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研究成果の概要（和文）：　関節可動亢進（III）型エーラス・ダンロス症候群（EDS）の診断法の確立のため
に、III型EDSの原因遺伝子の一つであるテネイシンX（TNX）の血清濃度の定量系の開発を、ESI-TSQ質量分析計
を用いて行った。その結果、健常人の 血清型TNX 濃度は144 ng/mLであることが明らかとなった。また、III型
EDS患者血清における病態バイオマーカーの同定のために、III型EDS患者の血清を用いて、健常人血清と比べて
発現差異を示すタンパク質の解析をMALDI-TOF/TOF質量分析計を用いて行った。その結果、補体関連の6個のタン
パク質が患者血清中において発現増加していることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Hypermobility type of Ehlers-Danlos syndrome (EDS) is a heritable connective
 tissue disorder characterized by joint hypermobility. We developed a method for quantification of 
serum TNX, one of the causative genes of hypermobility type of EDS, using nano-liquid chromatography
 tandem mass spectrometry. It was revealed that serum concentrations of TNX of healthy individuals 
were quantified as an average of 144 ng/ml. Furthermore, in order to identify potential serum 
biomarkers for hypermobility type of EDS, we examined proteins with differential levels in sera from
 the patients by proteomic analyses. We identified 6 proteins involved in the complement system as 
increased proteins in sera from the patients. 

研究分野：医歯薬学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 エーラス・ダンロス症候群（EDS）は、皮
膚や関節や血管等に脆弱を引き起こす遺伝
性結合組織疾患の一つである。EDS は主に 6
つの病型に大別され、EDS の中で最も患者数
が多い病型は、関節可動亢進（III）型であ
る。III 型 EDS 患者においては、全身の関節
の弛緩や不安定性、慢性疼痛、自律神経症等
の症状が見られる。最近になり、細胞外マト
リックス（ECM）の一つであるテネイシン X
（TNX）のハプロ不全による III 型 EDS の発
症が明らかとなった。III 型 EDS の診断は、
家族歴や臨床検査によりこれまでなされて
きたが、それだけでは正確な診断は難しい。
また、最近まで、III 型 EDS の原因遺伝子が
不明だったこともあり、III 型 EDS の発症機
構の解明はなされて来なかった。一方、TNX
のホモ欠損により古典（I）型 EDS を発症す
ることも報告されている。 
 申請者は、I 型及び III 型 EDS の原因遺伝
子である TNX 遺伝子（TNXB）を最初に同定し
た研究者の一人であり、それ以来、TNX の機
能の解明を目指し、in vivo と in vitro の実
験系を用いて研究を続けてきた。申請者は、
自身のこれまでの研究背景から、TNX の異常
が原因であるI型・III型EDSに興味を持ち、
特に EDS の中でも最も患者数が多い III 型
EDS の診断法の開発と発症機構の解明が喫緊
の課題であると考えた。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、EDS 患者の中でも最も患者数
が多い III型 EDS の分子レベルでの診断法の
確立とその発症機構の解明を目的とした。ま
ず、TNX ハプロ不全を検出し III 型 EDS 患者
を同定するために、質量分析法を用いて、血
清中のTNX量を正確に定量できるシステムの
開発を行った。また、III 型 EDS 患者の血清
診断マーカーの同定のために、III 型 EDS と
臨床上同一と考えられている疾患である過
剰 運 動 症 候 群 （ Joint hypermobility 
syndrome; JHS）患者血清を用いて、健常人
と比べての 発現差異プロテオミクス解析を
行った。さらに、III 型 EDS の発症機構の解
明のために、野生型マウスと TNX 欠損（-/-）
マウスから調整した胚性線維芽（MEF）細胞
をコラーゲンゲルやフィブリンゲル中で三
次元培養し、III 型 EDS の特徴である関節過
剰運動と関連している、コラーゲン線維形成
やゲル収縮を調べた。 
 
３．研究の方法 
（1）エレクトロスプレーイオン化トリプル
ステージ四重極（ESI-TSQ）質量分析計を用
いての血清 TNX の定量系の開発（Yamada et 
al.,  Clin. Chim. Acta 459, 94-100, 2016） 
 日本医科大学・渡辺淳准教授から供与を受
けた TNX 欠損 EDS 患者と患者の両親の血清、
6 名の健常人血清、そして市販の健常人血清
を用いて、血清から主要 12 タンパク質の除

去を行った。次に、尿素、ジチオスレイトー
ルで変性、還元を行い、ヨードアセトアミド
でシステイン残基をブロック後、エンドプロ
テアーゼLys-C及びトリプシン処理を行った。
その後、トリフルオロ酢酸で反応を停止させ、
脱塩、濃縮後、蟻酸溶液に溶解させた。そし
て、強カチオン交換（SCX）カラムを用いて、
サンプルを各 6分画行った。 
 一方、TNX の定量に最適な候補ペプチド（イ
オン化効率が高く、プリカーサーイオンの質
量電荷比が 2 価イオンでかつ 500〜800 にな
るペプチドで、検出が最適となるプロダクト
イオンをもつペプチド）を、Pinpoint 
software (Thermo Fisher Scientific)によ
り、AVAVSGLDPAR ペプチド（以下 AVAV ペプチ
ドと記載）を選別した。 
 SCX カラムで分画したサンプルに、安定同
位体標識した一定濃度の AVAV ペプチドを加
え（内部標準）、C18 逆相カラムを用いて蟻
酸-アセトニトリルのリニアグラジエントで、
濃縮、分離、溶出を行った（Ultimate 3000 
NanoLC・Dionex Softron）。また、非標識の
AVAV ペプチドと安定同位体標識した AVAV ペ
プチドを用いて検量線を作成した。次に、サ
ンプルを ESI-TSQ 質量分析計（Access Max・
Thermo Fisher Scientific）を用いてタンデ
ムマス（MS/MS）解析を行った。設定した多
重反応モニタリング（MRM）トランジション
（同一保持時間に複数個の親イオンと娘イ
オンの組み合わせ）に基づき目的のペプチド
を検出し、AVAV ペプチドの検量線を基に血清
中の TNX 量を算定した。 
 
（2）過剰運動症候群（Joint hypermobility 
syndrome; JHS）患者血清を用いて、健常人
と比べての 発現差異プロテオミクス解析
（Watanabe et al., Int. J. Mol. Med. 37, 
461-467, 2016） 
 III 型 EDS と臨床上同一と考えられている
疾 患 で あ る 過 剰 運 動 症 候 群 （ Joint 
hypermobility syndrome; JHS）の 6 名の女
性患者血清と6名の女性健常人の血清を用い
た。6 名の健常人血清は等量ずつ混合しコン
トロールとした。次に、JHS 患者血清サンプ
ル、健常人血清サンプル、そしてコントロー
ル血清を用いて、血清主要蛋白質除去カラム
により多量に存在する主要蛋白質を除いた。
次に各サンプルを、変性、還元、アルキル化
後、トリプシン処理により分解を行った。そ
して、各サンプルを、異なる質量のレポータ
ー領域を持つ isobaric tag for relative and 
absolute quantitation （iTRAQ）試薬によ
り標識を行った。標識された各サンプルを混
ぜ、陽イオン交換クロマトグラフィーとナノ
液体クロマトグラフ（LC）システム（DiNa・
KYA テクノロジー）により分画行った。そし
て、MALDI-TOF/TOF質量分析計（MALDI TOF/TOF 
5800・ABサイエックス）でMS/MS分析を行い、
その分析結果に基づき、ProteinPilot ソフト
ウエアを用いて、健常人血清と比較して、JHS



患者血清において発現差異を示す蛋白質の
同定と相対定量を行った。さらに、ここで同
定したJHS血清で発現差異を示す血清蛋白質
の量的変動を、12 名の別の JHS 患者血清を用
いて、ウエスタンブロット法により解析した。 
 尚、本研究で使用した全ての血清サンプル
は、日本医科大学生化学分子生物学講座・渡
辺淳准教授より供与を受けた。また、本研究
は、「過剰運動＜hypermobility＞症候群類縁
疾患における診断基準の確立ならびに病態
解明」の課題名で、日本医科大学及び島根大
学医学部の倫理委員会から承認を受けた。 
 
（3）胚性線維芽（MEF）細胞のコラーゲンゲ
ル／フィブリンゲル三次元培養を用いての
コラーゲン線維形成やゲル収縮の解析（学術
論文投稿中） 
 野生型及び TNX 欠損（-/-）マウスから、
胎生 13.5 日（E13.5）、17.5 日（E17.5）の
MEF 細胞を調整した。MEF 細胞を、コラーゲ
ンゲルやフィブリンゲルに包埋し3次元培養
を行った。そして野生型MEF細胞とTNX-/-MEF
細胞のゲル収縮の相違を解析した。タイプ I
型コラーゲン量を定量PCRやコラーゲンアッ
セイキットにより解析した。TNX 欠損による
ゲル収縮の亢進の分子機構を明らかにする
ために、マトリックスメタロプロテアーゼ
（MMP）−2, -9 の活性を、培養上清を用いて
ゼラチンザイモグラフィーにより調べた。ま
た、MMPs やトランスフォーミング成長因子1
（TGF-1）や細胞骨格の、ゲル収縮に及ぼす
影響を確認するために、 MMP 阻 害剤
（batimastat、GM6001）や TGF-受容体 I
（ALK5）阻害剤（SB525334）用いて阻害実験
を行った。また、細胞骨格はファロイジン-
アクチン染色により明らかにした。MEF 細胞
の二次元培養時での細胞増殖は、テトラゾリ
ウム塩（WST-1）アッセイキットを用いて、
また三次元培養時での細胞増殖は、ブロモデ
オキシウリジン（BrdU）の細胞内への取り込
みによる蛍光染色により解析した。 
 尚、本研究の遂行に必要な遺伝子組み換え
実験の承認は、島根大学・組換え DNA 安全委
員会において、「TNX 欠損マウスを用いてのエ
ーラス・ダンロス症候群の病態発症の解明」
の課題名で、また動物実験の承認は、島根大
学・動物実験専門委員会において、「TNX 欠損
マウスを用いての Ehlers-Danlos syndrome
の病態発症の解明」の課題名で了承を得た。 
 
４．研究成果 
（1）エレクトロスプレーイオン化トリプル
ステージ四重極（ESI-TSQ）質量分析計を用
いての血清 TNX の定量系の開発（Yamada et 
al.,  Clin. Chim. Acta 459, 94-100, 
2016） 
 
①ウエスタンブロット解析による血清TNXの
相対量の検討 
 ヒト血清中の TNX（sTNX）は、結合組織に

存在する約 450 kDa の TNX の C 末端側約 140 
kDa の配列を持つことが知られている。まず、
ウエスタンブロット解析により、TNX欠損 EDS
患者（#30）、患者の両親（#70、#71）、そし
て市販の健常人血清の sTNX の相対量を求め
た。その結果、健常人の sTNX 量を 1.0 とす
れば、#30 は 0、#70 は 0.20、#71 は 0.31 で
あった。 
 
②TNX の定量に最適な候補ペプチドのスクリ
ーニング 
 Pinpoint software の解析により、sTNX の
hu26 FNIII 配列中に存在する AVAVSGLDPAR ペ
プチド（AVAV ペプチド）を選別した。次に、
実際にこの配列のペプチドを合成し、合成ペ
プチド（図 1）と血清 sTNX 由来（図 2）の AVAV
ペプチドの保持時間及びMRMトランジション
が一致することを確認した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1. 合成 AVAV ペプチドの MRM 解析 
 
 また、実際の健常人血清（L）中の sTNX 由
来の AVAV ペプチドは SCXカラムの分画では、
主に No.2 の分画に溶出され、TNX 欠損 EDS 患
者由来の血清（#30）には、このペプチドは
検出されなかった（図 2）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2. 健常人血清（L）中の sTNX 由来 AVAV ペ
プチドの MRM 解析。AVAV ペプチドは、主に
No.2 の分画に溶出されることが分かる。 
 
③sTNX の定量 
 MRM 解析を用いて、各血清中の sTNX 濃度を
算定した。この時、血清 sTNX 由来の AVAV ペ
プチドの 7個の MRMトランジションの全ピー
ク面積を計算し、AVAV ペプチドの検量線より
濃度を求めた。その結果、健常人の血清 sTNX



濃度は 144 ng/ml、患者の両親（#70、#71）
の平均値は 56 ng/ml、TNX 欠損 EDS 患者（#30）
は 0 ng/ml であった。 
 さらに、血清中の sTNX の検出限界（LOQ）
を、ウエスタンブロット解析とこの ESI-TSQ
質量分析計を用いての解析とにおいて比較
した。その結果、ウエスタンブロット解析の
最小検出量 19 pg であるのに対して、ESI-TSQ
質量分析計を用いての解析では、最小検出量
が 2.8 pg と、ESI-TSQ 質量分析計を用いての
解析の方がウエスタンブロット解析に比べ
て、約 6.8 倍感度が優れていることが明らか
となった。 
 最後に、ウエスタンブロット解析による血
清 sTNX 量の測定結果と ESI-TSQ 質量分析計
を用いての sTNX の測定結果の相関を求めた
（図 3）。その結果、この 2つの測定手法は強
い正の相関（r=0.9428）を示すことが明らか
となった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3. ウエスタンブロット解析による血清
sTNX量の測定結果とESI-TSQ質量分析計を用
いての sTNX の測定結果の相関 
 
（2）過剰運動症候群（Joint hypermobility 
syndrome; JHS）患者血清を用いて、健常人
と比べての 発現差異プロテオミクス解析
（Watanabe et al., Int. J. Mol. Med. 37, 
461-467, 2016） 
 
①健常人血清と比べてのJHS患者血清におけ
る発現差異プロテオミクス解析 
 6 名の JHS 患者血清と 6 名の健常人血清を
用いて、 iTRAQ 試 薬 に よる標識後、
MALDI-TOF/TOF-MS/MS 質量分析計により、両
者で発現差異を示すタンパク質の同定を試
みた。その結果、106 個の発現差異タンパク
質を同定し、その内 6個のタンパク質が有意
に JHS 患者血清中において、健常人に比べ発
現増加していることが明らかとなった（p < 
0.05, 患者血清 vs. 健常人血清）。この 6 個
のタンパク質には、補体 C1r（C1R）、補体 C9
（C9）、ビトロネクチン（VTN）、C4b 結合タン
パク質鎖（C4BPA）等の補体関連のタンパク
質が含まれていた（図 4）。このことは、JHS
患者において局所的な炎症が起きている可
能性が示唆された。 

 
 
 
 
 
 
 
 
図 4. 健常人血清と比べての JHS 患者血清に
おける発現差異を示すタンパク質 
 
②C1R と VTN の JHS 患者血清中における発現
増加をウエスタンブロット解析により確認 
 発現差異を示す 6つのタンパク質の内、高
い発現差異を示す C1Rと VTN に焦点を絞り更
に調べることとした。発現差異プロテオミク
ス解析により、C1R と VTN が JHS 患者血清に
おいて健常人に比べて発現増加しているこ
とが明らかとなった（C1R, 1.40 倍；VTN, 1.23
倍）。このことを更に確認する目的で、他の
12名のJHS患者血清と7名の健常人血清を用
いて、ウエスタンブロット解析により確認を
行った。その結果、ウエスタンブロット解析
において、JHS 患者血清中では、健常人血清
に比べて、C1R は 1.11 倍、一方 VTN は 1.68
倍、増加していた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 5.VTN と C1R の JHS 患者血清中における発
現増加をウエスタンブロット解析により確
認 
 
（3）胚性線維芽（MEF）細胞のコラーゲンゲ
ル／フィブリンゲル三次元培養を用いての
コラーゲン線維形成やゲル収縮の解析（学術
論文投稿中） 
 野生型及び TNX-/-マウスから調整した
E13.5 及び E17.5 の MEF 細胞を、コラーゲン
ゲルやフィブリンゲル包埋を行って三次元
培養を行うと、TNX-/-MEF を含むゲル（以下
TNX-/-ゲルと記載）が、野生型 MEF を含むゲ
ル（以下野生型ゲルと記載）に比べて有意に
収縮が亢進することが明らかとなった。興味
深いことに、TNX-/-MEF において、MMP−2 と
MMP-9の活性やTGF-1の発現量が増加してい
ることが明らかとなった。次に、TNX-/-ゲル
の収縮の亢進にMMPsや TGF-1が関与するの
か否かを、これらの阻害剤（batimastat、
GM6001、SB525334）を添加しゲル収縮を調べ
た。その結果、これら阻害剤の添加により、
TNX-/-ゲルの収縮の亢進が阻害された。この



ことより、TNX-/-ゲルの収縮の亢進に MMPs
や TGF-1 の関与が明らかとなった。 
 次に二次元培養時や三次元培養時のMEFの
細胞増殖を調べたところ、TNX-/-MEF が野生
型MEFに比べて細胞増殖活性が亢進している
ことが明らかとなった。 
 さらに、三次元培養時の MEF の細胞骨格を
ファロイジン-アクチン染色により調べたと
ころ、TNX-/-MEF において、野生型 MEF に比
べてアクチンの重合促進が見られ、糸状仮足
様の突起の数や長さの増加が明らかとなっ
た。また、TNX-/-MEF の細胞移動の促進も明
らかとなった。さらに、野生型 MEF と
TNX-/-MEF のコラーゲン産生及び I 型コラー
ゲンの発現を、三次元培養時において比較し
たところ、TNX-/-MEF においてコラーゲン産
生及びI型コラーゲンの発現とも亢進してい
ることが明らかとなった。以上、in vitro 三
次元コラーゲンゲル培養系で明らかになっ
た野生型 MEFと TNX-/-MEF の特性やそれら細
胞を含むゲルの収縮の相違は、III 型 EDS の
発症に関与している可能性が推測される。 
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