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研究成果の概要（和文）：本研究では関節内でのヒアルロン酸(HA)の合成系と分解系の検討を行

い、それらのバランス、および HA の低分子化による細胞障害作用について検討した。その結果、

関節リウマチ(RA)関節内での HA 分子量の低下は、高分子 HA の分解、低分子 HA の合成および

HA 分解酵素(Hyal)の亢進に基づくものであることが証明された。また、Hyalは滑膜組織で産生

された後に、関節液そのものの HAの低分子化をもたらすほかに軟骨組織の HAの分解などにも

関与し、軟骨基質の変性や軟骨細胞のアポトーシスから関節の破壊をもたらすものと思われた。 

 
研究成果の概要（英文）：We examined the expression of hyaluronic acid (HA) synthases (HASs) 
and Hyaluronidases (Hyals) in damaged articular tissues, and the relationship between 
them. We also examined the cytotoxicity of HA with low molecular weight (MW) in the 
synovial fluid of patients with rheumatoid arthritis (RA). In active inflammatory stage 
of RA, inflammatory cells in synovial tissue produce HAS-3 and the cells may synthesize 
HA with low MW. In active inflammatory stage of RA, the number of positive cells of 
hyaluronidase (Hyal)-1 and Hyal-2 increased and HA may be degenerated to lower MW. In 
some RA cases have high activity of Hyal in synovial fluid. HA with low MW may cause 
dysfunction of synovial fluid as lubricant and it also has proinflammatory effects, so 
the balance between HAS1, 2, 3 or Hyals may be important to maintain the joint’s function 
normal. 
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１．研究開始当初の背景 

(1) 関節組織は様々な細胞外マトリックスに

よって構成されているが、ヒアルロン酸(HA)

はそのような構成要素の一つである。HAはN
アセチルグルコサミンとDグルクロン酸の二

糖の繰り返しからなる直鎖状の多糖類で、生
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体内には分子量数百万の高分子のものから 4
糖や 6 糖単位のオリゴ糖まで様々な分子量の

ものが存在している。興味深いのはHAが分子

量によって異なる機能を持つことである。 
例をあげると、高分子の HA は NF-kB やサイ

トカインを抑制し、血管新生や炎症を抑制す

る作用が認められるのに対して、低分子の HA
はその逆の作用を示す。 
(2) 関節組織内では、HA は関節液や軟骨での

粘弾性をもたらす物質として物理的な保護作

用を示すことが知られている。関節リウマチ

(RA)は慢性炎症性の関節疾患で長期の罹患に

より関節の破壊や機能障害をきたすが、患者

の関節液中の HA の濃度や分子量が健常人に

比較して低下する一方で血清中の HA 濃度は

高値となる。関節液中の HA 低分子化の機序

などについては不明な点が多く、関節内での

HA の代謝については十分には解明されてい

ない。上述のように低分子 HA は炎症反応を

亢進する他に、破骨細胞の分化誘導を促進し、

関節炎や骨破壊に影響を及ぼすものと考えら

れる。 
(3) 本研究に関連する国内外の研究動向は、関

節内での HA の合成や分解に関する研究は動

物の系や、ヒトの場合でも培養系が多く、関

節内での HA の代謝についての組織学的な検

討は多くはない。また、HA の分解活性につい

てもヒアルロニダーゼの種類の同定までは至

っていない。 
(4)申請者らのこれまでの研究成果については、

RA における炎症や骨破壊の機序および関節

内での HA の代謝に関して、国際学会での発

表や論文発表など数多くの業績を持つ。また、

ヒト関節炎における様々な蛋白分解酵素の発

現や軟骨細胞のアポトーシスについても検討

している。 
 
２．研究の目的 

(１) 関節組織におけるヒアルロン酸合成酵

素と分解酵素のバランス 

① HAの合成活性と合成酵素の分布：主なHA

合成酵素にはHyaluronic acid synthase 

(HAS)-1, HAS-2, HAS-3 があり、産生す

るHAの分子サイズは異なってい

る(HAS-1,2＞3)。正常関節ではHAS-1,2

が優位であるが、病的な関節ではこのバ

ランスの崩れが予想される。ここでは関

節組織での各HA合成酵素の分布やHA合

成活性を検討する。 

② HA分解酵素の分布と活性: 主なHA分解

酵素にはHyaluronidase (Hyal)-1, 

Hyal-2などがあり、分解されて生じるHA

のサイズには特徴がある。Hyal-2 に分解

されたHAは中間サイズであり、Hyal-1 に

分解されたHAはオリゴ糖である。オリゴ

糖化したHAは強い炎症惹起作用を持っ

ているが、ここではすでに作成済みの

Hyal-1とHyal-2の抗体およびオリゴプ

ローブを用いて関節組織でのHyal-1, 2

の分布を検討する。 

(２) 患者検体を用いた、病的関節におけるHA

の代謝の検討 

① 関節炎患者の関節液、血清中に含まれる HA

の濃度や分子量を測定し、さらにザイモ

グラフィーで血中や関節液中の HA 分解活

性を定量化する。 

② すでに作成済みのHyal-1とHyal-2の抗体

を用いて、western blottingを行い、血

中や関節液中のHyal蛋白を証明する。 

③ RA の関節組織におけるアポトーシス細胞

の分布および HAS-3や Hyal の陽性細胞の

分布を比較し、低分子 HAがアポトーシス

に関与する可能性を検討する。 

④ 上記の結果に加えて、HAやコラーゲンをは

じめとする関節組織内の基質の分布など

との比較をおこない、アポトーシスにお

ちいった細胞の周囲の環境(HAの分子量

や合成活性、Hyalの活性や分布、基質の

種類・分布)の解析をおこなう。 

⑤ 以上により、ヒト関節炎の関節組織でのHA

の代謝（合成、分解）を検討し、アポト

ーシスとの関連を検討する。 

(３)低分子HAによる組織傷害作用の検討 

① 関節炎モデル動物の関節内に種々の分子

量の HAを投与し、軟骨基質や軟骨細胞に

与える影響を検討するほか、アポトーシ

ス誘導に与える影響を検討する。 

② 種々の分子量の HA とあらかじめ

incubationされた関節液でザイモグラフ

ィーを行い、HA 分解活性に与える影響を

検討する。 
 
３．研究の方法 

(1) 材料の採取： 整形外科的な手術の際に

軟骨組織や滑膜組織の採取を行う。手術

前には同一患者より血清と関節液の採取

もおこなう。 

(2) 軟骨および滑膜でのHA合成酵素および分

解酵素の発現: 手術時や剖検時に得られ

た軟骨組織や滑膜組織を用いて、HA合成

酵素 HAS-1, HAS-2, HAS-3 および分解酵

素  Hyal-1, Hyal-2, Hyal-3の mRNA(in 
situ hybridization)および蛋白(免疫組

織化学)の分布を調べる。 

(3) 軟骨基質の成分の解析: 軟骨基質 (HAや

コンドロイチン硫酸、Ⅰ型、Ⅱ型コラー



ゲンなど)について、組織学的に分布や染

色性を検討し、画像解析装置にて定量化

する。 

(4) 軟骨細胞および滑膜細胞での接着分子の

発現: 軟骨細胞や滑膜細胞でのCD44 な

どの発現を確認する。 

(5) 軟骨細胞のアポトーシスと軟骨基質、接

着分子との関係: TUNEL法で軟骨細胞の

アポトーシスを検出し、3),4)の結果と比

較する。アポトーシス陽性細胞の周囲の

基質の環境について解析を行なう。 

(6) 定量化と検討: 3)〜5) についてそれぞ

れの陽性細胞の分布や傾向を検討し、疾

患による発現量の差を明らかにする。 

(7) 各種分子量のHAによるアポトーシス誘導

や抑制能の差:実験的関節炎モデル動物

や滑膜細胞の培養系にオリゴ糖を含む

種々の分子量のHAを投与してHAの直接作

用を調べるほかに、アポトーシスへのHA

による阻害能を検討する。 

(8) HA合成酵素と血清、関節液中のHA分子量: 

(2)と同一患者から採取した血清と関節

液について HAの分子量や濃度を high 

performance liquid chromatographyを用

いて測定し、組織でのHA合成酵素の種類

や発現量の差と血清や関節液中のHA分子

量や濃度との相関を検討する。 

(9) HAの分解活性の測定系の確立:HAの分解

活性の定量系をHA添加ゲルを用いたザイ

モグラフィーで確立し、血清や関節液で

のヒアルロニダーゼ活性を測定する。ゲ

ルに用いるHAは種々の分子量のものを用

いる。 

(10)ヒアルロニダーゼ蛋白の証明：すでに作

成されたモノクローナル抗体およびポリ

クローナル抗体を用いてHyal-1とHyal-2

のwestern blottingをおこない、血清や

関節液中のHyal蛋白を証明する。 

(11)(9)の HA 添加ゲルを用いたザイモグラフ

ィーで、患者サンプルを種々の分子量の

HA と反応させた後に同様な検討を行い、

Hyal活性の変化を検討して、関節炎患者

に対する HA の関節内投与による影響の

機序を検討する。 

 
４．研究成果 

(１)対照例の滑膜では HAS-1, HAS-2が優位で

あるのに対して、炎症が高度な RAの滑膜では、

HA を分解する酵素の Hyal-1, Hyal-2と低分

子 HAを合成する HAS-3の増加がみられ、HAS-3

の陽性細胞数は滑膜の炎症の程度と正の相関

を示した(r=0.563, p<0.005)。 

(２) 滑膜組織での HAS-3陽性細胞数と関節

液中の HA分子量は負の相関を示した

(r=-0.51, p<0.005)。 

(３) RA症例の関節液中では HA の分子量、濃

度が低下し、血中では HA濃度の上昇もみられ

た。RA では炎症が高度であるほど関節内の HA

の低分子化が促進されていることが証明され

た。 

(４)ザイモグラフィ−で Hyal の活性を検討す

ると、炎症が高度な RA患者の関節液中の Hyal

活性は対照例や炎症の陳旧化した RAと比較

して高値となっていた。 

(５) 関節液中で(４)の Hyal活性の高い RA症

例で関節液中の HA 分子量が低下している傾

向がみられ、負の相関を示していた。 

 

 
 

(６) 関節液中の HA分子量は滑膜組織中の

Hyal-1, Hyal-2陽性細胞数とと負の相関を示

していた。 

(７) 免疫組織化学や in situ hybridization 
では、Hyal-1, 2は滑膜表層細胞に発現を認

め、 RAの活動期において高度に認められた。 

(８)滑膜組織での Hyal-1, Hyal-2陽性細胞数

について(７)の結果と(４)のザイモグラフィ

ーの結果は相関しており、滑膜組織中の

Hyal-1, Hyal-2陽性細胞数の多い症例の関節

液で Hyal活性が高いという傾向を示した。 

 

 
 

 



(９)Western blotting での Hyal-1, Hyal-2

蛋白量の結果も(４)のザイモグラフィ−によ

る関節液中の Hyal 活性や（７）の免疫組織化

学、in situ hybridization による滑膜組織

での Hyal-1, Hyal-2 の結果と相関していた。 

(１０)軟骨組織については、表層の部分はど

の症例も HA,プロテオグリカンなどの基質の

減少がみられたが、深部においては、基質が

保たれている傾向がみられた。  

(１１)ザイモグラフィーでは、高分子 HA とあ

らかじめ反応させた後の関節液で Hyal 活性

が低下していた。 

(１２)変形性関節症モデルに高分子 HA を投

与すると、対照群に比較してⅡ型コラーゲン

などの基質の減少や軟骨細胞のアポトーシス

が有意に減少しており、細胞増殖マーカー

(MIB1)が陽性となる軟骨細胞が増加していた。 
(１３)以上より、RA 関節内での HA 分子量の

低下は、高分子 HA の分解と低分子 HA の合成

の亢進に基づくものであることが証明された。

また、HA 分解酵素の Hyal は滑膜組織で産生

された後に、関節液中に存在しており、関節

液そのものの HA の低分子化をもたらすほか

に炎症の亢進や軟骨組織の HA の分解などに

も関与している可能性が示唆され、軟骨基質

の変性や軟骨細胞のアポトーシスから関節の

破壊がすすむものと思われる。 
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