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研究成果の概要（和文）：HAの分解において新規分子HYBIDが中心的な役割を担い，OAにおいては正常関節と比
較してHYBIDの発現が亢進しておりHA分解能力と相関することが明らかにされた．我々はHYBIDの抑制効果の増強
が従来のHA治療にブレイクスルーを惹き起こす新たな治療戦略となりうると考え,抑制効果を増強する因子につ
いて検討した．
我々はsiHYBID導入によるHYBID発現を抑制した軟骨細胞を用いて低酸素環境がHYBID抑制効果に与える影響につ
いて検討した.しかし低酸素環境によるHYBIDへの影響は軽微であったことから，HYBID制御因子として低酸素刺
激単独での効果は十分ではなくさらなる検討が必要である．

研究成果の概要（英文）：HYBID plays a central role in hyaluronan degradation, and its expression is 
upregulated in OA compared to normal joints, which correlates with the ability to degrade 
hyaluronan. We hypothesized that the enhanced inhibitory effect of HYBID could be a new therapeutic 
strategy, and researched the factors that enhance the inhibitory effect.
We investigated the effect of hypoxia on HYBID suppression using chondrocytes in which HYBID 
expression was suppressed by siHYBID transfection. However, the effect of hypoxia on HYBID was not 
significant, suggesting that hypoxia alone is not sufficient as a regulator of HYBID and further 
studies are needed.

研究分野： 運動器
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
変形性関節症(osteoarthritis; OA)に対する保存療法として高分子ヒアルロン酸 (hyaluronic acid: HA)の関節
内注射が広く使用されている．しかし，高分子 HA は関節内で速やかに分解されるため，十分な効力を発揮する
には分解を抑制する必要がある．我々はHA分解抑制を増強する因子を開拓することにより,定期的な関節注射が
メインである従来のHA治療を大幅に改善することが可能であると考え,HYBIDに注目し主に低酸素環境が与える影
響について検討を行った.しかし,低酸素環境がHYBID抑制を増強する効果は軽微であり,低酸素環境以外の因子も
含めたさらなる検討が必要である.

※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、研究者個人に帰属します。



１．研究開始当初の背景 
変形性関節症(osteoarthritis; OA)は関節軟骨の退行性変化により関節変形と機能障害をきたす

疾患である．OA に対する保存療法として高分子ヒアルロン酸 (hyaluronic acid: HA)の関節内
注射が広く使用されている．しかし，高分子 HA は関節内で速やかに分解されるため，十分な
効力を発揮するには分解を抑制しその分子構造を維持する必要がある．近年，関節内での高分子
HA の分解において新規分子 HYBID が中心的な役割を担い，OA においては正常関節と比較し
て HYBID の発現が亢進しており HA 分解能力と相関することが明らかにされた．そのため
HYBID は新しい OA の治療標的候補として注目されている．一方，関節内は恒常的に低酸素環
境にあり，われわれは正常関節の環境因子を再現することで高分子 HA の薬理作用が高まるこ
とを見出した．低酸素刺激は HYBID の制御因子も亢進させることから，低酸素環境の強化は高
分子 HA の効果増強に加え，その分解抑制，さらに軟骨同化作用をもたらし，従来の HA 治療
にブレイクスルーを惹き起こす新たな治療戦略となりうると考えた． 
 
２．研究の目的 
これまで OA に対してさまざまな外因性の高分子 HA 製剤の開発が進められ一定の効果が得ら

れてきたが，HA の分解の速さのため長期間有効に作用することは困難であった．本研究では外
因性 HA の新規開発ではなく，HYBID を介して内因性と外因性両者の高分子 HA の分子構造を
維持することで薬理効果を長時間持続させることを目指す．一方で関節軟骨は血管構造を持た
ないため，酸素濃度は他の臓器よりも著しく低い．われわれは低酸素環境が HIF-1αを介した軟
骨保護作用を有していることや，低酸素環境の再現により外因性高分子 HA は軟骨基質を増加
させることを報告した．また，低酸素環境が遺伝子発現を介して HYBID 発現を抑制するなど，
酸素環境が HYBID の発現を調整することが報告されている．しかし OA の進行によって関節
内低酸素環境が破綻すると，HYBID の発現や機能に作用し，高分子 HA の分解を促進する可能
性がある．そのため，本研究の目的は低酸素環境下で HYBID が外因性高分子 HA を分解するメ
カニズムを明らかにすること，HYBID の活性を制御し高分子 HA の作用維持による新規 OA 予
防・治療法を開発することである． 
 
３．研究の方法 
HA の分解機構に低酸素やメカニカルストレスが与える影響について in vitro で検討した．予

備実験としてヒト軟骨肉腫細胞を使用し，その後 6 週齢雄性の wistar 系ラットから軟骨組織を
採取し，軟骨細胞を単離した．単離した軟骨細胞を単層培養し，実験に使用した． 
 

(1) HA の分解機構に低酸素やメカニカルストレスが与える影響 
ヒト軟骨肉腫細胞に低酸素刺激、メカニカルストレスを加え，HYBID，TMEM-2，HYAL-2 と

いった HA の分解に関連する遺伝子の発現を realtime PCR で検討した． 
 

(2) HA の合成分解機構に低酸素の持続時間が与える影響 
ラット軟骨細胞を低酸素インキュベーターを用いて 1％低酸素環境で培養した．1，3，6，24，

72 時間低酸素刺激を加えた後に細胞を回収し，HIF-1α，HYBID，CD44，HYAL-1, 2, HAS-1, 
2, 3 といった HA の合成分解に関連する遺伝子の発現を realtime PCR で評価した． 
 

(3) HYBID の抑制が HA の合成分解機構に与える影響 
軟骨細胞に RNAiMAX を用いて siHYBID を導入する条件を検討した．軟骨細胞に siHYBID

を導入し，1％低酸素環境で 6，24 時間低酸素刺激を加えた．同様に realtime PCR を用いて
HIF-1α，HYBID，CD44，HYAL-1, 2, HAS-1, 2, 3 といった HA の合成分解に関連する遺伝子
の発現を評価した． 
 
４．研究成果 
(1) HYBID，TMEM-2，HYAL-2 といった分解に関与する遺伝子の発現は，低酸素，メカニカ
ルストレスによって明らかな傾向は認めなかった(図 1)．その中でも分解に関与する遺伝子は低
酸素によって亢進する傾向にあった．そのため低酸素に絞って検討することとした． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 1．HA の分解機構に低酸素やメカニカルストレスが与える影響 
 
(2) ラット軟骨細胞を 1%低酸素環境下で培養すると低酸素誘導因子である HIF-1αは継時的
に増加傾向にあり 72 時間では有意に発現が亢進していた．分解酵素である HYAL-1 は 24 時間
以降で増加しており，HIF-1αと似た傾向を示していた．分解酵素である HYBID は時間依存性
に減少していた．また HA 受容体である CD44 は低酸素環境で発現が低下していた．HA 合成酵
素である HAS は低酸素環境で増加する傾向にあり，HAS-1, 2 では 6h で著明に発現が増加して
いた(図 2)．以上から持続する低酸素環境は分解酵素である HYBID を抑制させる一方で HYAL
は増加させていた．関節内の HA 分解の中心は HYBID と報告されていることからも関節内の
HA 分解は抑制傾向にあると考える．また，HA 合成酵素である HAS はいずれも増加しており，
低酸素環境は関節内の HA 分解を抑制し，合成を促進することで高分子 HA 維持に作用してい
る可能性がある． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
   図 2．HA の合成分解機構に低酸素の持続時間が与える影響 
 
 
 
 
 
 



(3) HYBIDがヒアルロン酸代謝に与える影響を評価するために，低酸素環境下でのHYBID

抑制実験を施行した．低酸素誘導因子（HIF-1α），HYBID，CD44，ヒアルロン酸分解酵素

（HYAL-1, 2）,ヒアルロン酸合成酵素（HAS-1, 2, 3）を測定することで,低酸素環境が

HYBID 抑制効果およびヒアルロン酸代謝に与える影響を検討した．  

  

軟骨細胞に HYBID を標的とした siRNA（siHYBID）を導入する条件を検討し，有意な

HYBID 遺伝子発現抑制を確認した．次に siHYBID を導入した軟骨細胞を 6，24 時間 1%

低酸素環境で培養し，real-time RT-PCR 法を用いて HIF-1α，HYBID，CD44，HYAL-1, 2, 

HAS-1, 2, 3 の遺伝子発現を解析し,HYBID がヒアルロン酸代謝に与える影響を評価した．

HYBID は siHYBID で十分に抑制されていたが，低酸素環境との併用では HYBID の抑制

効果が増強しなかった．HIF-1α, HYAL-1, 2 は低酸素環境で発現は増加していたが，HYBID

の抑制による影響は認めなかった．ヒアルロン酸合成酵素である HAS-1, 2 は HYBID の抑

制で増加しており，特に HAS-1 は HYBID の抑制で著明に増加していた． 

低酸素環境下で HYBID を抑制することが，ヒアルロン酸合成酵素の増加を介した高分子

ヒアルロン酸維持に貢献する可能性がある．しかし低酸素環境による HYBID への影響は

軽微であったことから，HYBID 制御因子として低酸素刺激単独での効果は十分ではなくさ

らなる検討が必要である． 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   図 3．HYBID の抑制が HA の合成分解機構に与える影響 
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