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研究成果の概要（和文）：変形性関節症には適切な早期診断法がない。リキッド・バイオプシーは新たな早期診
断法となる可能性がある。
ラット膝関節の前十字靭帯及び内側側副靭帯を切離し、内側半月板を切除した変形性関節症手術モデルを作成
し、経時的にそれぞれ関節液および末梢血液を採取した。サンプルからエクソソームを含む小胞成分を精製し、
粒子径を測定した。次にエクソソーム中に含まれているRNA成分を定量した。一連の結果から、変形性関節症早
期では関節液よりも血液によるリキッド・バイオプシーを目指すことが妥当であると考えられた。さらに、血液
中のエクソソーム内のRNA解析結果から超高感度測定系が必要であることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：There is no definite early diagnosis of osteoarthritis. Can liquid biopsy be
 a new early diagnosis for osteoarthritis?
To answer this important question, rat anterior cruciate ligament and the medial collateral ligament
 of the rat knee joint were dissected and the medial meniscus was taken, and the osteoarthritis 
surgical model was prepared. The joint fluid and peripheral blood were collected over time. The 
vesicle component containing exosomes was purified from the sample and the particle size was 
measured. Next, RNA components contained in exosomes were quantified. From the series of results, it
 was considered appropriate to aim at liquid biopsy with blood rather than joint fluid at the early 
stage of osteoarthritis. Furthermore, the analysis of RNA in exosomes in blood revealed that a 
highly sensitive measurement system is required.

研究分野：整形外科
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ラット変形性関節症モデルを作製、関節液および末梢血液を採取して、リキッドバイオプシーが可能であるかに
挑戦した。ヒト変形性関節症においても膝に水（関節液）がたまるといった状況は、早期ではなくむしろ進行期
で見られることから、X線などで診断可能な進行期ではなく早期の診断目的としては、そのソースは関節液より
も血液に注目すべきであることが明らかとなった。さらに血液中のエクソソームに着目してRNA解析を行ったと
ころ、非常に微量であり実用化を目指すには超高感度解析系の構築が求められる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
申請者は OA の早期で観察されるアグリカンの分解に極めて重要な役割を持つアグリカ
ナーゼの研究に関わってきた。アグリカナーゼ１、２はそれぞれ ADAMTS4、ADAMTS5 であ
ることが示され（Science 1999; 284(5420): 1664-1666., J Biol Chem. 1999; 274(33): 
23443-23450）、ADAMTS5 のノックアウトマウスでは OA が悪化しないことから、その重要
性が益々注目されることとなった（Nature 2005; 434(7033): 648-652, Nature 2005; 
434(7033): 644-648）。最近では ADAMTS を制御する microRNA の働きに注目が集まって
おり（Arthritis Rheum. 2009; 60(9): 2723-30.）申請者は他分野で microRNA がリキッ
ドバイオプシーに利用されていることに強い関心を持っていた。2016 年 6 月の米国臨床
腫瘍学会(ASCO)でリキッドバイオプシーが将来、組織生検の代替となる可能性を示す報
告がなされた。大規模遺伝子解析により、肺がん、乳がん、大腸がんを含む多種類のが
ん診断において、リキッドバイオプシーが従来の腫瘍生検で同定されたものと同じ変異
を 94～100％の確率で検出できたという画期的な報告である。循環血液中に存在する全
DNA の 0.4％未満の変異を検出できる高感度診断系のリキッドバイオプシーの技術発展
には目を見張るものがある。既に米国では非小細胞肺がんにおける EGFR 変異検査でリキ
ッドバイオプシーが承認されることが決定している。これらの研究の進展状況から関節
内の microRNA を血中で検出するリキッドバイオプシーが可能であると着想するに至っ
た。 
 

２．研究の目的 
近年、がんの診断分野において「リキッド・バイオプシー」が注目されている。リキッ
ド・バイオプシーは少量の血液や尿などで実施できるため、①低侵襲 ②がんの早期診断 
③ゲノム解析による治療薬選択 など多くの利点が報告されており世界中の研究機関や
医療機器メーカーが開発に乗り出している。しかし骨・関節領域でのリキッドバイオプ
シーは例がない。変形性関節症（ＯＡ）の膝関節から microRNA がエキソソームに取り込
まれて血中に移行したりする現象を血液中の微量な変化として高感度解析技術でとらえ
る『変形性関節症のリキッドバイオプシー』に挑戦するのが本研究の目的である 
とりわけ、がんのリキッドバイオプシーでは血液循環腫瘍 DNA とも呼ばれる cfDNA の
概念は浸透しているが、ＯＡの関節軟骨から血中へ cfDNA が移行する報告はこれまでに
なく挑戦的な試みである。 

 
３．研究の方法 
本研究では二つのテーマを設定した。 
（１）ラットＯＡモデルを用いたリキッドバイオプシー 
（２）リキッドバイオプシーで新たに同定したＯＡバイオマーカーの役割と意義 
雄性ＳＤラットを用いて前十字靭帯、内側側副靭帯切離、内側半月板切除による OA モデ
ルを作成する。ＯＡ作成前および作成後 1,2,3,4,5,6 週目に採血を行う。同モデルはこれ
までの研究によって、2,4,6 週と関節軟骨の破壊が進行していくことをサフラニン O 染色
による Mankin score で確認している。 
 まず、ＯＡ作成前に採血（0 日とする）を行い以後は 1,2,4,6 週目にそれぞれ採血を行
った。シャム手術を行ったラットからも同様に採血を行い、血液中に含まれる成分のうち、
関節由来エキソソーム中のmicroRNAを比較することでOA特異的なものを検出する事を目
指した。個体差を考慮して各群の解析を行った。同時に各個体の関節液を採取し、microRNA
を検出して血液からのデータと比較検討した。 
cfDNAの測定はデジタルPCRを採用することを計画している。従来のリアルタイム定量PCR
を改良して高感度化したデジタル PCR はサンプル中の DNA を 10,000 個以上の微小分画に
分けたのちに、各微小分画内で PCR 反応を行う手法である。シンプルかつ高感度で、信頼
性も高いデジタル PCR によって早期 OA のバイオマーカーとなり得る微量の cfDNA を検出
することが可能であると考えている。 
 次にエキソソーム成分を超遠心法によって回収し、エキソソーム内に含まれている
microRNA の解析を行う。 
手術を行わないシャムラットと比較することによって、OAラットでのみ特異的に変動する
cfDNA・microRNA を同定する。同定された特異的 cfDNA・microRNA は OA 病態および治療効
果の関連性を検討して OAのバイオマーカーとして実用化を目指す。 
 

４．研究成果 
ラットに膝関節の前十字靭帯及び内側側副靭帯を切離し、内側半月板を切除した変形性関
節症手術モデルを作成した。変形性関節症手術の施行前および作成１０日後、２週間後、
４週間後、６週間後にそれぞれ関節液および末梢血液の採取を行った。得られた関節液お
よび血漿成分からエクソソームを含む小胞成分を精製した。小胞成分の粒子径を測定した
ところエクソソームが含まれていることが確認された。次にエクソソーム中に含まれてい
る RNA 成分を定量した。関節液は OA 早期での採取量が少ないこともあってＲＮＡ検出が
非常に困難であることが明らかとなった。生理食塩水などで灌流して回収する方法でボリ



ュームを増やしても最終的には含まれているエクソソーム量が極めて少ないことから定
性的な評価は困難であると結論した。一方で、血液中のエクソソームに含まれるＲＮＡは
一定量存在することが確認された。これら一連の結果は、ヒト変形性関節症においても膝
に水（関節液）がたまるといった状況は、早期ではなくむしろ進行期で見られることから、
関節液によるリキッド・バイオプシーの妥当性に解を与えると考えられた。すなわち、変
形性関節症早期の時点では膝関節痛は強くなく、関節液貯留も見られないため、関節液を
採取する場面にはならない。関節腔穿刺を行うような関節液貯留のみられるステージは既
に進行した変形性関節症であると考えられる。したがって X線などで診断可能な進行期で
はなく早期の診断目的としては、リキッドバイオプシーのソースは関節液よりも血液に注
目すべきであるとの結論に至った。さらに、血液中のエクソソーム内の RNA 解析結果から
エクソソーム内に含まれている microRNA は非常に微量であり、実用化を目指すためには
超高感度測定系の確立が必要となった。 
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