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目的： ヒト変形性膝関節症 （OA）患者の軟骨組織に対する ヒアルロン酸 (HA）製剤の影響 を検討

するために， OAモデル動物に対して 2 種類の高分子 HA製剤を投与し， 病理 組織学的に非投与群

と比較 検討した．

対象 ・方法 ：OAモヂルは ウサギで石黒らの方法に従って作製した． 検討対象とした HA製剤は平

均分子量270万DaのHA製剤 SUVENYL " (SVE）と鶏冠由来のHA を架橋化して混合した分子量

600万Daの Synvisc· (SYN）である ． 対照 として生食を用いた． これらの製剤を反復投与した後 ，

関節部の組織を採取してホルマ リン固定し， パラフィン切片 を作製して種々の組織学的 検討 を行っ

fこ ．

組織の評価 方法 ：軟骨に与える影響の評価項目 は， ① 軟骨のプロテ オグリカン， 百A, T yp e  II 

collagenなど保全状態、を反映する基質成 分， ②aggrecan 分 解産物や軟骨細胞のアポトーシスなど

軟骨組織， 細胞の変性， 分 解過程を反映する因子， ③Ki67, HAS2, HAS3など軟骨の再生 ， 合成を

反映する悶 子である．

結果 ：OA の傷害度を OA cartilage histop athology grade assessment -grading methodologyに

基づいて分類した Grade は， 大腿骨では， 対照群 4. 69± 0. 25, SVE投与群 4.3 5± 0. 43, SYN投与群

4.38± 0.3 0であり， HA投与群が対照群に対して存意に低値であった（p < 0. 0 5）.腔骨では同）｜直に4. 81

Mechanism of the protective effect of high molecular weight hyaluronic acid against cartilage degeneration. 

Mari Harada1\ Miwa Uzuki1l 2l, Naoki Ishiguro3l, Katsuji Iwadate4l, Takashi Sawai1l5lBl . 

llDepartment of Pathology, Iwate Medical University, School of Medicine, 2JFaculty of Medical Science and Wel­

fare, Tohoku Bunka Gakuen University, 3)Department of Orthopedics, Nagoya University, Graduate School of 

Medicine, 4)New Drug Research Center. Inc, 5l Sendai Open Hospital, Sendai city Medical care Center, 6JDepart­

ment of Pathology, Tohoku University, Graduate School of Medicine. 

DOI: 10.14961/cra.27. 51 (2014. 10. 3 0 受付， 2014. 12. 8 受理 ）



52 Clin Rheumatol, 27 : 51～63, 2015 

土 0.25, 4.69± 0.25, 4.77± 0.26であった． 大腿骨では， 対照群に比較してHA投与群のプロテ オグ

リカン， T yp eIl collagen, HA の残量が多かった． アポトーシス細胞の陽性率， aggrecanの分解物

は低下傾向を示した． またKi67陽性細胞 数やHAS2や3 の mRNA 発現量は増加していた． 睦骨に

ついても大腿骨と同様の傾向を示したが， 3 群間の差は小さかった．

結論：HA製剤は， 基質の保護作 用を有 し， 軟骨の傷害 を示すパラメータを抑える一方， 再生 を示

すパラメータを上昇させており， OA 軟骨に対する有 効な影響をもたらしている可能性が組織学的

にも示唆 された．

は じ めに

変形性膝関節症 （以下 OA） は主に軟骨局所に

おける機械的ストレス， 代謝変化， 加齢， 遺伝的

背景などの複合的な原因をも とに発生する変性

疾患である． 炎症に伴う関節液の貯留， 滑膜にお

ける ヒアルロン酸 （以下 HA） 合成の低下が軟骨

面における潤滑を不良にし， 更 に軟骨細胞への過

大な力学的ストレスに よって生じた炎症 性サイ

トカインが軟骨細胞自身を刺激してプロテ ア ー

ゼを過剰産生させ 1）， 軟骨マ トリックスを破壊し

て軟骨変性 を加速する．

OA の関節在入治療 に 用いられる薬剤には， 強

い抗炎荏効果 を示す副腎皮質ステロ イドと， 関節

の摩耗を防ぎ表面を潤滑する HA がある． 前者は

滑膜 炎が高度で多量の関節液貯留がある場合な

どに効果があり2）， 即効性がある反面， in vitroの

研究では， aggrecan の合成抑制 作 用や滑膜細胞

に よる HA の合成抑制 作 用がある ことが報告さ

れており， 頻回投与に よる軟骨変性の加速が懸念

されている 3)4). HA は， 効果 発現までにある

程度の時間を要するが， 関節液の粘弾性 を回復 さ

せる効果 があるll. 3 ないし6ヶ月の長期投与 後

でステロ イドと比較すると， HA の方が優れてい

るとの報告5） もある. HA は関節液や軟骨組織な

と、の重要な構成成 分の一つで、あり， 健常人の関節

液中のHA 濃度は2. 5～ 4mg/mL6lで、ある．本 来生

体内に広く 分存する高分子物質である ことから，

ステロ イドや他の製剤投与に詑べて， 副 作 用が少

ない ことが期待されている． これまでも HA製剤

の効果 を裏付ける報告5）があり， HA 製剤の効果

の差も報告されているが， その機序は必ずしも明

らかで、はない7).

筆者らは， ウサギOAモデルの膝関節腔に， 平

均分子量270万Da の HA製剤 SUVENYL ＂ある

いは Synvis e·を反復投与し （表 1）， その関節組

織を用いて， HA による軟骨基質の保護効果， 軟

骨変性の度合い， さらにリモデリングの可能性 を

組織学的に評価した． なお今回の検討は特に HA

治療 群について対照群との比較を中心に 行 い， 2

種類のHA製剤の差については言及しない．

表1 2種類のヒアルロン割安 （HA）製剤の比較

一般名

由来

スペニーJl/!ll

SUVENYL＇島

ヒアjレロン酸ナトリウム

ヒアルロン自主産生乳酸菌

Synvisc® 

ヒアル口ン酸ナトリウム
架橋処理ポリマー

鶏冠

Hylan A ：ヒアルロン酸架橋処理ポ1）マー
粘震平均分子量：190万～250万Da :; 

分子量約600万Da

分子量 Hylan B ：ヒアルロン酸架橋処理ポリマー
重量平均分子量270万～367万Da ビニルスルホン架橋体

分子量600万Da以上

A：日を80:20で混合したもの
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材料と方法

1 . ウサギOAモデルの作製 ：石黒らの報告8）と

同様に， 14～15 適齢のKb1 : JW (SPF） 系ウサ

ギ（オス）の 左膝関節の外側側副靭帯お よび半月

板の部 分切除 を行って， OA モデル を作製した ．

2 .  H A投与の群 分け：HA投与の用量， 回 数は

ヒトに対する 用法 用量に従った ．投与 間隔につい

ては， 3 B ,  5 日，7 日の3 通りを 予備検討し， HA

投与効果 を 確認できる5 日 間隔とした． またそれ

に伴って 剖検 日は25 日目 を 選択した． 平均分子量

270万Daの丘A製剤ス ベニール・バイアル 関節注

25mg （ 中外製薬株） 東 京 ） （ 以 下 SVE） を

O. lmL/kg の用量で術後O 日 から20 日 まで5 日

間隔で5間関節内に投与した群， 平均分子量約

600万Daの架橋型 五A (Hylan G -F 20） サイビ

スクディ スポ・関節注 2 mL （帝人ファーマ （株）

東京） を0.08mL/kg の用量で術後O 日 から10 日

まで5 B 間舗で 3団関節内に投与した群， お よび

陰性 対照 として生理 食塩水 を O .lmL/kg の用量

で術後O臼から20 日 まで5 日 間隔で5回関節内

に投与した群の 計3 群に 分け， それぞれ13羽 を用

いた （表 2 ) .  

3 . 組織切片の作製：手術・投与 開始を5 日 とし

て お 日 後の 左側膝関節 を用いた． 部検 後， 左膝の

大腿骨 と腔骨 を10%中性緩衝ホルマ リンで聞定

し， 肉眼的な観察と 計測を行 い， 10%EDTA 液

( p五7.4） で脱灰後， パラフィン切片 を2 µmで薄

切し， 連続切片を作製した ．

4 . 組織切片の分析：大腿骨と膝骨の組織切片 を

評 価 対 象 とし， OA cartilage histop athology 

grade assessment· grading methodology 9lと照
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合して傷害度を分類した． 軟骨基質成 分を定量化

するために， サフラニンーO染色の他に， typ e II 

collagen やaggrecan を 免疫組織化学で， HA は

HA 結合蛋白（HABP）による組織染色を行った ．

軟骨の変性度は， aggrecan の断片 を 免疫組織化

学で， アポトーシス細胞は TdT-mediated dUTP 

nick end labeling (TUNEL）法で評価した．軟骨

細胞のリモデリング効果は， 細胞 増殖性マ ーカー

であるKi67(MIB -1）陽i生細胞 を 計測し， ヒアルロ

ン 酸 合 成 酵素 で あ る hyaluronic acid syn­

thase(HAS)2 と 3 の mRNA の検出 を 試みた ．

HAS2と HAS3の mRNA の検出には各群13羽の

うち5羽のウサギの関節 を用いた ．顕微鏡像の写

真撮影にはオリンパ ス DP70 を用いた ． 各方法の

詳細は以下の 通りである ．

①軟骨基質成 分の定量：免疫組織化学は脱パラフ

ィン 後， 0.03% H・0・／メタノールで内因性ペル

オキシダー ゼ阻止 を 室温 で3 0 分， 10%ウマ 血清で、

非特異的蛋岳吸若陸止 を 室温 で 3 0 分 行った後， 一

次 抗 体 の 反 応 を 行 っ た ． 二次 抗 体 に は

biotinylated anti叩mouse IgG affinity p urified 

made in horse(VECTOR LABORATORY INC, 

CA, USA） を用いた. typ e II collagenの検出に

は一次抗体として anti collagen typ e II alp ha 1 

chain mouse IgG 1 (Acris GmbH, Dreieich, Ger －喰

many ）を0.1%BSA を 含むPBS で200倍希釈して

用い， 4 °C, over nightで反応させた ． 一次抗体

反応の前に 予め 2 % p roteinase k を用いて 室温

で15 分間の前処理 をした. aggrecanの検出には，

一次抗体として ACAN/ aggrecan mouse anti叩

human monoclonal antibody (LSBio, Seattle, 

WA, USA）を PBS で25 倍希釈して用い， 4 °C, 

表2 対象の群わけ

膝関節腔内投与 剖検日
群 N 投与物質 用量（mし／kg)

回数（投与自） （術後）

5囲
25日対照 13 生理食塩水 0.1 

（術後0, 5, 10, 15, 20日）

5田
25日svξ 13 スペニール（SV正） 0.1 

（術後0, 5, 10, 15, 20日）

3自
25日SYN 13 サイビスク（SYN) 0.08 

（術後0, 5, 10日）



54 

over night で反応させた． 一次抗体反応の前に

51じ／mLの trypsin （和光純薬工業， 大阪） を用

い て 室 温 で 20 分 間 ， さ ら に 2IU/mL の

chondroitinase （生化学工業， 東京） を用いて 室

温 20 分間の 前処理 を施した. HA の検出には，

bovine nasal cartilage由来のヒアルロン酸 bind司

ing p rotein (HABP) IOJ をどオ チン標識した B­

HABP （生化学工業 東京） を用いた. HABP 反

応の前に 5IU/mLのtrypsin を用いて 室温 で10 分

間の前処理 を行った． 上記全ての検出には ABC

キット（VECTOR LABORATORY INC） を用

いたABC法 を， 発色には3.3’ Diaminobenzidine, 

tetrahydrochloride (DAB) (DOJINDO， 東京）

を共 通に 使用した．

②軟骨の変性度：一次抗体 前の反応お よび二次抗

体反芯， その後のABC 反応と発色については①

と同様である . aggrecan 分解産物の検出には，

aggrecan が aggrecanase (ADAMTS 5） の作 用

を受けて分 解した際に生じる aggrecan 断片のN

末端 を特異的に認 識する BC-3抗体 11〕（ACAN/

aggrecan BC山3 ( in vitro research, San Rafael, 

CA, USA）） を用いた． 1 %BSA を 含むPBS で

100倍希釈して一次抗体とし， 4 °C, over nightで

反応させた． 一次抗 体反応の龍に 5IU/mL の

trypsin を用いて 室温 で20 分間 官官処理 を行った．

アポト ーシス細胞の 検出には TUNEL (TdT­

mediated dUTP nick end labeling）染色法（Ap op 

Tag キ ッ ト ：C hemicon International Inc . 

Temecula, CA, USA） を用いた．

③リモデリング効果 ：細胞 増 殖マ ーカーである

Ki67(MIB-1）の検出には一次抗体として， mono­

clonal mouse anti-human Ki-67 antigen clone 

MIB凶1 C Dako, Glostrup , Denmark） を PBS で

5 0倍希釈して用い， 4 °C, over nightで反応させ

た． 一次抗体 前の反応お よび二次抗体， その後の

ABC 反応と発色については①と同様である ．

次 抗 体 反 応 前に lOmM クエン 酸 バッファー

( pH6.0） に浸漬して microwave （出力5 00W） で

20 分間加熱する 賦活化 処理 を施した. in situhy­

bridization に 舟いたウサギHAS2と HAS3のオ

リ ゴ DNA プロ ープは， Ohnoらの報告 12）をもと

Clin Rheumatol, 27 : 51～63,  2015 

に一部改変して， 以下の5 0 塩基をデザインし， 日

本 遺伝子研究所（仙台）にて合成，HPLC で精製さ

れたものに， DIG oligonucleoti’ de 3’母 nd label四

ing kit ( Roche Ap p lied Science, Mannheim, 

Germany） でジゴケ シゲニンを干票3哉したものを

用いた. HAS2の anti sense p robe : 5’AAC TTG 

ACA TGT ACA GCA CTG AGT AGA GAG 

ACA TAA AGA CCA TGA CGA TA 3 '; HAS2 

の sense p robe : 5'TAT CGT CAT GGT CTT 

TAT GTC TCT CTA CTC AGT GCT GTA CAT 

GTC AAG TT 3 '  ; HAS3の anti sense p robe : 5 '  

GAA CTG GTA GCC TGT CAC ATA GGC 

TGC CAG GAT GCC ACC CAG CAC CGC CA 

3 '; HAS3の sense p robe : 5 'TGG CGG TGC TGG 

GTG GCA TCC TGG CAG CCT ATG TGA 

CAG GCT ACC AGT TC 3 ' .  

in situ hybridization 法 は ， Micro Probe 

Staining System (Fisher Scientific, San Fran­

cisco, CA, USA) AP - Fast Red法 13）に 準じ， ハ

イブリダイゼーションの時聞 を4 5°C 2 時間 とし

た1 4 ).

評 価 法

1 . サフラニンο染色， typ eII collagen, aggre­

can, HA お よび aggrecan 分 解産物については，

大腿骨， 腔骨 それぞれの同一関節 面の外側の傷害

部を傷害部位， 内側の非傷害部を非傷害部位とし，

組織標本 を顕微鏡下でオリンパ ス DP70を用いて

1253万商素で 写真撮影した 後 ， 画像処理ソフト

Photoshop CS6 (Adobe Systems, San Jose, CA, 

USA）の画像解析機能を用いて5mm×5mm の一

定面積の染色強度 を O ～25 5の256段階に 数 値化 15-

17）した． 無作 為に5視野 を 選択して測 定し， 非傷

害部と 傷害部との差と非傷害部との比 （（傷害部

位－非傷害部位）／非 傷害部位） を求め， その平

均値 を用いて arbitrary unit (arb.unit ）とし， 比

定量化して評価した （図1 ) .

2 . アポトーシス細胞， Ki67陽性細胞， HAS2お

よび HAS3の mRNA 陽性細胞は， 400倍（High

p ower field；五PF）で l視野当たりの陽性細胞と

軟骨細胞 総 数 を 3視野 カウントし， 平均して陽性
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図1 Arbtrary unitの求め方

サフラニンO染色を例に染色強度 arbtrary unit(arb.unit）の求め方を示した． 左側： 非傷害部と右側： 傷
害部である． 図の口で囲った領域A～Dに相当する5mm×5mmの一定面積を無作為に5ヶ所ずつ選択
して染色強度を測定し， arb. unit=((B-D）ー（A-C))/(A-C）を算出しその平均値を用いた．

表3 傷害の組織学的 Grade

大腿骨 腔骨

群 対照 SVE SYN 対照 SVE SYN 

N 13 13 13 13 13 13 

傷害のGrade average 4.69 4.35 4.38 4.81 4.69 4.77 

SD 0.25 0.43 0.30 0.25 0.25 0.26 

pくO05 

く005 

大腿骨の 対照群と SVE群， 対照群と SYN群の聞に有意差（ pく0.05）が認められた．

率を算出した． アポトーシス細胞については 傷害

部位 と非 傷害部位の他に中間の軽度 傷害部位も

カウントした．

3 . 有意差 検 定には Wilcoxonの符号付順位和 検

定を用いた．

結 果

1. Hematoxyline- eosin (HE） 染色お よびサフ

ラニンーO 染色による観察； 3群の大腿骨と腔骨

は， 全て外側の軟骨組織の傷害が著 しく， びらん

が関節 軟骨の中ほと、から軟骨下骨付近に達 して

いた. OA cartilage histop athology grade as­

sessment · grading methodology9lと照 合して分

類した Grade は， 大腿骨で， 両日A 投与群が対

照群に対して有意に低かった（p < 0.05) （表 3 ) .

腔骨では有意差は見られなかったものの， 大腿骨

と同様な傾向であった （表 3 ）. また HA投与群

の大腿骨と腔骨では， 対照群と比較し， 軟骨細胞

のクラスタ ー形成が多く観察された．

2 . 各軟骨基質成 分；サフラニンーO の染色性は

arb.un it が小さいほど低下度が大きく， 傷害部の

プロテ オグリカンの残存量が少 ない ことを示す．

大腿骨の arb.unit は， SVE 群が対照群お よび

SYN群と比較し有意に大きく（p < 0.05, p < 0.01) 

（表4)， また腔骨においても， SVE群が対照群お

よびSYN 群と比較し大きい値 を示した （表4) .

typ e II collagen では， 大腿骨， 腔骨ともに， 値

のバラつきが大きいために 3群間で有意差がな
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かったが， HA投与群の腔骨の低下度は， 対照群

より小さかった（ 表4， 図2 ) . Aggrecan 染色性

は， 3群全ての大腿骨と腔骨の arb.unit が－0.8

を下回り， 3群聞に有意差はなかった（ 表4).

HA 染色性では， SVE群が， 対照群やSYN群と

比較して濃染され， SVE群の関節 軟骨部 分が他

表4 HAによる軟骨組織の保護効果の評価

大腿骨

群 対照 SVE SYN 

N 13 13 13 

サフラニンー0染色性の低下度 average -0.55 -0.39 -0.58 

SD 0.15 0.13 0.16 

｜｜ 
pく0.05 pく0.01

type II Collagen染色性の低下度 average -0.71 -0.65 -0.73 

SD 0.15 0.19 0.12 

Aggrecan染色性の低下度 average 一0.86 -0.83 -0.85 

SD 0.06 0.14 0 14 

ヒアルロン酸（HA）染色性の低下度 average -0.79 -0.65 -0.65 

SD 0.21 0.16 0.22 

棉一
日一
叩

単位. arb.unit 

腔骨

SVE 

13 

-0.43 

SYN 

13 

-0.58 

｜ ｜  
pく0.01

-0.81 -0.59 -0.64 

0.72 

-0.93 

0.03 

-0.81 

0.20 

0.17 

-0.92 

0.04 

-0.64 

0.18 

0.15 

-0.92 

0.05 

-0.68 

0.26 

サフ ラニンーO染色性の低下度において， 大腿骨の 対照群と SVE群との聞に p< 0.05, SVE群と SYN群の
間に pく0.01で－有意差が認められた． 腔骨の SVE群と SYN群の聞に も p<0.01で、有意差が認められた．

arb.unit arb.unit 

1.4 

1.2 1.2 
図2 Type II c ollagenの染色性の低下度

1.0 
左グラフ 大腿骨， 右グラフ ・腔骨 arb.unit を平均値

0.8 ± SDで示した. arb.unitが 大きいほど非傷害部と傷害部

0.6ト 0.6 の染色性が 大きいため， Type II c ollagen が低下したこ
とを示す． 大腿骨では3群の差がないが，腔骨ではHA投

0.4ト 0.4 与群で Type II c ollagenの減少が 対照群に比べ抑えられ

0.2 Q.2 I ていた．

。。 0.0 
対照 SVE SYN 対照 SVE SYN 

図3 HABPを用いたヒアルロン酸 （HA）の組織染色像

左： 対照群， 中： SVE群， 右： SYN 群 大腿骨の傷害部位 （400倍〉を例として示した. SVE 群および
SYN群は 対照群に比べ濃染された．
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の 2群より 保護されている 様 子が観察された（図

3 ) .  arb.unit は大腿骨， 腔骨ともに， 対照群が

0.8程度，HA群が－0.6程度であったが， 3群聞

に有意差はなかった （表4) .

3 . 軟骨の変性度；Aggrecan 分 解産物の染色性

は 分 解産物が多いほど濃染されるので， arb.unit

が大きいほど変性が大きいと判新した． 対照群の

大腿骨と膝骨では間程度の値 を示したが， sv日 群

と SYN 群では， ともに大腿骨が腔骨 より小さく，

大腿骨で SVE 群が対照群に対し有意に低値 （p

< 0.01） であった（表5， 図4）. 大腿骨の中間部

位と傷害部では， 対照群と比較して HA投与群の

アポトーシス細胞の陽性率が低く， HA投与群で

57 

はアポトーシスが抑制された結果であった（表5'

図5）. 一方腔骨では， 3群全てが同程度の値 を

示した ． また非傷害部位， 中間部位と傷害部位を

比較すると， 大腿骨， 腔骨ともに中間部位のアポ

トーシス陽性率が高く， この傾向は3群に共 通し

ていた （表5， 図5) .  

4. リモデリング効果；Ki67の免疫組織染色をし

た結果 （図6）， 大腿骨と経骨ともに， SVE群が

対照、群やSYN 群と比較し有意に高い陽性率を示

した（p < 0. 05, p < 0.01) （図 7 ) .  HAS2及びHAS3

の mRNA の検出例を図 8に示した. HA投与群

の大腿骨の傷害部では， HAS2, HAS3ともに， 対

照群と比較して高い値 を示し （図9 , 10）， 特に

表5 軟骨の変性度の評価

大腿骨 腔膏

対照 SVE SYN 対顛 sv正 SYN 

N 13 13 13 13 13 13 

Aggrecan分解産物の染色性 average -0.06 -0.45 一0.25 一0.07 -0.05 0.13 

単位：arb.unit SD 0.54 0.26 0.41 0.48 0.49 0.34 

非傷害部位 Average 14.6 6.2 7.3 10.2 7.5 13.6 

SD 19.4 8.0 7.1 4.8 5.1 15.4 

アポ卜ーシス 中間部位 Average 34.8 16.1 15.2 19.5 18.5 20.5 

陽性細胞数 SD 27.9 11.7 8.4 13.9 13.0 20.1 

単位：陽性率% 傷害部位 Average 26.1 9.8 12.8 16.6 13.8 10.8 

SD 15.3 6.2 7.7 9.2 10.8 7.3 

軟骨の変性度を aggrec an 分解産物の染色性とアポトーシス陽性細胞の陽性率から評価した. arb. unit が
大きいほど aggrecan の分解産物が多い ことを示す ． 睦骨では3群に差がないが， 大腿骨では 対照群の
arb.unit が 大きい ． アポトーシス陽性細胞の陽性率は， 大腿骨の 中 間損傷部位で 対照群が有意に高値であ
った．

arb unit arb.unit 

1.0 1.0 

0.8 
p<0.01 0.8 

0.6 0.6 函4 Aggrecan分解物の染色性の上昇

0.4 0.4 
左グラフ： 大腿骨， 右グラフ ．腔骨， 平均値ごと SDで

0.2 0.2 示した．
。。 0.0 大腿骨の 対照群と SVE群の 間にp <0.01で‘有意差を

-0 2 ー0.2 認めた．
-0.4 0.4 

ー0.6 -0.6 

-0.8 -0.8 

同1.0 ー1.0

対照 SVE SYN 対照 SVE SYN 
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円

SYN 対照 I SVE 

中間部位

SYN 対照 I SVE 

非傷害部位

。

-10 

中間部位

アポトーシス細胞の陽性率

左グラフ：大腿骨， 右グラフ：腔骨， 平均値 ± SDで示した．
大腿骨の 中 間部位で， 対照群と SVE群の 間に p く0.05で‘有意差を認めた．

図5

，
 

，
 ・，s
 
．
 
．
 

Ki67の免疫組織染色像 （400倍）

陽性細胞を矢印で示した．SYN群，中：SVE群， 右

図6

大腿骨を例に示した． 左：対照群，

Ki67陽性細胞数

左グラフ：大腿骨，右グラフ
した．
大腿骨の傷害部における ki67陽性細胞数の平均は 対
照群 56.6（個／ HPF), SVE群87.4（ 個／ HPF), SYN54. 1 

（個／ HPF）で， 対照と SVE群の聞に p <0.0 5, SVE 
群と SYN群の聞に p <0.05で有意差を認めた． 腔骨
では， 対照群 51.9（個／ HPF), SVE群76.3（個／ HPF),
SYN群50.2 （個／ HPF）で， 対照群と SVE群の聞に

p <0.0 5, SVE群と SYN群の聞に p く0.0 1で有意差を
認めた．

腔骨， 平均値±SDで示

図7
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図8 in situ hybridizationによるHAS2とHAS3の mRNAの検出

左上：HAS2 anti sense probeを用いた陽性像， 右上：HAS2 sense probeを用いた陰性像
左下：HAS3 anti sense probeを用いた陽性像， 右下：HAS3 sense probeを用いた陰性像
sense probeを用いた場合にはHAS2,HAS3ともに染色 されないこ とが確認された．
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巴10

｜ 対回目E 吋照悶日N

非傷害部位 傷害部位

図9 HAS2の mRNAの陽性率

左図：大腿骨， 右図：腔骨， 平均値士SDで示した．
大腿骨 の傷害部位において， 対照群と SYN群の聞に p < 0. 05で、有意差を認めた．

59 



60 

号令

90 

80 

70 

60 

50 

40 

30 

20 

10 

。 ー

担10

対照SVE SYN 対照SVE SYN 

非｛語審部位 傷害部位

。も

90 

80 

70 

60 

50 

40 

30 

20 

10 

。

-10 

Clin Rheumatol, 27 : 51～63 ,  2015 

［対鰻SVE 叩照SVESYN 

非傷害部位 （襲警部位

図10 HAS3の mRNAの揚性率

左 図： 大腿骨， 右 図：膝骨， 平均値 ± SDで示した．
大腿骨， 腔骨ともに有意差は認められなかったが， 大腿脅の傷害部では HA 投
与群が 対照群に比べ陽性率が高い傾向を示した．

HAS2は対照群に対し SYN 群が有意に高かった

( p  < 0.05）. 腔骨の 傷害部の HAS3も同様に対照群

と比較してHA投与群が高い値 を示した（図10) .

考 察

OAに対する HA の関節内投与が関節液の粘弾

性 を回復させ， 痔痛緩和に効果 がある ことは多く

報告されてきた 4J6l. OA のみでなく， 関節 リ ウマ

チ患者への関節内投与 が痔痛緩和や炎症 の改善

と， 日常生活動作の改善にも効果があると報告さ

れている 18）＿動物実験においては， 投与された HA

が関節 軟骨の深層部まで浸透する ことや19 ）， プロ

テ オグ リカン遺伝子の発現に関与する可能性 2 0)

など細胞培養 実験による HA 製剤の効果 も個別

に報告されてきた． 一方で臨床的な効果 判 定は，

投与患者からの聞き取り調査や X線 検査所見に

頼らざるを得ない． 本 研究では OAモデル を用い

て， ヒトでの病態を考慮、した総合的な効果 を解析

した． 大腿骨における傷害部位のプロテオグリカ

ンの低下度は， SVE 群が他の2 群 より 軽度であ

ると判 定された. T yp e  II collagen, aggrecan と

HA の低下度には3群間で有意差が認められなか

ったが， HA投与群では対照群 より HA が多く残

存した．今回の 検討で 定量化された 五A が 保護 作

用によって軟骨内に残存したものか ， 投与に よっ

て浸透したものか， 軟骨細胞によって新たに合成

されたものかは言及できない． しかし対照群と比

較して， HA投与群では HA の他， typ eII colla­

gen やaggrecan の喪失も低かった ことから， 軟

骨組織全体に対する 保護 作 用を裏付ける結果で

あると考えられる． この機序については， HA が

軟骨組織内で 軟骨基質の他の成 分と結合したり，

網目 状構造を示す重要な成 分である ことからも

裏付けられる. aggrecan 断片の 定量値は， 3 群

の腔骨で 差を認めなかったが， 大腿骨では対照群

と SVE 群の聞に有意な差を認めた こと， アポト

ーシス細胞 数においても対照、群と SVE 群の聞に

有意差が認められた ことから， 五A製剤の投与は

大腿骨に対して変性 を抑制する効果 を発撮した

る． 靭帯切離による 実験的 OA モデルや

ヒト relap sing p olychondritisでは， 軟骨の変性

と軟骨細胞のアポト ーシス出現の聞に正の相関

がある ことが報告21)2 わされており， 軟骨細胞のア

ポト ーシスに続いて軟骨変性 が生じる こと23）か

ら， 大腿骨の中間部位で特に対照群のアポトーシ

ス細胞が増加した結果は， 時間の経過に伴って対

照群の変性が進 行する可能性 を， また HA投与群

では軟骨変性が抑制される可能性 を推測させた．

Fas を対象とした 研究では司A の存在がアポト

ーシスの出現率を低下させ24), HA の共存や 添 加

に よって軟骨細胞における typ e II collagen や

aggrecan の合成が誘導される ことが培養 細胞 を
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用いて 確認されている25）. 本 研究では， 関節内投

与した HA製剤が軟骨細胞内における HA 合成

克進 に関与する可能性について検討するために，

HAS2と HAS3の mRNA の検出を 試みた. HAS2

は平均2×106Da の高分子 HA を， HAS3は l×

105Da の HA を合成す る 26l. HAS2, HAS3の

mRNA の発現量が軟骨細胞培養の開始から 8 日

後に最高値に達する こと27l, HA が CD44を介 し

て成長因子受容体を活 性化する可能性 を示唆 す

る こと 28）が報告されている ことから ， HAS の

mRNA の増加は軟骨細胞の再生及びリ モデリ ン

グ効果 を反映すると考えた． 今回の検討結果では，

傷害部のダメージが大きく，軟骨細胞自体の数が

少 なかったが， 対 照群と比較し， HA投与群では

五AS の mRNA の陽性 軟骨細胞が多い傾向がみ

られた． 更 に Ki67陽性細胞 数も大腿骨の中間部

位で 対 照群と SVE 群との間に有意差が認められ

たことから， HA製剤が軟骨細胞の増殖やリ モデ

リ ング に効果 を有する ことが示唆 された．

企士
’‘ロ

号A
E伺

筆者らの研究では ウサギ OA モデルに 2 種類

の HA製剤を反復投与したの ち，25 日 後の関節 を

用いて， 軟骨の保護効果 ， 傷害の程度 ， リ モデリ

ング効果の 3 項目について病理 組織学的な 検討

を行った． 大腿骨 ， 腔骨ともに傷害部位の ダメー

ジが大きく，軟骨細胞が著しく減 少 した状態であ

ったことから， 各群の聞の差は小さかった． しか

し，大 腿骨では有意差が得られる評伍項目が多か

ったことから， HA投与群では大腿骨側の傷害が

軽減 する可能性が示唆 された．投与したHA製剤

は軟骨の保護， 傷害の軽減 にとどまらず HAS の

産生に関与する可能性 を否 定できない． 以上，HA

製剤投与群では，有意差を認める効果は少 ないも

のの， 軽微 な効果 を示すことが実験的に証明 され

た． 個体間 差もあり，症例数も限 られている こと

から更 なる比較 検討が必要である．
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ABSTRACT 

Mechanism of the p rotective effect of high molecular weight hyaluronic acid against cartilage de­
generation 

Mari Harada 1\ Miwa Uzuki 1l2l, Naoki Ishiguro3l, Katsuji Iwadate 4l, Takashi Sawai 1J5J5J 

llDep artment of Pathology, Iwate Medical University, School of Medicine, ZJ Faculty of Medical Sci­

ence and Welfare, Tohoku Bunka Gakuen University, 3lDep artment of Orthop edics, Nagoya University, 

Graduate School of Medicine, 4lNew Drug Research Center. Inc, 5lSendai Op en Hosp ital, Sendai 

city Medical care Center, 6lDep artment of Pathology, Tohoku University, G raduate School of 

Medicine 

Purp ose: The therap eutic effect of hyaluronic acid (HA) on osteoarthritis (OA) was assessed in Kbl 

rabbits by histop athological examination. 

Materials: An OA model was p rep ared in rabbits according to Ishiguro’s method. Then an HA 

p rep aration (SUVENYL・HA [ MW 2.7 million Da] or Synvisc· HA [mixture of cross凹linked HA 

p rep ared from rooster' combs]) or saline was rep eatedly injected into the left knee joint of the each 

rabbit. Knee joint tissues were fixed in 10% formalin and p araffin embedded sp ecimens were rou­

tinely p rocessed for histological examination. 

Methods: The therapeutic effect of HA on joint cartilage was assessed from the following three sets 

of p arameters: (1) maintenance of p roteoglycan, HA, or typ e II collagen; (2) degeneration of the 

extra cellular matrix and cartilage, assessed by observing aggrecan degradation p roducts or ap op 山

totic cells; and (3) remodeling evaluated by staining with Ki67 or detection of hyaluronan synthase 

(HAS) 2 or 3 mRNA. 

Results: The histological grade of OA for the tibial comp artment was 4. 8 1土0.25 in the saline group , 

and 4. 69土0. 25 in the SVENYL. HA-treated group , and 4. 77土0. 26 in the Synvisc· HA-treated group, 

while the grade for femoral comp artment were 4. 69土 0.25, 4.35土 0.43 and 4.38 土0.3 0, resp ectively. 

The residual levels of p roteoglycan, typ e II collagen, and HA were increased in the femurs of the 

two HA吋treated group s comp ared with the saline group. In addition, the p ositive ratio of ap op tosis 

and aggrecan degradation p roducts were significantly decreased in the HA-treaed group s compared 

with the saline group. Moreover, the number of Ki67 p ositive cells and the exp ression of HAS2 and 

HAS3 mRNAs were significantly greater in HA-treated group s than in the saline group. In the 

tibia, the trends of these p arameters were similar to those for femur, but differences among the 

three group s were smaller. 

Conclusions: Efficacy of HA was demonstrated by a reduction of p arameters indicating cartilage 

damage, and an increase of p arameters indicating a remodeling effect on cartilage. 
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