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研究成果の概要（和文）： 

大きな個体差を考慮して多数例のヒト膝ＯＡの症例から関節液、軟骨、滑膜組織を採取して種々
の遺伝子発現およびタンパク解析を行い、ヒトのＯＡ組織、関節液に関してのデータベースを
構築することができた。このデータベースを活用することでＯＡで生じる滑膜の病変の成立機
序の一因と思われるものを見出すことができた。この機序が実際のＯＡの病態にどの程度関与
しているかを明らかにすることが今後の課題と思われる。 
 
研究成果の概要（英文）： 
In this project, we have obtained synovial and cartilage tissues and synovial fluid 
samples from a large number of knee OA patients at various disease severities, and 
conducted a series of gene expression and protein analyses.  Through the analyses, we 
have constructed a data base about human OA tissues and synovial fluid, which we found 
highly useful in exploration of possible catabolic factors for cartilage in the disease.  
Utilizing this data base, we were able to identify several possible catabolic factors 
in OA. Through a series of analyses with the data, we have identified a possible mechanism 
for synovial changes in OA.  Validation of the significance of these factors in the 
disease is a future problem which should be answered by subsequent studies. 
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１． 研究開始当初の背景 

変形性関節症（ＯＡ）は関節軟骨が徐々に変

性・消失していく疾患であるが、どのような

因子が軟骨変性をもたらすのか、その因子が

どの細胞によってどのような機序によって

発現されるのかについてはまだ断片的な回

答しか得られていない。ＯＡでみられる軟骨

変性損傷に関する包括的な理解を得るため

にはヒトから得られた組織や関節液の解析

が必須である。このため今までにも組織や関

節液の解析が多くの研究者によってなされ

てきた。しかし過去の研究はいずれも一種類

の検体、例えば関節液なら関節液の解析の実

を行うものがほとんどであり、滑膜、軟骨、

関節液を相互の関連付けて解析しようとす

る試みは少なくとも学術論文でみる限りほ

とんどなされてこなかった。このような背景

から本研究では多数例の膝ＯＡ症例から軟

骨、滑膜、関節液を採取して遺伝子発現およ

びタンパク量に関する様々な解析を行い、ヒ

トＯＡに関する遺伝子発現およびタンパク

に関するデータベースを構築することを目

指した。また本研究では研究中とで当初予定

していなかった剖検例の非ＯＡ膝関節から

の組織の最終と解析を追加して行った。剖検

例からの組織の解析はまだ中途であって、今

後この解析が進むにつれ、ＯＡ関節からの検

体の解析結果の対比によって多くの新知見

が得られることが期待される。 

 

２．研究の目的 

本研究の目的は、剖検例からのＯＡに罹患し

ていない膝関節とさまざまな重症度、状態に

あるＯＡ症例から軟骨、滑膜組織、関節液を

採取・解析することによって、ヒトＯＡ関節

における遺伝子発現、タンパク解析データベ

ースを構築し、それを活用することでＯＡに

おいて軟骨変性を推し進める因子を包括的

に見出すことである。 

 

３．研究の方法 

本研究では末期のＯＡ症例から人工関節置

換術の際に軟骨、滑膜組織および関節液を採

取した。より早期のＯＡ症例の場合、組織を

採取する機会は極めて少ないが、治療目的で

関節液を採取することは日常の診療におい

てごく一般的に行われている。また剖検例か

らは肉眼的に正常な軟骨、滑膜組織のほか、

軽度の軟骨変性があるがＯＡとして症状が

発現するに至らなかった関節からも組織を

得ることができる。 

このような背景から、本研究では以下のよ

うに検体を整理して解析を展開した（表 1）。 

 

表 1．本研究における検体の採取 

検体を得る関節 採取した検体 

剖検例  

・ほぼ正常の関節 軟骨、滑膜 

・軽度の軟骨変性の 

みられる関節 

軟骨、滑膜 

ＯＡ症例  

・早期、中期症例 関節液 

・末期症例 軟骨、滑膜、関節液 

 

各組織、関節液の解析は具体的には以下の

ように行った。 

（１）軟骨については先行論文（Fukui N, et 

al. Arthritis Rheum 2008）に記述した方法

にしたがって軟骨を 3 層に分け、それぞれか

らＲＮＡを抽出して cDNAマイクロアレイに

よる遺伝子発現の解析を行った。その結果着

目すべき遺伝子が見出された場合にはその

遺伝子の軟骨における発現をより多数の症

例について laser capture microdissection

（LCM）と qPCRを組み合わせた解析を行って

検討した。 

（２）滑膜については滑膜組織からＲＮＡを

抽出して cDNAマイクロアレイによる遺伝子

発現の解析を行った。その結果着目すべき遺

伝子が見出された場合には軟骨と同様、その

遺伝子の滑膜における発現をより多数の症

例について qPCRを組み合わせた解析を行っ

て検討した。この場合、RNA を採取する部位

の肉眼所見、組織所見を同時に記録した。 

（３）関節液については種々の因子を同一検

体において測定し、因子間の濃度の相関関係

を解析した。このことを可能にするために、

少量の検体から多数の因子を同時に高感

度・高精度で測定できる suspension array 

technology を応用した BioPlex（BioRad）が

解析に用いられた。 

 

４．研究成果 

ＯＡ軟骨については 10 例の末期ＯＡ軟骨

から得た軟骨について３層ごとに cDNA マイ

クロアレイによる解析を行い、合計 30 セッ



 

 

トのアレイデータを得た。また qPCR につい

ては合計 42 例の末期ＯＡ関節から得た関節

軟骨について合計 17 個の遺伝子について発

現の定量的解析を行った。 

対照関節からの軟骨については、現在まで

に肉眼的にほぼ正常な軟骨 3症例と軽度の軟

骨変性のみられる症例 3症例から十分な質と

量のＲＮＡを採取して軟骨の層ごとのアレ

イ解析を終えている。 

滑膜については 32 例の末期ＯＡ症例から

得た滑膜について cDNA マイクロアレイによ

る解析を行い、合計 32 セットのアレイデー

タを得た。また qPCRについては合計 42例の

末期ＯＡ関節から得た関節軟骨について合

計 17 個の遺伝子について発現の定量的解析

を行った。 

このデータベースを用いた解析は現在も

継続しているが、今まで得られた成果の一つ

を図に示す。 

 

図．滑膜における遺伝子発現の cDNA マイク

ロアレイと qPCRによる解析の一例。Ａ、Ｃ、

Ｅはアレイのデータにおける遺伝子のシグ

ナル強度の相関を、Ｂ、Ｄ、Ｆはアレイのデ

ータにおいて見出された遺伝子の発現強度

の相関関係を末期ＯＡ関節から採取したよ

り多数（n = 42-63）の滑膜検体を用いた qPCR

による解析によって検証したもの。アレイデ

ータにおける信号強度の相関から滑膜にお

いて MMP-1と VCAM（Ａ）、MMP-3と VCAM（Ｃ）、

MMP-1 と MMP-3（Ｅ）の発現レベルが相関す

ることが予想されたが、これらの相関関係は

いずれも qPCR による解析結果によって確認

された（それぞれＢ、Ｄ、Ｆ）。この結果か

らこの手法によって滑膜において発現して

いる各遺伝子間の相互の関係がアレイデー

タの解析から高い精度で推察できることが

示された。 
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