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研究成果の概要：多機能因子であるヒト CCN ファミリー蛋白質のうち代表的な 3 種の蛋白質
（CCN1~CCN3）の高次構造の解明のため，CCN蛋白質発現リコンビナントバキュロウィル
スが構築され，CCN蛋白質の大量発現・結晶化へと進んだ．また，関節リウマチにおける CCN
蛋白質の機能解析を試み，CCN 蛋白質が関節リウマチ滑膜細胞で発現亢進しており，滑膜細

胞活性化・異常増殖機構に関与する可能性が示唆された． 
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１．研究開始当初の背景 
 
 CCN ファミリー蛋白質は細胞間情報伝達
分子の一種であり，そのファミリーには
CCN1~CCN6 の６種類の蛋白質が属する．
CCN ファミリー蛋白質は線維芽細胞，上皮
細胞，内皮細胞，平滑筋細胞，神経細胞など
に作用し，細胞分裂，細胞接着，細胞死，細
胞外基質産生，細胞遊走を促進し，血管新生，
腫瘍増殖，胎盤形成，着庄，胚形成，軟骨内
骨化を制御する．CCN1及び CCN2は内皮細
胞に作用し，増殖・遊走・接着を誘導し，ま

た他の血管新生関連蛋白の産生と活性を制
御しながら血管新生を促進する．CNN3も弱
い血管新生作用を有する．CCN3は CCN1,2
と異なり細胞増殖において負の制御因子で
あり，細胞解離を促進し，細胞遊走を促進す
る．また，CCN3は神経，造血，血管，体節
などの様々な分化過程に関係する遺伝子調
節経路である Notch 経路上の細胞表面分子
Notch1 と相互作用し，筋芽細胞の分化を制
御している．CCN2は軟骨細胞の増殖・分化・
肥大化を誘導し，軟骨内分化を促進する．さ
らに CCN2は TGF-βと共に肝臓，肺，血管，
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皮膚，腎臓に作用し，細胞外基質産生を増加
させることにより，肝硬変，肺線維症，動脈
硬化，強皮症などを誘導することが分かって
いる．このように CCN ファミリー蛋白質そ
れぞれは重複した生理活性を持つとともに，
独自の生理活性を持つ．また，CCN ファミ
リー蛋白質同士で相反する生理活性を持つ
ものもある． 
 以上のように CCN ファミリー蛋白質の多
機能性が故に CCN ファミリー遺伝子の破壊
は個体発生に重大な影響を与える．例えば
CCN1遺伝子ノックアウトは，胎盤発生時に
血管新生が起こらず，致死となる．また，
CCN2遺伝子ノックアウトは軟骨細胞増殖異
常，肥大化軟骨細胞での細胞外マトリックス
の形成不全のため，主要骨格を欠き，致死と
なる． 
 こうした CCN ファミリー蛋白質の多機能
性は，種々の分子と結合する４つの特徴的な
モジュールから構成されるモザイク構造に
由来すると考えられる．すなわち CCN ファ
ミリー蛋白質は，N末端側よりインスリン様
成長因子結合蛋白モジュール（IGFBP），フ
ォンビルブランド因子タイプ C モジュール
（VWC），トロンボスポンジンタイプⅠモジ
ュール（TSP1），C末端システインノットモ
ジュール（CT）の４つのモジュールから構成
される．これら特徴的な４つのモジュール
各々が独立に，あるいは相互作用しながら
種々の分子と結合し，多様な生理活性を発現
していると考えられる．実際，CCN2は TSP1
モジュールを介して LDL 受容体に結合し，
CT モジュールを介してヘパリンやインテグ
リンαMβ2 に結合する．また CCN3 の CT
モジュールは細胞外マトリックス蛋白質
fibulin 1Cや細胞表面受容体 Notch1に結合
する．特定の受容体蛋白質にだけ結合し，生
理作用を発揮する多くの成長因子とは異な
り，種々の細胞表面分子や細胞外マトリック
ス蛋白と相互作用し，情報伝達を制御してい
ると考えられる. 
 CCN ファミリー蛋白質には選択的スプラ
イシングあるいは翻訳後修飾により生じる
幾つかのバリアントが存在することが知ら
れている.例えば CCN1, 2, 3にはそれぞれ 1, 
3, 2種類のバリアントが存在し，それらのバ
リアントは CCN ファミリー蛋白質を特徴づ
けるモジュールを一つもしくは複数欠いた
ものである．CCN2-V3 は，ヒト骨芽細胞で
選択的スプライシングにより生じ，CT モジ
ュールを欠く CCN2バリアントであり，骨の
細胞外基質蛋白質オステオカルシンの産生
を制御している．CCN3-V1 は HeLa 細胞や
143骨肉腫細胞の核内で検出され，RNAポリ
メラーゼⅡrpb7 サブユニットと相互作用し，
腫瘍形成の促進作用を持つ．すなわち，CCN3
の全長型（CCN3）の細胞増殖抑制作用と

CCNバリアント（CCN3-V1）の増殖促進作
用のバランスが正常細胞の増殖に重要であ
る． 
 
 
２．研究の目的 
 神経栄養因子である BDNF, NGF 及び
NT-3 間の全体構造は相似しているが，受容
体蛋白質への結合に重要な部位の微小環境
の違いが受容体結合の選択性に関わってい
る．こうした微小環境の差異が CCN ファミ
リー蛋白質間にも存在し，結合標的蛋白質へ
の選択性を表現し，CCN ファミリー蛋白質
それぞれの機能発現に必須であると考えら
れる．そこで，CCN ファミリー蛋白質を中
心とした情報伝達機構と分子認識機構の理
解を目指し，CCN ファミリー蛋白質の構造
と機能発現の相関を「CCN1,2,3 蛋白質及び
そのバリアント蛋白質の立体構造解明」に焦
点を当て解析することを目的とした．  
 また，DNA マイクロアレイを用いた関節
リウマチ増殖滑膜細胞の遺伝子発現プロフ
ァイリングにより CCN ファミリー蛋白質や
あるクラスター分化抗原の発現亢進が見出
されたので，関節リウマチ増殖滑膜細胞にお
ける CCN ファミリー蛋白質やクラスター分
化抗原の機能についても解析することを目
的とした． 
 
 
３．研究の方法 
(1) CCNファミリー蛋白質の大量発現 
①大腸菌での CCNファミリー蛋白質の発現 
 ヒトCCN1~３遺伝子は成熟体に対応する
DNA配列を PCRにて増幅後，pET32bプラ
スミド（ヒスチジンタグ融合蛋白質）や
pGEX2T プラスミド（GST 融合蛋白質）に
クローニングした．得られたヒト CCN 蛋白
質発現ベクターは BL21（λDE3）株に形質
転換した．この大腸菌にはシャペロン蛋白質
発現プラスミドも導入した．ヒト CCN 融合
蛋白質を発現させた大腸菌は，超音波処理に
より破壊し，可溶性成分を Ni カラムやグル
タチオンカラムに供し，発現 CCN 蛋白質を
精製した． 
 
②Brevibacillus chosinesisでの CCNファミ
リー蛋白質の発現 
 ヒトCCN1~３遺伝子は成熟体に対応する
DNA配列を PCRにて増幅後，プロモーター
活性の異なる２種類のプラスミド（pNCMO2，
pNY326）にクローニングした．得られたプ
ラスミドは Brevibacillus chosinesis に形質
転換し，CCN蛋白質の発現の検定を行った． 
 
③昆虫 Sf9細胞での発現 
 ヒト CCN1~3 遺伝子を PCR により増幅



 

 

後，バキュロウィルストランスファーベクタ
ーpBac-2cpにクローニングした．ヒト CCN
遺伝子を持つ pBac-2cp は BacMagic DNA
（AcNPV)と共に昆虫細胞 Sf9 にトランスフ
ェクションし，リコンビナントバキュロウィ
ルスを産生させた． 
 
(2)関節リウマチにおける遺伝子発現解析 
 関節リウマチおよび変形性関節症滑膜細
胞から Total RNAを抽出し，CCN遺伝子や
その他遺伝子の発現は，各遺伝子に対する
TaqMan プローブを使った定量 PCR により
定量した． 
 滑膜肉腫細胞株 SW982 をモノクローナル
抗体により刺激し，24時間後刺激細胞あるい
は無刺激細胞から Total RNA を抽出した．
Total RNAより Cy5，Cy3標識 aRNAを合
成し，それらを DNAチップ（Agilent社）に
ハイブリダイズさせ，各遺伝子スポットの蛍
光量を DNA チップスキャナーで測定し，各
種の補正後，数値化し，両細胞間の遺伝子発
現の変化を解析した．また遺伝子発現プロフ
ァイルは Ingenuity Pathway Analysisによ
り解析した． 
 
 
４．研究成果 
（１）CCN ファミリー蛋白質の高次構造解
析 
 CCN ファミリー蛋白質の結晶化に必要な
CCN ファミリー蛋白質の大量発現系の確立
を目指した．大腸菌では GroEL/GroES，
DnaK/DnaJ，GrpE，Trigger Factorなど種々
のシャペロン蛋白質と CCN 融合蛋白質との
共発現系を確立し，ヒト CCN2ヒスチジンタ
グ融合蛋白質を可溶性発現することに成功
した．しかし，その精製途中に融合蛋白質が
不溶化してしまい，大量精製には至らなかっ
た．低温での発現誘導や低濃度発現誘導剤を
用いた発現誘導などを試みたが，可溶性発現
するものの精製途中で不溶化してしまった．
GST-ヒト CCN1 融合蛋白質もシャペロン蛋
白質との共発現系により可溶性発現に成功
したと思われたが，ヒト CCN2ヒスタグ融合
蛋白質同様に精製途中で不溶化してしまい
精製に至らなかった． 
 大腸菌では可溶性発現が困難な蛋白質の
大量発現の例が報告されているブレビバシ
ラスを用いて CCN 蛋白質の大量発現系の確
立を試みた．しかし，ブレビバシラスでは発
現プラスミドの構築さえ成功しなかったり，
発現プラスミドが構築できた時にも CCN 蛋
白質の発現が全く確認できなかった． 
 発現方法が簡易かつ蛋白質大量発現のコ
ストが低い原核生物を用いた蛋白質発現系
では可溶性 CCN 蛋白質が精製されなかった
ため，哺乳類生物の蛋白質発現の成功率が高

い昆虫細胞を用いた蛋白質発現系の確立を
目指した．CCN 蛋白質発現リコンビナント
バキュロウィルスが確立され，CCN 蛋白質
の発現も確認された． 
 CCN ファミリー蛋白質の結晶化・高次構
造は未だ報告されていない．原核細胞を用い
た蛋白質発現系では精製蛋白質が得られな
かったが，昆虫細胞発現系では高等真核生物
特有の翻訳後修飾能力も有しており，より高
い生物活性と構造を保持した組換え蛋白質
を大量に生産できると予想される．今後，昆
虫細胞発現系を用いた CCN 蛋白質の大量発
現・結晶化そして高次構造を解明することに
より，CCN ファミリー蛋白質間の構造的な
差違とファミリー蛋白質の機能差違の関連
性を明らかにしていきたい．さらには，CCN
ファミリー蛋白質やその他蛋白質に共通し
て保存されているドメイン間の共通機能を
議論したい． 
 
（２）関節リウマチ滑膜細胞における CCN
ファミリー蛋白質 
 DNA マイクロアレイを用い関節リウマチ
（RA）増殖滑膜細胞と変形性関節症（OA）
滑膜細胞の遺伝子発現プロファイルを比較
すると，CCNファミリーである CCN5が RA
増殖滑膜細胞でより多く発現していること
が見出された．RA 増殖滑膜細胞中における
その他 CCN ファミリー遺伝子の発現を定量
PCR で調べてみると，CCN1，２，3，４の
発現はOA滑膜細胞と比較してそれぞれ 4.5，
7.3，1.3，25.6倍多いことが確認できた．ま
た，免疫組織染色により RA滑膜組織ではこ
れら CCN 蛋白質が OA 滑膜組織に比較して
より多く確認できた．これらのことから，RA
増殖滑膜細胞では CCN ファミリー蛋白質の
発現が OA滑膜細胞より亢進していることが
判明した． 
 CCN4および 6遺伝子には複数の転写バリ
アントの存在が知られており，それら転写バ
リアントの発現を RT-PCR にて調べてみる
と，トロンボスポンジンタイプⅠモジュール
と C 末端システインノットモジュールを欠
く転写バリアント CCN6-V1が RA増殖滑膜
細胞において発現していることが確認され，
RA 発症や進行に関連する可能性が示唆され
た． 
 Notchシグナルが RA増殖滑膜細胞の活性
化に関与することが明らかになっている．ま
た，CCN 蛋白質が Notch と相互作用するこ
とも示唆されている．これらのことより CCN
蛋白質が Notch シグナルへのメディエータ
ーとして機能し RA増殖滑膜細胞の活性化を
誘導している可能性が示唆される．今後より
詳細に RA 増殖滑膜細胞における CCN 蛋白
質の機能を解析することにより活性化機構
の一端が明らかにされると考えられる． 



 

 

 上記の遺伝子発現プロファイル比較によ
り RA増殖滑膜細胞においてクラスター分化
抗原の一種の発現亢進が確認された．ヒト滑
膜肉腫細胞株 SW982 を用いて，このクラス
ター分化抗原に対する抗体刺激による遺伝
子発現応答を DNA チップを用いて調べてみ
ると，RA 関連遺伝子や骨代謝関連遺伝子に
発現の変化が見られた．このことからこのク
ラスター分化抗原が RAの発症あるいは滑膜
細胞の異常な増殖に関わっていることが示
唆された．発現変化が確認された遺伝子群の
中には多くの Notch シグナル関連分子や G
タンパクシグナル関連分子があり，これら分
子とクラスター分化抗原とのシグナル伝達
経路上での相互作用が示唆された． 
 関節リウマチ発症時における滑膜細胞の
活性化の分子メカニズムについては未解明
な部分が多い．RA 増殖滑膜細胞中で発現亢
進している遺伝子群に CCN ファミリー蛋白
質やクラスター分化抗原の一種が確認され，
これら分子と RA関連遺伝子群の間に相互作
用が示唆された．CCN 蛋白質やクラスター
分化抗原との直接的な相互作用は見出され
ていないが，今後これら遺伝子の上流・下流
に存在する遺伝子群を同定し，相互作用を明
らかにすることにより，滑膜細胞の活性化や
異常増殖の全体像が明らかになり，関節リウ
マチに対する新たな創薬ターゲットも発見
されると考えられる． 
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