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研究成果の概要（和文）：マウス筋芽細胞株C2C12に炎症性サイトカインの一つであるTNF-αを作用させると、CCN2/結
合組織成長因子(CTGF)の産生量の増加が見られ、CCN2はC2C12細胞の細胞増殖とMyoD産生量を増加させた。この結果に
一致して、Ccn2欠損マウスの筋組織では野生型と比べて筋芽細胞の細胞増殖が低下し、筋組織も低形成を示した。また
、C2C12細胞にCCN2とBMP2を同時に添加すると、BMP2単独刺激で上昇したRunx2及びOsterixの遺伝子発現レベルは有意
に減少した。

研究成果の概要（英文）：The protein production of CCN2 (also known as Connective tissue growth factor) was
 increased in mouse myoblastic cell line C2C12 by treatment with tumor necrosis factor-a, which is produce
d upon inflammation.  CCN2 promoted cell proliferation and the protein production of MyoD in C2C12 cells. 
Consistent with these findings, in vivo analyses with Ccn2-deficient skeletal muscle showed the decreased 
PCNA staining and muscle hypoplasia.  Furthermore, bone morphogenetic protein (BMP)2-induced Runx2 and Ost
erix gene expression levels were significantly decreased in C2C12 cells co-treated with CCN2.   
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１．研究開始当初の背景 
 外傷などによって骨格筋に炎症がおこると、
炎症性シグナルによって筋線維周囲のサテラ
イト細胞が増殖し、筋芽細胞へと分化する。
その後、これら筋芽細胞は互いに癒合して新
しい筋線維を形成し、骨格筋は修復される。
この過程は多くの転写因子やその転写因子に
よって制御されるタンパク質などが複雑に絡
み合って機能することで進行すると考えられ
ている。しかし、一旦、筋組織の修復メカニ
ズムが破綻すると、再生能力に富む骨格筋組
織は容易に病的な形質転換を引き起こし、骨
格筋内に異所性骨化を引き起こす。骨格筋の
異所性骨化に深く関わっている成長因子が骨
形成因子(BMP)2である。BMP2は発生過程や
骨折治癒の骨・軟骨形成を強力に促進する成
長因子として知られているが、軟組織におい
ては異所性骨化の原因因子として考えられて
いる。そのため、異所性骨化の発症メカニズ
ムを解明するためには BMP2 機能を制御する
分子を理解することが必要不可欠である。 
 CCNファミリータンパク質は 6種のメンバ
ーから構成され、生体内で極めて多彩な生理
活性を持つ。これは CCNファミリー間に共通
して見られる 4 つのモジュール構造に種々の
成長因子や細胞外基質タンパク質が結合する
ためと考えられており、BMP2 もモジュール
に結合する成長因子の一つである。我々の研
究グループを含めた国内外の研究グループに
よってCCNファミリーメンバーのいくつかの
分子と BMP2 が結合し、BMP2 機能を修飾す
る事が明らかにされている。とりわけ、CCN
ファミリーメンバーの一つである CCN2 は他
の BMP2 の調整因子と異なって、BMP2 が作
用を発揮する組織に応じて BMP2 の機能を協
調的にも抑制的にも修飾することが解明され
つつあり、CCN2を中心とした CCNファミリ
ータンパク質が異所性骨化の発症メカニズム
に深く関わっている可能性は十分に考えられ
る。そこで、本研究課題は CCN2を中心に CCN
ファミリータンパク質間に互いを制御し合う
発現制御ネットワークの様なものが形成され
ていると仮定し、このネットワークが骨格筋
の修復過程や異所性骨化にどのように関わっ
ているかを明らかにすることに主眼を置いた。 
 
２．研究の目的 
 本研究課題の目的はCCN2を中心にCCNフ
ァミリー間に形成されるネットワークを想定
し、このネットワークの作用による骨格筋の細
胞増殖及び筋芽細胞分化に与える影響と骨格
筋内におこる病的な石灰化、即ち異所性骨化の
発症メカニズムを明らかすることである。この
研究課題を解明するに当たって以下の手順で
実験を行った。 
(1) CCNファミリータンパク質間に互いの発
現量を調整し合うネットワークの様なものが

存在するのかをCcn2欠損マウス由来の筋芽細
胞を用いて解析した。 
(2)炎症性サイトカインの一つであるTNF-を
C2C12細胞に作用させた時の筋芽細胞分化に
与える影響とCCN1, 2, 3の古典的CCNファミ
リーメンバーの発現レベルの変動を検討した。 
(3) CCN2による筋芽細胞の増殖及び分化に与
える影響を検討した。 
(4) Ccn2欠損マウスの筋組織を用いて筋芽細
胞の増殖及び筋形成に与える影響を組織学的
に検討した。 
(5) BMP2による筋芽細胞の骨芽細胞様変化に
与えるCCN2の作用を検討した。 
 
３．研究の方法 
(1) CCNファミリータンパク質間のネットワ
ーク形成の有無の検討。 
Ccn2欠損マウスの筋芽細胞を分離、培養し、
成熟筋細胞に分化誘導した。野生型及びCcn2
欠損筋芽細胞からtotal RNAを抽出して定量
RT-PCR解析を行った。 
(2) TNF-で刺激を加えたC2C12細胞における
CCN2タンパク質の産生亢進作用の検討。 
C2C12細胞に分化誘導を行うと同時に用量及
び作用時間の条件を変えてTNF-を添加し、
CCN2の産生量が促進されるかどうかを
Western blot法を用いて検討した。 
(3) 組換えCCN2タンパク質 (rCCN2)による
C2C12細胞の細胞増殖促進及び分化誘導に対
する影響の検討。 
C2C12細胞にrCCN2を添加し、BrdUの取り込
みを指標とした細胞増殖試験及び抗MyoD抗
体あるいは抗Myogenin抗体を用いたWestern 
blot解析を行った。 
(4) Ccn2欠損筋組織における組織学的検討。
Ccn2欠損マウスは出生直後に死亡してしまう
ため、胎生18.5日胚のマウスから筋組織を採
取し、ヘマトキシリン-エオジン(H-E)及びマッ
ソンゴルドナー染色を行った。また、抗PCNA
抗体及び抗Desmin抗体による免疫組織学的検
討を行った。 
(5) 筋芽細胞の骨芽細胞様変化に対する
CCN2の影響の検討。 
C2C12細胞にBMP2を添加すると、骨芽細胞の
分化マーカー遺伝子(Runx2, Osterix)の発現量
が増加する事は既に明らかされているので、
BMP2刺激と同時にrCCN2を添加して、これら
分化マーカー遺伝子の発現レベルがどのよう
に変化するのかを定量RT-PCR法で検討した。 
 
４．研究成果 
(1) CCNファミリータンパク質間のネットワ
ーク形成。 
 Ccn2欠損筋芽細胞を分化誘導し、total RNA
を抽出した。各CCNファミリータンパク質の
特異的プライマーを用いて定量RT-PCR法を
行った結果、Ccn3及びCcn4の遺伝子発現レベ



ルがCcn2欠損筋芽細胞で有意に上昇した(図
１)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(2) 分化誘導したC2C12細胞にTNF-を添加
した後に古典的CCNファミリータンパク質
(CCN1, 2, 3)に対する特異的プライマーを用
いて定量RT-PCR法を行った結果、CCN1はほ
とんど影響が見られず、CCN3は発現量の減少
が見られた。CCN2のみがTNF-刺激によって
発現レベルの亢進が見られた。また、TFN-
の用量及び作用時間の条件を変えてCCN2の
産生量における影響を調べた所、濃度依存的
及び時間依存的にCCN2の産生量の増加が見
られた。 
(3) C2C12細胞にrCCN2を添加し、細胞増殖試
験を行うと、rCCN2の濃度依存的に細胞増殖
の指標であるBrdUの取り込み量は有意に増
加した。また、筋芽細胞の初期の分化マーカ
ーであるMyoDの産生量はrCCN2により濃度
依存的に増加したが、分化後期のマーカーで
あるMyogeninの産生量は逆に減少した。さら
に、Myogeninの下流にあるMyosin heavy chain 
(MHC)やDesminの遺伝子発現レベルもCCN2
添加によって抑制された。 
(4) Ccn2欠損マウスの筋組織を採取し、H-E染
色及びマッソンゴルドナー染色を行うと、野
生型マウスの筋組織と比べて筋萎縮様の所見
が見られた。また、抗PCNA抗体を用いた免疫
染色を行うと、Ccn2欠損筋芽細胞の方が野生
型筋芽細胞よりもPCNA陽性細胞数が減少し
た。 
(5) C2C12細胞にBMP2を添加すると、C2C12
細胞は骨芽細胞様に形質転換し、骨芽細胞の
分化マーカー遺伝子を発現することが報告さ
れている。実際、C2C12細胞にBMP2を添加す
ると、骨芽細胞のマスター遺伝子であるRunx2
やOsterixの遺伝子発現レベルが亢進したが、
この系にCCN2をBMP2と同時に添加すると、
Runx2やOsterixの遺伝子発現レベルはBMP2単
独刺激よりも有意に減少した (図2)。 
 
                

                  
       
 
 
 

 これまで国外を中心に筋芽細胞分化におい
てCCN2の作用は線維化などの病的な一面で
しか述べられていなかったが、本研究課題に
よってCCN2は筋芽細胞の細胞増殖の促進や
筋芽細胞の初期分化の促進と言った生理的な
役割も担っていることが明らかにされた。ま
た、本課題で得られた研究成果は我々が推定
したCCNファミリーメンバー間で形成される
ネットワークの様なものの存在を示唆してお
り、このネットワークの破綻が異所性骨化の
ような病態を引き起こすのかもしれない。さ
らに、CCN2は異所性骨化の原因因子である
BMP2に対して抑制的に作用することもこの
課題で明らかにしており、異所性骨化の発症
だけでなく、その治療にも将来応用できる研
究成果であり、大変意義深いものと考える。 
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