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研究成果の概要（和文）：骨細胞は骨のリモデリングを調節する司令塔としての役割が知られているが、CCN2 
/CTGFの作用は不明である。本研究課題ではCCN2刺激した骨細胞による破骨細胞への分化誘導能を解析した。組
換えCCN2タンパク質を含むコラーゲンゲル内で3次元培養した骨細胞様細胞株MLO-Y4はOPGの産生を抑制すること
で、そのゲル上に播種したRAW264.7細胞の破骨細胞への分化を促進させた。また、Ccn2欠失マウスから単離した
骨細胞様細胞では、逆に破骨細胞への形成は抑制された。これらの結果からCCN2を介した骨細胞による破骨細胞
形成の調節機構の存在が示唆された。

研究成果の概要（英文）：It is well-known that osteocytes play a role in the regulation of bone 
remodeling.  However, the effect of CCN2/CTGF on the bone remodeling in osteocytes is unknown.  
Therefore, the aim of this study is the investigation of osteoclastogenesis via osteocytes 
stimulated by CCN2.  A mouse osteocytic cell line, MLO-Y4 embedded into collagen gel containing 
recombinant CCN2 protein, promoted the osteoclast differentiation of RAW264.7 cells inoculated on 
the collagen gel, and osteocyte-like cells isolated from Ccn2-deficient mice inhibited the 
differentiation of osteoclasts under the same condition.  These findings suggest that 
osteoclastogenesis is modulated by osteocytes stimulated by CCN2.  

研究分野：口腔生化学　細胞生物学
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  １版



１．研究開始当初の背景 
(1) 骨細胞は骨組織に最も多く存在する細

胞であるが、骨基質中に埋入されているこ

と、高度に分化しているため細胞増殖をほ

とんどしないなどの理由から、細胞培養が

難しく、これまで十分な機能解析が行われ

てこなかった。しかし、近年の遺伝子改変

動物などを用いた分子生物学的な研究によ

って、骨細胞の表現型を強く持つ細胞株の

確立や骨組織からの骨細胞の単離方法の確

立などが行わるようになり、骨細胞が in 
vitro で比較的容易に培養できるようになっ
たことで、骨細胞の機能解析がようやく行

われ始めている。骨細胞は骨表面の骨芽細

胞や破骨細胞、あるいは骨細胞同士と細胞

突起を介して情報交換を行っていると考え

られており、現在では、骨細胞が骨芽細胞

による骨形成と破骨細胞による骨吸収のバ

ランスを制御していると考えられているが、

細胞突起を介した細胞間の情報伝達のメカ

ニズムは未だほとんど解明されていない。

我々のグループは骨細胞間に形成される細

胞突起のネットワーク構造が神経細胞に形

成される神経突起のネットワーク構造に類

似したものではないかと考えた。この仮説

の基、神経栄養因子様の分子が骨細胞にも

存在し、この分子によって骨細胞間、ある

いは骨芽細胞や破骨細胞との間で細胞突起

のネットワークを形成し、情報交換を行っ

ている可能性を考えた。 
(2) CCN family protein 2/結合組織成長因子
(CCN2/CTGF)は骨芽細胞及び破骨細胞分化
を制御すること、機械的刺激を加えた骨細

胞で発現量が増加すること、さらに神経栄

養因子受容体と結合することがすでに報告

されていることから、我々は我々の想定し

た神経栄養因子様の分子が骨細胞に存在す

る CCN2 であると推測した。そこで、本研
究課題では、骨細胞に対する作用や細胞突

起の形成、さらには骨細胞のネットワーク

形成に CCN2 がどのように関与しているか
を骨細胞様細胞株及び Ccn2 の遺伝子改変
マウスからの骨細胞を用いて解析すると共

に、骨細胞が破骨細胞形成に対してどのよ

うな作用を有しているのかにも着眼して解

析した。 
 
２．研究の目的 
本研究課題の目的は骨細胞のマーカー遺伝

子の発現及び細胞突起の形成に対する CCN2
の影響を解析すると共に骨細胞の作用を介

した破骨細胞形成に CCN2がどのように関与

するのかを骨細胞様細胞株 MLO-Y4 及び
Ccn2 欠損マウスから単離した骨細胞様細胞
を用いて解析することである。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) 組換え CCN2 タンパク質(rCCN2)で刺激
した MLO-Y4細胞及び Ccn2欠損マウスから
単離した骨細胞様細胞をコラーゲンゲル内

で 3次元培養し、骨細胞のマーカー遺伝子の
発現及び細胞突起の伸長状態を解析した。 
(2) 骨細胞様細胞を 3次元培養しているコラ
ーゲンゲル上に破骨細胞の前駆細胞を播種

し、破骨細胞への分化に対する CCN2の影響
を解析した。 
(3) タモキシフェン(Tx)誘導性 Ccn2 欠損マ
ウスを作製し、Tx投与後の骨組織の影響を組
織学的に解析した。 
 
３．研究の方法 
(1) 骨細胞様細胞を用いた 3次元培養の確
立とコラーゲンゲル上に播種した破骨前

駆細胞による破骨細胞形成の測定  
骨細胞様細胞にCellmatrix Type I-A (組織培養
用コラーゲン)と 2 倍濃縮した細胞培養液を

等量混和した後に細胞培養用プレートに播

種した。37 ℃で 20分間静置してコラーゲン
をゲル化した後、培養液を添加した。次に、

そのコラーゲンゲル上にマウスマクロファ

ージ系細胞株 RAW264.7あるいは骨髄細胞を
播種し、GST融合 RANKL (GST-RANKL)で破
骨細胞に分化誘導した。破骨細胞の形成は酒

石酸抵抗性酸性ホスファターゼ(TRAP)染色
及び破骨細胞分化に重要な転写因子である

NFATc1の産生量を目安に測定した。 
(2) Tx 誘導性 Ccn2 欠損マウスの作製と
骨細胞様細胞の単離  
CAG プロモーター下でエストロゲン受容体
(ERT2)が発現するトランスジェニックマウ
ス(CAG·ERT2Cre)は Jackson Laboratory から
購入した。Ccn2 floxedマウスは京都大学から
供与された。これらマウスを交配し、Tx誘導
性 Ccn2欠損マウスを作製した。また、Tx投
与後の大腿骨から段階的なコラゲナーゼ処

理によって骨細胞様細胞を単離した。 
(3) Tx 誘導性 Ccn2 欠損マウスの骨組織
の組織標本の作製  
Tx投与、１ヶ月及び 6ヶ月後に当該マウスを
安楽死させ、膝関節を含む骨組織部を採取し、

4 %パラホルムアルデヒドで固定後、10 % 
EDTA による脱灰処置を行った。その後、パ
ラフィンに包埋し、組織切片を作製した。ヘ

マトキシリン-エオジン(H-E)染色にて組織観



察を行った。 
 

４．研究成果 

(1) rCCN2 を添加したコラーゲンゲル内で骨
細胞様細胞株 MLO-Y4 を 3 次元培養すると、
細胞突起の伸長は rCCN2に影響なく、どちら
の群においても観察された。また、骨細胞マ

ーカーの１つである Sostや破骨細胞形成に重
要な因子である RANKL の遺伝子発現レベル
には影響が見られなかったが、RANKLのデコ
イ受容体である Osteoprotegerin (OPG)の遺伝
子発現レベルは rCCN2刺激で有意に減少した。 
(2) 骨細胞による破骨細胞形成への効果を解
析するために、rCCN2 を添加したコラーゲン
ゲル内で MLO-Y4細胞を 3次元培養し、その
コラーゲンゲル上に RAW264.7 細胞を播種し
た。続いて GST-RANKLで破骨細胞への誘導
を行うと、rCCN2 を添加した群で破骨細胞形
成の指標である多核の TRAP 陽性細胞数の増
加と破骨細胞形成に重要な分子である

NFATc1 及びカテプシン K の産生量の増加が
見られた(図 1)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(3) CCN2を一過性に強制発現させたMLO-Y4
細胞を用いて、コラーゲンゲル内で 3 次元培
養し、GST-RANKL による RAW264.7 細胞の
破骨細胞形成を調べた。rCCN2 添加で見られ
た結果と同様に TRAP 陽性細胞数の増加と
NFATc1の産生量の増加が見られた。 
(4) Tx誘導性 Ccn2欠損マウスの大腿骨からコ
ラゲナーゼによる段階的消化によって骨細胞

様細胞を単離した。骨細胞様細胞が単離でき

ているかの確認は骨細胞マーカーの１つであ

る Sost遺伝子の発現レベルを指標に調べ、Sost
遺伝子の発現レベルが高いフラクションを骨

細胞様細胞が豊富に含まれているフラクショ

ンと考え、以下の実験に用いた。 
(5) Txを投与しても CCN2が欠失しない野生
型マウスから単離した骨細胞様細胞を対照群

にして、コラーゲンゲル内での細胞突起の伸

長に影響が見られるかを調べると、CCN2 の
欠失に関係なく、どちらの骨細胞様細胞にお

いても細胞突起の伸長は確認された。  
(6) 3 次元培養した骨細胞様細胞上に
RAW264.7細胞を播種し、 GST-RANKLで破
骨細胞形成を誘導すると、CCN2 を欠失させ
た骨細胞様細胞による破骨細胞への誘導群は

野生型マウス由来の骨細胞様細胞による破骨

細胞誘導群と比べて、NFATc1 及びカテプシ
ン Kの産生量が減少した (図 2)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(7) Tx誘導性 Ccn2欠損マウスに Txを投与し、
1 ヶ月間飼育した後、当該マウスを安楽死さ
せ、骨組織を採取し、組織切片を作製した。

Tx 投与により Ccn2 が欠失した骨組織では、
同腹の野生型マウスの骨組織と比較して二次

骨化部の海綿骨梁の減少が見られた。 
(8) Tx誘導性 Ccn2欠損マウスに Txを投与し、
6 ヶ月後に骨細胞様細胞を単離した。コラー
ゲンゲルで 3 次元培養すると、野生型と同様
に Ccn2 欠損骨細胞においてもコラーゲンゲ
ル内での細胞突起の伸長が見られた。 
(9) 骨細胞様細胞を単離すると同時に骨髄細
胞も単離し、M-CSFと RANKL添加によって
破骨細胞への形成を誘導した。RANKL添加 3
日後に NFATc1及びカテプシン Kの産生量を
Western blot法で調べると、野生型マウス由来
の骨細胞様細胞と骨髄細胞の組み合わせで

NFATc1 及びカテプシン K の産生量が高く、
Ccn2 欠損マウス由来の骨細胞様細胞と骨髄
細胞の組み合わせでこれら分子の産生量が低

下した。 
(10) Tx誘導性 Ccn2欠損マウスに Txを投与し、
6 ヶ月後に骨組織を採取し、組織切片を作製
した。Tx投与 1ヶ月後と同様に、Tx投与に
より Ccn2が欠失した骨組織では、同腹の野生
型マウスの骨組織と比較して海綿骨梁の減少

が見られた。 
(11) 本研究課題を通して、CCN2 は骨細胞自
身の細胞突起の伸張や骨細胞マーカーの遺伝

子発現レベルに影響を与えなかったものの、

骨細胞から産生される OPG の産生量を抑制
することで、破骨細胞形成を正に制御してい

ると考えられた。また、Tx 投与 1 ヶ月後の
Ccn2 欠損マウスの二次骨化部の海綿骨梁の



減少は Tx投与 6ヶ月後の Ccn2欠損マウスに
おいても観察されたことから、骨のリモデリ

ング期に CCN2 を欠損させることで生じた骨
代謝バランスの乱れは老齢期になっても影響

が残ることが示唆された(図 3)。 
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