
 

様式Ｃ－１９ 

 

科学研究費助成事業（科学研究費補助金）研究成果報告書 
平成２５年６月２０日現在 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 

研究成果の概要（和文）： 

 本研究の目的は、細胞外マトリックスの主要なプロテオグリカンであるバーシカン（Versican, 
以 下 Vcan ） の 生 体 内 機 能 を 解 明 す る こ と で あ る 。 当 初 予 定 し て い た
CAG-CreER/Vcanflox/flox:Rosa26 マウスにタモキシフェンを投与する系では実験群の調製が困難
であったため Cre 酵素発現アデノウイルス感染によるVcan 局所発現欠失系に切り替えた。Vcan
欠失により肉芽形成が遅延すること、腫瘍が増大することが、各々創傷治癒実験と腫瘍移植実
験でわかった。 
研究成果の概要（英文）：  
In this project, we are attempting to understand in vivo roles of versican (Vcan), a 
chondroitin sulfate proteoglycan in the extracellular matrix, in maintenance of tissue 
structure and several pathological conditions. By analyzing Vcan conditional knockout 
mice with adenoviral cre expression systems, we found that Vcan facilitates 
granulation during wound healing and suppress growth of transplant tumor. 
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１．研究開始当初の背景 
 生体内組織には必ず細胞外に細胞外マトリ

ックス（extracellular matrix、以下 ECM）

と呼ばれる構造体が存在し、組織形態を維持

すると共に、種々の生理活性分子の貯留・蓄

積と濃度勾配の形成を通じて細胞挙動を制御

している。 

 ECM において、主としてコラーゲンからな

る線維成分が組織骨格を構築するのに対し、

線維間隙を充填するプロテオグリカン、ヒア

ルロン酸、その他の糖蛋白質は生理活性分子

との特異的結合作用を通じて細胞機能を制御

する。ECM のプロテオグリカン群のうち、巨

大コンドロイチン硫酸プロテオグリカンとし
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て知られる Vcan は、「その普遍的発現・他の

ECM 分子群との特異的結合能・培養系にて観

察される細胞挙動制御作用・遺伝子欠損マウ

スが重篤な表現型を呈するという事実

（Mjaatvedt CH, et al., Dev Biol, 1998）」

から、ECM において主体的機能を果たすプロ

テオグリカンと考えられている。即ち、ECM

のコンドロイチン硫酸プロテオグリカンの機

能は Vcan の機能に集約されるといってよい。 

 Vcan は、組織発生・器官形成期において細

胞凝集部位に一過性に高発現して細胞分化を

促進する一方、成人・成獣においては殆ど全

ての組織に存在して ECM の構造分子として細

胞外微小環境の維持に働く。同分子のコア蛋

白質は両端に球状ドメインを、中央にコンド

ロイチン硫酸付加ドメインを持ち（図１）、N-

末端の G1ドメインはヒアルロン酸と、C-末端

の G3ドメインはテネイシン（tenascins）、フ

ィブリリン（fibrillins）、フィビュリン

（fibulins）等の ECM 分子とそれぞれ結合す

る。これらドメイン構造の機能から、Vcanは、

（１）G1ドメインによるヒアルロン酸高次構

造形成を介したシグナル制御、（２）コンドロ

イチン硫酸の生理活性分子結合活性に基づく

シグナル制御、（３）G3 ドメインと他の ECM

分子の複合体による成長因子の貯留と分配、

という３つの作用点を介した機能を通じて

ECM 構築と細胞挙動制御に寄与していると推

測される。 

Vcan を世界で初めて発見（当時、PG-M と命

名）した本研究室では、長年に亘って同分子

の構造と機能に関する研究を遂行し、近年は

二種類の Vcan 遺伝子改変マウスを駆使して

同分子の生体内機能を検討してきた。その結

果、ヒアルロン酸との結合が低下した Vcan ノ
ックインマウス（VcanΔ3/Δ3）は心形態形成不

全（胎生 10.5 日）、心拡張と心中核欠損（胎

生 12.5-14.5）、真皮の菲薄化、大動脈形成不

全を呈し、これらの異常に TGF-と BMP のシ

グナルが関与することを明らかにした（投稿

中）。また同マウスの胎児線維芽細胞培養系で

はコラーゲン線維幅が減少していること、継

代後同細胞は ERK1/2 のシグナル伝達の亢進

によって早老症を呈することを見出した。胎

生期肢芽間充織において Vcan 発現を欠失す

るコンディショナルノックアウトマウス

（Prx1-Cre/ Vcanflox/flox）の作製と解析から、

同マウスが軽度の軟骨形成遅延と四肢指関節

の形成異常を呈することを見出し、その詳細

な解析結果から同分子がTGF- の細胞外集積

に重要な役割を果たしていることを明らかに

した。これらの遺伝子改変マウスを駆使した

研究は、組織発生・器官形成における Vcan の 

図１. Vcan の３つの作用点 

 

役割を明らかにすると共に、同分子の先天性

遺伝性疾患との関連を示唆するものであった。

しかし、これらの研究は出生後の同分子の生

体内機能は殆ど探索し得ていない。 

 組織が変容する際には、Vcan の各ドメイン

は種々の ECM 構成分子と複合体を形成しつつ、

３つの作用点を介した細胞挙動制御作用を通

じて統合的微小環境の再構築に寄与すると考

えられ、炎症・修復の過程、悪性腫瘍の浸潤

に伴う組織改築の過程において重要な役割を

果たしていると推測される。この点を顧みた

本申請者は、自らが作製した Vcanflox/floxと時

空間的に Cre 酵素発現制できるトランスジェ

ニックマウスとを組み合わせれば、成獣にお

いて Vcan の発現を欠失させることができる

と考えた。そこで、タモキシフェン投与によ

りVcanを欠失するCAG-CreER/Vcanflox/-マウス

系を樹立し、その詳細な解析を通じて成長後

の ECM 機能維持における同分子の役割を解明

し、種々のマウス病態モデル実験を通じて、

病態における同分子の関与を明らかにすると

いう研究計画を立案した。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、細胞外マトリックスの主

要なプロテオグリカンであるバーシカン
（Versican, 以下 Vcan）の生体内機能を解明
することである。胎生期の心臓、軟骨、関節
の形成における Vcan の役割を明らかにして
きた本申請者の研究を、生後の組織維持と病
態の組織改築における同分子の役割の解析
へと発展させるものである。既に樹立済みの
Vcan コンディショナルノックアウトマウス
と多面的な解析技術を駆使して、Vcan を中心
とした細胞外環境による細胞機能制御の実
体を解明する。Vcan の遺伝子改変マウスを用
いた研究を展開しているのは本申請者のみ
であり、同分子の普遍的かつ重要な機能を証
明できるのは本研究以外にはない。細胞外微
小環境を視座とする病態の解明と病態制
御・治療法開発に直結する点で意義が高い。 
 



３．研究の方法 
申請時の研究方法を以下に記載する。 
（１）CAG-CreER/Vcanflox/flox:Rosa26 マウスを

用いた生体内 Vcan 機能の解析 

図２．Vcan<flox/flox>マウス作製図 

 

①CAG-CreER/Rosa26レポーターマウスの作製 

 本研究に用いるCAG-CreER 系列、Vcanflox/flox

系列（図２）はすでに樹立・維持しており、

両 者 の 交 配 に よ っ て 得 た

CAG-CreER/Vcanflox/flox マウスは正常に発育成

長し妊性を有することをすでに確認している。 

本 申 請 者 ら の 予 備 実 験 で は 、

CAG-CreER/Vcanflox/flox マウスにタモキシフェ

ンを投与した場合、flox 部位の切離効率が低

く効果判定も難しいことが判明した。この問

題を解決する目的で、 -ガラクトシダーゼレ

ポーター遺伝子の発現により Cre 酵素の効果

を判定できる CAG-CreER/Vcanflox/-:Rosa26 マ

ウス系統を調製する。手順としては、CAG-Cre

マウスと Vcanflox/floxとの交配、次いで同交配

マウスの C57Bl/6 との戻し交配による

CAG-Cre 遺伝子座の除去を行い Vcanflox/-マウ

スを調製する。同マウスに CAG-CreER マウス

と Rosa26 マウスとを順次交配させて

CAG-CreER/Vcanflox/-:Rosa26 マウスを調製す

る。この CAG-CreER/Vcanflox/-:Rosa26 マウス

にタモキシフェンを投与し、各組織に対する

X-Gal 染色ならびに抗 Cre 抗体を用いた免疫

染色を施し、タモキシフェン投与の至適条件

を決定する。 

②組織の恒常性維持における Vcan の機能解

析 

 上記１の CAG-CreER/Vcanflox/-:Rosa26 実験

群の調製が完了した段階で以下の研究を開始

する。 

 生 後 2 週 間 及 び 4 週 間 の

CAG-CreER/Vcanflox/- Rosa26 マウスにタモキシ

フェンを投与して Vcan 発現を全身で欠失さ

せ、（ⅰ）全身の検査（肉眼観察、体重測定、

X-線撮影による骨格検査、運動機能検査）、

（ⅱ）各組織の肉眼的・組織学的観察、(ⅲ)

免疫染色法による分子の局在の検討、（ⅳ）ウ

ェスタンブロット法と ELISA 法を用いた分子

の定量を行う。免疫染色と生化学的解析は、

Vcan を含む ECM 群（Vcan、デコリン、バイグ

リカン、Ⅰ、Ⅲ、Ⅳ、Ⅴ型コラーゲン、エラ

スチン、フィブリリン-1、2，）および Vcan が

深く関与する TGF- 、BMP2/4、これらのリセ

プター、ならびに下流シグナル分子のSmad2/3、

Smad1/5/8 を対象とする。 

 上記の解析についてタモキシフェン投与

の有無で比較し、組織恒常性維持における

Vcan の役割を明らかにする。なおタモキシフ

ェン自体の影響の有無を確認する目的で、全

ての実験において野生型マウスのタモキシ

フェン投与群、非投与群を加え、比較検討を

行う。 

③病態の進展と治癒過程における Vcan の役

割の検討 

 マウスに、組織改築を伴う以下 A）-D）の 4

種類の病態を創出して、病態の進展と治癒過

程における Vcan の役割を解明する。使用する

マウス群は CAG-CreER/Vcanflox/flox:Rosa26 と

野生型の 2 種類で、各々タモキシフェン投与

群、非投与群、即ち合計 4 種類のマウス群を

比較する。タモキシフェン投与によって病態

形成以前に組織形態が変容してしまう条件で

は病態モデル実験の結果の判定は難しい。従

って実験に際しては、タモキシフェン投与に

よって組織変容を生じないか、あるいは変容

が軽微な条件にて、各々の病態を作製して検

討する。解析に際しては、各病態に対して上

記同様、（ⅰ）肉眼的観察、（ⅱ）組織学的検

討（H&E、マロリーアザン、鍍銀、シリウスレ

ッド、エラスチカワンギーソン、アルシャン

ブルー、トルイジンブルー等の染色を適用）、

（ⅲ）ECM 分子と生理活性分子群、リセプタ

ー、下流のシグナル分子に対する免疫染色を

用いた局在検討、（ⅳ）これらの分子群につい

ての生化学的検討（ウェスタンブロット法、

ELISA 法、Sircol アッセイ、Blyscan アッセ

イ）を行う。 

 検討する病態実験としては、アレルギー性

皮膚炎、皮膚創傷治癒実験、腫瘍移植実験、

骨折モデル実験を予定している。 

（２）培養線維芽細胞を用いた Vcan の機能解

析 

 本申請者らは、VcanΔ3/Δ3マウスの胎児線維

芽細胞株の培養実験から、分泌された Vcan が

コラーゲン線維幅を規定し、ヒアルロン酸の

ECM への沈着を促進し、細胞増殖に影響（低

継代数では抑制的、高継代数では促進的）す

ることを明らかにした。そこでこの有用な実

験系を拡大する目的で、2種類のVcan 遺伝子

改変マウスおよび野生型マウスから胎児線維



芽細胞と皮膚線維芽細胞を採取し、不死化し

た株を樹立した。本研究では、これらの不死

化細胞株に Vcan の各バリアントを強制発現

させて細胞挙動ならびに形成される ECM 構造

を比較検討して各 Vcan のドメインの役割を

解明する。Vcan はバリアントによって付加す

るコンドロイチン硫酸鎖の数が異なる。バリ

アントの機能の差異によって Vcan における

コンドロイチン硫酸鎖の機能が明らかになる。

Vcan のコア蛋白質は巨大（V0バリアントは約

400kDa）であり、通常の方法では強制発現が

困難である。最近篠村多摩之博士（東京医科

歯科大学）によって開発された相同組換え法

によって Vcan を強制発現させるシステムを

導入し、各バリアントを恒常的に発現させる。

同システムの導入については既に篠村博士か

ら供与の快諾を得ている。 

 不死化した野生型（Vcan+/+）、VcanΔ3/Δ3、

CAG-Cre/Vcanflox/-、CAG-CreER/ Vcanflox/-の各

細胞株のゲノムに、上記相同組換え法により

各 Vcan バリアントの発現フラグメントとネ

オマイシン耐性遺伝子を挿入し、G418 にてス

クリーニング後、各バリアント安定発現細胞

株を得る。これらの細胞株について細胞増殖

と形態変化を観察する。合成される ECM に対

しては、ECM 分子群（Vcan、デコリン、バイ

グリカン、Ⅰ、Ⅲ、Ⅴ型コラーゲン）、生理活

性分子とそのシグナル伝達分子（TGF-b、BMPs

関連の分子群）に関して免疫染色を行い、局

在と沈着量に関して検討を加える。 
 
４．研究成果 
（１）CAG-CreER/Vcanflox/flox:Rosa26 マウスを

用いた生体内 Vcan 機能の解析 

①CAG-CreER/Rosa26レポーターマウスの作製 

 CAG-CreER 系列、Vcanflox/flox 系列、Rosa26

系 列 の 順 次 交 配 に よ り 、

CAG-CreER/Vcanflox/-:Rosa26 系列の獲得を行

ったところ、得られる個体数が著しく少ない

ことが判明した。その原因として恐らく Cre

の漏出的発現によってマウスが胎生致死し

ていると考えられた。実験群の準備ができな

かったため、Cre 酵素発現アデノウイルス

（Ad-Cre）感染系に切り替えることとし、当

該実験系の樹立へ向けての条件検討を行っ

た。Rosa26: Vcanflox/floxマウスにAd-Cre 溶液

を皮内注入し1週間後に資料を採取して検討

したところ、Ad-Cre は表皮、汗腺、脂腺、真

皮線維芽細胞に発現しており、免疫染色では

感染部位におけるVanの発現は欠失していた

（図 3）。  

 Ad-Cre による Vcan 発現局所欠失実験系が

確立できたので、以下の病態モデル実験を行

った。 

②皮膚創傷治癒実験 

 生後 4-6 週齢のマウス背部皮膚に直径 8mm

のパンチバイオプシーにて全層欠損を作製し、

経時的に肉眼的観察と写真撮影を行い、創の

面積を計測した。創傷は作製後 3 日で半分の

面積が、５日でほぼ全体に表皮で覆われるこ

とが確認できたので、3 日後と 5 日後にサン

プルを採取した。Vcanflox/flox マウスに対して

Ad-GFP を感染させた対照群と比較して

Ad-Cre感染群では肉芽の形成が遅延すうｒ傾

向が見られた。現在、マウス匹数を増やし、

線維芽細胞の増殖の程度、血管新生の程度の

定量的評価を行っている。 

 
③腫瘍移植実験 

 B6 系由来線維肉腫細胞株 QRsP（1×107個）

と Ad-Cre あるいは Ad-GFP の混合液を

Vcanflox/flox マウス皮下に注射し、腫瘍形成の

程度を検討したところ、Ad-Cre 投与群では腫

瘍が増大していた。B6メラノーマ細胞でも同

様の結果が得られた。このことは宿主間質の

Vcan が、腫瘍増殖を抑制することを示してい

る。現在、Vcan によって制御される腫瘍増殖

関連シグナル伝達経路を探索している。本研

究の開始後、当該申請者は新学術領域研究・

がん微小環境の公募研究者に採択されたため、

本腫瘍移植実験の規模を拡大し、主として新

学術領域研究のテーマとして遂行した。 

（２）培養線維芽細胞を用いた Vcan の機能

解析 

 Vcan の V1, V3 バリアントの歯発現ベクタ

ーを作製し、HEK293 細胞に導入して同歯痛言

ベクターが有効であることを確認した。現在、

不死化した線維芽細胞に導入し、安定的発現

株の獲得を目指している。 
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