
島根大学・学術研究院医学・看護学系・教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１５２０１

基盤研究(C)（一般）

2018～2016

質量分析による軟骨基質構成分子網羅的解析の変性疾患、再生医学への応用

Comprehensive analysis of cartilage matrix with mass spectrometry for possible 
application to degenerative disease or regenerative medicine.

９０１８８５８２研究者番号：

土屋　美加子（Tsuchiya, Mikako）

研究期間：

１６Ｋ１０９０３

年 月 日現在  元   ６ １９

円     3,600,000

研究成果の概要（和文）：質量分析計を用いて、軟骨の構成成分であるコラーゲン、グリコサミノグリカン、黄
色靭帯に多く存在するエラスチンの量の変動を調べる方法を確立しました。また、解析するための前処理として
熱に安定な酵素を使って７０度という高い温度で硬い軟骨を完全に溶かす方法を開発しました。これらの方法を
使って肥厚黄色靭帯の構成成分の解析を行うことができます。

研究成果の概要（英文）：For comprehensive analyses of glycosaminoglycans, chondroitin sulfate, 
keratan sulfate, heparan sulfate and hyaluronate, and specific crosslinks of collagen and elastin, 
pyridinolines and desmosines, respectively, optimized conditions were determined for mass 
spectrometric quantification.  Together, complete solubilization of connective tissues such as 
cartilage and tendon were achieved with heat-stable protease thermolysin.  These procedures will be 
useful to examine the quantitative change of collagen and glycosaminoglycan as well as elastin, 
major components of extracellular matrix-rich tissues during the development of degenerative 
diseases.

研究分野： 生化学
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
軟骨組織は細胞がほとんどなく、コラーゲンとグリコサミノグリカンと呼ばれる負に帯電した糖質の重合体を多
く含んでいますが、解析が困難でした。今回質量分析を用いて定量的にこれらの構成成分を特異的に解析できる
方法を確立しました。また黄色靭帯に多く存在するエラスチンというタンパク質の解析も可能です。脊柱管狭窄
症という疾患の原因となる黄色靭帯の肥厚には軟骨化生が起こるため、この方法が肥厚黄色靭帯の解析に有用で
あると考えられます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
成人関節軟骨の主体は２型コラーゲンとコンドロイチン硫酸などの GAG からなる細胞外基

質である。関節軟骨の滑らかな表面と負荷に耐える粘弾性は、アグリカンに結合したコンドロ
イチン硫酸鎖の酸性基が２型コラーゲンの架橋による網状構造の中で水を保持することによっ
て形成される。これらの軟骨基質構成分子が炎症や変性で破壊されることで容易に軟骨機能は
失われる。一方軟骨の再生については再生能を有する細胞の希少性に加え、細胞によってこれ
らの基質構成分子が適切な時期に適切な割合で新たに産生される必要があるのみならず細胞外
において有機的に配列結合して組織を形成することが不可欠であるため、損傷後の軟骨再生を
困難にしている。 
関節軟骨の MRI や組織切片を用いた形態学的観察や生体力学的手段による機能解析等では

医学領域でも最先端の研究がおこなわれており、また軟骨細胞の遺伝子発現解析等により軟骨
分化関連のシグナル分子の変化は詳しく調べられ再生医学への応用が進んでいる。しかしなが
らこれらの研究では関節軟骨の機能的特性に直接反映される軟骨基質構成分子の詳細な変化を
とらえることは不可能で生化学的解析が待たれている。 
軟骨基質の生化学的解析は、変性疾患の病態生理や軟骨修復の過程を理解する上で必須であ

る。例えば①変形性関節症（OA）発症には、マトリックスメタロプロテアーゼによるコラーゲ
ンの分解が関与することが示唆されているが、もう一つの構成成分であるコンドロイチン硫酸
については、減少が明らかになっているものの、減少しているのはコンドロイチン硫酸ポリマ
ー鎖の本数なのか、鎖長なのか、硫酸基による修飾なのか、さらには減少がコラーゲン分解と
同時に起こるのか、先なのか後なのかは明らかにされていない。従ってその発症機序は不明の
ままである。また②腰部脊椎管狭窄症(LSS)における黄色靭帯肥厚に見られる軟骨化生の構成分
子の詳細は不明である。さらに③関節軟骨の成熟による機能的特性の発揮には、GAG の水を引
き寄せる能力すなわち硫酸基の数と位置、コラーゲンの割合、コラーゲン架橋の程度が重要な
働きをしているはずであるがこれらに関する情報は皆無である。軟骨の硬度と GAG および架橋
の複雑な構造が、軟骨の完全可溶化、網羅的解析による構成分子の正確な同定と定量を阻み、
軟骨基質の生化学的解析を遅らせてきた。 
 
代表研究者の研究開始当初までの成果 
プロテオミクスやメタボロミクスなど生体分子網羅的解析の主流は質量分析であり、科研費

（平成 25～27 年度、基盤研究(C)、「GAGomics―グリコサミノグリカンの網羅的解析―の軟骨、
靱帯、腱への応用」）を得て、世界に先駆けて液体クロマトグラフィー/タンデム質量分析法
（LC/MS/MS）による GAG の網羅的解析法（GAGomics）を、確立し、雑誌論文①②の成果につな
がる軟骨の発達やムコ多糖症など他の研究領域との共同研究を行うなど発表直後から国内外で
高い評価を受けていた。すでに研究開始当初までに膝関節軟骨、黄色靭帯の GAGomics を連携
研究者内尾、桑田、河野の協力のもとに行い、黄色靭帯については予備的結果を発表する（学
会発表①および②）段階にあり、GAGomics の整形外科領域への応用を推進していた。 
 
２．研究の目的 
(1) 何をどこまで明らかにしようとするのか 
LC/MS/MS により新たに細胞外基質のコラーゲンの架橋状態を評価する条件を確立し、この方

法と GAGomics で、ヒト①OA 患者の膝関節軟骨、②LSS 患者の肥厚黄色靭帯、および③ウサギ
修復軟骨の GAG、コラーゲン架橋を正確に同定し定量的に測定することが目的である。 
 
(2)予想された効果と意義、独創性 
OA 患者の膝関節軟骨、 LSS 患者の肥厚黄色靭帯、修復軟骨の生化学的詳細が明らかになれ

ば、 
① OA ではコラーゲンに対するコンドロイチン硫酸の減少、鎖長の減少が認められれば脱硫酸

化酵素やガラクトサミニダーゼなどコンドロイチン硫酸分解に関わる酵素の関与が示唆さ
れ、新たな治療標的となる。 

② LSS で増加している GAG が明らかになれば、これを分解する酵素による治療の可能性がある。 
③ コラーゲン架橋は既に腱の機能評価に用いられているが、今回関節軟骨で GAGomics とコラ

ーゲン架橋の両者を同時に測定することによって得られるデータは修復軟骨の成熟度評価
の指標となる可能性がある。 
生化学的解析を整形外科学領域に応用し軟骨基質分子の変化を明らかにすることにより、従

来不明であった疾患の病態生理の解明や再生医学を含めた新しい治療法の開発につながること
が期待される独創性の高い有望な Translational Research である。 
 
３．研究の方法 
(1) 研究計画 
１年目 ： すでに開始していた ①OA 患者の膝関節軟骨、②LSS 患者の肥厚黄色靭帯の
GAGomics を続ける一方で、コラーゲンの架橋部から生ずるピリジノリンとその誘導体、エラス 
チンの架橋部から得られるデスモシンとその誘導体を質量分析で定量する架橋解析の方法を確
立した。 



２年目以降 : ①OA 患者の膝関節軟骨、②LSS 患者の黄色靭帯の GAGomics と共に架橋解析を
行った。③ ウサギ修復軟骨については試料調整に手間取り、解析中である。 
 
(2) 研究方法 
A. 解析対象組織の採取 
①  ヒト膝関節軟骨 

OA 患者で関節置換術のため切除された膝関節軟骨を肉眼的に健常部、変性部にわけ、
ニードルによって直径２mm の軟骨円柱を得て、その表面からの距離によって、表層、
深層に分ける。 

②  ヒト黄色靭帯 
LSS 患者の肥厚黄色靭帯を垂直及び水平方向それぞれを３つに区分し、９点からニー
ドルによって検体を得る。 

  B. 組織検体の処理 
検体は凍結乾燥前後で秤量して水分含量と乾燥重量を得た後、70℃加熱下にサーモリシ

ンでコラーゲンを切断して完全可溶化し、C. GAGomics と D. 架橋解析に供する。 
C. GAGomics 
① 可溶化サンプルにエタノールを加えて GAG を沈殿させ遠心にて回収する。 
② GAG 二糖化：コンドロイチナーゼ ABC、ヘパリチナーゼ、ケラタナーゼ、ヒアルロニダ

ーゼを加えて、GAG を二糖単位に分解する。 
③ LC-MS/MS にて二糖単位の種類、硫酸基の数と位置の違いにより 23 種を区別する GAG 解

析が可能である。さらに GAG 鎖長推定もできる。 
D. 架橋解析 
① 可溶化サンプルを９M 塩酸で加熱処理する。 
② コラーゲンのヒドロキシプロリンに加え、コラーゲンの架橋に由来するヒドロキシピリ

ジノリン、ピリジノリンと、エラスチンの架橋に由来するデスモシン、イソデスモシン 
  を LC-MS/MS で同時に定量する条件を確立する。 

 
４．研究成果 
H28:OA 患者の膝関節軟骨及び LSS 患者の肥厚黄色靭帯からのグリコサミノグリカンの網羅的

解析（GAGomics） を行う上でその再現性を高めるための組織可溶化法の検討を行い、従
来法より高温で可溶化を行うことが有用である結果を得て学会発表した（学会発表③）。
またヒト腰部黄色靭帯のグリコサミノグリカン組成の解析に質量分析法が有用であるこ
と、及びその組成が特徴的であることをも報告している（学会発表①②）。これらの結果
は、OA や LSS に限らず、他の軟骨組織の疾患や軟骨化生におけるグリコサミノグリカン
の変化を解析する上で有用な手段となることが予想される。さらにコラーゲンの架橋部か
ら生ずるピリジノリンとその誘導体、エラスチンの架橋部から得られるデスモシンとその
誘導体を質量分析で定量する架橋解析の方法をこれらの標準品を用いて行った。コラーゲ
ンは末端部で架橋を作ることで互いに結合してグリコサミノグリカンを緊縛しているこ
とから、架橋の状態を調べることが軟骨機能の分子レベルでの評価法の一つとしての有用
性の有無を検討することの端緒についたと言える。 

 
H29:前年度確立したコラーゲンの架橋部から生ずるピリジノリンとその誘導体、エラスチンの

架橋部から得られるデスモシンとその誘導体を質量分析で定量する架橋解析法を、軟骨、
血管、皮膚などコラーゲンとエラスチンが異なった割合で含まれる生体組織の解析に適用
し、従来報告されているコラーゲン、エラスチンの含量に見合った結果を得たことで、こ
の方法が生体組織の解析に応用できることを示した（学会発表⑥）。またこの方法をラッ
ト関節軟骨に応用して発生過程におけるコラーゲン架橋の変化を明らかにした（学会発表
⑦）。さらにこの方法を肥厚黄色靭帯の解析への応用も検討した。またこのような解析を
行うための熱安定性プロテアーゼを用いた生体組織の完全可溶化法を論文として発表し
た（雑誌論文④）。 

 
H30:前年度までに確立した、質量分析による GAG の定量、コラーゲン、エラスチンのクロスリ

ンクの定量、組織のサーモリシンによる高温での可溶化法の３つを組み合わせて LSS 患者
の肥厚黄色靭帯の解析を試みた。黄色靭帯はエラスチンを大量に含む組織であるがコラー
ゲンも存在しており、肥厚においては軟骨化生が起こることが知られているがその定量的
解析は行われていない。従来コラーゲンの定量に用いられてきた水酸化プロリンはエラス
チンにも存在するため、黄色靭帯の解析においてはコラーゲン量の増減を適切に反映して
いない可能性がある。そこでコラーゲン、エラスチンのそれぞれに特異的なクロスリンク
を測定して、水酸化プロリンとの相関を検討したところエラスチンでなく、コラーゲンに
特異的なクロスリンクと正の相関を示すことが明らかになった。このことから過去の論文
で用いられている水酸化プロリンの定量はコラーゲン量の変化を反映していると考えて
よいが、より特異性の高いクロスリンクをそれぞれのタンパク質の指標として用いること
で曖昧さを回避する方法として推奨できる。 
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