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研究成果の概要（和文）：CD302は樹状細胞などの一部の免疫系細胞で発現している他はほとんど発現分布も機
能も知られていない分子であるが、本研究の成果により骨芽細胞の分化過程において発現が上昇し、いずれにお
いても正常な増殖、分化に必要な因子であることが分かった。骨芽細胞ではCD302は細胞接着に関与しており、
その発現が低下すると接着不全による細胞死がもたらされることを示した。また、骨、軟骨、脂肪細胞へ分化す
る間葉系幹細胞でCD302は低下すると脂肪細胞へ分化しやすくなることも分かった。この結果はCD302KOマウスが
肥満になることとも一致しており、CD302は骨と脂肪との分岐点を左右する因子の一つである可能性がある。

研究成果の概要（英文）：CD302 is a C-type lectin like receptor and the role is rarely known except 
that expression of CD302 in dendritic cells. This study revealed that CD302 expresses in 
pre-osteoblastic cell line MC3T3-E1 and has an essential role of the adhesion. The knocking -down of
 CD302 in MC3T3-E1 decreased migration and phosphorylation of Akt and FAK and induced cell death 
like anoikis. Furthermore, the knocking -down of CD302 in mesenchymal stem cell line C3H10T1/2 
repressed osteoblastogenesis and enhanced adipogenesis. It is consistent with that CD302KO mice tend
 to be fat. Taken together, CD302 is a positive regulator of osteoblastogenesis via the enhancement 
of cell adhesion.

研究分野：骨代謝学

キーワード： CD302　osteoblast　adhesion　adipocyte　migration
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により機能不明であった膜タンパク質の一種であるCD302が骨芽細胞および間葉系幹細胞に発現し、その
分化において重要な役割を担っていることが分かった。また、間葉系幹細胞においてCD302の発現を抑制すると
脂肪細胞への分化が促進されることが分かった。一般的に生体内において間葉系幹細胞は加齢に伴って骨芽細胞
分化は低下し、脂肪細胞へ分化することが知られている。今回の研究からCD302がその細胞分化の方向性を決定
づける因子の一つである可能性を見いだした。今後、CD302は加齢性に伴う骨量の低下に対する治療薬を模索す
る場合の標的の一つとなり得る点において社会的意義が見いだされる。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

CD302 (DCL-1, CLEC13A)は C タイプレクチン(CTL)ドメインと呼ばれる特徴的な構造を持つ

膜タンパク質である。一般的にレクチン様ドメインを持つ膜タンパク質は自然免疫系の受容体

として糖鎖や核酸などを認識することが多いが、CD302 はリガンド不明のオーファンレセプター

である。また、その機能や分布についてもマクロファージなどの抗原提示細胞での発現や抗原貪

食能および遊走に関する知見が知られている a)b)のみで、それ以外には全く報告がない。我々は

骨吸収細胞である破骨細胞はマクロファージ様の前駆細胞から分化することから、破骨細胞に

おいても CD302 がなんらかの働きをしている可能性があると考えた。そこで予備検討を行った

ところ、破骨細胞の分化過程においても CD302 が発現しており、その発現を阻害するとアクチン

リングと呼ばれる破骨細胞に特徴的な細胞骨格の形成及び維持機能が抑制され、骨吸収能が低

下した。このことは CD302 がアクチン重合を制御することによって破骨細胞分化を制御してい

ることを示唆している。次に我々は CD302 のシグナル伝達経路についても予備検討を行った。

CD302 と同じく CTL ドメインを持つレセプターは細胞内ドメインにチロシンキナーゼ活性を持

つものが多い。実際、CD302 もその細胞内ドメインにチロシン残基があり、特にマウスの CD302

では hem ITAM と呼ばれるアミノ酸配列(YxxL)を持つドメイン構造になっている。そこで我々が

行った予備検討の結果、CD302 はアクチン重合に関連するフォスファターゼである SHP2 と結合

するという知見を得た。このことからは CD302 がチロシンキナーゼ型膜タンパク質としてアク

チンを介した細胞応答に関わっている可能性が考えられるが、詳細なシグナル伝達経路や機能

については十分に解明できていない。 

 

２．研究の目的 

CD302 はこれまで免疫系での働きしか報告されていなかったが、本研究は CD302 の破骨細胞

における解析を中心として広く骨・軟骨組織を構成する細胞におけるその発現および機能を明

らかにしようとする研究である。即ち、CD302 が免疫系細胞以外でも機能することを示す端緒と

なる点で、まず学術的に極めて独自性が高く創造性に富む研究と言える。 

次いで、CD302 は、細胞内シグナル伝達経路も全く不明な膜タンパクであったが、今回の研究

はこの CD302 が新規チロシン型膜タンパクであることを明らかにしようとするものであり、

CD302 が分子レベルで、機能性受容体であることを証明しようとする点で新規性が高い。 

さらに、CD302 の機能を発揮するうえで中核となると目されるアクチンは細胞骨格の構成因

子であるが、増殖、遊走、多核細胞の生成時の細胞融合、シグナル伝達経路の制御、メカニカル

ストレス応答などにも関与しており、最近では核内アクチンによる遺伝子発現の制御など単に

細胞骨格を構成するだけではないことで注目を集めている。本研究ではこれらのアクチン関連

細胞応答に対して CD302 がどのような役割を担っているのかも解析する。このため本研究の成

果は骨代謝学分野にとどまらず、新規のアクチン制御機構を明らかにするという点で広く生命

科学に影響を与える学術的な波及効果が期待できる。 

 

３．研究の方法 

骨代謝全体におけるCD302の機能について明らかにするために、まず骨芽細胞系の細胞株MC3T3-

E1 細胞を用いて分化誘導培養を行い、骨芽細胞分化の各段階における CD302 の発現変動を調べ



る。細胞間接触と CD302 の発現との関連を調べるため、複数の異なる細胞密度で細胞を培養し、

CD302 の発現量を調べる。さらに、CD302 をノックダウンした時の細胞増殖、細胞死、細胞遊走

能を解析し、CD302 とこれらの細胞応答との関連性を明らかにする。 

CD302 は樹状細胞において遊走能を制御している可能性が示唆されていることから、細胞接着お

よび生存維持に関与している可能性が考えられる。そこで、接着や生存に関わる細胞内シグナル

伝達因子である FAK および Akt と CD302 との関係性について明らかにするため、CD302 をノック

ダウンした細胞でこれらのシグナル伝達因子の活性が変化しているかどうかをこれらのリン酸

化体に対する抗体を用いたウエスタンブロット法による解析を行う。また、細胞接着因子である

ファイブロネクチンで固相化された培養用プレートを用いて細胞接着の促進が CD302 欠損を補

うことが出来るかどうか調べる。この実験により CD302 が単に細胞接着因子の一つとして増殖

や生存を助けているのか、細胞接着以外の機能をもっているのかが明らかに出来る。 

CD302 の長期的な影響について解明するためにウイルスベクターを用いて恒常的に CD302 をノ

ックダウンした細胞株を作出し、コレを用いて骨芽細胞分化誘導培地で成熟骨芽細胞まで誘導

した時の石灰化やアルカリフォスファターゼなどの成熟骨芽細胞の形質を測定し、併せて骨芽

細胞分化マーカーの遺伝子発現変動を解析する。また、間葉系幹細胞においても CD302 の恒常的

ノックダウン細胞を確立し、脂肪、軟骨、骨芽細胞への分化の方向付けにおける CD302 の役割に

ついても明らかにする。 

 

４．研究成果 

まず骨芽細胞系の細胞株 MC3T3-E1 細胞を用いて分化誘導培養を行い、CD302 の発現変動につい

て調べたところ、分化初期である増殖期において CD302 の発現がやや上昇することを見いだし

た。また、細胞密度と CD302 の発現の関連を調べた結果、正の相関を示すことが分かった。さら

に、CD302 の発現を抑制したところ、細胞数が減少し、caspase3/7 の活性上昇が見られた。加え

て、CD302 の発現抑制による細胞遊走の抑制も見られた。これらの結果は CD302 が生存維持に関

与していることを示すことから、接着や生存に関わる細胞内シグナル伝達因子である FAK およ

び Akt に着目し、CD302 がこの両者の活性化に必要であることも分かった。この結果は CD302 が

細胞接着因子と何らかの関連を有している可能性を示している。そこで、ファイブロネクチンで

固相化することで培養用プレートの細胞接着性を上昇させると CD302 の発現抑制による細胞死

が抑制された。これらのことから CD302 はファイブロネクチンを介した細胞接着において重要

な役割を果たしており、生存維持や遊走を制御する分子の一つであることが明らかになった。ま

た、骨、軟骨、脂肪細胞へ分化する間葉系幹細胞で CD302 の発現が低下すると脂肪細胞へ分化し

やすくなることも分かった。この結果は CD302KO マウスが肥満になることとも一致しており、

CD302 は骨芽細胞への分化の方向付けから生存維持にまで幅広く活躍する接着因子の一つであ

ることが明らかになった。 
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