
岡山大学・医歯薬学域・准教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１５３０１

基盤研究(C)（一般）

2023～2020

CCN２の転写因子様機能を介した線維症のキープレイヤー筋線維芽細胞分化機構の解明

Effects of CCN2 on myofibroblast differentiation, which is key player of 
fibrosis, through transcription factor-like functions

３０３２２２３３研究者番号：

西田　崇（NISHIDA, Takashi）

研究期間：

２０Ｋ０９８８９

年 月 日現在  ６   ６ １２

円     3,300,000

研究成果の概要（和文）：Cellular communication network factor 2 (CCN2)は線維化の責任分子の１つであ
り、N末にシグナルペプチドを有し、C末付近に核移行シグナル様配列を持つ。しかし、この核移行シグナル様配
列が線維化の発症および進行にどのように関わっているかは不明であった。本研究課題はCCN2が線維芽細胞の核
内に移行し、線維症のkey playerである筋線維芽細胞への分化を制御する転写因子PU.1のプロモーター上に結合
することを見いだした。この結果はCCN2が転写共役因子としてPU.1の発現量をコントロールし、線維化の増悪に
関与することを示唆している。

研究成果の概要（英文）：It has been known that Cellular communication network factor 2 (CCN2) is one
 of responsible molecule for fibrosis and that it has a signal peptide at the N-terminus and nuclear
 localization signal-like (NLSL) around C-terminus. However, the involvement of this NLSL in onset 
and progression of fibrosis remains unclear. This study reveals that CCN2 translocases into the 
nucleus of fibroblasts and interacts with the promoter of PU.1, which regulates the differentiation 
to myofibroblasts that are key player for fibrosis. These findings suggest that CCN2 controls the 
production of PU.1 as a transcription co-factor and contributes to the aggravation of fibrosis. 

研究分野：口腔生化学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
今回の研究成果は、成長因子としての作用を持つCCN2が核内に移行し、転写共役因子として線維化の発症と進行
に影響を与えることを示しており、CCN2のこれまで明らかになっていなかった機能を示した点に学術的な意義が
ある。また、本研究は線維化の増悪に関与する筋線維芽細胞の分化機構の解明の一助にもなると考えられ、線維
化の新たな治療戦略を構築する上でも意義は大きい。線維化はこれまで有効な治療薬がなく、本研究の成果は線
維化の新たな治療薬の可能性を示しており、その社会的な意義は大きい。

※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、研究者個人に帰属します。



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

(1) 臓器の線維化とは失われた臓器の実質細胞の部位に線維性組織が形成され、臓器自体が機

能不全に陥った状態のことである。そのまま放置すれば死に至る重篤な疾患であるが、未だ有効

な治療薬はない。線維化の key playerとなるのが筋線維芽細胞である。この細胞はさかんな細胞

増殖を示し、高いコラーゲン産生能、平滑筋型アクチン(αSMA)などを発現することで、線維症

の重症化に関与することが知られており、この細胞の分化機構を理解することは線維化の有効

な治療薬の開発に繋がる。近年、筋線維芽細胞への分化に、Bリンパ球の分化を正に制御する転

写因子 purine rich box 1 (PU.1)が重要な役割を果たすことが報告された。しかし、PU.1がどのよ

うに線維化の部位で発現誘導されるのか、またどのように PU.1の発現誘導が線維化部位で増強

されるのかは未だ不明である。  

(2) Cellular communication network factor 2 (CCN2)は、N末にシグナルペプチドを有し、C末付近

に核移行シグナル様配列(NLSL)を持つユニークな分子である。CCN2 は TGF-β によって発現誘

導され、発現誘導された CCN2 は自身の発現や細胞外基質タンパク質の産生を強く促進するた

め、細胞外に分泌された CCN2が線維症の責任分子の１つと考えられる。しかし、NLSLを持つ

CCN2が細胞内で線維化に対してどのような作用を果たしているかは未だ解明されていない。 
 
２．研究の目的 

本研究は、CCN2の線維化における機能の１つとして CCN2の持つ NLSLに着目し、CCN2が核

内に移行するのかを調べると共に、核内に移行するのであれば、核内に移行した CCN2が転写制

御因子として筋線維芽細胞への分化に関与するのかを明らかにすることを目的とする。この研

究課題を通じて得られた研究成果は、筋線維芽細胞への分化機構の解明に繫がるだけでなく、線

維症の新たな治療戦略の開発に向けての基盤にもなる。 
 
３．研究の方法 
(1) CCN2の核内移行 
C末に HA-tagを付加した全長 Ccn2の発現プラスミド(pCcn2-HA)および signal peptideを欠損さ
せた CCN2 の発現プラスミド(pFlag-CCN2)を構築し、マウス線維芽細胞株 NIH3T3 にそれぞれ
electroporation法で遺伝子導入した。遺伝子導入後 48時間で蛍光免疫染色法を行った。また、細
胞溶解液を作成し、細胞質画分と核画分に分離後、抗 HA 抗体あるいは抗 Flag 抗体で Western 
blot解析を行った。 
(2) 筋線維芽細胞の分化マーカー遺伝子の発現 
NIH3T3細胞に pCcn2-HAあるいは pFlag-CCN2を遺伝子導入した後、total RNAを抽出し、逆転
写反応を行った。その後、Spi1 (PU.1), Col1a1, Acta2 (αSMA), Ccn1の遺伝子発現レベルを Syber 
greenを用いた定量 PCR法で解析した。 
(3) Spi1プロモーター制御調節領域をプローブとしたゲルシフト assay  
Spi1の発現を制御するプロモーター内の制御調節領域を PCR法で増幅し、Biotinでラベルした。
Biotin ラベルプローブと組換え CCN2 タンパク質(rCCN2)を混合後、ポリアクリルアミドゲル電
気泳動で分離し、メンブレンに転写した。アビジン-HRPを用いて rCCN2とプローブの相互作用
を検出した。 
(4) クロマチン免疫沈降-PCR  
NIH3T3細胞に pCcn2-HA を遺伝子導入した後、細胞を 4% ホルムアルデヒドで固定した。超音
波破砕によって genomic DNAを切断、抗 CCN2抗体で免疫沈降した。その後、DNAを抽出し、
Spi1プロモーター制御調節領域を検出する PCRプライマーを
用いて PCR反応を行い、その後、アガロース電気泳動によっ
てバンドを検出した。 
 
４．研究成果 
(1) pCcn2-HAあるいは pFlag-CCN2を遺伝子導入した NIH3T3
細胞の核内にシグナルが見られるかを蛍光免疫染色法で調べ
た結果、pCcn2-HAを遺伝子導入した細胞では、核内にシグナ
ルが見られたが、pFlag-CCN2を遺伝子導入した細胞では核内
にシグナルは見られなかった。この結果を詳細に検討するた
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図 1 CCN2 の核内移行 



め、遺伝子導入した NIH3T3細胞を核画分と細胞質画分に分けて、それぞれ抗 HA抗体あるいは
抗 Flag抗体でWestern blot解析を行った結果、pCcn2-HAを遺伝子導入した細胞では核画分にバ
ンドを認めたが、Flag-CCN2 を遺伝子導入した細胞では核画分にバンドを認めなかった(図 1)。
この結果は、全長 CCN2 は核内に移行するが、シグナルペプチドを欠損させた CCN2 は核内に
移行しないことを示している。 
(2) CCN2を強制発現させた NIH3T3細胞で Spi1の発現量を定量 RT-PCR法で解析すると、pFlag-
CCN2を強制発現した細胞では Spi1の遺伝子発現量に影響は見られなかったが、pCcn2-HAを強
制発現した細胞では有意に増加した。次に、筋線維芽細胞のマーカー遺伝子である Col1a1, Acta2, 
Ccn1の遺伝子発現量を pCcn2-HAを遺伝子導入した細胞で調べた結果、Col1a1の遺伝子発現レ
ベルは影響が見られなかったが、Acta2及び Ccn1の遺伝子発現レベルは有意に上昇した。 
(3) 核内に移行した CCN2 が Spi1の発現に関与す
るかを明らかにするため、Spi1 の上流のプロモー
ター領域にある発現調節領域から Biotin プローブ
を作成し、rCCN2 と結合するかをゲルシフトアッ
セで解析した。図２に示すように、上部にバンドが
シフトするのを観察した。また、このメンブレンを
抗 CCN2抗体で再 blotすると、CCN2のバンドが、
このシフトしたバンドと一致した。これらの結果
は、CCN2 タンパク質が Spi1 プロモーターの発現
調節領域に結合することを示しており、核内に移
行した CCN2が Spi1プロモーター上に結合し、Spi1
の発現レベルを制御していることを示唆してい
る。 
(4) 核内 CCN2 が Spi1 プロモーター上に結合する
ことをさらに確認するために、クロマチン免疫沈
降-PCR 法を行った。pCcn2-HA を強制発現させた NIH3T3 細胞の細胞溶解液を抗 CCN2 抗体で
免疫沈降し、その試料から DNAを抽出した。この DNAを鋳型に Spi1プロモーターにある発現
調節領域を認識するプライマーを用いて PCR を行った結果、バンドを検出した。この結果から
も、核内に移行した CCN2が Spi1プロモーター上に結合することを示唆している。 
(5) pCcn2-HAと pFlag-Spi1を同時に NIH3T3細胞に遺伝子導入した後、抗 CCN2抗体を用いて蛍
光免疫染色を行うと、CCN2の核への局在が PU.1と CCN2を共に強制発現した細胞でより顕著
に観察された。また、pCcn2-HAと pFlag-Spi1を共に遺伝子導入した細胞の細胞溶解液を細胞質
画分と核画分に分けた後、抗 HA 抗体で Western blot 解析を行ったところ、核画分により強く
CCN2 のバンドを検出した。これらの結果は、CCN2 が PU.1 の共存下でより核内に移行しやす
いことを示唆している。さらに、CCN2が PU.1と結合することを免疫沈降-Western blot法が確認
した。 
(6) 核内 CCN2 が CCN2 自体のプロモーター内の転写因子
TEAD の結合部位に結合することをゲルシフト assay およ
びクロマチン免疫沈降-PCR法で確認した。 
(7) CCN2 が PU.1 の共存下で核内に移行しやすくなる意義
を明らかにするために、pCcn2-HA と pFlag-Spi1 を同時に
NIH3T3細胞に遺伝子導入後、抗 HA抗体および抗 PU.1抗
体を用いてWestern blot解析を行った。pCcn2-HAのみを強
制発現した細胞では CCN2の産生量は増加したが、pCcn2-
HA と pFlag-Spi1 を同時に強制発現した細胞では CCN2 の
産生量は著明に減少した。これに対し、PU.1の産生量は逆
に pCcn2-HA と pFlag-Spi1 を同時に強制発現した細胞で著
明に増加した。本研究成果を基に、核内移行した CCN2の
作用意義を示す模式図を図 3に示す。 
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