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研究成果の概要： 

本研究では，変形性顎関節症に対する新規関節腔内注入薬として可溶型腫瘍壊死因子受容体

（sTNFR-II）を対象に考えており，既に関節リウマチの治療薬として使用されているエタネルセ

プトにより，関節軟骨破壊に関与する一部のマトリックスメタロプロテアーゼの関節軟骨細胞か

らの産生を抑制する傾向がみられた．また，併せて変形性顎関節症に特異的なタンパク質を同定

することで，本治療の効果判定の指標としたり、新規治療に応用するため，顎関節滑液中のタン

パク質に関してもサイトカインアレイ解析や網羅的解析を行った．  
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１．研究開始当初の背景 
  本邦における変形性関節症（OA）の患者数
は現在 1000 万人といわれている．本疾患は
これまで非炎症性の退行性関節疾患とみな
されてきたが，近年，TNFαのような炎症性
サイトカインが，重度変形性関節症や関節リ
ウマチ（RA）における軟骨破壊の進行に重要
な役割を果たすことが明らかとなった．顎関
節においても OA（変形性顎関節症：TMJ OA）
を発症することは知られており，下顎頭の短
小化により，二次的な咬合異常（開咬）を引
き起こすこともあり，障害の発生を早期に予
測し，有効な治療法を開発する必要がある．

すでに，活動期の TMJ OA の滑液中に正常状
態では認められない TNFαが存在することが
報告されている．一方，TNFαは，軟骨細胞
や滑膜線維芽細胞に存在する 2種類の受容体
（TNFR-I, TNFR-II）に結合することにより
その機能を発現する．ところが，これら膜貫
通型受容体の細胞外セグメントは shedding
と呼ばれる自己切断を受け，可溶型受容体
soluble TNFR-I, II (sTNFR-I, sTNFR-II)と
なって細胞周囲に存在し，そのリガンドと競
合的に結合することにより，TNFαの強力な
起炎作用を調節することが明らかになって
いる．これまで，我々は，ラット関節軟骨細



胞を炎症環境下で培養すると tnfr-Ⅱ遺伝子
発現ならびに培養上清中の sTNFR-Ⅱタンパ
ク質濃度が著しく増強されることから，炎症
環境にある関節軟骨細胞は，膜型 TNFR-Ⅱを
産生亢進するとともに，培養上清中にその炎
症調節分子である sTNFR-Ⅱを遊離すること
を明らかにした．また，正常ならびに TMJ OA
患者顎関節滑液中に sTNFRｓを初めて同定す
るとともに，特に sTNFR-II においては，そ
の量が多いほど症状が緩やかであるという
興味深い結果も得ている（Uehara J et al.: 
Archives of Oral Biology, 49(2): 133-142, 
2004.）．以上から，なかなか症状の緩解しな
い重度変形性顎関節症患者では，sTNFR-II の
供給が何らかの原因で抑制されていると考
えられる．幸い，2005 年 1月に日本において
も関節リウマチの治療薬として sTNFR-II 製
剤（完全ヒト型可溶性 TNFα/LTαレセプター
製剤（エンブレル®）が認可されており，本
薬剤を局所に供給することで，関節腔内の炎
症や関節組織破壊を劇的にコントロールで
きる可能性がある．  

RayBio® 
Cytokine Antibody 
Array

ヒトサンプルの場合，174
種類のサイ トカイン関連
因子の発現解析が可能．

図１ サイトカインアレイ（RayBio® Cytokine Antibody Array）

 
(3)質量分析計（LC/MS System）を用い，健
康被験者ならびに顎関節疾患患者の顎関節
滑液内のタンパク質に関し網羅的に検出を
行い，疾患特異的タンパク質の同定を試みた．  
①質量分析計（LC/MS System）を用い，健康
被験者（Co）群，変形性顎関節症（OA）群，
関節リウマチ（RA）群（各 N=2）の顎関節滑
液中タンパク質の網羅的解析（LC/MS 解析）
を行った（図２）  
 

２．研究の目的 

図３：実験２ アルブミン除去後にLC/MS解析へ

In-Solution Tryptic Digestion and Guanidination Kit (PIECE)

サンプル

リウマチ患者（RA）：２

健康被験者（control）：３

変形性顎関節症患者（OA）：３

アルキル化，トリプシン処理

【解析前処理】 ①アルブミン，IgG除去カラム

②アルキル化，トリプシン処理

アルブミン，IgG除去カラム処理（15µl）
ヒト血清前処理カラム（ナカライテスク株式会社）

非復位性関節円板前方転移患者（ADDwoR）: 2

LC/MS解析

(1)エンブレル®の効果を確認するために，培
養液中に炎症性サイトカインを添加した炎
症環境下でラットより採取した関節軟骨細
胞を培養し，エンブレル®を作用させること
で，関節軟骨破壊に関与するとされるマトリ
ックスメタロプロテアーゼ（MMPs）の発現変
化を検討する． 
(2)TMJ OA に特異的な蛋白質を同定し，エン
ブレル®の効果判定の指標タンパク質の探索
とともに新規治療への応用のために， 
①顎関節滑液中のタンパク質に関してサイ
トカインアレイ解析を行い検討する． 
②顎関節滑液中のタンパク質に関して網羅
的解析を行い検討する．  

 

３．研究の方法 
(1) ラット新生児膝関節より採取した軟骨
細胞を単離後初代培養し，サブコンフルエン
トの時点で TNFα(10 ng/ml)，IL-1β(10 
ng/ml)を単独，同時添加し，その 6,18 時間
後にエンブレル®(300 ng/ml)を培養液中に添
加，TNFα,IL-1β添加時から 12,24 時間後の
培養軟骨細胞における MMP3,9,13遺伝子発現
を real-time RT-PCR で定量し，エンブレル®
の効果を検討した．  
(2) TMJ OA に特異的な蛋白質を同定する目的
で，健康被験者１名，TMJ OA 患者 2名の顎関
節滑液を対象にサイトカインアレイ解析
（RayBio® Cytokine Antibody Array）によ
り 174 種類のサイトカインの発現を調べた
（図１）．  
 

 
②そこで，血清内主要タンパク質による微量
タンパク質のマスキングを抑制するために，
Co 群（N=3），OA 群（N=3），非復位性関節円
板前方転位（woR）群（N=2），RA 群（N=2）に
関して血清内主要タンパク質のカラム除去
処理を行い，LC/MS 解析を行った（図３）． 
 

In-Solution Tryptic Digestion and Guanidination Kit (PIECE)

ウルトラフリーC3GV0.22μm (Millipore)

LC/MS解析

図２：実験１ サンプルをそのままLC/MS解析へ

サンプル

リウマチ患者（RA）：２

健康被験者（control）：２

変形性顎関節症患者（OA）：２

トリプシン処理

フィルター濾過

【解析前処理】 ①トリプシン処理

②フィルター濾過



LC/MS解析

サンプル

変形性顎関節症患者（OA）：２（OA2）

【解析前処理】
①アルブミン，IgG除去カラム

③ Zip Tip処理③アルキル化，トリプシン処理
②Zip Tip処理 ②アルキル化，トリプシン処理

①アルブミン，IgG除去カラム

アルブミン，IgG除去カラム処理（15µl）

（１） （２）

トリプシン処理

Zip Tip処理

Zip Tip w/0.6μl C18 resin(Millopore)

（１） トリプシン処理

Zip Tip処理

Zip Tip w/0.6μl C18 resin(Millopore)

（２）

20, 40, 60, 100 %アセトニトリルで溶出

5, 10, 15,  20, 25, 30, 100 %
アセトニトリルで溶出

図４：実験３ ZipTip処理後にLC/MSへ解析へ

③さらに微量タンパク質の検出を高めるた
めに，OA 滑液（N=1）に関し，ZipTip による
分画を行った上で，LC/MS 解析を行った（図
４）． 

 
４．研究成果 
(1) IL-1β単独添加により上昇した mmp 発現
はエンブレル®により抑制されなかったが，
TNFα単独，TNFαと IL-1β同時添加により上
昇した mmp発現に対しては抑制傾向がみられ
た．特に TNFα単独添加 24 時間後の mmp3 発
現が，TNFαと IL-1β同時添加 12,24 時間後
の mmp13 発現がエンブレル®により有意に抑
制された（図５，６，７）． 
 

 

 
 
(2) 健康被験者に比べTMJ OA患者の顎関節滑
液内で2倍以上の発現量であったサイトカイ
ンが各々17種，23種検出され，その内IL-1RII，
SDF-1βが患者群で共通して多かった．一方，
健康被験者に比べ1/2以下の発現量であった
サイトカインは患者群で各々1種，3種で
IGFBP-6が共通して少なかった（図８）． 
今後は解析サンプル数を増加しさらに解析を
進めることで，TMJ OAに特異的なサイトカイ
ンの同定が期待できる． 
 

 
(3) 
①いずれの滑液からもアルブミン, IgG，ト
ランスフェリン等の血清内主要タンパク質
が多く検出され，疾患特異的タンパク質とな
りうるべきタンパク質は検出されなかった． 
②除去カラム未使用と比べ，各群の検出タン
パク質数は増加し，Co 群に比べ OA 群，woR
群，RA 群で検出タンパク質が多い傾向がみら
れた．しかし，各疾患に有意な存在が報告さ
れているタンパク質が検出されず，同一群内
での検出タンパク質にもばらつきがあった． 
③カラム処理，トリプシン処理，ZipTip 処理
の順で前処理を行うと，ZipTip 未処理と比べ
検出タンパク質は増加する傾向がみられた
が，処理ステップ増加に伴うタンパク質の喪
失もみられた． 
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主効果（刺激）：P=0.0001
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・Two-way Repeated -M easures ANOVA
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図５：mmp3 発現変化

・One-way Factorial  ANOVA + post ho c test (Fisher’s PLS D) (＊p<0.05)

・One-way Factorial  ANOVA + post ho c test (Fisher’s PLS D) (＊p<0.05)
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図６：mmp9 発現変化
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図７：mmp13 発現変化
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（vs コントロール）
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（vs コントロール）

図８：サイトカインアレイ結果

TMJ OA群で共通に検出されたサイトカイン

(2倍以上の発現)

(1/2倍以下の発現)

IL-1RII

SDF-1β

IGFBP-6



LC/MS 解析による本疾患の特異的タンパク質
同定には前処理方法のさらなる検討が必要
である．しかしその同定が可能となれば，Ⅱ
型可溶型 TNF受容体による局所抗サイトカイ
ン療法の効果判定への応用だけでなく，本疾
患に体する新規治療法開発も期待できる． 
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