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研究成果の概要（和文）：CCNファミリータンパク質のマスターマインドとして作用の分子基盤を、そのプロトタイプ
であるCCN1-3、特にCCN2を中心に、それらに対する結合分子を多数同定し各々の結合がもたらす最終的な生物学的作用
を明らかにすることによって解明した。次いで、CCN2等の軟骨特異的過剰発現マウスを作成し、その表現系を解析する
ことにより、CCN2等が実際に生体内でマスターマインドとして機能していることを証明した。また、CCN2の個別モジュ
ールを骨格系組織の再生医療に応用できる可能性を示した。さらに、CCN2遺伝子を非侵襲性に生体内で発現誘導させ、
軟骨組織を再生し得ることを見いだし、臨床応用への道筋を付けた。

研究成果の概要（英文）：We elucidated molecular mechanism of actions of CCN family proteins as 
masterminds by investigating physical interactions between CCN proteins and various molecules such as 
growth factors and their receptors, and by determining their final biological outcome in various cultured 
cells. We also generated transgenic mice overexpressing CCN2 in cartilage and found harmonized promotion 
of endochondral ossification in the TG mice, which would be a proof of function of a mastermind. 
Moreover, TSP-1 module among 4 independent modules of CCN2 had more potent action than that of full 
length CCN2 in cartilage regeneration in experimental osteoarthritis animal models, suggesting possible 
medical application of a CCN2 fragment for regenerative medicine for skeletal tissues. Furthermore, low 
intensity pulsed ultrasound induced gene expression of CCN2, aggrecan and collagen type II in 
chondrocytes, suggesting possible non-invasive application of CCN2 for cartilage regeneration in 
osteoarthritis.

研究分野： 口腔生化学
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１．研究開始当初の背景 
CCN ファミリーは、当初、 Cystein-rich 
61(Cyr61:CCN1), Connective tissue growth 
factor (CTGF:CCN2), Nephroblastoma 
Overexpressed (Nov:CCN3)の 3 つのタンパク
質からなるファミリーとしてその頭文字を
とって命名されたが , その後 Wnt-induced 
secreted protein 1-3 (WISP1-3:CCN4-6)が加わ
り、現在６種類のタンパク質から構成されて
いる。このタンパク質群は、システインに富
む分泌タンパク質でN末から IGF結合タンパ
ク様、フォンビルブランドタイプCリピート、
トロンボスポンジンタイプ１リピート、C–末
モジュールの 4 つのモジュールからなる構造
上の特徴を有している。我々は、CCN ファミ
リータンパク質が、細胞外を飛び交う種々の
シグナル分子を指揮することにより“組織の
調和ある形成や再生”を促進する“シグナル
コンダクター”とも言うべき因子との仮説の
もとその分子基盤を解明してきた。しかし、
今日までの成果を総合して考えると、単なる
“シグナルコンダクター”と言う概念にとど
まらない、細胞外マトリックスを含めた細胞
外微小環境全体を調整する“マスターマイン
ド”ともいうべき新概念で捉えなおすべき因
子であることが示唆されてきた。 
 
２．研究の目的 
本研究ではこのファミリー特有の機能につ
いての分子基盤を“シグナルコンダクター”
から“マスターマインド”という新概念で捉
え直し、その概念のもとにこのタンパク質フ
ァミリーの応用を図りたい。即ち、同タンパ
ク質群の“マスターマインド”としての作用
の分子基盤を CCN ファミリーのプロトタイ
プである CCN1-3 を中心に解明するとともに、
骨格系組織再生医療や線維症等軟組織難病
治療への応用へと展開を図る。 
 
３．研究の方法 
CCN ファミリータンパク質を、細胞外微小環
境全体を調整する“マスターマインド”とも
いうべき新概念で捉えなおすべく、yeat 
two-hybrid 法や固相法で広く結合分子を同定
し、順次、表面プラスモン共鳴法でその解離
定数を決定し、結合親和性が高くて重要と思
われるものからその結合が及ぼす生物学的
作用を in vitro の細胞培養系で解明する。ま
た、CCN タンパク質を過剰に発現するマウス
を作成しても生体内での最終的な outcome が、
なお調和のとれたものであることを確認す
る。さらに、医学的応用に向けて、CCN タン
パク質の低分子化を図るとともに、非侵襲的
遺伝子発現促進法を探索する。 
 
４．研究成果 

（１）CCN2 と他分子との結合とそのマスタ
ーマインドとしての意義 
①CCN2がFGFR2およびFGFR3に結合し、
特に FGFR2 に対する結合は強く(Kd 値は
7.7nM)、その結果 FGFs シグナリングを修飾
するという CCN2 のマスターマインドとして
の役割の一端を明らかにした。 (文献番号 26) 
また、CCN2 が FGF1 と結合することも明ら
かにした(文献番号７) 
②CCN2 が CCN2 自身および CCN3 と強く結
合すること（それぞれ Kd 値が 1.17nM および
1.95nM）することを明らかにした。なお、ホ
モダイマーの形成には TSP-1 以外の３つのモ
ジュールが関与し、CCN3 とのヘテロダイマ
ーの形成には IGFBP および VWC モジュール
が関与していることを明らかにした。(文献番
号 28)  
③Wnt アンタゴニストである Wif-1 が CCN2
と結合しその活性を阻害することを明らか
にした。(文献番号 31)  
④CCN2 が RANK と OPG の両者に結合して、
RANK-RANKL シグナリングを促進し、破骨
細胞形成を促進するという CCN2 のマスター
マインドとしての役割の一端を明らかにし
た。(文献番号 4)  
⑤内軟骨性骨形成過程の各増殖・分化段階で
重要な役割を果たすことが知られている各
種成長因子と CCN2 との結合を表面プラスモ
ン共鳴法で順次調べたところ、TGF-beta1, 
VEGF は高い親和性、TGF-beta3, PDGF-BB, 
GDF-5 には中等度の親和性で結合し、IGF-I, 
IGF-II, PTHrP には結合しないことが判明し
た。(文献番号 1)。これらの結果は、CCN2 の
マスターマインドとしての作用機構の一つ
として、ある種の成長因子類との物理的結合
が重要であることを示している。 
（２）CCN2 過剰発現マウスの作成によるマ
スターマインドとしての機能解析 
①CCN2 を軟骨特異的に過剰発現するトラン
スジェニックマウスを作成し、内軟骨性骨形
成の亢進により長管骨が伸張し、その結果マ
ウスが大きくなることが判明した。また、こ
れが調和のとれた発育亢進であること、即ち
マスターマインドとして機能していること
を明らかにした。(文献番号 22)  
② 野生型マウスを老齢（約 20 ヶ月）まで飼
育すると約半数のマウスが膝関節に自然発
症的に変形性関節症様の変化を来しこれは
ヒトの変形性関節症の最適なモデルとなる。
このモデルに準じ、軟骨特異的 CCN２過剰発
現トランスジェニック(TG)マウスを同様に
長期間飼育しても上記の変形性関節症様の
退行性の変化は全く見られず若々しい軟骨
が維持できていた。即ち、野生型でみられる
老齢化に伴う関節軟骨における軟骨特異的
細胞外マトリックスであるプロテオグリカ



ンと II 型コラーゲン量の減少と I 型および X
型コラーゲン、マトリックスメタロプロテア
ーゼ(MMP)-13 の出現という微小環境のアン
バランスが、老齢化による CCN2 の発現の低
下を過剰発現法で防ぐことにより、軟骨微小
環境が整えられ、その結果アンチエイジング
効果が見られることを明らかにした。まさし
く、この作用は“マスターマインド”として
の作用と言える。 (文献番号 18) 
（３）CCN2 の骨格系組織再生医療への応用 
①上記の成果は自然発症型の変形性関節症
(OA)に対する CCN2 の予防・治療効果の現れ
とも言える。そこで、まず、CCN2 の４つの
モジュールのリコンビナントタンパク質を
それぞれ別個に調製して、それらを単に混合
した状態での軟骨再生作用を、in vitro の培養
系でアグリカンと II型コラーゲンの遺伝子発
現促進作用、アグリカンの合成促進作用、お
よび細胞増殖促進作用を指標として調べる
と、４つのモジュールが順番に連結していな
くても全長 CCN2 の作用が再現できた。一方、
３つ、および、２つのモジュールの混合では
その軟骨再生効果は弱かった。しかし、IGFBP
および TSP モジュールは単独で全長 CCN２
と同程度の作用があることが判明した。この
２つのモジュールの内、TSP モジュールはゼ
ラチンハイドロゲルに結合したのでこれを
徐放材として OA 動物モデルでの軟骨再生効
果を調べたところ、全長 CCN2 より強い効果
が見られた。即ち、CCN2 の効果を増幅した
低分子化 CCN2 誘導体を作成出来たことにな
り、大きな進展があった。(文献番号 14) 
②CCN2が骨格筋細胞の初期分化を促進する
一方、後期分化は阻害することを見いだし
CCN2のマスターマインドとしての役割の一
端を示した。（文献番号 5） 
③適度な機械的刺激が内側半月板細胞の
CCN2の発現を誘導すること (文献番号 29)、
流体ストレスによるアクチン重合により骨
芽細胞の分化と CCN2 の発現の亢進が起こ
ること(文献番号 27)を見いだした。 
④非侵襲性に CCN2 遺伝子の発現を内部か
ら誘導することにより組織再生を促す方法
として、低出力超音波パルス療法 (LIPUS)
の適用を図るべく、まず、in vitro の培養系
で軟骨細胞に LIPUS を照射したところ、
CCN2 の発現と、アグリカンおよび II 型コラ
ーゲンの発現が亢進した。次いで、in vivo
でラット膝関節に LIPUS を照射することに
よって膝関節軟骨の CCN2 の発現を亢進さ
せることができた。LIPUS 療法は骨折治療で
は保険適用されており、臨床応用の可能性が
格段に高まった。(学会発表 1,2,11) 
（４）線維症等軟組織難病治療への応用 
①CCN2が慢性膵炎の際に膵臓の星状細胞に
おいて線維化の positive feedback 因子にな

ること、また、星状細胞由来の exosome で分
泌されることを報告した。(文献番号 9) 
②Exosome が肝の線維化で主要な役割を果
たす細胞である星状細胞間で、pro-fibrotic
因子とされている CCN2 の輸送を仲介する
ことを明らかに、exosome 中の CCN2 が肝線
維化を評価する非侵襲性のバイオマーカー
になる可能性を示した。（文献番号 8） 
③CCN3を線維芽細胞で過剰発現させること
により、I 型コラーゲン、alpha smooth 
muscle actin、および CCN2 の発現が低下す
ることを明らかにした。(文献番号 24) 
④線維化抑制に関与するとされている
CCN1/Cyr61のmRNAレベルもCCN2同様に
その mRNA の 3’-非翻訳領域で制御を受ける
ことを見いだした。(文献番号 19) 以上の結
果、線維症等軟組織難病治療への応用の道筋
の一つをつけることができた。 
（５）CCN ファミリーメンバーの他の作用 
①CCN2が軟骨内ではLRP1によりトランス
サイトーシスで輸送されることを明らかに
した（文献番号 30） 
②CCN2ノックアウトマウスのメタボローム
解析を行い、ATP 量が低下していることを見
いだした（文献番号 10）。 
③CCN3/Nov の軟骨特異的的過剰発現マウ
スを作成し、内軟骨性骨形成の遅延による骨
形成の低下が見られることを見いだした。(学
会発表 5,10)  以上、CCN2 を中心に当初か
ら予定していた CCN1〜3 までの検討を加え
た。 
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