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はじめにはじめにはじめにはじめに    

超高齢社会となった日本において、関節

疾患は要支援の原因の第 1 位であり、運

動器の健康寿命の延伸が喫緊の問題とな

っている。変形性関節症（以下 OA）は本

邦で 800 万人以上の患者数が存在すると

されている。関節痛の原因である OA は関

節への負担が原因で起こる関節疾患で、

軟骨の破壊および軟骨と骨の変形をきた

し慢性の関節炎を伴う。変形性関節症が

進行し重症になると、関節の変形や運動

時痛･可動域制限により起立や歩行に大

きな影響を与えるため、生活の質（QOL）

を著しく低下させる。OA は加齢や過度の

関節運動･遺伝的素因･外傷による関節不

安定症･体重の増加によって（あるいは複

合的な要因によって）発症すると考えら

れている。その病態として持続的な荷重、

軟骨細胞基質の消失[1]、軟骨細胞のアポ

トーシスの亢進[2]、軟骨細胞のミトコン

ドリア変性などが報告されている[3] が、

その原因は未だに解明されていない。 

OAの進行は個人によって軟骨変性･消失

の速度、軟骨下骨硬化の程度、骨棘の程

度などが異なり、とくに軟骨下骨変化に

ついては軟骨変性に先立って起こるとす

る報告もあるが、現在は軟骨表面の破綻

が先行するという報告もある[4]。さらに

OAは軟骨組織に比較的限局した破壊と修

復反応の蓄積であると考えられていたが、

OA 関節にはしばしば炎症反応がみられ、

局所での炎症や免疫反応が関節破壊に関

与する可能性が示唆されている。このよ

うに OA の病態は個人差が大きく多様で

あり、このことが OA の病態理解を一層困

難としている。 

近年のプロテオーム解析の進歩により、

疾患関連タンパク質の解析が可能となり、

がん研究にいては鑑別診断[5]、疾患予後

予測[6, 7, 8]、治療効果判定[9]が可能

となった。本研究ではプロテオーム解析

により、変形性股関節症に特異的に発現

するタンパク質を網羅的に探索し、その

機能を解析することで病態解明・病期進

行予測診断・治療に役立てることを目的

とする。 

対象と方法対象と方法対象と方法対象と方法    

人工股関節全置換術を行った変形性股

関節症患者（OA）10 名および大腿骨頚部

骨折で人工骨頭置換術を行った患者（Fx）

10 名の大腿骨頭から採取した骨･軟骨を

検体とした。ヒト標本の採取については

順天堂大学医学研究倫理委員会の承認と

被験者の同意を得た。そのうちそれぞれ

8 検体をプロテオーム解析に使用した。

残り 2 検体は検証用セットとして使用し

た。特異抗体を用いたウェスタンブロッ

ト解析は 20 例全例で行った。患者データ

は表 1に示すとおりである。 
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凍結検体を破砕し粉末状として lysis 

buffer で処理し、遠心後の上清をタンパ

ク解析に使用した。定量的なタンパク質

発現プロファイルを作成するためにタン

パク質は Cy3,Cy5 で蛍光色素標識し、二

次元電気泳動（2D-DIGE: florescence 

two-dimensional difference gel 

electrophoresis, GE Healthcare 社）を

行った。蛍光二次元電気泳動で獲得した

イメージは、DeCyder (GE Healthcare 社)

の画像解析ソフトを使用し、各タンパク

質スポットを発現量としてテキストファ

イルに変換する。そのデータを cDNA マイ

クロアレイのデータ解析と同様に、多変

量解析、機械学習法の手法でテータマイ

ニングを行った。2 群間で統計学的に有

意差を認める（Wilcoxon test, p<0.01）

タンパク質スポットを確認し、検討項目

ごとに重要と判断されたタンパク質スポ

ットについては、Finnigan ORBITRAP XL

質量分析計(Thermo Electron 社)にて対

応するタンパク質の同定を行った。統計

学的解析は Fisher’s exact test、カイ

2 乗検定を使用した。 

結果結果結果結果    

32 のタンパク質スポットが 2 群間で統

計学的に有意差(p<0.01)を認めた。図１

は２Dゲルイメージでの 32個のスポット

です。質量分析計のタンパク分析では、

15 の別個の遺伝子産物に 32 のタンパク

質スポットが相当したことを確認できた

(図 2)。32 のタンパク質スポットのうち

2 つが PRDX2 に相当し、PRDX2 の発現レベ

ルは 2 群間での差が最も大きかった

（p=0.00016, fold difference=6.22）を

認めた。さらにウェスタンブロット解析

でPRDX2の発現を検討したところOA群と

比較して Fx 群において有意に高い

（p<0.0001）ことが示された。2D-DIGE

によって測定された相対的なタンパク質

量とウェスタンブロット解析の結果は変

形性関節症の進行と緊密に関連していた

（図３）。検証サンプル 4 検体（OA2 例、

Fx2 例）を用いて SDS-PAGE/ウェスタンブ

ロット分析で PRDX2 の発現を確認したと

ころ、Fx 群では発現が高く、OA 群では発

現を認めなかった(図 4)。年齢、性別、

KL grade には PRDX2 の発現との間に有意

な相関性を認めなかった。 

考察考察考察考察    

プロテオーム解析はゲノムの機能的な

翻訳であるプロテオームが直接細胞表現

型を調節していることにより他の研究よ

りも利点があり、潜在的なバイオマーカ

ーを探索しやすい。本研究ではプロテオ

ーム解析を用いて OA 関連タンパクの検

討を行った。その結果、15 遺伝子産物に

一致する 32 種のタンパクを同定した。そ

れらには酸素/タンパク質結合、脂肪酸/

アポリポ蛋白質結合、表皮/細胞骨格の構

造的成分および中間フィラメントに関与

するタンパク質、およびペルオキシダー

ゼ活性に関与するタンパクを認めた。そ

の中で、PRDX2 が最も有意差が高く発現

量の差を認めた。PRDX2 は細胞質に豊富

に発現し、細胞の酸化還元調節を担って

いる[10, 11]。PRDX2 は peroxiredoxin

ファミリーに属し、過酸化水素を減少さ

せる抗酸化酵素の一つである。そのタン

パクは細胞を抗酸化作用から守る役割を

しており、CD8 陽性 T 細胞では抗ウィル

ス活性に関与していると考えられている。
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PRDX2 は抗酸化的役割と関連しており、

正常な大腿骨頭でより発現が強かった。

今回の結果からOA進行とPRDX2の関連は

明らかとなったが、その役割や病態に関

する機序は明らかでない。PRDX2 は OA と

関節リウマチ(RA)の滑膜線維細胞に発現

していることが報告されている[12]が、O

A 進行との関連は検討されていない。PRD

X のアイソフォームに関しては、PRDX5 は

正常軟骨細胞と比較して OA の軟骨細胞

で強く発現していることが報告されてい

る[13]。PRDX4 は OA と比較して RA の滑

膜組織で強い発現を認めた[14]。PRDX6

は OA の軟骨細胞で発現が低下している

ことが報告されている[15]。OA の原因は

いまだ不明であるが、酸化ストレスは軟

骨細胞の老化を誘導することが報告され

ており[16]、抗酸化作用に関連する酵素

である PRDX が軟骨細胞の老化に関連し

て OA 発症に関与していることが示唆さ

れた。 

今回の解析で OA に強い発現をみとめた

タンパクは、アポリポプロテイン A1(APO

A1)、SEC13、脂肪酸結合蛋白質 4(FABP4)

であった。APOA1 は HDL の主要タンパク

成分として同定され、OA や RA 患者の血

清で発現していることが確認されており

[17, 18]、軟骨細胞データベース中のタ

ンパク質の 1 つと報告されている。興味

深いことに OA 患者の血清を用いた研究

から脂質代謝異常と OA 進行の関連が指

摘されている[19]。今後、関節軟骨基質

分解やOA進行過程におけるPRDX2の解析

と他の PRDX アイソフォーム、APOA1 など

の関連について詳細な解析が必要である。 
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表１表１表１表１    患者データ患者データ患者データ患者データ    

   OA  Fx 

年齢   65.5 (52-85) 75.2 (60-98) 

性別 男  0  1 

 女  10  9 

X 線 KL  grade 0  0  10 

 grade 4  10  0 

図１図１図１図１    Cy3Cy3Cy3Cy3 ラベルされた対象サンプルのラベルされた対象サンプルのラベルされた対象サンプルのラベルされた対象サンプルの 2D2D2D2D ゲル・イメージゲル・イメージゲル・イメージゲル・イメージ    
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図図図図 2222    発現プロファイリングの解析結果発現プロファイリングの解析結果発現プロファイリングの解析結果発現プロファイリングの解析結果    
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図図図図 3333    ウェスタンブロット解析によるウェスタンブロット解析によるウェスタンブロット解析によるウェスタンブロット解析による PRDX2PRDX2PRDX2PRDX2 の発現の発現の発現の発現    

A OA、Fx 検体における PRDX2 の発現 

B 2 つのスポットでの PRDX2 発現の解析 
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図図図図 4444    検証検体における検証検体における検証検体における検証検体における PRDX2PRDX2PRDX2PRDX2 の発現の発現の発現の発現 

 

 

 

 


