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研究成果の概要（和文）：本研究ではOA関節において変性軟骨から遊離して滑膜病変を引き起こす因子を探索す
ることが目的であった。研究においてはOA関節と対照関節から軟骨組織を採取してこれに繰り返し荷重負荷を加
え、それにより遊離する因子を特定するという方法を採った。因子の解析には当初二次元電気泳動を試みたが、
研究経費の制約を考慮してiTRAQを用いたプロテオーム解析を行うことに方針を変更し、OA軟骨2例と対照軟骨2
例について解析を行って遊離量が有意に異なる因子を複数同定した。これと並行してLuminexによる定量的解析
も行い、VEGF-AとFGF-2が対照軟骨に比してOA軟骨より有意に多量に遊離することを見出した。

研究成果の概要（英文）：In osteoarthritis (OA), synovial pathology may be induced by the factors 
released from degenerated cartilage upon loading. The objective of this study was to explore the 
factors which were released from osteoarthritic cartilage and could be involved in the development 
of synovial pathology in OA. To that end, OA cartilages and control cartilages were obtained from 
end-stage OA knees and non-pathological knees of dissected donors, respectively, and a load of 1 MPa
 was applied repeatedly on each cartilage. The proteins released from the cartilages upon loading 
was analyzed by a proteome analysis using iTRAQ. In result, several proteins including fibronectin 
and type I collagen were found to be released abundantly from the degenerated OA cartilage upon 
loading compared to the controls. We further performed a quantitative analysis of the released 
proteins using a Luminex, and found that VEGF-A and FGF-2 were released more abundantly from the OA 
cartilage compared to the controls.

研究分野： 整形外科学関節疾患

キーワード： 変形性関節症　軟骨　滑膜病変　荷重
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究ではOAの滑膜病変が変性軟骨に関連して生じる点に着目し、変性軟骨から遊離して滑膜病変を引き起こす
因子を見出すことを目的に研究を進めた。その結果、変性軟骨から荷重負荷によって複数の因子が対照軟骨より
も有意に多量に遊離することを見出した。実際のOA関節では荷重負荷によって変性軟骨から遊罹する因子がOAの
病態形成に関与すると考えられるが、本研究のような方法で検討を行った報告は今までなく、本研究の結果は新
規であるとともにOAの病態解明に有用な情報となりうると考えられた。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

従来軟骨の変性疾患とされてきた変形性関節症（OA）であるが、多くの疫学研究の結果から、

滑膜病変がOAにおいても症状、とくに痛みと疾患の進行の両方に深く関与していることが明ら

かになってきた。また最近では早期OAが進行期OAへと進行する場合にも滑膜病変が重要であ

ることが報告されている（Felson DT, Osteoarthritis Cartilage 2016; Atukorala I, Ann Rheum Dis 

2016）。これらの知見から、滑膜病変を改善することによってOAの症状が改善するばかりか進

行も抑止できる可能性が考えられる。しかしOAで滑膜に病変が生じる機序は未だに明らかにな

っていない。 

OAにおける滑膜病変は軟骨の変性と密接に関連する。したがって変性軟骨から何らかの因子

が遊離して滑膜に病変を誘導する可能性が以前から考えられてきた。軟骨の変性産物、とくに

フィブロネクチンやII型コラーゲンの変性断片が滑膜に炎症を引き起こす可能性については

1980年代から報告があり、また最近では壊死細胞から放出されるDAMPsあるいはalarminsと呼

ばれる一群のタンパクが滑膜病変を引き起こす可能性についても報告がある（Liu-Bryan R. 

Curr Rheumatol Rep 2013）。しかし実際のOA関節においてどのような因子がどのくらいの量で

変性軟骨から遊離するのかについては検討が行われていない。本研究ではこのような背景に基

づき、OA軟骨から遊離して滑膜病変を引き起こす因子を網羅的・包括的な解析によって見出す

ことを目的として行われた。 

２．研究の目的 

本研究の目的は、変形性関節症に罹患した膝関節において変性軟骨より遊離し、滑膜病変を引

き起こす因子を見出すことであった。 

３．研究の方法 

（１）変性軟骨より遊離する因子の探索 

本研究では当初、OA 関節より採取された軟骨組織を組織培養によって維持した際に培養上清中

に遊離してくる因子を解析することを予定し、研究初年度にはこの研究方法の妥当性について

まず検討を行った。その結果、軟骨組織中の遺伝子の発現は組織培養によってあまり変動しない

ものも多い反面、遺伝子によっては数日間の組織培養でも無視できないレベルの変動をきたす

ものもあることが明らかとなった。このことから本研究では研究方法を変更し、より OA の病態

に近い状態を考えて解析を軟骨組織の培養上清中の因子ではなく、軟骨組織から荷重によって

遊離する因子について行うこととした。この検討のために人工関節置換が行われた末期 OA 膝関

節 10 例から OA 軟骨を採取し、また剖検例 9 例において関節疾患の病歴がない膝関節 9 関節か

ら対照軟骨を採取した。対照軟骨についてはさらに肉眼的所見により OA 変化がほとんど見られ

ない膝関節（対照軟骨）と軽度の OA 変化が認められる膝関節（軽度変性対照軟骨）とに分けて

解析を行った。OA 軟骨については各関節において軟骨の肉眼的な変性部（OA 軟骨変性部）と非

変性部（OA 軟骨非変性部）からそれぞれ軟骨を採取して解析した。軟骨組織に対する荷重負荷

には力学試験機を用いることとし、平地歩行の際に軟骨に加わる荷重である 1 MPa の荷重を繰

り返して加えることで軟骨から遊離するタンパクを解析することとした。 



（２）変性軟骨から遊離する因子の同定 

変性軟骨から遊離する因子を同定するために、本研究ではまず 1例の OA関節から採取した軟骨

の肉眼的変性部と非変性部から採取した軟骨について荷重抽出液を用意し、これを二次元電気

泳動（2D-Difference Gel Electrophoresis、以下 2D-DIGE）により比較解析した。この解析で

は IEF-PAGE（pI 3-11, 24 cm NL）による等電点電気泳動によって一次展開を行ったのち、12.5%

の continuous gel を用いて 20 cm ✕ ２４㎝の SDS-PAGE で二次展開を行い、Cy5 を用いて

Saturation labelling 法によって展開されたタンパクを検出した。画像を Typhoon 9400

（Amersham Biosciences/GE Heathcare）で取り込み、画像解析ソフト SameSpots（Progenesis）

を用いて二検体間で density の異なるスポットを同定した。 

（３）iTRAQ を用いたプロテオーム解析 

本研究では 2D-DIGE による解析が経費の点で実際的でないと判断したことからそれに引き続い

て iTRAQ（Isobaric Tag for Relative and Absolute Quantitation）によるプロテオーム解析

を行った。この解析は外部業者への委託解析として行われたので、解析法の原理の概略のみを述

べる。軟骨組織から荷重によって遊離タンパクをトリプシンによりペプチド化したのち

isobaric tag により標識した。強陽イオン交換体カラムにより分画したのち、LC/MS/MS による

タンデム質量分析を行うことで各検体に含まれるタンパクを網羅的・半定量的に同定した。 

（４）Luminex を用いた定量的解析 

プロテオーム解析により見出された因子のうち、OA の滑膜病変に関与する可能性のある因子を

選択し、それぞれについて軟骨組織からの遊離量を Luminex を用いて計測した。 

４．研究成果 

（１）2D-DIGEによる解析結果 

末期OA関節のにくがんてきな変性部（P）および非変性部（D）から採取された軟骨に繰り返し

て荷重負荷を加えた場合に遊離したタンパクを2D-DIGEにより解析した結果を以下に示す。合計

400のスポットが同定されたが、そのうちPに比してDのdensityが2倍を超えるスポットは40、逆

に1/2未満のスポットは19見いだされた（表および図1、2）。この解析ではPに比してDからの遊

離量が増加しているタンパクよりも低下しているタンパクのほうが多いという結果であった。 

 

表．同定された400のスポットのうち、Pに対するDの比が1.5を超えるも

の、あるいは0.67未満のもののスポットの個数を示した。 

 

 

 

 



図１.肉眼的な非変性部（A）及び変性部（B）からの遊離タンパクを二次元電気泳動によって展

開した結果を示す。 

 
図２．2D-DIGEの解析結果。軟骨変性部より遊離したタンパクを展開したものに、非変性部との

比較で3倍（A）、2倍（B）、1.5倍以上（C）スポットのdensityに差があったものを示した。赤

線で囲まれたスポットは非変性部からの遊離量に比して変性部からの遊離量が増加しているも

の、青線で囲まれたスポットは低下しているものをそれぞれ示す。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図３. Pに比してDからの遊離量が多かったスポットの例。ここに示す3つのスポット（ID386、

394、395）はいずれもPからに比してDから遊離量が多く、スポットのdensityの比の値はそれぞ

れ3.404、2.886、1.729であった。 

 



図４．Pに比してDからの遊離量の比が最も高かったスポット。ここに示すスポットはPに比して

Dのスポットのdensityの比が最も高く、比の値は5.398であった。 

（２）iTRAQによる解析の結果 

2D-DIGEの解析ではPとDの間で遊離量の異なるタンパクに対応するスポットは同定できても、

それがどのようなタンパクであるのかは新たに解析を行う必要がある。これに対してiTRAQは2

検体間で濃度に差のあるタンパクを網羅的・定量的に見出したうえ因子の特定も同時に行える

優れた方法である。このため本研究では上記の２D-DIGEによる解析を中途で中止し、iTRAQによ

る解析を行った。その結果の詳細は現在作成中の論文において公表を予定しているため本報告

書で示すことができないが、この解析ではPに比してDからの遊離量が2倍以上多かったタンパク

が合計18見出すことができ、その中にはCartilage oligometric matrix protein（COMP）、

Fibronectin、Lumican、Fibromodulin、Biglycan、I型コラーゲンなど対照軟骨に比してOA軟骨

において遺伝子発現が亢進していることが報告されている因子が含まれていた。このことは本

解析の妥当性を示すものと考えられた。一方、この解析ではサイトカインや成長因子はまった

く検出されず、iTRACと質量分析による解析はマトリクスの構成要素のように比較的多量に存在

するタンパクを見出すうえでは有用であるが、サイトカインや成長因子のように強い生理活性

をもつものの少量しか存在しないタンパクは検出しにくいという解析の限界も明らかになっ

た。この結果に基づき、本年度の後半には主にLuminexを用いてOAの滑膜病変に関与する可能性

があると考えられる種々の生理活性因子について個別に荷重抽出液の解析を行うこととした。 

（３）Luminexによる定量的解析 

OA滑膜では血管新生が亢進していることについては複数の報告がある（Mappi and Walsh, Nat 

Rev Rheumatol 2012、総説）。研究代表者らは変性軟骨から血管新生を誘導する因子が遊離し

ている可能性を考え、血管新生を誘導する作用があるVEGF-AとFGF-2について荷重抽出液中の濃

度を計測した。その結果、この2つの因子はいずれも荷重によってOA軟骨から対照軟骨に比べて

有意に多量に遊離することが明らかとなった（図5）。 

図5. 荷重によって軟骨組織から遊離したVEGF-A（A）およびFGF-2 (B)。軟骨の湿重量で補正

した値を示した。 

本研究では以上の解析を行ったが、当初の研究目的を十分達成するには至っていない。現在、

iTRAQ を用いたプロテオーム解析の結果についてさらに検討を行っており、また Luminex による

解析でも上記の VEGF-A と FGF-2 以外の因子について定量的な解析を進めている。今までに得ら

れた成果から、軟骨から荷重によって遊離する因子を解析するという我々の研究方法は、新規で

はあるが有用性の高いアプローチと考えられる。今後さらに研究費を獲得して本アプローチを

発展させ、OAの病態解明に貢献することを予定している。 
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