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研究成果の概要（和文）：腱と靭帯などの結合組織のマトリックスは巨大分子の集合であるため、不溶性である。その
ため、従来のタンパク解析方法では、組織が完全に可溶化されておらず、成分解析を十分に行うことが出来なかった。
本研究では、腱と靭帯の完全可溶化に初めて成功し、質量解析法にて、構成タンパク質の同定を行うことができた。本
研究方法の確立により、腱・靭帯以外の様々な結合組織（骨・軟骨・血管・皮膚等）の質量解析にも応用が期待でき、
結合組織に生じる様々な疾患の病態解明に繋がる可能性がある。

研究成果の概要（英文）：Tendons and ligaments are mostly composed of extracellular matrix. These tissues 
are insoluble, and any study in whole proteomic analysis of them has not yet been reported. We succeeded 
in complete solubilization of human Achilles tendon and yellow ligament for HPLC-ESI-MS/MS. Our method 
will be applicable to investigation on protein composition of other extracellular matrix such as bone, 
cartilage, vessel, skin and so on, and it will be helpful to reveal the pathophysiology of pathological 
them.

研究分野：整形外科学
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１．研究開始当初の背景 
 
腱と靭帯などの結合組織のマトリックス

は巨大分子の集合であるため、不溶性である。
そのため、従来のタンパク解析方法では、組
織が完全に可溶化されておらず、成分解析を
十分に行うことが出来なかった。 
腱と靭帯などの結合組織には様々な疾患

が起こり得る。黄色靭帯が肥厚することによ
り生じる腰部脊柱管狭窄症もその一つであ
るが、組織の不溶性により、これまでは十分
な成分解析を行うことは出来ず病態把握を
行うことは困難であった。研究代表者は、結
合組織疾患の病態把握にはマトリックスタ
ンパクそのものの解析を行う必要があると
考え、本研究の着想を得た。 

 
 
２．研究の目的 
 
今まで不可能と言われていた結合組織マ

トリックスタンパクの質量解析を確立する
ことである。 
腱と靭帯など結合組織のマトリックスは

巨大分子の集まりで不溶性であり、従来のタ
ンパク解析方法では成分解析すら満足に行
うことが出来なかった。結合組織疾患の病態
を把握するには、マトリックスタンパクその
ものの解析を行う必要があるが、未だ成され
ておらず、そのため、結合組織に生じる疾患
の多くでは、病態が解明されていない。 
本研究では、今まで誰も成し得なかった結

合組織マトリックスタンパクの完全可溶化
に挑み、ペプチドから親分子であるタンパク
質を同定する方法を確立し、結合組織に生じ
る疾患の病態把握に応用することである。 
 
 
３．研究の方法 
 
(1) ヒト腱・靭帯の可溶化と質量解析 
 
方法確立のため、ヒトの腱と靭帯に焦点を

絞って研究を行った。腱はアキレス腱を、靭
帯は黄色靭帯を用いた。ともに、手術時に得
られたものであり、検体採取に当たっては、
当大学病院臨床研究倫理審査委員会で承認
を受け、インフォームド・コンセントを得た
上で組織採取を行っている。アキレス腱は下
肢近位腫瘍のため切断術を要した下肢より
採取（アキレス腱には腫瘍は及んでいないも
の）、黄色靭帯は腰部脊柱管狭窄のため手術
で切除したものを採取した。 
アキレス腱・黄色靭帯を十分に洗浄し、血

液除去した。洗浄したアキレス腱・黄色靭帯
をそれぞれ薄切した後、臭化シアン（CNBr）
および複数のタンパク分解酵素（トリプシン
やエラスターゼ等）を連続的に用いることに
より、マトリックス成分を低分子化し、腱（ヒ
トアキレス腱）と靭帯（ヒト黄色靭帯）の可

溶化に初めて成功した（図 1）。 
可溶化したサンプル（アキレス腱と黄色靭

帯）を、当大学疾患酵素学研究センターの疾
患プロテオミクス研究部門の協力を得て、液
体クロマトグラフィー/質量解析法（Liquid 
Chromatography/Mass Spectrometry）にて、
質量解析を行った。可溶化して得られたペプ
チド混合物の分子量を既知のデータベース
で検索し、アキレス腱・黄色靭帯の構成タン
パク質の同定を行った。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
(2) 腰部脊柱管狭窄症患者の黄色靭帯の組
織学的検討 
 
① 光学顕微鏡での観察 
腰部脊柱管狭窄症患者の黄色靭帯を光学

顕微鏡にて観察した。Elastica van Gieson 
染色（EVG染色)、Masson Trichrome 染色（MT
染色）を行った。 
 
② 電子顕微鏡での観察 
腰部脊柱管狭窄症患者の黄色靭帯を電子

顕微鏡にて観察した。タンニン酸・酢酸ウラ
ニル・鉛染色の三重染色を行い、観察した。 
 
 
４．研究成果 
 
(1) ヒトアキレス腱・黄色靭帯の可溶化と質
量解析 
 

ヒトアキレス腱・黄色靭帯の完全可溶化に
成功し、プロテオーム解析を行うことができ
た。その結果、種々のコラーゲン（COL）や
エラスチン(ELN)、グリコプロテイン、プロ
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図 1. ヒトアキレス腱・黄色靭帯の可溶化法 



テオグリカン、ECM-associated proteins の
同定を行うことができた。黄色靱帯では弾性
線維を形成する ELNが主要成分であり、さら
に瘢痕形成時に見られるユニークな COLアイ
ソフォームが見られたのに対し、アキレス腱
では ELN は殆どみられず、膠原線維を形成す
る I型 COLをはじめとする多くの COLアイソ
フォームが同定された。 
また、複数の COL、ELNを定量するために、

精製された複数の COL および ELN を用いて、
サンプル（アキレス腱・黄色靭帯）と同様の
可溶化処理を行い、検量線を作成し、定量化
にも成功した。 
 腱と靭帯以外の様々な結合組織（骨・軟
骨・血管・皮膚等）の質量解析へも応用でき、
様々な疾患の病態解明に貢献すると期待で
きる。 
 
(2) 腰部脊柱管狭窄症患者の黄色靭帯の組
織学的検討 
 
① 光学顕微鏡での観察 
EVG染色と MT染色を行った。EVG染色では、

弾性線維は黄色靭帯の硬膜側で豊富に見ら
れ、背側では少なかった。一方、MT染色では、
背側に膠原繊維が豊富に見られた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
② 電子顕微鏡での観察 
タンニン酸・酢酸ウラニル・鉛染色の三重

染色を行った。背側ではコラーゲン線維が豊
富に見られたのに対し、硬膜側では豊富なエ
ラスチン線維が見られた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
以上より、腰部脊柱管狭窄症の肥厚した黄

色靭帯においては、背側では“弾性線維の減
少および膠原線維の増加”が生じていること
が分かった。これより、腰部脊柱管狭窄症の
病態の主座は、黄色靭帯の背側で生じている
可能性のあることが示唆された。 
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