにて 5%CO2, 37℃下で培養した。また、マウス未分化間葉系幹細胞としては
C3H10T1/2及び 3T3-L1細胞を用い、それぞれMEM+10%FBS 及びDMEM+10%FBSにて、
同様に 5%CO2, 37℃下で培養した。なお、グルコース飢餓実験には、DMEMからグルコースを
除いた培地を用いた。 
遺伝子発現レベルは、細胞あるいは組織より total RNAを抽出し、RT-PCR法で調べた。 
プロテオグリカン蓄積量および脂肪細胞分化は、それぞれアルシアンブルー染色およびオイ
ルレッド-O染色にて判定した。 
低出力性パルス超音波(LIPUS)は 35mm dish に播種した HCS-2/8 細胞に dish 底面から

3.0MHz, 60mW/cm2の条件で 20分間照射した。 
その他、通法に従って実験を行った。 
 
４．研究成果 
(1) 糖質およびその代謝物に関する研究 
① グルコースと CCNファミリー3（CCN3/Nov）の遺伝子発現との関連 
 ヒト軟骨細胞様細胞株HCS-2/8をグルコース飢餓状態で培養すると軟骨代謝に
重要な役割を演ずる CCNファミリータンパク質の１つ CCN3/Novの遺伝子発現
は顕著に上昇した。解糖系阻害剤であるモノヨード酢酸で同細胞を処理すると同
様に CCN3/Novの遺伝子発現は著しく上昇した。一方、同細胞におりオリゴマイ
シンを作用させて酸化的リン酸化を阻害してもCCN3遺伝子発現には変動はみら
れなかった。なお、モノヨード酢酸による CCN3の遺伝子発現の上昇は解糖系阻
害による CCN3 プロモーター活性の上昇によることがわかった。以上の結果は、
軟骨細胞における CCN3の転写が、ミトコンドリアにおける ATP産生(エネルギ
ー産生)ではなく解糖系活性の直接的制御下にあることを示すとともに、関節軟骨
においてグルコース欠乏の際には CCN3が誘導され、軟骨防御機構が働く可能性
を示している。 

② グルコースと CCNファミリー2(CCN2/CTGF)の遺伝子発現との関連 
また、CCN2/CTGF は CCN ファミリー中で軟骨分化・再生に最も重要なタン
パク質であるが、ヒト軟骨細胞様細胞株 HCS-2/8の CCN2の遺伝子発現は、グル
コース飢餓により低下した。以前に代表者らは軟骨細胞において CCN2と CCN3
がお互いに遺伝子発現を負に制御することは報告しており、また、本研究では、
CCN3 の過剰発現 TG マウスが内軟骨性骨形成の障害から低成長になること見い
だした。したがって、上述のグルコース飢餓で CCN2の遺伝子発現が低下した事
実は、グルコース飢餓状態が単に栄養源の不足を惹起することによりマウスの成



長を阻害したのではなく、軟骨成長制御因子である CCN タンパク質の遺伝子発
現を制御することによって発育障害を惹起したことを示唆している。 

③ グルコースとその他の CCNファミリーの遺伝子発現との関連 
ヒト軟骨細胞様細胞株 HCS-2/8 をグルコース飢餓状態にして、その他の CCN
ファミリーメンバーである CCN1 と CCN4-6 の遺伝子発現を調べたところ、
CCN5の遺伝子発現の上昇が認められた。 

④ 糖質代謝中間代謝物メチルグリオキサールの遺伝子発現調節作用 
糖質代謝中間代謝物メチルグリオキサールを 1mMの濃度でHCS-2/8細胞培養
系に添加すると、細胞形態に変化はなかったものの、軟骨成長分化因子 CCN2の
mRNAレベルは約 35%抑制された。即ち、メチルグリオキサールが軟骨細胞の分
化形質発現に関与している可能性が示唆された。 

（2）アミノ酸代謝産物に関する研究 
① トリプトファン代謝物セロトニン（5-HT）に関して 
トリプトファン代謝物セロトニン（5-HT）の受容体（5-HT2R）のサブタイプ
である 5-HT2ARおよび 5-HT2BRがヒト軟骨細胞様細胞株 HCS-2/8に発現して
いた。同細胞にて、軟骨成長・再生因子である CCN2/CTGFの産生が 5-HT2AR
のアゴニストにより、また、5-HTと 5-HT2BRアンタゴニストの同時投与により
増加した。一方、5-HTと５-HT2ARアンタゴニストにより減少した。マウス成長
板には５-HT2ARが、関節軟骨には５-HT2BRが局在した。これらの知見から、
5-HT が成長板の５-HT2AR を介して CCN2 の産生を促進し、関節軟骨の 5-
HT2BR介して CCN2の産生を抑制していること、即ちトリプトファン代謝物が
軟骨の CCN2の産生を制御していることが明らかになった。 

② トリプトファン代謝物メラトニンに関して 
トリプトファン代謝物セロトニンがさらに代謝され産生される代謝物メラトニ
ンの受容体MT1とMT2が、マウス軟骨(細胞)に存在すること、また、軟骨(細胞)
はメラトニン合成酵素 AANATと HIOMTを発現し、メラトニンを産生すること
を明らかにした。さらに、メラトニンをマウス軟骨細胞培養系に添加することに
より、細胞増殖と Col2a1, Aggrecan, Sox9の発現は亢進すること、一方、Col10a1
は阻害されることを見いだした。従って、メラトニンは軟骨細胞の増殖、成熟を
促進するものの肥大化は阻害することが明らかとなった。なお、メラトニン合成
と受容体発現に日内リズムが関連していることも明らかにした。即ち、トリプト
ファン代謝物としてセロトニンのみならずメラトニンも軟骨の成長・発育に重要
なことが明らかになった。 

③ メチオニンの代謝産物 S-アデノシルメチオニン (SAM)に関して 
栄養学的必須アミノ酸メチオニンの代謝産物である S-アデノシルメチオニン 

(SAM)で、ヒト軟骨細胞様細胞株 HCS-2/8を刺激すると、4時間後に軟骨成長分
化因子 CCN2の、24時間後には II型コラーゲンの遺伝子発現が上昇し、48時間
後には細胞数の増加を認めた。さらに HCS-2/8 を SAM 存在下で 1 週間培養後、
アルシアンブルー染色したところ、SAM添加群では対照に比べ濃染した。即ちプ
ロテオグリカン蓄積量の増加を認めた。さらに、この SAM添加時に SAMの誘導
体である SAM脱炭酸生成物 (decarboxylated SAM: dcSAM)の生成阻害剤を共添
加した群では SAMによるアルシアンブルー染色の上昇が抑制された。dcSAMは
ポリアミン生成の中間体であるが、我々はポリアミンが軟骨細胞の増殖、分化を
促進することを報告しているので、この作用には dcSAM を介したポリアミン合
成の促進が関わっていることが示唆された。 

（3）栄養代謝物の内軟骨性骨形成作用や関節軟骨維持・再生作用を仲介する CCN2の重要性 
マウス未分化間葉系幹細胞 C3H10T1/2 及び 3T3-L1 細胞に、低出力性パルス
超音波(LIPUS：3.0MHz, 60mW/cm2)を作用させると CCN2の遺伝子発現レベル
が有意に上昇し、脂肪細胞分化が抑制された。従って、CCN2 は未分化間葉系幹
細胞の脂肪細胞分化を抑制することにより、同細胞を軟骨・骨系細胞へ分化させ
る可能性が示唆された。以前に CCN2がすでに分化した軟骨細胞の基質合成を促
進し関節軟骨の維持・再生を促すことは報告済みであるが、今回、CCN2 の遺伝
子発現を上昇させる栄養代謝物が、間葉系幹細胞の初期分化の段階でも骨折治癒
過程を含む内軟骨性骨化の促進作用や関節軟骨の維持・再生作用を発揮する可能
性が示唆された。 

 
以上、本研究では、この骨格の成長・再生に重要な CCN2 および CCN3 遺伝子の発現制御研究を
中心に、軟骨基質・分化マーカー遺伝子も対象遺伝子として、一方、グルコースおよびその代謝
産物メチルグリオキサール、並びにアミノ酸代謝物セロトニン、メラトニンおよび S-アデノシ
ルメチオニンを栄養・代謝物の対象として、軟骨代謝研究に「ニュートリゲノミクス」という新
概念が導入可能な事例を相当数示すことができた。すなわち、分子生物学に偏重していた軟骨代
謝学において栄養・代謝物の重要性を再認識させることにより、同学問領域を大きく変革し得る
新学問領域、「軟骨ニュートリゲノミクス」を開拓する礎を築くことができた。 
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