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要旨 

 

【背景と目的】 

関節リウマチ（RA）は、滑膜炎と骨破壊を主徴とする慢性炎症性疾患であり、関節

痛、腫脹、可動域制限、日常生活動作の低下など、患者の QOL を大きく損なう。生

物学的製剤や JAK 阻害薬の登場により治療成績は飛躍的に改善したものの、依然とし

て治癒には至らず、疾患活動性が完全に抑制されない患者も一定数存在する。また、

高齢化に伴い増加する免疫老化（immunosenescence）の影響により、感染症リスクや

薬剤による副作用が治療選択に大きな制限を与えることも少なくない。このような背

景から、免疫抑制に依存しない新たな治療戦略の必要性が高まっている。 

近年、RA の病態において「細胞老化」が重要な役割を果たすことが明らかになっ

てきた。老化細胞は細胞周期が停止するだけでなく、炎症性サイトカインやマトリッ

クス分解酵素を分泌する SASP と呼ばれる特徴をもち、周囲細胞にも炎症を波及させ

る。RA 滑膜では、線維芽細胞様滑膜細胞（FLS）やマクロファージに老化細胞が蓄積

し、SASP を介して炎症の慢性化や骨破壊促進に寄与することが報告されている。す

なわち、細胞老化の制御は、免疫抑制とは異なる新しい治療コンセプトとして注目さ

れている。 

そこで本研究では、細胞老化誘導因子として注目される CCN3 に着目した。CCN3

は細胞外マトリックス関連タンパクであり、組織修復、線維化、炎症など多彩な生理

機能を持つことが知られている。また、加齢関連疾患との関連や、RA 患者の血清中

CCN3 濃度の上昇と疾患活動性との相関も報告されている。 

本研究では、CCN3 が関節内で老化を促し、炎症や骨破壊を悪化させる因子である

という仮説を立て、RA の病態における CCN3 の機能と、CCN3 阻害が治療効果を持つ

かどうかを検討することを目的とした。 

 

【対象と方法】 

本研究では、ヒト RA 滑膜組織の解析、細胞培養を用いた in vitro 実験、マウス関節

炎モデルを用いた in vivo 解析を組み合わせ、CCN3 の役割を多角的に評価した。 

まず、ヒト滑膜サンプルは人工関節置換術を受けた RA 患者および変形性関節症患

者から採取し、免疫染色により CCN3 発現を評価した。また、公開されている

scRNA-seq データを解析し、滑膜内の細胞集団ごとの CCN3 発現パターンを調査し

た。 

次に、in vitro 解析では、ヒト FLS を組換え CCN3 で刺激し、24、48、168 時間での

刺激実験を行った。遺伝子発現は qRT-PCR で評価し、タンパク発現は Western 

blotting、老化細胞の検出は β-gal 染色により行った。さらに、RNA-seq 解析を実施
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し、CCN3 刺激による遺伝子発現の変化、エンリッチメント解析、転写調節ネットワ

ーク解析を行った。 

破骨細胞分化への影響を評価するため、健常人末梢血由来単球を MCSF 存在下で破

骨細胞前駆細胞へ誘導した後、RANKL または CCN3 で刺激した。破骨細胞分化は

TRAP 染色およびアクチンリング形成により評価し、象牙質切片を用いて骨吸収能を

測定した。また、FLS と単球を Transwell insert を介して共培養し、FLS から分泌され

る因子が破骨細胞形成に与える影響を検証した。 

in vivo 解析として、CCN3 を含浸させたスポンジをマウス頭頂骨に移植する頭頂骨

スポンジ移植モデルを作成し、組織染色および micro-CT により骨吸収・炎症・老化細

胞の出現を評価した。さらに、CCN3 を膝関節内に投与するモデルでも細胞老化の誘

導を検討した。 

治療効果の検証として、CAIA モデルマウスを用い、抗 CCN3 抗体を投与した群と

対照群で関節炎スコア、組織学的炎症、老化細胞、破骨細胞の割合を比較した。 

統計解析は適切な検定手法を用い、有意水準は p<0.05 と設定した。 

 

【結果】 

RA 患者の滑膜組織では、CCN3 陽性細胞が変形性関節症と比較して有意に多く認め

られた。また、scRNA-seq 解析の結果、CCN3 は主に炎症性 FLS サブセットに高発現

していた。 

in vitro 実験では、FLS に CCN3 を刺激すると、24 時間後には多数の遺伝子が有意に

上昇しており、TGF-β シグナル、Hippo シグナル、破骨細胞分化経路などが活性化し

ていた。GO 解析では、コラーゲン代謝や成長因子結合など組織リモデリング関連の

機能が上位に挙げられた。また、老化関連遺伝子の発現も多く上昇し、SASP 因子の

発現が亢進していた。刺激を 168 時間に延長すると、p53 および p21 の発現上昇、β-

gal 陽性細胞の増加が見られ、FLS の細胞老化を認めた。 

膝関節内投与モデルでも、CCN3 を投与した膝滑膜では、p53 および β-gal 陽性細胞

が有意に増加し、関節内での細胞老化誘導作用が確認された。 

単球への CCN3 刺激では、破骨細胞様細胞への分化を促進し、TRAP 陽性細胞およ

びアクチンリング形成が増加し、象牙質片上での骨吸収領域が拡大した。RNA-seq 解

析では細胞老化、破骨細胞分化、TGF-β シグナル、接着分子経路などが活性化し、

SP1、FOS、RB1、TP53 など老化関連転写因子ネットワークが関与していた。 

頭頂骨スポンジ移植モデルでは、micro-CT で骨吸収領域が拡大し、TRAP 陽性細胞

および老化細胞が増加した。炎症性サイトカインの発現も上昇していた。 

CAIA モデルでは、抗 CCN3 抗体投与により関節炎スコアが改善し、炎症細胞浸潤

面積、β-gal 陽性細胞、TRAP 陽性領域が減少した。 
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【考察】 

本研究により、CCN3 が RA 滑膜において細胞老化を誘導し、炎症と骨破壊を増悪

させる中心的な役割を担うことが明らかとなった。特に、FLS における細胞老化の誘

導と SASP の活性化、さらに破骨細胞様細胞形成の促進という二重の作用により、

CCN3 は「老化−炎症−骨破壊」の悪循環を形成していた点が重要である。 

既存の RA 治療は主に免疫の制御に焦点を当てているが、本研究は細胞老化制御と

いう新しい視点の重要性を示した。また、CCN3 は RA 患者で増加し、活動性とも関

連することから、バイオマーカーとしての有用性も期待される。CCN3 阻害は、老化

細胞の蓄積を抑えつつ炎症と骨破壊も改善する戦略であり、免疫抑制の副作用に悩む

高齢 RA 患者にも適応可能な治療コンセプトとなりうる。 

 

【結論】 

本研究では、CCN3 が RA 関節内で細胞老化を誘導し、炎症と骨破壊の進行に寄与

することを明らかにした。CCN3 は FLS および単球系細胞に作用し、SASP 誘導、破

骨細胞分化亢進、骨吸収促進を引き起こす。in vivo モデルにおいても、CCN3 投与は

細胞老化と骨吸収を増加させ、抗 CCN3 抗体投与は関節炎症状および組織破壊を改善

した。さらに、本研究で示された CCN3 による FLS 老化・SASP 誘導と破骨細胞形成

促進という二方向性の作用は、RA 関節で生じる“老化－炎症－骨破壊の悪循環”を

形成する中心的機序を支持するものである。以上より、CCN3 は RA における新規病

態修飾因子であり、細胞老化制御を介した新たな治療戦略の標的となり得ることが示

唆された。 
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略語表 

 

本文中および図中で使用した略語は以下の通りである。 

 

β-gal   β-galactosidase 

CAIA   Collagen Antibody-Induced Arthritis 

CCN3   Cellular Communication Network Factor 3 

Cdkn1a   Cyclin-Dependent Kinase Inhibitor 1A 

CT   Computed Tomography 

DEGs   Differentially Expressed Genes 

EDTA   Ethylenediaminetetraacetic Acid 

EGFR   Epidermal Growth Factor Receptor 

FBS   Fetal Bovine Serum 

FLS   Fibroblast-Like Synoviocytes 

GAPDH   Glyceraldehyde-3-Phosphate Dehydrogenase 

H&E   Hematoxylin and Eosin 

HRP   Horseradish Peroxidase 

IL   Interleukin 

LPS   Lipopolysaccharide 

MCSF   Macrophage Colony-Stimulating Factor 

MEM   Minimum Essential Medium 

MMP   Matrix Metalloproteinase 

PBS   Phosphate-Buffered Saline 

pP53   Phosphorylated p53 

PS   Penicillin–Streptomycin 

qRT-PCR  Quantitative Real Time Polymerase Chain Reaction 

RA   Rheumatoid Arthritis 

RANKL   Receptor Activator of NF-κB Ligand 

RB   Retinoblastoma  

SASP   Senescence-Associated Secretory Phenotype 

SEM   Standard Error of the Mean 

TGF   Transforming Growth Factor 

TNF   Tumor Necrosis Factor 

TRAP   Tartrate-Resistant Acid Phosphatase 
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緒言 

 

関節リウマチ（Rheumatoid Arthritis：RA）は全身性の自己免疫疾患であり、主要な症

状として滑膜炎および関節破壊を引き起こし、進行性に発症する。その結果として、患

者は日常生活動作能力が低下し、重度の機能障害を呈することもある(Gravallese et al., 

2023)。本疾患は高い有病率を示し、2019 年には世界で約 1,800 万人が罹患していると

推定され、そのうち 55 歳以上の女性が 70％を占めた。平均寿命の延伸に伴い、有病率

は今後も増加すると考えられている。 

RA の進行は、（1）自己抗体の出現やサイトカイン異常など、細胞・分子レベルで自

己免疫異常が生じる時期であり、まだ臨床症状はみられない前臨床期、（2）滑膜炎を

主体とする強い炎症が誘発され、関節痛・腫脹などの臨床症状が出現する臨床期、（3）

関節破壊や関節外病変が進行する慢性期の 3 段階に分類される(Holmdahl et al., 2014)。 

治療法としては、症状緩和のための薬物療法、関節負荷軽減のための理学療法、疼痛

軽減および関節機能回復を目的とした外科的介入が行われる(Gill et al., 2023)。しかし、

TNF 阻害薬をはじめとする生物学的製剤による免疫調節療法は、高齢者においては免

疫老化（immunosenescence）や感染リスクの増大、併存疾患の影響などにより効果が限

定的であることが報告されている(Bathon et al., 2006 ; Boots et al., 2013 ; Radovits et al., 

2009)。したがって、より安全かつ効果的な新規治療薬の開発を目的とした研究の継続

が求められる。 

加齢は自己免疫疾患発症の因子の一つであり、高齢者では免疫細胞機能の低下とと

もに、自己抗体および炎症性サイトカインの産生増加が認められる。最近の報告では、

RA 滑膜組織において老化細胞、すなわちマクロファージや線維芽細胞様滑膜細胞の蓄

積がみられ、これらが疾患病態における主要なエフェクター細胞として関与している

ことが示唆されている(Bartok and Firestein, 2009 ; Del Rey et al., 2019 ; Udalova et al., 2016)。 

細胞は内外からの刺激やストレスに応答して、p53–サイクリン依存性キナーゼ阻害

因子 1A（Cyclin-Dependent Kinase Inhibitor 1A：Cdkn1a；p21）やレチノブラストーマ

（Retinoblastoma：RB）–Cdkn2a（p16）経路を活性化し、G1/S 期での細胞周期停止を誘

導する。老化細胞は恒常性維持機能の喪失に加え、細胞老化随伴分泌現象（senescence-

associated secretory phenotype：SASP）を形成し、炎症性サイトカインや細胞外マトリッ

クス分解酵素を高レベルで分泌することで、組織障害や慢性炎症を惹起する(Gasek et al., 

2021)。したがって、細胞老化の抑制は、免疫抑制剤と比較して副作用が少ない新たな

RA 治療戦略となり得る(Gasek et al., 2021)。そのためには、滑膜内における老化誘導機

構を明らかにし、in vivo で老化を活性化させる因子を同定することが重要である。 

また、我々は破骨細胞形成に関与するサイトカインが、骨・関節破壊の治療ターゲ

ットになりうるという仮定のもと、RA 患者の末梢血由来 RNA を用いたトランスクリ
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プトーム解析(Macias-Segura et al., 2018)と RA 患者滑膜に対する scRNA 解析

(Stephenson et al., 2018)から Communication network factor 3（CCN3、別名

Nephroblastoma Overexpressed; NOV）を同定した。CCN3 は、CCN ファミリーに属す

る細胞外マトリックス関連タンパクであり、加齢関連疾患（変形性関節症、冠動脈疾

患、肥満、インスリン抵抗性、癌、慢性炎症など）の発症や進展に関与することが知

られている(Fadhil Jaafar et al., 2023 ; Hirose et al., 2022 ; Kuwahara et al., 2020 ; Lobaccaro 

et al., 2013 ; Martinerie et al., 2016 ; Son et al., 2023)。また、複数の研究により、RA 患者

血清中の CCN3 濃度が DAS28 および抗 CCP 抗体値と相関することが報告されている

(Saleem Zayed, 2022 ; Taneja et al., 2018 ; Wei et al., 2020)。 

本研究では、CCN3 が関節内において細胞老化と骨破壊を活性化する因子として作

用するとの仮説を立て、RA の進行過程における CCN3 の役割を検討した。その結

果、CCN3 は細胞老化および破骨細胞形成を誘導するオートクライン／パラクライン

因子として機能し、RA 病態の進展に寄与すること、さらに新たな治療標的となり得

る可能性が示唆された。  
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方法 

 

1. 倫理審査の承認および患者説明 

本研究で使用したヒト検体は全て、北海道大学病院倫理審査委員会の承認を受けた

後に取得し使用した（承認番号：020-0078、21-0044）。検体の取得に際しては、患者

に対して文書による説明および同意を得た後に、臨床検体を回収し研究に使用した。 

また、本研究における動物実験は、全て北海道大学大学院医学研究院における動物

実験委員会の承認を受けて行った（承認番号：20-0065） 

 

2. 滑膜組織の免疫組織化学染色 

滑膜組織は、人工膝関節全置換術または人工手関節全置換術を受けた RA 患者から

採取した。対照群の滑膜は、変形性関節症患者の人工膝関節全置換術時に採取した。

採取した滑膜を、4％パラホルムアルデヒド（FUJIFILM Wako Pure Chemical 

Corporation, Osaka, Japan）で 48 時間固定後、パラフィン包埋し、3 μm 厚に切った切片

を CCN3 抗体（Novus Biologicals, Centennial, CO, USA）で一晩反応させた。その後、

Horseradish peroxidase (HRP)-conjugated streptavidin secondary antibody (Vectastain Elite 

ABC kit; Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA)で刺激し、hematoxylin で細胞核の対

比染色を行った。 

 

3. 組換え CCN3 を用いた in vitro 刺激実験 

ヒト線維芽細胞様滑膜細胞（hFLS; Cell Applications, San Diego, CA, USA）は、

αMEM 培地に 10% Fetal bovine serum (FBS)、1%penicillin/streptomycin（PS）、1% L-

glutamine を加えてインキュベーター (37°C，5%CO₂) で培養した。hFLS に 100 ng/mL

のヒト組換え CCN3（R&D Systems, Minneapolis, MN, USA）を加えて 24、48、または

168 時間刺激した。培地は 3 日ごとに新鮮な培地と交換した。その後、細胞を回収

し、遺伝子およびタンパク発現解析を行なった。 

 

 ヒト単球は健常人ドナー（30 - 48 歳）の末梢血から密度勾配遠心分離法（Ficoll-

Paque™ PLUS, GE Healthcare, Chicago, IL, USA）により分離し、その後 MACS Pan 

Monocyte Isolation Kit（Miltenyi Biotec, Auburn）を用いて単離した。単球は 25 ng/mL

ヒト組換え macrophage colony-stimulating factor（hMCSF；Peprotech, Cranbury, NJ, 

USA）を含む培地で 6 日間培養し、その後 100 ng/mL のヒト組換え CCN3 で 24 時間刺

激した。 

 

 破骨細胞分化アッセイでは、単球を 25 ng/mL の hMCSF を含む培地で培養して破骨
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細胞前駆細胞を作製した。その後、同培地に 50 ng/mL のヒト組換え Receptor activator 

of NF-kappa B ligand (RANKL；Peprotech）を添加して 8 日間培養した(Tian et al., 

2020)。培地は 3 日ごとに新しい培地と交換した。8 日目に、細胞を 4%パラホルムア

ルデヒドで固定し、Tartrate-resistant acid phosphatase（TRAP）染色キット（Sigma-

Aldrich, St. Louis, MO, USA）を用いて染色した。また、アクチンリング染色にはファ

イロジン（Alexa Fluor 633；Invitrogen, Carlsbad, CA, USA）および DAPI（Dojindo 

Molecular Technologies, Kumamoto, Japan）を用いた。 

破骨細胞の機能解析のため、単球を象牙質切片（Wako）上で 21 日間、同様の培地

で培養した(Yokota et al., 2021)。骨吸収領域は、peroxidase-conjugated wheat germ 

agglutinin（20 mg/mL, Sigma）および、3,3’-diaminobenzidine（DAB, 0.52 mg/mL, 

Phosphate buffered saline（PBS）中 0.1 % H₂O₂含有）で染色し、オールインワン蛍光顕

微鏡（BZ-X710；KEYENCE, Osaka, Japan）で観察した。得られた画像は ImageJ（NIH, 

Bethesda, MD, USA）で解析し、骨吸収領域の面積を算出した。 

 

4. qRT-PCR 

培養した細胞から RNA を抽出するため、TRIzol Reagent（Invitrogen）を用いて細胞

を溶解し、NucleoSpin RNA（Takara, Shiga, Japan）を用いて Total RNA を採取した。

500ng の Total RNA から GoScript™ reverse transcriptase and random primer（Promega, 

Madison, WI, USA）を用いて逆転写し cDNA を合成した。次に、SYBR Premix Ex Taq

™Ⅱ（Takara）と標的遺伝子のプライマーを用いてポリメラーゼ連鎖反応を行った。遺

伝子発現の定量評価には、2-ΔΔCT method を用いた(Tian et al., 2020)。本研究で使用し

たプライマーは、実験方法セクション末尾の表 1 に示した。 

 

5. Western blot 

培養した細胞を RIPA lysis buffer（ATTO, Tokyo, Japan）を用いて溶解した。溶解液

を samples buffer EzApply（ATTO）と混合し、100℃で 5 分間加熱処理した後、ポリア

クリルアミド電気泳動（SDS-PAGE）を行った。電気泳動後のゲルを polyvinylidene 

difluoride membrane（Immobilon-P Membrane; Merck, Darmstadt, Germany）に転写した

後、5%スキムミルクを用いて 1 時間室温でブロッキングを行った。次に、1 次抗体溶

液でメンブレンを 1 時間室温で振盪した後、HRP 標識 2 次抗体を 1 時間室温で反応さ

せた。十分に洗浄した後に、Quantity One software, version 4.6.9（Bio-Rad Laboratories, 

Hercules, CA, USA）を用いて、標的タンパクのバンドを検出し、ImageJ を用いて標的

タンパクのバンドの定量化を行った。本研究で使用した抗体は、実験方法セクション

末尾の表 2 に示した。 
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6. 細胞老化染色 

組換え CCN3 で 168 時間刺激した培養細胞を固定し、Senescence β-Galactosidase 

Staining Kit（Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA）を用いて染色した。得られ

た画像はオールインワン蛍光顕微鏡（BZ-X710）で観察し、β-gal 陽性細胞の割合を

ImageJ で解析した。 

 

7. RNA sequence およびバイオインフォマティクス解析 

各条件につき 3 サンプルの Total RNA を抽出した。1μg の RNA から NEBNext Ultra 

II Directional RNA Library Prep Kit（New England Biolabs, Ipswich, MA, USA）によりラ

イブラリーを作製し、Illumina NovaSeq 6000（Illumina , San Diego, CA, USA）を用いて

塩基配列を決定した。150 bp × 2 ペアエンド、1 サンプルあたり 4 - 6 Gb のリードデー

タを得た。得られたシーケンスデータはトリミング後、HISAT2 v2.0.5 によりマッピン

グを行った。リード数は RSEM で定量し、得られた raw count データを edgeR R パッ

ケージ（ver. 3.22.5）で解析し、Differentially expression genes（DEGs）および fold 

change を算出した。統計的有意性は false discovery rate（FDR）< 0.05 を基準とした。 

 

Gene Ontology（GO）および pathway enrichment 解析は、ShinyGO

（http://bioinformatics.sdstate.edu/go74/）を用いて実施し、可視化およびグラフ作成には

SRplot tools（http://www.bioinformatics.com.cn/srplot）を用いた。さらに、single-cell 

RNA シーケンス（scRNA-seq）公的データベースの解析には BBrowserX ソフトウェア

（BioTuring Inc., San Diego, CA, USA; https://bioturing.com/bbrowserx）を使用した。 

 

本研究で得られた RNA-seq データは Gene Expression Omnibus（GEO）データベース

（https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/）に登録されており、アクセッション番号は

GSE271643、GSE171542、および GSE272743 である。その他、本研究で使用した公的

データベースとして GSE129087 および GSE100191 を利用した。 

 

8. In vivo 刺激実験 

CCN3 の生体内での効果を検証するため、2 種類のモデルを使用した。 

まず、4μg の組換え CCN3（R&D Systems）を 50μL の PBS に溶解し、その溶液を染

み込ませた 1cm×1cm のスポンジ（PELNAC artificial dermis；Gunze Limited, Kyoto, 

Japan）を 10 週齢の BALB/cAJc1 マウス（CLEA, Tokyo, Japan）の頭頂骨上に移植し投

与した（図 1）。このモデルでは、スポンジから CCN3 が緩徐に放出され、骨と直接

作用することが可能となる。スポンジ移植部位の頭頂骨は、遺伝子発現解析のために

4 日目に、骨組織形態解析のために 7 日目に採取した(Matsumae et al., 2021)。固定後の
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頭頂骨は、マイクロ Computed Tomography（CT）撮影（R-mCT2, Rigaku, Tokyo, 

Japan）を実施し、得られた三次元画像を作成した後に、これを二次元画像として抽出

後、ImageJ を用いて頭頂骨表面における骨吸収域を定量的に評価した。頭頂骨は、CT 

を撮影後に 10% ethylenediaminetetraacetic acid（EDTA；Wako）で 3 日間脱灰した後

に、パラフィン包埋を行った。5μm 厚の切片を作製し、各々のサンプルに対して

Hematoxylin and Eosin（H&E）染色と TRAP 染色をそれぞれ行い組織学的に評価し

た。H&E 染色切片については、マウス頭頂骨の上に堆積している細胞浸潤厚を、

TRAP 染色については、赤色に染色される TRAP 染色陽性領域を ImageJ で定量評価し

た 

 

図 1. CCN3 を染み込ませたスポンジを、マウスの頭頂骨上の皮下に移植 

 

次に、組換え CCN3 を 10 週齢の BALB/cAJc1 マウス（CLEA）の左膝関節腔内に投

与した。投与は隔日で週 3 回行い、7 日目に膝関節を採取した。試料は 10％EDTA で

脱灰した後に、パラフィン包埋し、組織学的解析を行った。切片は H&E 染色および

p53 抗体（GeneTex, Irvine, CA, USA）による免疫染色を行い、関節滑膜における p53

陽性細胞数を計測した。 

 

9. コラーゲン抗体誘導関節炎モデル（CAIA） 

10 週齢の BALB/cAJc1 マウス（CLEA）に、4mg の関節炎誘導用モノクローナル抗

体カクテル（Cosmo Bio, Tokyo, Japan）を尾静脈内投与し、3 日目に 50 μg の

Lipopolysaccharide（LPS；Sigma-Aldrich）を腹腔内投与し炎症を誘導した(Endo et al., 

2015)。3 日目に、マウスを無作為に 2 群に分け、治療群には 40 μg の抗 CCN3 抗体

（Bio-Techne, Minneapolis, MN, USA）を、対照群には同量（40 μg）の IgG 抗体（Bio-

Techne）をそれぞれ腹腔内投与した。これらの投与は、実験期間中、週 2 回の頻度で

繰り返し行った。 

 

マウスの四肢を毎日観察し、関節炎の重症度を以下の基準に基づいて 0～4 点でスコ
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ア化した（図 2）。4 肢すべてを合わせた最大スコアは 16 点とした。 

      0              1              2               3              4 

 

 

 

 

 

 

図 2. 関節炎スコア 

0 点：いずれの関節（手指・足趾、手背・足背、手首・足首）にも炎症がない。1

点：1 つの関節に炎症がある。2 点：2 つの関節に炎症がある。3 点：すべての関節に

炎症がある。4 点：すべての関節に高度な炎症がある。 

 

14 日目および 28 日目に、右後肢の足部を採取し、10％EDTA（WAKO）で脱灰し

た後、パラフィン包埋を行い、H＆E 染色および TRAP 染色を実施した。足関節を中

心とした 3×2 mm の範囲内で H＆E 染色では炎症細胞の浸潤面積を、TRAP 染色では

TRAP 陽性領域の割合を ImageJ（NIH）を用いて定量評価した。 

 

10. 統計解析 

統計解析は GraphPad Prism 9（GraphPad Software, San Diego, CA, USA）を用いて実

施した。多群間の比較には一元配置分散分析（one-way ANOVA）を行い、Tukey の多

重比較検定を実施した。2 群間の比較には対応のない Student の t 検定を用いた。統計

学的有意差は、*p < 0.05、**p < 0.001、***p < 0.0001、****p < 0.00001 を有意とし、ns

は有意差なしを示す。エラーバーは標準誤差（standard error of the mean：SEM）を示

す。  
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表 1．本研究で用いたプライマーの塩基配列 

Target Forward Reverse 

GAPDH GACAGTCAGCCGCATCTTCT CCATGGTGTCTGAGCGATGT 

RUNX 2 TCTCCAGGAGGACAGCAAGA GCAGCCTTAAATGACTCTGTTGG 

Col 1 ACTGGCGAAACCTGTATCCG CCAGTTCTTGGCTGGGATGT 

VEGFA AAAACACAGACTCGCGTTGC CCTCGGCTTGTCACATCTGC 

SPP 1 CTGAACGCGCCTTCTGATTG GGGTTTCAGCACTCTGGTCA 

IL-6 AGAAAAAGGTGGGTGTGTCCT GTCTTTGAGCCTGTCTTCCCC 

IL-8 TССАААССТТТСАССССААА AATTTCTGTGTTGGCGCAGTG 

TGF-β TTGAGGGCTTTCGCCTTAGC AGTGAACCCGTTGATGTCCA 

OPG CGTGTGCGAATGCAAGGAAG GCTTGCACCACTCCAAATCC 

IL-1α ACGCCTGGTTTTCCAGTATCT AGCAAGACTACTGGGTGTGC 

IL-1β GCAGAAGTACCTGAGCTCGC AGTCATCCTCATTGCCACTGT 

CCL 20 CCAAGAGTTTGCTCCTGGCT CTTGCTGCTTCTGATTCGCC 

RANKL ATCTGGCCAAGAGGAGCAAG GGGAACCAGATGGGATGTCG 

MMP 1 AGGTCTCTGAGGGTCAAGCA TTGICCCGATGATCTCCCCT 

MMP 3 TCCTACTGTTGCTGTGCGTG CCCTTGCAGCTCCATCCAAT 

 

 

表 2．本研究で用いた各種抗体 

Antibody Dilution  Manufacturer Research Resource Identifier (RRID) 

GAPDH 1:2000 BioLegend AB_2734502 

phospho-p21 1:2000 Bioss AB_11097560 

phospho-p53 1:2000 GeneTex AB_2886801 

β-galactosidase 1:2000 Invitrogen AB_2851905 
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結果 

 

1. RA 滑膜組織および炎症性線維芽細胞サブセットにおける CCN3 の検出 

 まず、滑膜組織における CCN3 の発現を確認するため、関節リウマチ（RA）患者か

ら採取した滑膜組織に対して、特異的抗体を用いた免疫染色を行った。その結果、RA

膝関節および手関節の滑膜組織において、CCN3 陽性細胞の強いシグナルが認められ

た（図 3）。 

 

 

図 3. 膝関節および手関節の滑膜組織における CCN3 の免疫染色 

 

さらに滑膜組織における CCN3 発現を裏付けるため、公開されている scRNA-seq デ

ータを解析した。ヒト RA 滑膜細胞（375 細胞）(Mizoguchi et al., 2018)のうち 110 細胞

が CCN3 陽性であり、それらの大部分は線維芽細胞の炎症性サブセットに集中してい

た（図 4A、B）。同様に、マウス RA 滑膜の実験データベース(Croft et al., 2019)を解析

した結果、滑膜全体の 4732 細胞のうち 844 細胞が CCN3 を発現しており、陽性細胞

の多くが炎症性細胞であった（図 4C、D）。 

 

これらの結果から、CCN3 は RA 関節の滑膜組織に発現しており、その主な発現部

位は線維芽細胞の炎症性サブセットであることが明らかとなった。 
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図 4. RA 滑膜組織における CCN3 の同定。 

A）RA 臨床検体の滑膜細胞に対する scRNA-seq 解析。上図は滑膜細胞のクラスタリン

グを示す t-SNE プロット、下図は CCN3 および炎症マーカーFAP の発現分布。 

B）各クラスターにおける CCN3 および FAP 陽性細胞の割合。 

C）RA モデルマウスの滑膜に対する scRNA-seq 解析。上図は関節内細胞の t-SNE プロ

ット、下図は CCN3 および炎症マーカーFAP の発現分布。 

D）各細胞群における CCN3 および FAP 陽性細胞の割合。 

 



 16 

2. CCN3 刺激は、滑膜細胞における細胞老化経路を活性化させる（in vitro および in 

vivo） 

RA における CCN3 の役割を明らかにするため、ヒト線維芽細胞様滑膜細胞

（hFLS）を培養し、組換え CCN3 で 24 時間刺激した後に bulk RNA-seq 解析を行っ

た。その結果、CCN3 刺激で刺激した hFLS では 349 個の遺伝子が有意に発現上昇し

ており、これらの遺伝子は TGF-β シグナル、Hippo シグナル、破骨細胞分化、および

リソソーム関連経路に関連していた（図 5A、B）。GO（Gene Ontology）解析では、

生物学的プロセスとして「コラーゲン代謝」、分子機能として「成長因子結合」に関

与する遺伝子の発現上昇が確認された（図 5C、D）。さらに転写調節ネットワーク解

析の結果、上昇していた遺伝子は腫瘍抑制タンパク質 p53 関連経路に有意に関連して

おり、TP53 関連遺伝子群には ADGRB1、HSF1、ID1、KLF、TP53I3、PCBP4、

ZNF385A が含まれていた（図 5E）。このうち、PCBP4 および ZNF385A は細胞老化

において重要な役割を果たすことが知られている。 

 

Venn 解析では、CCN3 で刺激した hFLS で発現上昇した 20 個の遺伝子が老化細胞で

高発現しており、細胞老化に関連していることが示された（図 5F、G）。同様に、

CCN3 刺激 hFLS における SASP（senescence-associated secretory phenotype）関連遺伝子

の発現上昇が qRT-PCR によって確認された（図 5H）。さらに、CCN3 刺激時間を

168 時間に延長すると、β-gal、p53、p21 タンパク質の発現が有意に増加し、培養細胞

内の β-gal 陽性 FLS の数も増加した（図 6A、B）。 

 

また、CCN3 が細胞老化を活性化する役割をさらに明らかにするため、CCN3 をマ

ウス膝関節内に投与し、7 日後に p53 および β-gal 陽性細胞数を解析した。その結果、

組換え CCN3 を注入した膝滑膜では PBS 投与マウスと比較して、p53 および β-gal 陽

性細胞の割合が有意に増加していた（図 7A-D）。 

 

これらの結果から、CCN3 は滑膜細胞における老化経路を活性化し、関節内の炎症

を惹起することが示唆された。 
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H 

 

図 5. CCN3 刺激は in vitro において滑膜細胞の老化経路を活性化させる。 

A） CCN3 で刺激した hFLS（n＝3）の分子応答を示すボルケーノプロット。赤は

有意に発現上昇した遺伝子、青は有意に発現低下した遺伝子。 

B）発現が上昇した遺伝子群に対する KEGG パスウェイエンリッチメント解析。 

C, D）発現が上昇した遺伝子群に対する Gene Ontology 解析。 

E）RNA-seq により同定された老化関連経路に関与する遺伝子の発現変動を示すヒ

ートマップ。 

F）CCN3 刺激により有意に発現上昇した遺伝子と、組織の老化／加齢に関連する遺

伝子の Venn 解析。 

G）RNA-seq により同定された組織老化関連遺伝子の発現変動を示すヒートマッ

プ。 

H）CCN3 刺激により、FLS からの SASP 関連因子の発現が亢進 
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図 6. CCN3 刺激後の FLS の老化マーカーの発現 

A）老化マーカーの発現を Western blot 解析により検出した。グラフはタンパク発現

量の定量結果。 

B）FLS の β-gal 免疫染色。CCN3 刺激により β-gal 陽性細胞数は増加した。  
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図 7. 膝関節内 CCN3 投与は老化経路を活性化させる。 

A）膝関節内への CCN3 投与の実験手順。 

B）左図は pP53 と β-gal 抗体染色標本の代表画像を示し、それぞれグラフは切片中

の pP53 と β-gal 陽性細胞の割合。 

 

 

 



 21 

3. CCN3 刺激は、破骨細胞様細胞形成を促進する（in vitro および in vivo） 

FLS を CCN3 で刺激すると、破骨細胞分化に関与する主要な転写因子である

NFATc1 および AP1 の発現が上昇した。この結果から、CCN3 が破骨細胞分化を誘導

し得るかどうかを検討した。 

 

ヒト単球を CCN3 で 8 日間刺激し、TRAP 染色およびアクチンリング染色により形

態学的評価を行った。さらに、骨吸収能を評価するため、ヒト単球を象牙切片上で 21

日間 CCN3 で刺激し培養した。その結果、CCN3 刺激により、in vitro で骨吸収活性を

有する破骨細胞様細胞の形成が確認された（図 8A–C）。 

 

図 8．破骨細胞分化アッセイ 

A）ヒト単球を RANKL または CCN3 のいずれかで 8 日間刺激し、TRAP 染色を実

施した。左図は TRAP 染色の代表画像を示し、グラフは各ウェルにおける TRAP 陽性

細胞数。 

B）アクチンリング形成。細胞はファロイジンで染色し、アクチンリング（赤）お

よび細胞核（青）を蛍光で検出した。 

C）象牙質片上の骨吸収領域。左図は象牙質片上の骨吸収面を示し、グラフは定量

解析結果。 

 

 

CCN3 刺激により誘導された破骨細胞様細胞の遺伝子発現解析では、発現が上昇し

た 315 個の遺伝子が、KEGG 経路および生物学的プロセス解析において「細胞老化」

「破骨細胞分化」「テロメラーゼ活性の制御」に有意に関連していた（図 9A-C、図

10A）。さらに、これらの遺伝子は「細胞周期」や「TGF-β シグナル」、ITGB4、

ITGB5 など「細胞接着」の経路にも有意に関連していた（図 10B、C）。転写調節ネ
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ットワーク解析では、上昇遺伝子が SP1、FOS、RB1、TP53 の制御ネットワークに最

も有意に関連していた（図 9D）。 

 

 

図 9. CCN3 刺激によって誘導された破骨細胞様細胞からの発現遺伝子の解析 

A）組換え CCN3 で 8 日間刺激した単球の分子応答を示すボルケーノプロット。赤

は有意に発現上昇した遺伝子、青は有意に発現低下した遺伝子。 

B）発現上昇した遺伝子群に対する KEGG パスウェイエンリッチメント解析。 

C）発現上昇遺伝子に対する生物学的プロセスに基づく Gene Ontology 解析。 

D）差次的発現遺伝子（DEGs）に基づく転写調節ネットワークエンリッチメント解

析。 
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図 10. CCN3 刺激によって誘導された破骨細胞様細胞の遺伝子群のヒートマップ 

A）RNA-seq 解析により同定された、刺激単球における破骨細胞分化および老化経

路関連遺伝子の発現変動を示すヒートマップ。 

B、C）RNA-seq 解析により同定された、TGF-β シグナル経路（B）およびフォーカ

ルアドヒージョン経路（C）に関連する遺伝子の発現変動を示すヒートマップ。 

 

 

これらの結果から、CCN3 刺激が単球・マクロファージにおいて細胞老化および破

骨細胞形成に関与するシグナル経路を活性化することが示された。さらに、ヒトマク

ロファージを CCN3 で 168 時間刺激すると、in vitro で β-gal 陽性細胞が有意に増加し

た（図 11）。 
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図 11．β-gal 免疫染色による老化マクロファージの検出。 

FLS を組換え CCN3 で刺激後、固定し β-gal 抗体で染色した。左図は β-gal 染色細胞

の代表画像、グラフは β-gal 染色陽性細胞の割合。 

 

 

in vitro の結果をさらに検証するため、CCN3 を染み込ませたスポンジをマウス頭頂

骨上に 7 日間移植し、7 日目に組織学的および骨形態計測学的解析を行った（図

12A）。その結果、CCN3 含浸スポンジ群では PBS 含浸スポンジ群に比べて骨吸収領

域および TRAP 陽性領域が有意に拡大していた（図 12B、C）。さらに、CCN3 含浸ス

ポンジ群では、移植部周囲における pP53 および β-gal 陽性細胞数の有意な増加が認め

られた（図 12D）。加えて、移植 4 日後に採取した頭頂骨では、SASP 関連因子であ

る TNFα、IL-7、MMP3 の発現が上昇していた。 

 

これらの結果から、CCN3 は破骨細胞様細胞の形成および SASP を促進し、骨吸収

と関節炎の進行に寄与することが示唆された。 
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図 12．CCN3 含浸スポンジを頭頂骨に投与すると、局所的に破骨細胞および老化細

胞の数が増加する。 

A）頭頂骨への CCN3 投与の実験手順。 

B）マウス頭頂骨に CCN3 を投与した際に誘発された骨吸収性病変を micro-CT で評

価した結果。左図は micro-CT 画像の代表例を示し、グラフは頭頂骨組織における骨吸

収領域の定量解析結果。 

C）TRAP 染色による破骨細胞の検出。左図は TRAP 染色切片の代表画像を示し、

グラフは頭頂骨組織における TRAP 陽性領域の定量解析結果。 

D）頭頂骨組織における老化細胞の検出。左図は pP53 および β-gal 抗体で染色した

切片の代表画像を示し、右グラフは染色陽性細胞の割合。 
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4. CAIA モデルにおける CCN3 阻害の治療効果 

CCN3 が細胞老化および破骨細胞分化に関与する経路を促進することが明らかとな

ったことから、これらが RA 関節の特徴的な病態であることを踏まえ、RA モデル

（CAIA）マウスにおける CCN3 を標的とした治療の有用性を検討した。関節炎誘導用

モノクローナル抗体カクテルおよび LPS を投与することで RA 症状を誘導し、マウス

由来 CCN3 に対する特異的抗体を用いて治療を行った（図 13A）。マウスの四肢は毎

日観察し、関節炎の臨床スコアを評価した。また、14 日目および 28 日目に右後肢を

採取し、組織学的解析を行った。 

その結果、CCN3 抗体の投与は関節炎スコアを有意に低下させた（図 13B–D）。さ

らに、この治療により、組織切片中の炎症細胞浸潤面積、β-gal 陽性細胞数および

TRAP 陽性領域がそれぞれ有意に減少した（図 13E）。 
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図 13. CAIA モデルにおける CCN3 阻害の治療効果。 

A）CAIA モデルおよび治療の実験手順。 

B）マウスの関節炎臨床スコアを 28 日間評価した結果。 

C）炎症スコアの組織学的評価。左図は右後肢の HE 染色切片の代表画像を示し、グ

ラフは関節内の炎症領域の定量結果。 

D）関節切片における β-gal 陽性細胞の検出。左図は右後肢切片の免疫染色代表画像

を示し、グラフは β-gal 陽性細胞の割合。 

E）関節切片における TRAP 陽性細胞の検出。左図は右後肢切片の TRAP 染色の代

表画像を示し、グラフは TRAP 陽性領域の割合。 

 

 

これらの結果を総合すると、CCN3 を標的とした治療は生体内で有益な効果を示

し、関節リウマチの新たな分子標的となり得ることが示唆された。 
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考察 

 

関節リウマチ（RA）の病態解明は近年大きく進展しているものの、依然として多く

の課題が残されている(Strand et al., 2007)。しかし、細胞老化（senescence）のメカニズ

ムを理解することは、RA を含む自己免疫疾患に対する新たな治療戦略を見出すため

の重要な手がかりになると考えられる (Gasek et al., 2021)。このことから、関節内で老

化を媒介・誘導する因子を標的とすることで RA の進行を抑制できるかどうかが注目

された。本研究では、RA 患者の関節および血中で検出され、疾患重症度と関連する

ことが報告されている老化関連分子 CCN3(Armaka et al., 2022 ; Taneja et al., 2018 ; Wei 

et al., 2020)を、RA 治療の新たな標的として解析した。 

本研究の結果、CCN3 は滑膜細胞において老化経路を活性化し、さらに破骨細胞前

駆細胞における分化を促進することで、RA の病態形成に寄与することが明らかとな

った。これと一致して、関節軟骨で CCN3 を過剰発現させたトランスジェニックマウ

スでは、軟骨細胞の老化形態および重度の軟骨変性が認められている。また、組換え

CCN3 を軟骨細胞に投与すると、p21 および p53 の発現が増加することも報告されて

いる(Kuwahara et al., 2020)。一方で、IL-1β 誘導性変形性関節症モデルにおいては、

CCN3 投与が PI3K/AKT/mTOR 経路の抑制と軟骨細胞オートファジーの促進を介して

軟骨分解を軽減することも報告されている (Huang et al., 2019)。さらに、CCN3 は

Notch シグナル依存的に平滑筋細胞でサイクリン依存性キナーゼ阻害因子を活性化す

る能力を持つことも知られている(Shimoyama et al., 2010)。 

本研究の RNA-seq 解析では、CCN3 刺激がマクロファージおよび滑膜細胞において

TGF-β シグナル経路を活性化することが示された。TGF-β シグナルは、サイクリン依

存性キナーゼ阻害因子との相互作用を介して老化経路を誘導することが複数の研究で

報告されている(Matsuda et al., 2023 ; Ueda et al., 2021)。したがって、CCN3 が組織内で

細胞老化を誘導する能力は、血中および組織中での CCN3 上昇と炎症性サイトカイン

産生との関連性を説明する可能性がある(Fadhil Jaafar et al., 2023)。同様に、関節内に

おける CCN3 の存在は、滑膜細胞における老化関連分泌表現型（SASP）を誘導し、慢

性炎症を引き起こす。これにより免疫細胞の老化が加速し、「炎症－老化」の悪循環

が形成される。 

さらに、CCN3 は骨リモデリングや溶骨性転移性骨腫瘍において重要な役割を果た

すことも報告されている(Dankner et al., 2019 ; Ouellet and Siegel, 2012)。野生型マウスと

比較して、CCN3 を過剰発現するトランスジェニックマウスでは、海綿骨量が減少す

る一方で、骨芽細胞および破骨細胞数には変化がなかった。また、骨髄間質細胞株

ST-2 における CCN3 過剰発現や高濃度の組換え CCN3 投与は、BMP および Notch シ

グナル経路を介して骨芽細胞分化を抑制したことが報告されている(Rydziel et al., 
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2007)。さらに、Son らは、CCN3 が Wnt/β-catenin/MITF シグナル軸を介して EGFR シ

グナルを活性化し、乳がんにおける転移と腫瘍進展を促進することを報告している

(Son et al., 2023)。また、前立腺がんにおいては、CCN3 が内皮前駆細胞における

FAK/AKT/NF-κB シグナルを活性化し、VEGF 依存的血管新生を促進することも示さ

れている(Chen et al., 2014)。一方、別の研究では、CCN3 が NF-κB シグナルを抑制

し、内皮細胞の活性化および炎症性サイトカイン産生を阻害することも報告されてい

る(Lin et al., 2010)。 

本研究のもう一つの重要な発見は、CCN3 刺激によって骨吸収能を有する破骨細胞

様細胞の形成を誘導した点である。この刺激は単球におけるインテグリン発現の増加

を伴っていた。これまでの報告でも、CCN3 が内皮細胞において αvβ3 および α5β1 イ

ンテグリンと相互作用し、それらを活性化して細胞接着・移動・血管新生を促進する

ことが示されている(Lin et al., 2003)。また、CCN3 は線維芽細胞のインテグリン活性

化を介して皮膚創傷治癒にも関与していることが報告されている(Lin et al., 2005)。イ

ンテグリン（特に αvβ3 インテグリン）は、破骨細胞前駆細胞の接着および融合、さ

らに骨吸収に必要な細胞骨格構造の形成に重要な役割を果たすことが知られている

(Duong et al., 2000)。したがって、CCN3 刺激後の破骨細胞様細胞形成は、細胞接着お

よび融合を媒介するインテグリン活性化によるものと考えられる。さらに、RNA-seq

解析では、CCN3 刺激が非古典的破骨細胞分化経路に関与する TGF-β シグナルを活性

化することも明らかとなった(Xia et al., 2022)。 

総合すると、CCN3 は細胞老化、接着、分化、血管新生など複数の生物学的プロセ

スに関与する転写因子群を活性化し、RA 治療における有望な分子標的となる可能性

が示された。さらに、抗 CCN3 抗体による全身投与は、滑膜組織の炎症および老化細

胞・破骨細胞数を減少させ、関節炎症状を改善させた。これらの結果は、CCN3 阻害

により炎症性細胞浸潤および腎間質線維化を抑制できると報告した Marchal らの研究

結果とも一致する(Jia et al., 2015)。 

多くのエビデンスが、CCN ファミリーが慢性炎症性疾患、間質性肺疾患、慢性腎疾

患、肝線維症、がんなど様々な疾患における魅力的な治療標的であることを示してい

る(Monsen and Attramadal, 2023)。特に CCN2 は肺線維症の治療標的として臨床応用が

進んでおり、その抗体（FG-3019）は特発性肺線維症患者で有意な治療効果を示して

いる(Sgalla et al., 2020)。 

 

 



 30 

総括および結論 

 

• 関節リウマチの滑膜組織において、CCN3 の発現が亢進しており、特に線維芽

細胞の炎症性サブセットに強く局在していた。 

 

• CCN3 刺激により、線維芽細胞様滑膜細胞で p53/p21 経路が活性化し、β-gal 陽

性細胞が増加するなど、細胞老化が誘導された。 

 

• CCN3 刺激は TGF-β シグナル経路や IL-6, IL-8, MMP3 などの SASP 関連因子を

活性化し、慢性炎症および組織障害を促進した。 

 

• 単球系細胞に対しても CCN3 刺激は破骨細胞分化シグナルを誘導し、骨吸収能

を有する破骨細胞様細胞の形成を促進した。 

 

• in vivo モデルにおいて、CCN3 投与は滑膜内 p53 および β-gal 陽性細胞および

TRAP 陽性領域を増加させ、骨吸収と炎症進行を促進した。 

 

• 一方で、抗 CCN3 抗体投与は CAIA モデルマウスにおける関節炎スコアを有意

に低下させ、炎症浸潤領域・老化細胞・破骨細胞数を減少させた。 

 

• CCN3 は関節内で「老化–炎症–骨破壊」を連結する中心的メディエーターとし

て機能し、RA 病態の進行に寄与していることが示唆された。 

 

本研究の結果は、CCN3 が関節内でオートクライン／パラクライン因子として機能

し、細胞老化および破骨細胞形成を促進することで炎症と骨吸収を増悪させる一方、

抗 CCN3 抗体の全身的投与がこれらの病態を軽減することを示した。以上の知見は、

CCN3 が関節リウマチの新たな治療標的として有望であることを示唆している。 
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