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研究成果の概要（和文）：関節リウマチ(RA)治療は寛解をめざす時代になった。しかし炎症が鎮静化されたにも
関わらず局所の滑膜炎の持続がみられる患者が存在する。申請者らは、RAの発症にグリオスタチンが密接に関与
していることを報告している。
変形性膝関節症(OA)、RAの局所治療法のひとつに高分子ヒアルロン酸 (HMW-HA)の関節内注射が広く行なわれて
いるが、滑膜細胞への作用機序はいまだ明らかでない。本研究では培養滑膜細胞を用いて、 HMW-HAがグリオス
タチンあるいは血管内皮細胞増殖因子などの血管新生因子を制御する機序を明らかにし、滑膜炎や関節破壊を防
止する効果的かつ安全なHMW-HAによる局所治療方法の意義を見出した。

研究成果の概要（英文）：The treatment of rheumatoid arthritis (RA) is in the era of remission. 
However, some patients  have sustained local synovitis despite systemic  inflammation has subsided. 
We have reported that gliostatin is closely involved in the development of RA.
Intra-articular injection of high molecular weight hyaluronic acid (HMW-HA) is widely used as a 
local treatment for osteoarthritis (OA) and RA, however the mechanism of action on synoviocytes is 
still unclear . In this study, we used cultured synoviocytes to clarify the mechanism by which 
HMW-HA controls angiogenic factors such as gliostatin and vascular endothelial cell growth factor, 
and to effectively and safely prevent synovitis and joint destruction. The significance of topical 
treatment with HMW-HA was found.

研究分野： 整形外科

キーワード： 関節リウマチ　滑膜細胞　グリオスタチン　チミジンホシホリラーゼ　ヒアルロン酸

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
“関節リウマチの病態、関節破壊にグリオスタチンの過剰産生が関与する”という考え方は、申請者らの独創的
な研究成果に基づくものである。生物学的製剤やメトトレキサートを使用しているにも関わらず、少数の関節腫
脹が残存し、寛解目標に到達できない症例が存在することが、実臨床ではよくみられる。少数の関節腫脹に対し
て外科的に滑膜切除を行なうことも有用であるが、関節内注射療法の方がより侵襲性が低い。
炎症性サイトカインネットワークの下流に位置するグリオスタチン産生を高分子ヒアルロン酸により制御できれ
ば、薬物治療不応性の関節炎に対しても、有効かつ安全な局所治療が可能となる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

(1) 変形性膝関節症(OA)、関節リウマチ(RA)の局所治療法のひとつに高分子ヒアルロン酸の関

節内注射療法が広く行なわれている。ヒアルロン酸は分子量の違いによりその生理活性は大き

く異なり、また細胞の種類によって作用が

異なる。血管内皮細胞、軟骨細胞、マクロ

ファージなどでは作用機序が明らかにさ

れつつあるが、滑膜細胞に対する研究はい

まだ少ない。本研究では RA および OA 由

来の培養滑膜細胞を用いて、高分子ヒアル

ロン酸が血管新生因子を制御する機序を

明らかにする。 

 

(2) グリオスタチンはチミジンホスホリラーゼ活性をもち、in vivo、in vitro において血管新生作

用を有している①、②。申請者らは、RA の発症に、グリオスタチンが密接に関与していることを

初めて見いだした。すなわち、RA 患者の関節液中には高濃度にグリオスタチンが存在し③、血

清グリオスタチン濃度は RA の病勢も反映している④。ウサギを用いた in vivo の実験系にて、

グリオスタチンの関節内投与により RA 様の慢性滑膜炎と関節軟骨破壊が惹起されることを確

かめた⑤。またグリオスタチンは滑膜細胞に作用し、軟骨基質を破壊するマトリックスメタロ

プロテアーゼ (MMP) -3 の発現を増強することを報告した⑥。さらにグリオスタチンは、MMP -3

のみならず、MMP-1、MMP-9、MMP-13 も誘導し、これらの誘導が Sp1 阻害剤によって抑制さ

れることを初めて見出した⑦。 

 

(3) 申請者らは、RA、OA における関節水腫の発症に滑膜組織でのアクアポリン-9 の発現が関

与していることを報告している⑧。アクアポリン-9 は炎症性サイトカインによって誘導され、

関節炎の遷延化にも関与していることが推察される。興味深いことにアクアポリン-9 の発現に

も高分子ヒアルロン酸が影響を及ぼすことを予備実験で確認している。一連の研究により OA、

RA における関節水症の発症機序解明にもつながる。以上より本研究では新たなる高分子ヒア

ルロン酸の作用機序を明らかにできる。 

 

２．研究の目的 

申請者らは、これまでの基礎研究成果に基づき、グリオスタチン遺伝子の発現から関節炎惹起

活性の発現に至る諸相を阻害することにより、RA の関節破壊を制御する方法を確立すること

を最終目標としている。強力な生物学的製剤、分子標的薬を全身投与しても、まだ残存する腫

脹関節に対する局所療法としての高分子ヒアルロン酸の関節内投与が、アップストリーム治療

薬となることを明らかにする。 

 

３．研究の方法 

(1) 組換え型グリオスタチンの精製（永谷祐子、浅井清文） 

 グリオスタチン cDNAを組み込んだ発現ベクター(pET-His)を E. Coliにトランスフェクト

し、グリオスタチン組換体を調製する。精製した組換体は Affi-Prep Polymyxin B にて

lipopolysaccharide を除去する。 

(2) 滑膜培養細胞の継代培養（野崎正浩、永谷祐子） 



 RA 患者の人工膝関節置換術の際に患者の承諾を得て採取した滑膜を培養し、3 から 6 代

継代して in vitro の実験系に供する。 

(3) 滑膜細胞におけるグリオスタチン産生に対する高分子ヒアルロン酸の影響（永谷祐子） 

 RA 由来の滑膜培養細胞でのグリオスタチン産生は TNF-によって誘導される⑨。このグ

リオスタチンの発現が高分子ヒアルロン酸により抑制されることを real time PCR と申請者

らが開発した ELISA を用いて定量的に検討する。 

 分子量約 300 万の高分子ヒアルロン酸を用いて、刺激時間、刺激濃度を変化させ、グリオ

スタチン産生を効率よく抑制する条件を検索する。 

(4) 滑膜細胞における血管内皮細胞増殖因子(VEGF) 産生に対する高分子ヒアルロン酸の影

響（永谷祐子、野崎正浩） 

 RA 由来の滑膜培養細胞を用いて、VEGF 産生が高分子ヒアルロン酸により抑制されることを

real time PCR および VEGF ELISA kit を用いて検討する。 

(5) グリオスタチンの autocrine 作用に対する高分子ヒアルロン酸の影響（野崎正浩、浅井清

文） 

滑膜培養細胞を用いた in vitro 実験系において、グリオスタチン 300ng/ml の濃度で刺激する

と autocrine 作用を有し、また血管新生作用をもつVEGFを誘導することを明らかにした⑩。

そこで精製したグリオスタチンを用いて、滑膜細胞を刺激して、高分子ヒアルロン酸によ

りこの autocrine 作用が抑制されることを検討する。またグリオスタチン刺激に対する VEGF

の発現動態についても検討する。 
 
 
 
 
４．研究成果 
(1) 高分子ヒアルロン酸の細胞毒性 
本実験に先立ち分子量約 300 万の高分子ヒアルロン酸を

0-1600 µg/mlにて滑膜培養細胞を 24 時間刺激し、細胞生

存率を測定したが、いずれの濃度でも細胞生存率に変化

は生じない。(Fig 1)  

 

                             Fig. 1 

(2) TNF-刺激によるグリオスタチン(GLS) 産生に対する高分子ヒアルロン酸の影響 

滑膜細胞を 6 well plate に 1*105 cells/well 

播種し、1 週間後に confluent になったこと

を確認し、高分子ヒアルロン酸 (HA)にて 1

時間前処置したのち、TNF-ng/mlで刺

激した。RT-PCR 法にて GLS mRNA 発現を

測定した。これまでの申請者らの報告どお

り TNF-単独では有意に グリオスタチ

ンの発現が誘導された。24 時間後の GLS

は高分子ヒアルロン酸処置により抑制さ

れた (Fig. 2)。                                               Fig.2                     

                           

                           



 

高分子ヒアルロン酸 (200 µg/ml)の前処置の

みでは GLS の発現の発現に影響は与えない。

さらに高分子ヒアルロン酸濃度を 400 µg/ml

にするとグリオスタチン産生はさらに抑制

される (Fig 3)。 

 

 

 

                        Fig 3 

 

(3) 高分子ヒアルロン酸の前処置により TNF-刺激による VEGF 産生への影響 

(2)と同様に滑膜細胞を 6 well plate に 1*105 

cells/well 播種し、1 週間後に confluent になった

ことを確認し、高分子ヒアルロン酸 (HA)にて 1

時間前処置したのち、TNF-ng/mlで刺激した。

RT-PCR 法にて VEGF mRNA 発現を測定した。

TNF-刺激で有意にグリオスタチンの発現が誘導

されたが、高分子ヒアルロン酸による抑制効果は

みられなかった。 

                

     Fig. 4          

 

(4) 高分子ヒアルロン酸よるアクアポリン(AQP)-9 の発現 

関節水腫のある関節の滑膜組織におい

て AQP-9 が強く発現している。関節水腫

の治療に高分子ヒアルロン酸が用いら

れていることから、滑膜細胞における

AQP-9 の発現を検討した。AQP-9 も

TNF-刺激で誘導される⑧。 
AQP-9 の発現は、高分子ヒアルロン酸 
(HA) 400 µg/mlにて抑制された。 
 
 

                                      Fig.5 
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