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研究成果の概要： 
整形外科疾患では種々の病態により関節水腫の発症をみる．日常臨床においては，関節穿刺，

副腎皮質ホルモンの関節内投与, ヒアルロン酸の関節内投与, 関節鏡視下滑膜切除術などの対

症療法がとられることが多く，しばしば再発する．関節水腫をきたす個々の疾患たとえば関節

リウマチ(RA)，変形性関節症(OA)などの疾患解明は著しい進展しているものの，関節水腫その

もの発生機序の分子機構の解明にはあまり進展はない．そこで本研究では水チャネルのアクア

ポリン(APQ)を介しての関節水腫発症の分子機構を解明し，効果的治療法の開発をめざした．  

   RA、OA にて人工関節置換術を施行した際に得られた滑膜組織について APQ の発現を

検討した. 滑膜組織の mRNA を抽出し、real time PCR で解析したところ APQ-1, 3, 9 の発現を認

めた。APQ-1,3 ついては RA, OA では発現の差は認めなかったが、APQ-9 については RA にお

いて高発現の傾向にあった。OA 滑膜では、術前水腫ありの滑膜では、水腫なしの滑膜より

APQ-9 の発現が高かった。滑膜組織を抗 APQ-1,3,9 抗体にて免疫組織染色したところ、滑膜表

層細胞、血管内皮細胞に APQ-1,3,9 が発現していることがわかった。 
   滑膜から培養した線維芽細胞様滑膜培養細胞を炎症性サイトカインである Tumor 
necrosis factor (TNF)-にて刺激すると AQP-9 が誘導され、炎症による水腫発症に AQP-9 が関与

していることが示唆された。 
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１．研究開始当初の背景 

 整形外科疾患では種々の病態により関節

水腫の発症をみる．いわゆる“水がたまる”

といった症状であるが，疼痛を伴わない場合

でも，関節可動域の制限など苦痛を伴う症例

がある．日常臨床においては，関節穿刺，副

腎皮質ホルモンの関節内投与,関節鏡視下滑

膜切除術などの対症療法がとられることが

多く，しばしば再発する．関節水腫をきたす

個々の疾患たとえば関節リウマチ，変形性関

節症などの疾患解明は著しい進展している

ものの，関節水腫そのもの発生機序の分子機

構の解明にはあまり進展はない．  

アクアポリン(AQP)は水を特異的に通過さ

せるチャネルとして 1990 年代に発見され，

腎臓尿細管における水吸収機能に関しては

多くの知見が得られている．関節水腫発症に

おいてもこの分子の関与が推定される。 

 

２．研究の目的 

研究分担者の浅井らは，中枢神経における

AQP の発現調節に関して新知見を得ており，

多数の報告をしている．また我々は，関節リ

ウマチ(RA)の発症に，グリオスタチン

(GLS)(血小板由来血管内皮増殖因子と同一

で thymidine phosphorylase 活性をもつ)が

密接に関与していることを初めて見いだし，

RA 病態解明について継続的な研究をすすめ

ており，滑膜細胞培養技術は完成している．

そこで RA や変形性関節症(OA)由来の滑膜培

養細胞を用いて，関節水腫発症機序を AQP の

発現調節を通じて解明したい． 

 

３．研究の方法 

(1)関節水腫をきたす疾患の滑膜組織で

の AQP の発現を RT-PCR で解析する。人

工膝関節置換術のさいに患者の承諾を

得て採取した変形性関節症、関節リウマ

チ由来の滑膜組織から mRNA を抽出し、

RT-PCR 法にて AQP1-9 遺伝子発現状況を

疾患別、水腫の有無で検討する。 

(2)免疫組織化学染色 

人工膝関節置換術のさいに患者の承諾

を得て採取した滑膜組織を抗 AQP - 1，

3, 9 抗体を用いて，免疫組織化学染色す

る. AQP ファミリー発現細胞を同定し、

疾患および病態の違いによる水チャン

ネルの関与を検討する． 

(3)滑膜培養細胞の樹立. 

人工膝関節置換術のさいに患者の承諾

を得て採取した滑膜を培養し，３から９

代継代し形態学的に均一な線維芽細胞

様滑膜培養細胞を得る．得られた滑膜培

養細胞は免疫組織学的手法にて表面マ

ーカー（5B5 抗体，KP-1 抗体，F8/86 抗

体等）を検討し, 線維芽細胞様滑膜細胞

であることを確認する． 

(4)炎症性サイトカイン刺激による滑膜

培養細胞の遺伝子レベルでの応答につ

いて. 

関節水腫は炎症性関節疾患で発症する

ことも多いことから, 炎症モデルとし

て, 炎症性サイトカインの代表である

Tumor  necrosis factor  (TNF)にて

滑膜培養細胞を刺激し，real time PCR

法を用いて，アクアポリン遺伝子の発現

の誘導あるいは抑制を観察する． 

(5) (4)の結果をもとに Western blot 法

を用いて, 滑膜培養細胞のアクアポリ

ン発現をタンパク質レベルでの確認す

る. 

 
 
４．研究成果 

(1)RA, OA にて人工関節置換術を施行した際

に得られた滑膜組織について APQ の発現を

real time RT-PCR で解析した。滑膜組織を採



 

 

取した患者背景は Table1 のとおりである。

その結果主に APQ-1 の発現を認め、また

APQ-3,9 の発現も認めた。APQ-1,3 ついては

RA, OA では発現の差は認めなかったが, 

APQ-9 については OA に比べ RA において有意

に高い発現を認めた。(図 1) 

 

Table 1. Clinical details of patients 

OA (n = 32) 

Gender (female/male) 27/5 

Age (yrs)   55–84 (72.6)* 

Stage (III/IV)  8/24 

Hydrarthrosis (positive/negative)  17/15 

 

RA (n = 12) 

Gender (female/male) 12/0 

Age (yrs)   53–84 (65.2)* 

Disease duration (yrs) 1–32 (17.3)* 

CRP (mg/dl)    0.48–6.07 (2.10)* 

ESR (mm/h)  3–79 (39.9)* 

RF (positive/negative) 11/1 

Steinbrocker stage (III/IV) 5/7 

Patient using DMARDs 

 Methotrexate         5 

 Salazosulfapyridine  3 

 Bucillamine         3 

 Actarit     1 

Patient using oral steroids        10 

*Presented as range (mean). 

 

  図 1 

AQP-9mRNA は水腫(+)の滑膜組織で有意によ

り強い発現を認めた。(図 2) 

 

  図 2 

(2)滑膜組織を抗 APQ-1,3,9 抗体にて免疫組

織染色したところ、滑膜表層細胞、血管内皮

細胞に APQ-1,3,9が発現していることがわか

った(図 3)。 

 

  図 3 

A.B.C. 変形性膝関節症由来滑膜 



 

 

D.E.F. 関節リウマチ由来滑膜 

A.D.抗 AQP-1 抗体による免疫組織染色 

B.E.抗 AQP-3 抗体による免疫組織染色 

C.F.抗 AQP-9 抗体による免疫組織染色 

 

(3)人工膝関節置換術に際して採取した滑膜

から培養した線維芽細胞様滑膜培養細胞

(FLSs)を用いて炎症性サイトカインである

TNFにて刺激し、AQP-1,AQP-3, AQP-9 の発現

を RT-PCR にて測定した。TNF(0-10ng/ml)

にて 8時間 FLSs を各濃度で刺激したところ、 

AQP-9mRNA のみ濃度依存性に発現上昇をみた。

(図 4)。 

 

  図 4 

 

 

 図 5 

次に TNF(1ng/ml)にて FLSs を刺激したとこ

ろ、 AQP-9mRNA のみ刺激後 8から 12 時間を

ピークに誘導が認められ(図 5A)、Western 

blot法にてタンパクレベルでもAQP-9の発現

誘導が確認された(図 5B)。 
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