
氏 名

学 位

専門分野の名称

学 位 授 与 番 号

学位授与の 日付

学位授与の要件

学 位 論 文 題 目

学位論文審査委員

星島 光博

博士

歯学

博甲第4716号

平成25年3月25日

医歯薬学総合研究科機能再生 ･再建科学専攻

(学位規則 (文部省令)第4条第 1項該当)

Rolesoflletel･OtypicCCN24]TGF-CCNかNOVand homotypic
CCN2-ccN21ntCl･iICh011SinexpL･eSSionofthediffel･entiated
phellOtypeOfchondl･【)CyteS(CCN2/CTGF･CCN3/NOVおよび
ccN2･CCN2のダイマー形成が軟骨細胞の基質合成に及ぼす役刺)

長塚 仁 教授 山本 敏男 教授

滝川 正春 教授

学位論文内容の要旨

InhealthytissueCCNfami】ylnelllbcr2/connectivetiLqSueElrOWthfactor(CCN2/CTGF)is

highlyexpressedincartilageandmodul[1teSchondl･OCytedifferentiationandproliferation.

Sinceectopica】overexpl･eSSionofCCN2isol)scL･Vedinseveralpathologicalstatessuchas

fibrosi白OrCancer,regulationofproteinlevelandとICtivityorCCN2al.erequil･edfornormal

developmentandmaintenanceofthephysiologicalconditionsin thelivingorganisms.To

understandtheregulatingmechanism OfCCN2activity,IidentifiedCCN21interactive

proteinSandinvestigatedtheeffectsofinteractiononCCN2'lCtivityinchondrocytes.

Toid_entify CCN2･intractiveproteins,Icarl･iedoutGAL4-basedyeasttwo-hybrid

screeningusingaCDNA libraryderivedfrom acholldrocyticceuline,HCS12/8.

ccN2/CTGFandCCN3/NOVpolypeptideswel･epickedupasCCN2-bindingproteins,

andCCN2lCCN2andCCN2･CCN3bindillgdomainswereidentified.CCN farnily

membershave4characteristicdomains:irlSulin･likegrowthfactorbindingprotein-like

(IGFBP),vonWillebrandfilCtOrtypeC(VWC),thl･Ombospondintype1repeats(TSP･1)

andC･terminalcystineknot(CT).AlnOngthefourdomainsofCCN2,IGFBP,V扉cand

CTdomainsinteractdil･eCtlywithfulllengthCCN2,whileonlyVWCandCTdomains,
butnotIGFBP,ofCCN2boundtoCCNB.Furthel･mOredirectbindingbetweenCCN2

andCCN3wasconrlrmedbycoimmunopl･eCipitation)'DVl'tl･Oandl'D VI'voandsurface

plasmonresonance,andthecalculateddissociationconstant(励 was1.17×10-9M

betweenCCN2andCCN2and1.95×10~9M betweenCCN2andCCN3,respectively.

EctoplCally overexpressed GFP･CCN2 and Halo-ccN3 in COS7 CO-localized as

determinedbydirect



fluorescenceanalysis.InadditionindirectimmunostainingofendogenousCCN2and

CCN3withspecificantibodiesshowedsubcellularcO-localizationoftheseproteinS.I

alsopresentevidencethatCCN2･CCN3interactionsmodulatedCCN2activitysuchas

enhancementofaggTeCaDandcol_?81expl･eSSion.Curiously,CCN2enhanced,whereas

CCN3inhibited,theexpressionofBggl.eCaDandco1281mRNAinHCS･2/8cells,landthe

combinedtreatme_ntwithCCN2andCCN3abolishedtheinhibitoryeffectbyCCN3.

Theseeffectswel･eneutralizedwithanantibodyagainsttheVWCdomainofCCN2

(llH3).ThisantibodydiminishedthebindingbetweenCCN2andCCN2,butenhanced

thatbetweenCCN3andCCN2.TheseresultssuggestthatCCN2Couldformhomotypic

andheterotypicdinerswithCCN2andCCN3,respectively.Strengtheningthebinding

betweenCCN2andCCN3WiththellH3antibodyhadanenhancingeffectonaggrecan

expressioninchondrocytes,suggestingthatCCN2hadanantagonizingeffectby

bindingtoCCN3.



学位論文審査結果の要旨

CCNファミリータンパク質2/結合組織成長因子(CCN2/CTGF)は軟骨に強い発現を示し､軟
乍摘別個の増殖･分化や線維芽細胞ならびに血管内皮細胞の接骨･遊走など多彩な生理機能を箱
桁する｡しかし､一方で異所性の過剰な発現が棚々の線維症や癌細胞で観察され､生体の恒常
性維持において､CCN2の発現址およびその悟性は､臓掛 こコントロールされていると思われ
る｡そこで申紺者らはCCN2の機能を調節する機柵を僻析する目的で､CCN2と結合する分子
を探索し､これらの分子間の相互作用が細胞に与える彫轡を調べたO

軟骨細胞株[(:rlrJ創錐HCS･2/8より作製したcDNAライブラリーから､CCN2と結合する因子を
yeasttwo･hybridsereeningを用いて同定したところ､CCNファミリーに属するCCN3/NOV
およびCCN2が単離された｡これらのタンパクIEi-とCCN2との相互作用部位を調べたところ､
CCN2はIGFIiP､VWCおよびCTドメインを介してCCN2と結合するが､CCN3との結合には
VWCとCTドメインのみを介することを確認 したoまた､これら両因子をCOS7細胞内で異所
性に権現させ､局在および細胞内での結合を調べたところ､共発現したCCN2とCCN3は共局
在していることが蛍光タグを用いた観察により､また細胞内での結合がタグ抗体を用いたプル
ダウン法により示されたDCCN2とCCN3の組換えタンパクJZe-rを作映し､)'DTrl'tJ･0での結合を免
疫沈降法によって確認し､さらに表面プラズモン共鳴解析の結果から､CCN2同士およびCCN2
とCCN3が共にRd≒1×10･9Mの強い結合を示すことが明らかとなった｡

そこでこ,の両者の結合の生理的昔滝を調べるために､軟骨細胞にCCN2およびCCN3を添加
し､アグリカンtnRNAの発現に及ぼす形轡をrealtime･PCRにより調べたところ､アグリカン
のmRNAレベルは､CCN2添加により上昇し､CCN3で低下した｡CCN3によるアグリカン
mRNAの･発現抑制は､CCN2の添加により此度依存的に回復したCさらに､CCN2･CCN2の結
合を阻審するが､CCN2-ccN3の結合を増強する抗CCN2抗体を添加することにより､CCN2
添加で見られたアグリカンmRNA上昇が消失し､一方でCCN2とCCN3共存下でのアグリカン
mRNAレベルは同抗体の添加でさらに上昇したoしたがって､CCN2とCCN3はタンパク質レ
ベルで相互作用し､軟･r53･細胞の基IiE産生を促進していることが示唆されたQ

本給文は､CCN2とCCN3がタンパク質レベルで相互作用し合うことで､各々の活性を相互
に調節していることを示したものであり､これらの知見は､骨や軟骨の正常な凝生機桃を明ら
かにするだけでなく､CCN2やCCN3が原因因子となっている骨 ･軟骨形成に異常を示す原因

博士 (歯学)の学位給文としての価値を認める｡


