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要 旨

細胞外マトリックス成分のひとつであるヒアルロン酸は∬―アセチルーD―グルコサミンと D―グル

クロン酸の繰り返し単位より成る直鎖多糖である。生体中には結合組織を中心として広 く分布して

いるが,関節液には高濃度で存在している。炎症性関節症では関節液中のヒアルロン酸の濃度低下

や低分子化が起こることが報告されている。そこで関節炎症に関連する生体現象に着目し)炎症反

応におけるヒアルロン酸の役割,特にヒアルロン酸の濃度変化や分子量変化が細胞の機能に及ぼす

影響について,肋 ソJ肋 モデル系を用いて検討した。本研究では,ヒ ト滑膜細胞のアラキドン酸遊離 ,

ラット好中球によるウシ鼻中隔軟骨分解,及びラット好中球のスーパーオキサイ ド (02)産生を炎

症モデルとして用いた。

1.ヒ ト滑膜細胞のアラキ ドン酸遊離に対するヒアルロン酸の抑制作用

炎症とプロスタグランジンは密接に関連してお り,ア ラキドン酸はプロスタグランジン生合

成前駆体である。そこで滑膜細胞の [HC3アラキドン酸標識リン脂質からの ビ
4c]ァ
ラキドン酸遊

離に対するヒアルロン酸の影響を検討した。ヒアルロン酸はブラジキニン刺激した標識滑膜細

胞からの [μqァラキドン酸遊離を,反応後 lh以降抑制した。この抑制効果はヒアルロン酸濃度

及び分子量に依存 していたがぅ単に粘度のみに起因するものではなかつた。ヒアルコン酸は滑膜

細胞と[3H]ブラジキニンの結合に影響せず,また滑膜細胞による [“Clア ラキ ドン酸取 り込みに

も影響しなかつた.ヒ アルロン酸によるピC]ア ラキドン遊離抑制は)滑膜細胞をカルシウムーイ

オノフォアA23187で刺激した場合にも認められた。これらのことよりぅヒアルロン酸は細胞膜

におけるホスホリパーゼ活性に影響を与える可能性が示唆された。

2.ラ ット好中球によるウシ鼻中隔軟骨分解に対するヒアルロン酸の抑制作用

炎症性関節症の特徴である軟骨分解は,部分的には浸潤した好中球に起因する。そこで硫酸化

グリコサミノグリカン遊離を指標とした好中球による軟骨分解に対するヒアルロン酸の影響を

18hま で検討 した。好中球を cytochalasin B存在下 洋fofmyl― L― methionyl― L― leucyl―L―phenyl―

alanine(FMLD,opsO� Zed zymosan,12-0-tetradecanoylphorbol-13-acetate(TPA)ま た は カ ル シ ウ

ムーイオノフォア A23187で 刺激すると,軟骨分解は顕著に促進された。活性化された好中球に

よる軟骨分解は ,ヒアルロン酸により濃度及び分子量依存的に抑制された。Opsonized zymosall

を用いた場合 ,低分子量ヒアルロン酸 (猛 28× 105)は 軟骨分解を抑制せず,高分子量ヒアルロ

ン酸 (猛 2.0× 106)は軟骨分解を約 2h遅 らせる作用様式を示した。予め貪食 させた好中球に対

してはヒアルロン酸は抑制作用を示さなかつた。ヒアルロン酸の粘性が軟骨分解抑制に重要で



あると考えられる。ヒアルロン酸の軟骨分解抑制パターンは,opso�zed zymosan,TPA及 び

A23187を 刺激剤として用いた場合,相互に近似していた。曲【LP/cytochalasin Bを用いた場合 ,

ヒアルロン酸は軟骨分解を少なくとも 18h抑制した。ヒアルロン酸は好中球への [3H]FMLPの

結合に影響せず,ま た予め F�ILPで刺激した好中球に対しても軟骨分解抑制作用を示した。こ

れらのことよリヒアルロン酸の抑制作用には,粘度に起因するものに加え,粘度以外の細胞に対

する直接的な作用もあるものと推察される.

3.ラ ット好中球のスーパーオキサイ ド産生に対する接着表面にコー トされた免疫グロプ

リンGD関節液成分及びヒアルロン酸の影響

炎症性関節症において関節腔内へ浸潤した好中球の産生する活性酸素は,関節組織に対し種々

の傷害を与える。関節軟骨表面には関節液中の免疫グロブリン (Ig)沈着が認められ,接着した

好中球の活性化リガンドとなつている.そ こで IgG,関節液及びヒアルロン酸による好中球の接

着表面処理が,接着好中球の02産生に及ぼす影響について検討した。関節液中には表面にコー

トされたIgGと 共働 して,好中球の02産生を促進する物質が存在することを見いだした。この

02~産 生促進物質は高分子であ り,酵 素処理に対す る感受性 よリムチ ン型糖鎖 を持つ

glycocottugatesで あると推定された。IgG及び関節液で表面コー トする際にヒアルロン酸を共

存させると,接着好中球の 02産生が抑制された。表面をヒアルロン酸前処理後 ,IgG及び関節

液でコー トした場合,及び IgGコ ー ト表面をヒアルロン酸で後処理した場合には,高分子量ヒ

アルロン酸 (猛 2.0× 106)の みが02~産生を抑制した。いずれの場合でもぅ接着表面をヒアルロン

酸 (猛 20× 106)で処理することによる好中球の接着抑制は認められなかった。これらのことよ

り,ヒ アルロン酸は IgG及び関節液中の IsG共働性 02~産生促進物質の表面沈着を抑制するか )

あるいは表面コー トされたヒアルロン酸が直接的に好中球の02産生を抑制する可能性が示唆さ

れた。

以上の結果よりぅ炎症の進展にともなう組織傷害に対して,高分子量ヒアルロン酸は組織保護的

な作用を持つものと考えられる。高分子量ヒアルロン酸を生体由来抗炎症物質として位置づけるこ

とが可能である。炎症にともなう発熱や関節液中へ遊離される炎症性サイトカインはぅ滑膜細胞の

ヒアルロン酸合成を促進することが知られている。これらの現象は炎症の修復過程のひとつであり,

生体の恒常性維持作用の一環であると推察される。
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S剪

“
陶αリ

Hyaluronan(HAl,a component of extracellular matrices,is a linear polysaccharide composed of

alternating u� ts of N― acetyl… D-81ucosamne and}81ucuro� c acid HA is secrettd from solne

organisms and is found in he highest concentrations in soft connectlve tissues,especially in joint

synovial auids ln inflarllmatory arthritls,he synovial HA is reduced in concentratton and lnolecular

welght This smdy was undertaken to elucldate he role of HA in he syno� al auid ofinllamedjoints

Effects of HA with various lnolecular weights on some of he cell functlons responsible for

inflaFXllnatory arthritis were exanuned in this study. The attention was focused on the,刀 ッケ施 effects

of HA on he release of arachidonic acid froHl synovial fibroblasts, neutrophil― mediated cartilage

degradation,and the superoxide release ffom meutrophils

′.れ肪♭,ゎっ 匂他じ佑げ rfA οЮ肋じrじJglvdじ げ α肥じ肪】οれたαじ
"″
ο躍 乃
"刑
αれりれοガα′デ♭Ю♭ル∫ぬ

Prostaglttdins ha1/e been implicated in many features of infla―atlon A substrate fof

prosぬglandin biosynhesis is frec arachidonic acid(AAJ from phOSpholipids in plasma membranes

Therefore,the effects of HA on the release of AA from phosphohpids, which was induced by the

actlon of bradykiェ un to the synovial fibroblasts of osteoarth� dc patients,were exanuned.I‐ IA inhibited

he[14c]AA release from he prelれ eled synovial cells sttmulated wih or wihout bradykinin l h after

incubation and hereafter The inhibitory effects of HA on he[14c]AA felease were dependent on he

concentration and molecular weight of HA However,he inhibition of the[14c]AA release by HA

was not merely due to he �scosity ofI― IA I―IA did not affect he specittc binding ofド H]bradyki� n to
the cells The[14c]AA relette induced by calcium― ionophore A23187 was also inhibitt by HA wih

a high molecular weight ln add� on,HA did not affect[14c]AA uptake by he cells.These results

suggest hat HA with a high lnolecular weight suppresses he acttvitles of lnettbrane― associated

phospholipases

2.れ肪♭テルリ 妍 杉Cぬ げ IA ο泥れじ′放η肪′́刑♂J触″′臼的肋
=9砲
盟 肱所οη

lnaa_atory joint diseases are characterized by he degradatlon of articular canllages,which is

partly mediattd by neutrophils accumulatlng at inflamed sites The effects of HA on neutrophil―

mediated degradattom of the cartilage were exaHllned for up to 18 h in a coculmre systern of rat

peritoneal neutrophils with he cartilage of bovine nasal septa The release of sulfated gycosalmmo―

glycans from he cartilage、 vas markedly enhanced by the neutrophils、 vhich、vere acttvated、 vith elher

Ⅳ―formyl― L―methionyl― L― leuCyl― L―phenylalanine(FMLP)cO� bined wih cytochalasin B,opso�zed

zylnosan,12-O tetradecanoylphorbol-13-ace協 俺(TPAl or calCium― ionophore A23187 However,HA

inhibited he cartilage degradatlon by the actlvated neutrophils The inhibitory effects were dependent

on the con∝ ntratton and molecular weight of I― IA When he neu,ophils were incubated wlth

opsonized zymosan,HA with a higher molecular weight(′ yr 2 0X 106)inhiblted he cartilage

degradation for an incubatlon peiod of up to 2 h,but HA wlth a lower∬ Юlecular weight(上 2,8×

1。
5)did nOt ehcit significant inhibition on the cartllage degradation for up to 18 h HA did not

suppress the cartilage degradatlon by he neutrophils h/hich were prestirnulated 、vith opsonized

zylnosan The increased viscosity with molecular weigh of HA may play a role in inhibtting he



actlvation of neutrophils by opsoni‐ Led zymosan 「Fhe inhibitory pattem of HA on he cartilage

degradatton stimulated witt opsonized zylnosan was essentially siIIlllτ r to hose widi TPA and

A23187,as a stimulating agent of neutrophils,When FTILP/cytochalasin B was used to simulate he

neutrophils,HA samples(haVing different HЮ lecular weights)inhibited he neutrophil― mediated

cartllage degrad� ion for notless than 18 h of incubatlon HA did not affect he binding ofド H]Fヽ僻

to the cells, In addition, HA inhibited he cartilage degradatton by he neutrophils preincubated、 vith

FMLP/9朽 chalasin B These results suggest hat the inhibitory eff∝ 偽 of HA on he cartllage

degradation by the neuttophils are not only due to an increased viscoslty Of he lnedium,but also due

to a direct rnodulatton of cell functions,

J.聯じじ倉げ∫
"機
rじ じο″

'ng∫

崩加加刑朋οgん♭′Jtt C,dノηοッ麓′′″側ゴrrA οη加♂∫叩θЙοχ″じ

P/οど′じチわれ妙 2沈じχtt ηじ脱 opttJd

ln inaarmatory arthritls,oxygen radical de� vattves,、 vhich、vere produced by activated neutrophils

in inflamed joint, play a maJor role in he generatlon of joint tissue inJury. IIrllnunoglobuhns in

syno�Л nuid are ttapped in he supe�ciЛ la_yers of attcular cattlage in inaamedjoint,The trapped

iIImunoglobuhns on he cartilage surface actlvate he neutrophils attached to he surface The effects

of surface treatment witt lgG,syno� al auid and HA on he production of supero� de a� on((乳
‐
)

were exanuned with he adherent neutrophils  lgG and synovial fluids ffonl Pattents with

inaa_atofy joint disease synergisuc』 ly enhanced he鏡
‐
producion by he adherent rat pe� toneal

neutrophils A gel filtratlon sttdy indicated hat he neutrophil― sumulating substance in the synovial

auid、vtt a large mol∝ ular substance and l1/as inactivated by digestion with boh Proteinases and

O―glycanase,indicating a glycocottugate wih a muciniype sugar chain

When the surfaces were treated witt lgG and syovial fluid in the presence of HA,HA decreased

働
‐
rdease levels from he adherent neurophils.The surface tteatment wih HA having a high

molecular weight(γ r2 0× 106)p�Or tO treating wih lgG and synovial auid resulted in an inhibidon

Of he覺
~prOduction by he adherent cells on he surface,The覺 ‐

prOductlon in resPonse tO the

surface― coated lgG was also inhibited by subsequent surface― coatlng with HA of妊 2.OX 106 The

nu�ber of surface― adherent cells was unchanged after he surface treatlnent wih HA of γ「20X106

in all cases These results suggestthat(1)HA inhibits he surface― deposidons oflgG and he syno� al

auid compOnent,resuling in m inhibidon of he働
~production and,(2)血

e surface_coated HA with a

high mol∝ ular weight directly affects on he adherent neutrophils,resultlng in an inhibidon of he呪
‐

pЮducion by the cells

Results obtalned in this study conclude血 証 HA wih a high molecular welght eliclts a tissue

protectlve function against he tlssue damage induced by inaa―atlon,HA、 vith a large rnolecule rnay

be considered as an endogeneous antl― inaa_atory substance lt has been reported hatI‐ IA synhesis

in human synovial cells is stlmulated、 vith infla―atory cytoklnes in synovial fluids and hyperthemia

in the inflaIImatory reactton  These phenomena seem to be a natural recovery process ffom

iniarnmatton,and I―IA plays an imponant role in cemular homeostasis.
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論緒

生体反応の根源は個々の細胞の生理機能にある。細胞自身は生体中でコラーゲン)エラステン,

プロテオグリカン及び構造糖タンパク質を主要なものとする細胞外マ トリックスに接触,支持され

ており)細胞と細胞外マ トリックスの相互作用に基づく生体反応について幅広い研究が行なわれて

いる。細胞と細胞外マ トリックスの相互作用には ,細胞外マ トリックス生合成に影響することによ

る細胞から細胞外マ トリックスヘの作用と,細胞骨格と会合している細胞膜上のレセプターを介す

る細胞外マトリックスから細胞への作用が考えられており,細胞外マ トリックスの挙動は細胞機能

と密接に関連するものとされている [13].

細胞外マ トリックス成分のひとつであるヒアルロン酸は /―アセチルーD―グルコサミンとD―グル

クロン酸の繰り返し単位より成る直鎖多糖である。生体中には結合組織を中心として広 く分布して

おり,特に膳帯 ,関節液,軟骨,硝子体及び皮膚には高濃度で存在している141.高分子量のヒアル

ロン酸は水溶液中でグル状となり,高い粘性を与える [5]。 この性質は組織に流体力学的な強度を付

与したり,水分保持や浸透圧の調整など生体機能の維持に重要とされている辟,6,7]。 また溶液中で

ヒアルロン酸分子鎖の形成する 3次元ネットワークはフィルター機能を有し,細胞や巨大分子の移

動を制限することが示されている 14,8,9].従来,本多糖の機能はこのようにその物理的性質と関連

づけられてきたがぅ細胞に対する直接的な生理機能についてはほとんど関心が払われてこなかった。

しかしなが ら近年,細胞表面上にヒアルロン酸と結合するタンパク質 (レセプター )が発見され

[10-14],ヒアルロン酸の細胞機能に対する研究は急速に進展してきた。

骨と骨を連結する部位が関節である。骨の末端は軟骨で被覆され,関節全体は関節包で包まれて

いる。軟骨と軟骨の間には関節液が満たされてお り,ヒアルロン酸はその主要な構成成分のひとつ

である。関節包の最も内側は滑膜細胞で覆われており,関節液のヒアルロン酸はこの滑膜細胞で生

合成されている [15].ヒ アルロン酸合成酵素は細胞膜に存在し,細胞膜で合成されたヒアルロン酸

は細胞外へと運ばれる[16].慢性関節 リューマチは滑膜組織に生じる炎症を特徴とする関節疾患で

あり[17],変形性関節症でも二次的に滑膜炎症が発生する [18]。 このような関節では関節液中のヒ

アルロン酸は濃度低下や低分子化を起こし,これに付随して関節液の粘度が低下することが報告さ

れている [19]。 また炎症性関節症の関節液中には種々の炎症メディエーターが検出されるが,イ ン

ターロイキンー1はその中でも重要なもののひとつである [20,21].イ ンターロイキンー1は滑膜細胞

や軟骨細胞のマトリックス分解酵素産性を促進し関節の破壊に深 く関与するが pO,21],その一方で

滑膜細胞のヒアルロン酸合成を促進することが報告されている [22つ旬。また炎症は通常発熱を伴

5



うが,滑膜細胞のヒアルロン酸合成は温度の上昇によっても促進されることが報告されているp5].

このような現象は生体の恒常性維持に関連し,炎症の修復過程のひとつではないかと考えることが

できる (下図参照).しかしながら関節炎症とヒアルロン酸の関わりについて,細胞レベルでの理解

は進んでいない。そこで関節炎症に随伴する生体現象に着目し,ヒ アルロン酸の役割,特にヒアル

ロン酸の濃度変化や分子量変化が細胞の機能に及ぼす影響について ,Jη ソj施 モデル系を用いて検

討した。

関節変とrrtte∬ evttЛ…TPと‐り

Prostagiandin E2産 生

炎症の進展

発熱

関節液中への

好中球遊走

十
ヒアルロン酸の分解

ヒアルロン酸合成 可>(??)Matrix meta‖ o‐

Proteinases産 生
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|
軟骨れ壊
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百田

第 1章 ヒト滑膜細胞のアラキドン酸遊離に対するヒアルロン酸の抑制作用

序 論

疼痛は変形性膝関節症の主要な症状のひとつである。ステロイド性及び非ステロイド性抗炎症薬

を用いる変形性膝関節症の化学療法は,二次的に生じた滑膜炎に起因する疼痛の緩和を目的として

いるp6,27].炎 症により組織が傷害されると組織より種々の化学物質が遊離される。この中で)ブ

ラジキニンは極めて強力な発痛作用を有する[28,29].ブ ラジキニンは 9個のアミノ酸より成るペプ

チ ドで,細胞表面上のプラジキニンレセプターに結合 し,ホスホリパーゼーA2及び ―Cを同時に活

性化する pO,31]。 これらのホスホリパーゼは細胞膜 リン脂質を加水分解し)直接的あるいは間接的

にアラキドン酸を遊離させる B2]。 また,カルシウムーイオノフォア A23187は細胞内カルシウム濃

度を直接上昇させることによリホスホリパーゼA2を活性化することが知られているp3].ブラジキ

ニンに誘発される疼痛は,末梢組織痛覚 レセプターの感受性を上げるプロスタグランジンE2に よ

り増強されるB41。 シクロオキシゲナーゼ産物の生成には予めアラキドン酸が遊離されることが必

要であるので B5,36],細胞膜 リン脂質からのアラキ ドン酸遊離と,炎症反応の主徴候のひとつであ

る疼痛は密接に関連 しているものと考えられる。近年,変形性膝関節症患者の関節腔内ヘヒアルロ

ン酸を投与する臨床試験において,ヒアルロン酸の鎮痛効果が示されている p7,38]。 しかしながら

その作用機構は明らかではない。そこでヒト滑膜細胞を用いて,エイコサノイド生合成前駆体であ

るアラキドン酸の遊離に対するヒアルロン酸の作用を検討した。滑膜細胞のアラキドン酸遊離を促

進させる手段として)細胞膜レセプターを介して作用するブラジキニンと)レセプターの介在 しな

いA23187を 用いた。この結果,いずれの場合もヒアルロン酸は濃度及び分子量に依存して滑膜細

胞のアラキドン酸遊離を抑制することが示された。しかしながらヒアルロン酸によるアラキドン酸

遊離抑制は,単にヒアルロン酸の粘度のみに起因するものではなかった。さらに,ヒ アルロン酸は

滑膜細胞によるアラキドン酸取り込みには影響を与えずぅまたブラジキニンとそのレセプターの結

合にも影響しなかった。これらの結果より,ヒアルロン酸は細胞膜におけるホスホリパーゼ活性発

現に影響する可能性が示唆された。
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材 料 と方 法

ヒアルロン酸

エンドトキシンを含まない4種類の分子量の異なるヒアルロン酸 鮎 度平均分子量狂 2.0× 106,

14× 106,98× 105及び 2.8x105)は 働ηヵCο CC′∫つ0?'冴ιれた,∫ の培養上清より精製され p9],資

生堂医薬品研究所より提供された。ブタ皮膚由来のヒアルロン酸 (狂 40～ 6.0× 104)及びヒト勝帯

由来のヒアルロン酸 (猛 08～ 12× 106)は生化学工業より購入した。

滑膜細胞

滑膜は関節症治療のための手術時に変形性関節症患者の膝より採取し,周辺組織を除いた後さら

に 1～ 2 mm2の 断片とした。滑膜断片は培養デイッシュに付着させ,約 5分間放置後,20%非働化

ウシ胎児血清 (FBS,Flow iaboratories,U.SA),100U/mlペ ニシリン (明治製菓 )及び 100 μg/mlス ト

レプトマイシン (明治製菓 )を含むグルベッコ変法イーグル培地 (DMEM;Π ow laboratories,U.S.A)

を添加し,5%C02,37° Cで培養した。滑膜断片よリディッシュに付着して周囲に広がつた細胞は,

形態的に線維芽細胞様であった。この細胞は025%ト リプシン (Πow labOratories,US.A.)で 剥離し

た後,6穴 または 24穴培養プレー トに 1.4～20× 104 cellS/cm2の細胞密度で播種 し,10%劇BSを含

むDMEM中 でコンフルエントになるまで培養 した。実験には 4～ 7回継代した細胞を使用した。

滑膜細胞からのアラキ ドン酸遊離

24穴プレー トで培養 した滑膜細胞は)10%劇BSを含む DMEM中 [1-HC]ア ラキ ドン酸 (10～2.2

kBq/0.5m1/well,19～ 2.O GBq/mmole,New EngiaIIld Nuclear,US.A.)で 37°C,24h標 識 した 。標 識

滑膜細胞は コBSを含まない DMEM l.O mlで 3回洗浄後 ,分子量の異なるヒアルロン酸 (025,0.5,

10及 び 15 mg/ml)存在下 または非存在下でっブラジキニン (10″M,Bachem,U.SA)ま たは

A23187(1″ M,Sigma Chemic江 ,U`S.A.)を 添加 した 10%劇BSを含む DM酌 1(05d/we■ )中で 3h培

養した。培養液の粘度が及ぼす影響を検討するため,他の培養系においてメナルセルロース (0.4,

15及び 4.O mg/ml,東京化成 )を添加 した。培養終了後,培養液を採取 し)細胞は Ca21ΔIg2+_不含

phosphよe―buffered sdine(PBS)0.5 mlで 2回洗浄した。洗浄液は培養液 と混合し)混入の可能性の

ある剥離細胞または細胞断片を除去するためぅ室温で 2000× g,15 min遠心した。この上清を取り,

放射活性を液体シンテレーションカウンター (アロカLSC-700)で 測定した。

滑膜細胞をヒアルロン酸 (1.5 mg/ml,猛 20× 106)に より前処理することによるアラキドン酸遊
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離に対する影響を次の方法で検討した。先ず滑膜細胞のウェルを3群に分けた。第 1群はヒアルロ

ン酸を添加した 10%劇BSを含む DMEM(0 5 mVwell)中 で 48h前培養した。後半 24hには [“Clア

ラキドン酸 (1 6 kBq)を 加え細胞を標識した。第 2群はヒアルロン酸及び [HC]ア ラキドン酸を含む

同一の培養液で 24h前培養した。第 3群はヒアルロン酸無添加としっ[HClアラキドン酸のみ加えて

24h培養した。これらのヒアルロン酸処理及び無処理の標識滑膜細胞は DMEM l.O mlで 3回洗浄

後,ブラジキニン(10/M)を 添加 した 10%FBSを含むDMEM(0.5m1/well)中 で 45 min培養した。

ブラジキニンを添加しないコントロールは各群ごとに設定した。培養終了後,培養液中へ遊離した

放射活性を測定した。

滑膜細胞へのアラキ ドン酸の取 り込み

24穴プレー トでコンフルエントとなった滑膜細胞を,ヒ アルロン酸 (15 mg/ml,猛 2.0× 106)存

在下または非存在下,10%同BSを含む DMEM中 で [Hqァ ラキドン酸 (1.2 kBq/05m1/well)と とも

に,時間を変えながら5%C02,37°Cで培養 した。培養終了後,培養液中に残存する放射活性を測

定 した。

細胞及び培養液中の脂質分析

総脂質は酌lchらの方法 140]に より塩酸酸性下で抽出した。6穴プレートで [HC]アラキドン酸に

よる標識を行なった滑膜細胞はセルスクレーパーにより剥離し,少量の希塩酸を含むメタノール/

クロロホルム混液 (1/2,v/v)に より脂質を抽出した。培養液は l M HClに よりpH 3と し,約 8倍量

のメタノール/ク ロロホルム混液 (1/2,v/v)イこより脂質を抽出した。得られた有機溶媒相は窒素気流

中で乾固させ,ク ロロホルムに溶解した後,薄層クロマ トグラフィー (シ リカゲル 60,Merck,

Germally)に より分析した。展開溶媒として,細胞抽出物中のリン脂質 ,アラキドン酸,ジアシルグ

リセロール及びトリアシルグリセロールを分離するため,石油エー>ル /ジエナルエー>ル/酢酸

(50/50/1,v/1r)を 用いた。培養液抽出物中のアラキドン酸の分析にはクロロホルム/メ タノール (93/7,

v/v)を用いた。各試料とも脂質標準品を担体として展開した。ヨウ素蒸気で着色した脂質スポット

をかき取り,シ ンチレーションカクテル (ク リアゾール,ナカライ>ス ク)と混合後)放射活性を測

定した。

滑膜細胞へのプラジキニンの結合

結合 実験 緩 衝 液 に は ,01%NaN3,0 2 mM bacitracin(Sigma chemical,USA),0 1 mM Captopril

9



(Sigma chemical,U,S,A.),0.01 mM Phosphoramidon(和光純薬),1 0 mM dithiothfeitol lfrI光 純薬汲

び0179脂肪酸不含ウシ血清アルブミン (コスモバイオ)を 添加した Ca21ふlg2+_含有 PBS(pH 7.4)を

用いた酔1-43].6穴プレートで培養した滑膜細胞は 1.O mlの この緩衝液で 3回洗浄後,直ちにブラ

ジキニン結合実験に供 した。滑膜細胞に,ヒ アルロン酸 (1.5 mg/ml,猛 2.Ox 106)及び非標識プラ

ジキニン (5μM,Pe�nsula Laboratoies,USA)存在下または非存在下,[2,3-prolyl-3,牛
aH(N)ト
ブラ

ジキニン (0.7～35 nM,3774 GBq/mmole,New Englalld Nuclear,U,S,A.)を 含む結合実験緩衝液 0.5

mlを添加し,37°Cで 1～ 180 minイ ンキュベートした。インキュベート後,細胞を結合実験緩衝液

10 mlで 3回洗浄し,少量の 2 M NaOHで 可溶化及び 2 M HClに よる中和後ぅ放射活性を測定し

た。一部の滑膜細胞についてはヒアルロン酸前処理を行なつた。先ず細胞を,ヒ アルロン酸 (15

mg/ml,″:20× 106)を 添加した 10%劇BSを含む DMEM(0.5m1/we11)中で 37°C,30～ 180 min培養

した。培養終了後,細胞は結合実験緩衝液で洗浄し,ブラジキニン結合実験に供した。

[3H]ブラジキニンの特異的結合量は,全結合量か ら非特異的結合量 (5〃M非標識ブラジキニン存

在下で測定したもの)を差し引いて算出した。

一部の実験では滑膜細胞のブラジキニンレセプターサブクラスを明らかにするため,[3H]ブ ラジ

キニ ンの結合 に対 す る [Lysyl]― ,[Thi5ぉ ,}Phe71_,[》 Afg°,Hyp3,Thf,B,}Phe7]_,及 び [des― Arg9]― ブ ラ

ジキニン (いずれもPe�nsula Laborato� es,U.S,A.)の影響を検討した .

粘度測定

ヒアルロン酸 (1.5 mg/ml)と メナルセルロース (0.4,1.5及 び4.O mg/ml)は 10%劇BSを含む

DMEMに溶解した。これらの多糖溶液の粘度 (mPA・ Sで表示)は )校正した回転型粘度計 (東京計

器た用い 37°Cで測定した。分子量2.O x 106,1.4x106,98× 105及び 2.8x10Sの微生物由来のヒア

ルロン酸 (1.5 mg/ml)の 粘度はそれぞれ 14.5,8.1,3.8及 び 1 8 mPAoSであった。ブタ皮膚由来及

びヒト膳帯由来のヒアルロン酸 (15 mg/ml)1よ それぞれ 11及び 5.l mPA・ Sと なった。メナルセル

ロースの粘度は,0.4,15及び 40 mg/mlで それぞれ 3.1,7.6及び 12.9 mPAasで ぁった。培養液の

粘度は 0,6 mPA・ Sであった。

細胞生存率及び密度の測定

6穴プレー トで培養した滑膜細胞の培養液を,分子量の異なるヒアルロン酸 (15 mg/ml)を添加

した 10%日BSを含 む DMEM(2 0 mVwell)と 交換 した 。滑膜細胞 は 5%C02,37° Cで さ らに 48h培

養した。培養終了後 025%ト リプシンを加え,37°C,10 min処理することにより細胞を剥離した。
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細胞懸濁液は 10%FBSを含む DMEMと混合 し,100× g,10 min遠心した。沈澱した細胞は 10%

配 Sを含む DM酌1025� に再懸濁し,血球計算盤により細胞数を計測した。細胞生存率は トリパ

ンブルー排除法により評価 した。

統計解析

結果は平均 ±標準偏差で示した。同一のヒアルロン酸濃度におけるヒアルロン酸分子量差に対

する統計学的有意差は,対応のない Stude∬ sサ ー検定により評価した。

結 果

細胞 と培養液中の [HC]ア ラキ ドン酸代謝物

滑膜細胞を [HC]アラキドン酸 (6.3× 104 dPm)で 24h標識するとっ4,7× 104 dPmの標識アラキド

ン酸が細胞に取り込まれた。細胞に取り込まれた [HClア ラキドン酸のうち 87%(4.l x 104dPm)イ よ

[HC]リ ン脂質,79%(37× 103 dP→ は [HC]ト リアシルグリセロールであつた。[HC]ジアシルグリセ

ロール及び [HCJアラキドン酸量は無視し得るものであった (いずれも 1000 dPm以下)。 標識滑膜細

胞をブラジキニン (10/M)ま たはA23187(lμM)存在下,あ るいは非存在下 (コ ントロール)で 3h

培養した場合,取 り込まれた標識アラキドン酸の遊離はブラジキニンで最大 (11.3%)となりっコン

トロールでは 5.5%,A23187で は 9.7%であった。培養液中へ遊離 した全放射活性に対する遊離

[“C]ア ラキドン酸量は,ブラジキニン刺激で 82.2%,A23187刺 激で 772%)刺激剤無添加 (コ ント

ロール)で 641%となった。従つて滑膜細胞からの [“qァラキドン酸遊離は,主 としてホスホリパー

ゼによるリン脂質の加水分解により開始されるものと考えられる。

[MC]ア ラキ ドン酸遊離に対するプラジキニンとヒアルロン酸の作用

標識滑膜細胞からの [餡C]ア ラキ ドン酸遊離におけるブラジキニン用量依存性を調べた結果を

Fig,1に 示した。培養時間は 3hと した。標識アラキドン酸遊離は 10″ Mブラジキニンで最大に達

した。

標識滑膜細胞を,ヒ アルロン酸 (15 mg/ml,猛 2.0× 106)存在下または非存在下,10″Mブラジ

キニン添加または無添加で培養した。滑膜細胞からの [HClアラキドン酸遊離タイムコースは 6hま

で調べた (Fig 2)。 ブラジキニン無添加でも滑膜細胞は自発的に [HC]ア ラキドン酸を遊離 したが ,



ブラジキニンを添加すると培養後 15 minで 顕著な [HClアラキドン酸遊離が認められた。ブラジキ

ニン刺激した細胞からの [Hqァラキドン酸遊離量は無刺激細胞のそれに比較し,培養後 30 min及

び 3と でそれぞれ 38倍及び 22倍となった。一方,ヒ アルロン酸を共存させるとっ細胞からの

[HC]アラキドン酸遊離はブラジキニンの存在にかかわらず培養後 lhで抑制された。

ヒアルロン酸 (15 mg/ml,猛 2.O x 106)で 前処理 した標識滑膜細胞をっブラジキニン (10″M)添

加または無添加で45 min培養した。この培養時間は,ヒ アルロン酸が存在した場合でも[HClアラ

キドン酸遊離が抑制されないことより決定 した (Fig 2)。 細胞からの [HClアラキ ドン酸遊離はヒア

ルロン酸前処理により抑制され,その効果は前処理時間に依存したばable l).
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the media to ditterentincubation periodsi radioactivity in the medium

was determined Each pOintrepresents the mean tt S D.ofthree orfour

separate experiments.

Table l. Efrect Of preincubation with hyaluronan(HA)on bradykinin‐ induced

ド
4claraCttdOntt acid rebase from syno�創∝‖s

PreincubauOn dme Radioacti�ty released(dpm× 10~3)

(h)          COntrOl   +Bradykinin Relauve tO cOntrol

0

24

48

1.16± 0.01  5.09± 0.32

1.38± 0.07  4.51 ±0.09

1.48± 0.10  4,41 ±0.12

4.39

3.26

2.98

Prelabeled syno� al ce‖s preincubated wHh l.5 mg/mI HA(Aガ「2.0× 106)were
exposed to bradykinin(10μ M)at 37° C for 45 min.Each value represents the

mean tt S.D.ofthree separate experiments.
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ヒアルロン酸の濃度及び分子量依存的な [MC]ア ラキ ドン酸遊離抑制作用

標識滑膜細胞に種々の濃度で分子量の異なるヒアルロン酸 (猛 20× 106,1.4× 106,98x105及 び

28× 105)を添加し,ブラジキニン (10″ M)存在下 3h培養した。ヒアルロン酸は滑膜細胞からの

[HC]アラキドン酸遊離を 05～ 15 mg/mlの範囲で濃度依存的に抑制した (Fig.3).高分子量のヒア

ルロン酸は低分子のものに比べ,強い [Hqァラキドン酸遊離抑制作用を示した。ブラジキニン濃度

を,[HClアラキドン酸遊離促進作用の飽和する 10〃M以上 (Fig。 1)と してヒアルロン酸の影響を検

討した。ヒアルロン酸は分子量 20× 106と 08～ 1.2× 106の ものを用いぅ3h培養した。ブラジキニ

ン 10″Mを添加したときに認められるヒアルロン酸の [HC]アラキドン酸遊離抑制パターンは,ブ

ラジキニン濃度を 20〃M及び 30″Mへ上げても変化 しなかつた (Fig 4)。 またこの場合も,0.25～

1,O mg/mlの 範囲で高分子量のヒアルロン酸は低分子のものに比べ,強 く[HClアラキドン酸遊離を

抑制した。標識滑膜細胞をA23187(1〃M)で 3h刺激した場合もヒアルロン酸は [14clァ ラキドン

酸遊離を濃度依存的に抑制し,その作用は高分子量のものに強く認められた (Fig 5).

５

　

　

　

４

　

　

　

３

（
の
ｂ

ｒ
ｘ

Ｅ

α
コ
）
Ｏ
①
∽
∞
①
石

Ｌ
掛

一

・
≧
ぢ

硝
ｏ
巧

側
∝

0
PC    O.5 1.0 1.5

Hyaluronan concentration(mg/mり

Fig.3. Ettects of varying the molecular weight of hyaluronan(HA)

on bradykinin‐ induced[14claraChidOnic acid release Prelabeled

synovial cells were exPosed to bradykinin(10 μM)at 37° C for 3 h

in the absence(PCi positive control)o「 presence of HA of ditterent

mdecular wdghts(回 :28x1051囲:98x1051囲 :1,4x106j
■ :20x106)at0 5,1 01and 1 5 mg/mI.Each column represents
the mean ttS D.of three separate experimOnts Statistical significancel

evaluated by the unpaired Studentls r‐ testi are ρく005(・ ),く 001

(キ・ )l andく o001(・
キ・ )

14



10μM BK 20μM BK 30μM BK
２

０

８

６

（
め
ｂ

ｒ
ｘ
Ｅ
Ｑ
つ
）
釈
あ
“
⊇
ｅ

ス
， 一
・
≧
も
“
⊇
Ｏ
ｓ
∝

ψ   口C O.25 0.5  1 0    PC 0 25  05  1 0    PC 0 25 0.5  1 0

Hyaluronan concentration(mg/ml)

Fig.4. Effects of hyaluronan(HA)on[14claraChidOnic acid release in response to
va「ious concentrations of bradykinin(BK) Prelabeled synovial ce‖ s were exposed

扉違縄評HFζ
'解

躙話錦尉」も潔:彦T記嘱

''甲

粘躍I段格)
at 0 25,05,and1 0 mg/ml. Each column representsthe mean tt S D ofthree

早眠階ξ十;E料幹
')里甘:‖F召早:階EISL∬ittdbyheunpairedStudeNs

Hyaluronan concentration(mg/mり

Fig.5.Effects of hyaluronan(HA)on A23187-induced t14c〕 _araChidonic

acid releasc Prelabeled synovial ceHs were exposed to A23187(刊 μM)

at 37° C for 3 h in the absence(PCi posiuve cOntrOり Or presencc of HA

of diffe「 ent molecular weight(日 :08～12x106,■ :20x106)at 0 5,
10,and 1 5 mg/mI Each column represents the mean tt S D ofthree

separate experiments Statistical significancei evaluated by studentis

t‐testi are p<0,05(■ )andく 0.01(**)

５

４

３

２

１

０

（
∞
‥
Ｏ
ｒ
Ｘ

ＦＬ
α
Ｏ
）
Ｏ
①
∽
∞
①
一Φ
Ｌ
ス
〓
＞
甲
Φ
∞
０
一Ｏ
ω
匡

0.5 1.51.0

15



[“C]アラキ ドン酸遊離に対するヒアルロン酸 とメナルセルロースの粘度の影響

標識滑膜細胞を,異なる分子量のヒアルロン酸 (1.5 mg/ml)及びメチルセルロース (04,1.5及び

40 mg/ml)存在下または非存在下 ,ブラジキニン(10″M)添加または無添加で 3h培養した。これ

らの多糖溶液の粘度と [Иqァラキ ドン酸遊離量の関係を Fig.6に示した。8,l mPA・ S以下の粘度

では,[HClア ラキドン酸遊離に対するヒアルロン酸とメチルセルロースの抑制作用は明らかに異なっ

ていた。特にブラジキニン存在下で頭著であつた。メチルセルロースは 0,4 mg/ml(3.l mPA・ S)及

び 15 mg/ml(76 mPA・ S)では粘度の増加にもかかわらず [14clァ ラキ ドン酸遊離抑制作用を示さな

かったのに対し,ヒ アルロン酸は効果的に [Hqァラキドン酸遊離を抑制した。しかしながら 129

mPAas以上の粘度では,[Hqア ラキ ドン酸遊離量におけるヒアルロン酸 とメチルセルロースの差

はほとんど認められなかった。
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[HC]ア ラキ ドン酸取 り込みに対するヒアルロン酸の影響

ヒアルロン酸が培養液中へ遊離された [HC]アラキドン酸の滑膜細胞への再取り込みを促進させ

ることにより,培養液中の遊離 [“C]ア ラキドン酸レベルを低下させている可能性が考えられる。こ

のため滑膜細胞の [HC]アラキドン酸取り込みに対するヒアルロン酸の影響を検討した。細胞は,ブ

ラジキニンに誘導された [HC]ア ラキドン酸遊離に対して最大の抑制効果を与えたヒアルロン酸

(15 mg/ml,猛 20× 106)存在下または非存在下,細胞からの [HC]アラキドン酸遊離レベルに比べ

過剰量である0 6 nmoleの [HC]アラキドン酸 (7× 104 dpm)と ともに培養した。この結果,ヒ アルロ

ン酸は 22hまで細胞への [MC]アラキドン酸取り込み量に影響しなかった (Table 2)。

Table 2. Effects of hyaluronan(HAl on inCOrparation oflabeled

arachidonic acid(AA)in synO� al celis

Time(h) Residual radioadi� ty in medium(dpm× 10~4)

aRerincubauon  cOntrol(wnhOut HAl   incubation wК h HA  n
0            6.95

2            5.78± 0.09

6            4.29■ 0.04

22            2.59± 0.01

6.94

5.74± 0.03

4.55± 0.09

2.62± 0.01

２

３

３

３

紹lttnぎ詣
|ボ

:帰ド:蹴獣緊∬協I牌鉄材イ
'l騨

!
Atthe end ofincubation,the residual radioacti�ty was measured.

Each value represents the mean tt S.D.(except O h).

[3H]プラジキエン結合特性

滑膜細胞への [3H]ブラジキニン結合タイムコースを 180 minま で調べた (Fig 7).ブ ラジキニン

レセプターに対して親和性の異なるサブタイプの存在が示されている [17,20]こ とより,添加する

[3H]ブラジキニンは低濃度 (0.7nM)と高濃度 (35 nM)で検討したがぅいずれも全結合は反応後 60

minで平衡に達 した。これよリブラジキニン結合実験は原則的に 60 minの反応時間で行なった。

添加する [3H]ブラジキニン濃度を変化させた場合,滑膜細胞への [aH]ブラジキニンの特異的な結合

が認められ,お よそ 10 nMで リガン ドの特異的結合が飽和した (Fig 8).特異的結合データを

Scatchard分析すると,滑膜細胞のブラジキニン結合部位は 1種類と考えられ)平衡解離定数(Kd)

イよ078 nM)全結合部位数 (Bmax)は 7 6 fmole/1 05 cellSと なつた (Flg.8 1nseり 。これは細胞当り9×

104結合部位数に相当する。
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ブラジキニン結合部位の特異性を調べるため ,ブラジキニンレセプター…アゴニスト及び―アン

タゴニストを用いてっ滑膜細胞への [3H]ブラジキニン結合に対する競合効果を検討した (Fig.9)。

滑膜細胞は濃度を変えたアゴニストまたはアンタゴニスト存在下,3nM[3H]ブラジキニン (こ の濃

度では非特異的結合を無視し得る;Fig 8)と ともに 37° C,60 minイ ンキュベー トした。[Lysyl]― ブ

ラジキニンは強く[3H]ブラジキニンの結合を阻害し,その作用は未標識ブラジキニンと同等であっ

た。また B2~ブ ラジキニンレセプターアンタゴニストである [Thf.8,》Phe7]_ブラジキニン及び

[》Arg° ,Hyp3,ThiiS,♭ Phe7]_ブラジキニンも結合阻害作用を示した。しかしながら Bl― ブラジキニ

ンレセプターアゴニストである [des―Arg9]― ブラジキニンはほとんど競合効果を示さなかった。これ

らの結果より,滑膜細胞のブラジキニンレセプターは B2ク ラスに属するものと考えられる141-4司 .

FIg.9. cOmpetition of binding of i3Hibradykinin(BK)to synOVial ceIIs by BK analogues.

Celis were incubated at 37° C for 60 min whh 3 nM 1 3HIBK and varying concentrations of

uniabeted BK(o),ILysyI卜 BK(o),ID‐ ArgO,H坤 3,Thi5,8,D‐ Phe7卜BK(▲),IThi5,8,D‐ Phe7卜BK
(A),and ideS‐ Arg91_BK(口 ) Each pOint represents the mean tt S,D.of three separate
experiments

[3H]プラジキニンの結合に対するヒアルロン酸の影響

滑膜細胞を,ヒ アルロン酸 (15 mg/ml,猛 20× 106)存在下または非存在下)30 nM[3H]ブ ラジキ

ニンとともにインキュベートした。滑膜細胞への [3H]ブラジキニン結合は 1～ 180 minの 範囲で調

べたがぅいずれの時間ポイントにおいても,ヒ アルロン酸は特異的 [3H]ブラジキニン結合量に影響
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しなかつた (Fig 10)。 また滑膜細胞をヒアルロン酸 (1.5 mg/ml,猛 2.O X 106)で 30～ 180 min前処

理しても [3H]ブ ラジキニン結合量に影響を与えなかった (Fig,■ ).ヒアルロン酸 (1.5 mg/ml,猛

2.O X 106)ま たはヒアルロン酸と同様に高粘度の溶液を与えるメチルセルロース (1.5 mg/ml)で 30

min前処理した滑膜細胞を,さ らに同濃度のこれらの多糖存在下,8nM[3H]ブ ラジキニンととも

に60 minイ ンキュベートした。この場合も,いずれの多糖とも[3H]ブラジキニン結合量に影響し

なかつた (Table 3)。

0    30    60   90   120   150   180

incubation dme(min)

Fig.lo, Ettect of hyaluronan(HA)on the kinetics of t3Hibradikinin(BK)binding
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Table 3. Compattson of[3Hibradykinin(BК 9 binding in hyaluronan

(HAl‐ and methyl cellulose(MC)‐ treated syno� al cells

[3HIBK binding(dpm′1 05 ceWS)

Treatment    Total Non‐ specific    Specific

Control

HA
MC

2122± 26

1996± 164

2037± 157

220± 5

212± 50

270± 112

1902 [1,01a)

1784 [0.941

1768 [0.931

胎鉛ポ1認端鰍!謝縄温と好il:鷺]眺監駅lilぎ
for 60 min at37° C.SpeciHc[3HIBKbinding isdeHned asthe
difference between binding in the absence(totaり and presence

(nOnSpecWic)of 5 μM uniabeled BK.Values are the mean tt S.D.

of three separate experiments. a)Each value in square parenthesis

expresses the retative ratio of specific binding to control.
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細胞生存率及び密度に対するヒアルロン酸の影響

滑膜細胞を,由来及び分子量の異なるヒアルロン酸 (1.5 mg/ml)存在下または非存在下,48h培

養した。いずれの場合も滑膜細胞の生存率は 98%以上であった (Table 4)。 細胞密度 (単位面積当り

の細胞数)にもヒアルロン酸の影響はほとんど認められなかった (Table 4).

Table 4. Effects of hyaturonan(HAl on the �abi‖ty and the densК y

Of synO� al ce‖s

Viab‖ Ry Denshy

Source and Vrof HA       (%)   (celISん m2× 10‐4)

Contro1                   98.9± 0.7     4.07± 0.16

Bacteria M「 2.8× 105       98.1 ±1.3     4.15± 0,72

ん49.8× 105      99.1± 0.7     4.08± 0.05

ん牛 1.4× 106       97.9± 0.2     3.80± 0.25

ん42.0× 106       98.3± 1.1      4.23± 0.38

Pig skin Mr 4.0～ 6.0× 104   97.8± 0.4     3.67± 0.47

Human umbWical cord

ん40.8～ 1.2× 106   98.6± 0.4     3.79± 0.10

Synovial celis were incubated wК h or wHhout(contrOり 1.5 mgォコIHA
of different sources and molecular weights(Mr)at 37° C for 48 h.

Values are the mean tt S.D.oi three or six(cOntrOり Separate

experiments, where each was performed in duplicate.

考 察

ヒアルロン酸は)ブラジキニンまたは A23187で刺激した滑膜細胞ぅ及び刺激しない細胞からの

[HC]アラキドン酸遊離を抑制した。細胞内アラキドン酸レベルは,アラキドン酸の細胞からの遊離

と細胞膜リン脂質への取り込みの平衡により調節されることが報告されている B5]。 従つて,培養

液中のアラキドン酸レベルがヒアルロン酸により低下する現象について,ふたつの機構を想定でき

る。先ず,ヒ アルロン酸は実際に滑膜細胞からのアラキ ドン酸遊離を抑制するというもの。次に,

ヒアルロン酸は滑膜細胞のアラキドン酸再取り込みを促進するというものである。これらの可能性

を検討するため,滑膜細胞への [HC]アラキドン酸取 り込みに対するヒアルロン酸の影響を調べた。

この結果,ヒアルロン酸 (猛 20× 106)は 15 mg/耐 の濃度で滑膜細胞への [HC]アラキドン酸取り込

みに影響しないことが示された (Table 2)。 またヒアルロン酸は滑膜細胞に対して毒性を示さなかっ

た (Table 4)。 従つてヒアルロン酸による[HClアラキドン酸遊離レベルの低下は,[LClアラキドン酸



遊離抑制に基づくものと考えられる。

ブラジキニン刺激した滑膜細胞の [HC]ア ラキドン酸遊離に対するヒアルロン酸の抑制作用は ,

ヒアルロン酸の濃度及び分子量に依存していた (Flg,3)。 ヒアルロン酸は濃度及び分子量の増加に

伴い,その水溶液の粘度が増大する[5].[Hqア ラキドン酸遊離は高濃度 (40 mg/ml)の メナルセル

ロースによつても抑制されることより(Fig.6),高 分子量のヒアルロン酸の抑制効果はぅ部分的に

は粘度に起因するものと考えられる。これは,培養液の粘度が細胞表面っあるいは細胞表面に極め

て近接した細胞と培養液の境界領域からのアラキドン酸分子の拡散性に影響する可能性を否定で

きないためである。しかしながらメテルセルロースとは異なり,ヒ アルロン酸は低い粘度でも顕著

な [HC]アラキドン酸遊離抑制作用を示した。この結果より,細胞からの [HC]アラキドン酸遊離に対

するヒアルロン酸の抑制効果は,単に培養液粘度の増大による結果ではなく,粘度以外の要因が関

与していることが示唆される。

[HC]アラキドン酸遊離抑制は,ヒアルロン酸がブラジキニン分子を捕捉することにより,細胞表

面上のブラジキニンレセプターヘのブラジキニンの結合を阻害することでも達成される。この可能

性を検討するため,滑膜細胞への [3H]ブラジキニン結合に対するヒアルロン酸の影響を調べた。こ

の結果)最も強く[14qァラキ ドン酸遊離を抑制するヒアルロン酸 (1.5 mg/ml,猛 2.0× 106)を 添加

した場合でも,1～ 180 minの 範囲で [3H]ブラジキニンの結合は全く影響されなかった (Fig 10)。 こ

のときに加えた [3H]ブラジキニン濃度 (30 nM)は ,特異的結合が既に飽和している濃度であったた

め (Flg.8),添加する [3H]ブラジキニンを飽和結合量以下として検討した。しか しながらこの場合

もヒアルロン酸は [3H]ブラジキニン結合に影響しなかつた。メナルセルロース (1.5 mg/� )は

[HClア ラキドン酸遊離を抑制しなかつたが lFig 6))[3H]ブ ラジキニン結合にも影響しなかつた。従つ

て,検討した範囲での培養液の粘度はブラジキニンの細胞への結合に影響せず,またヒアルロン酸

分子鎖中にブラジキニン分子が捕捉されることもないと考えられる。これらのことは,A23187を

用いて)レセプターを介さずに[HClアラキドン酸遊離を促進させた場合でもヒアルロン酸による

遊離抑制が示されること(Fig 5),ま た添加するブラジキニンを [HC]アラキドン酸遊離促進作用が

飽和する濃度以上としても,ヒ アルロン酸による遊離抑制パターンに変化はないこと(Fig.4)で も

支持される。

ヒアルロン酸は滑膜細胞からの [HC]ア ラキドン酸遊離に対 して,ブラジキニン存在下及び非存

在下いずれの場合も,培養後 45 minま でほとんど影響しなかった (Flg 2)。 ヒアルロン酸が抑制効

果を発揮するには,滑膜細胞とヒアルロン酸が lh以上接触している必要があるものと考えられる。

滑膜細胞をヒアルロン酸 (1.5 mg/ml,猛 2.0× 106)で 24hま たは 48h前処理すると,ブ ラジキニ
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ン刺激による滑膜細胞の [HC]アラキドン酸遊離応答が低下した (Table l)。 滑膜細胞を同一のヒア

ルロン酸で48h培養しても細胞数に変化のなかつたこと (Table 4)ぅ また滑膜細胞をヒアルロン酸

で前処理してもブラジキニンの結合量に影響しなかったこと(Fig H)を考慮すると)ヒアルロン

酸による [HClアラキ ドン酸遊離抑制は,ヒアルロン酸が滑膜細胞に直接作用 した結果であると考

えられる。

細胞膜に存在する酵素は膜流動性など細胞膜の物理的堺境に影響を受けるといわれている

14・6,47].細胞膜リン脂質を基質とするホスホリパーゼ活性も,リ ン脂質の物理状態に起因する細胞

膜微細構造の変化や細胞膜流動性の変化に影響を受けることが報告されている 148-56].細胞表面上

にはヒアルロン酸結合タンパク質が存在するが [10-Ⅷ ,こ のタンパク質は細胞膜を貫通し,細胞骨

格と会合していることが報告されている躊7-59].細胞表面上のこのようなタンパク質とヒアルロン

酸が結合した結果,膜流動性などの細胞膜の物理状態に影響することが予想される(Scherna I

参照)。 ヒアルロン酸は巨大分子であるため ,ひ とつの分子で複数のヒアルロン酸結合タンパク質

と会合するものと考えられるが,こ の状態は膜流動性の低下を招くことが推定される。膜流動性の

低下はホスホリパーゼ活性低下につながることが示されている辟9,判。またヒアルロン酸 (ヒ ト膳

帯由来 )は ,04 mg/mlで ブタ膵臓由来ホスホリパーゼA2の無細胞酵素反応に影響しないことが報

告されている膵0].従 つてヒアルロン酸による細胞膜流動性の低下を仮定すれば,ヒアルロン酸に

よるアラキドン酸遊離抑制作用を説明できるものと考えられる。Underhillと Toole[10]は )分子量

45× 105,95× 105及び 13x106の ヒアルロン酸を用い,線維芽細胞へのヒアルロン酸の結合親和

性は分子量の増加に依存して大きくなることを報告している。またこの現象は,分子量の増加に伴っ

て,ひ とつのヒアルロン酸分子の占有する結合タンパク質が多くなることに起因するものだとして

いる。この報告と,ヒアルロン酸が滑膜細胞からのアラキドン酸遊離を分子量依存的に抑制する結

果とはよく一致する。

近年,イ ンターロイキンー1に よる滑膜細胞や軟骨細胞のプロスタグランジンE2産生を,ヒ アル

ロン酸が加ソj″οで抑制することが報告された [61,62].プロスタグランジンE2はシクロオキシゲナー

ゼ産物のひとつであるがっシクロオキシゲナーゼは小胞体に存在 し,細胞膜には存在しない

“

3,641.

外部より添加したヒアルロン酸は細胞膜を通過しないこと[65]よ り,ヒ アルロン酸によるプロスタ

グランジンE2産生抑制はシクロオキシゲナーゼに対する直接作用とは考えにくい。インターロイ

キンー1に よって滑膜細胞 [6671]や 軟骨細胞
『
2,73]の プロスタグランジンE2産生が促進される過

程にはホスホ リパーゼの活性化が伴うことが数多く報告されている。またプロスタグランジンE2

などのエイコサノイ ド生合成は,リ ン脂質からの遊離アラキドン酸生成によって律速されるB6,49].
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これらのことを考慮すると,ヒ アルロン酸が細胞膜に結合することによリホスホリパーゼの活性化

が抑制され,その結果 としてプロスタグランジンE2産生が抑制されたことが推定される.ヒ アル

ロン酸結合タンパク質のひとつであるCD紹 分子に対するモノクローナル抗体で滑膜細胞を前処理

すると,サイ トカインにより刺激した滑膜細胞のプロスタグランジンE2産生が抑制されることが

報告された
『
4],こ の報告は,細胞膜に結合 したヒアルロン酸のホスホリパーゼ活性への影響に関

する仮説を支持するものと考えられる。

本研究では,ヒ アルロン酸の関節組織における作用を評価するモデルとして,ヒ ト培養滑膜細胞

を用いた。このモデルより得られた結果は,関節症患者関節液中のプロスタグランジンE2量に対

して,関節内投与したヒアルロン酸は抑制的であるという近年の知見
『
5]と矛盾 しない。関節内に

おいて高分子量のヒアルロン酸が高濃度で存在することは,滑膜細胞からのアラキドン酸遊離抑制

作用に基づプロスタグランジンE2産生抑制効果をもたらし,関節炎症の鎮静化に寄与するものと

考えられる。

Schema I. interaction of HA with the ce‖ surface

crysrerθJ D,spersc」
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第 2章  ラット好中球によるウシ鼻中隔軟骨分解に対する

ヒアルロン酸の抑制作用

序 論

コラーゲン及びプロテオグリカンを主要成分とする関節軟骨は骨端を被覆し,荷重より骨を保護

する結合組織である。軟骨の物理的強度は,プロテオグリカンやコラーゲンの分解により著しく低

下する
『
6,77].慢性関節 リューマチを始めとする炎症性関節疾患は関節軟骨の分解が特徴である

が,部分的には炎症局所に集まつた好中球に起因する
『
8お0].好中球による軟骨分解には,主とし

てライソゾーム酵素,特にセリンプロテアーゼであるエラスターゼやカテプシンGが関与するとい

われているが [8184]ぅ その機構はよく理解されているわけではない。刺激された好中球はさらに活

性酸素を産生するが,関節液の主成分のひとつであるヒアルロン酸は活性酸素により分解され,関

節液の粘度低下を招 くことが報告されているド5-87]。 そこで好中球による軟骨分解に対してヒアル

ロン酸の分子量変化がいかなる影響を与えるのか検討した。本研究ではラット腹腔好中球とウシ鼻

中隔軟骨の共培養系をモデルとして用いた。また軟骨の分解に伴い軟骨より著しくプロテオグリカ

ンが遊離されるが ,コ ラーゲン遊離はほとんど見 られないことより
『
6],軟骨より遊離するプロ>

オグリカン量を硫酸化グリコサミノグリカン量として測定し,軟骨分解の指標とした。好中球の刺

激剤 と して , cytochalasin B存 在下 洋formyl L―methionyl― L― leucyl― L― phenylalalline(FWIL⊃ ,

opsonized zymosan,12-0-tetradecanoylphofbol-13-acetate(TPA)及 びカルシウムーイオノフォア

A23187を 用いた。この結果,好中球による軟骨分解はヒアルロン酸により濃度及び分子量依存的

に抑制された。しかしながら用いる好中球刺激剤によリヒアルロン酸の抑制挙動は異なつた.ヒ ア

ルロン酸による軟骨分解抑制においてヒアルロン酸の粘度は重要な因子と考えられるが,単に粘度

のみではなく,好中球の機能への直接的作用も伴うことが推察された。

材 料 と方 法

材料

エンドトキシンを含まない 3種類の分子量の異なるヒアルロン酸 (粘度平均分子量猛 20× 106,

9.5× 10S及び 28× 105)は ざ′rrp力 cο  εε防♂pο ?ど′gttJc防∫の培養上清より精製され B9],資生堂医薬品
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研究所 よ り提供 され た 。OPsonized zymosanは ,40 mgの zymosan(Sch聰「Z/Mana Biotech,U,S.A.)

を 5 mlの ウシ胎児血 清 (FBS;Hyclone Laboratorics,US.A)で 37°C,30 minイ ンキュベー トす るこ

とにより調製し,則曲I11640(Row Laboratories,U.S.A.)で 3回洗浄後使用 した。ペニシリン及びス

トレプトマイシン (いずれも明治製菓 )はぅそれぞれ 100 kJ/d及び100〃g/mで RPM11640に添加し

た 。内LFormyl― L― methionyl― L― leucyl― L― phenylalanine(FTILP,10 mM,Sigma Chemical,U,S,A),cytO―

chalasin B(2 mg/ml,Sigma Chemical,U.S.A.), 12-0-tettadecalloylphorbo卜 13-acetate(TPA,2 mg/ml,

ナ カ ライテ ス ク)及び A23187(2mM,SigIIla Che� c江,U,S.A.)は ジメナル スル ホ キ シ ドに溶解 し放

用 す るまで -20°Cで保 存 した 。

好中球の調製

Kudoら の方法ド8]に従い,腹腔浸潤細胞として好中球を調製 した。ウイスター系雄1陛ラット

(200～300g,ケ ア リー)に 7～ 9 mlの 生理食塩液に溶解した3%カ ゼインナトリウム (和光純薬 )を

腹腔内投与し,15～ 16h後にエーテル麻酔,放血致死させ開腹した。腹腔は氷冷した Ca21ハ Ig2+_含

有 phOSphate― buffered saline(PBS)10 mlで 4回洗浄し)浸潤細胞を採取した。細胞懸濁液は 4°Cで

300× g,5 min遠心し,細胞を沈澱として回収した。得られた細胞は混入 した組織片を沈澱させる

ため 247%ゼ ラチンを含む生理食塩液に懸濁し,室温で 30 min静置 した。細胞は室温で 300 xg,

5 min遠心して集めぅ混入 している赤血球を溶血により除くため,氷冷した0.2%NaClを加えて緩

やかに 30s撹拌した。溶血処理後,直ちに等量の 1.6%NaClを加えた。得られた好中球は Ca27

MF―不含 PBSで 3回洗浄し)RPNI11留0に再懸濁した。

軟骨デイスクの調製

軟骨スライスは屠殺後 2時間以内の成牛 (ホルスタイン)鼻 中隔より無菌的に調製 した。デイス

ク (厚さ 1.8～ 2、2mm,直径 3 mm)は無菌の皮膚用パンチを用いて軟骨スライスより打ち抜いた。

軟骨デイスクは 10%非働化劇BS,100U/dペニシリン及び 100″ g/dス トレプトマイシンを含むダ

ルベッコ変法イーグル培地 (Row Laboratories,U.S.A.)中 で ,使用するまで 2～ 4日 間っ5%C02,

37°Cで培養した。軟骨分解への生軟骨細胞の関与を避けるため ,軟骨デイスクは凍結し,次いで

ca21� lg2キ _不含 PBS中で 60°C,30 min加熱することにより軟骨細胞を死滅させた。一部の実験では

生軟骨をそのまま用い,各実験ごとに明示した。
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好中球と軟骨デイスクの共培養

数値はすべて最終濃度または最終液量を示す。軟骨デイスクを96穴丸底プレート(l disc/well)に

入れぅそこへ非働化及び酸処理 (PH 2,室温で2h放置後中和)ド9]したFBS(5%)を含む RPNI11640

(200/1)を添加した。次いで分子量の異なるヒアルロン酸 (01～ 20 mg/ml)及び好中球刺激剤を加

え,最後に調製直後の好中球を添加した。一部の実験では,ウ ェルに好中球及び好中球刺激剤を加

えた30 minま たは 90 min後 にぅヒアルロン酸及び軟骨デイスクを添加した。好中球刺激剤として

は,cytochalasin B(5″ g/ml,本物質は mILPの 作用を増強することが報告されているpO])存在下

山 lLP(1″ M),OpsOnized zymosan(13 mg/ml),TPA(100 ng/ml)ま たは A23187(1〃M)を 用 い た 。

各ウェルには 09× 106～ 2.0× 106の範囲で好中球を添加 した。好中球数は各実験ごとに示した。対

照試験はヒアルロン酸無添加で行ないぅ好中球を含むものを陽性対照,好中球を含まないものを陰

性対照とした .

軟骨分解機構 を特徴づけるため ,ヒ アル ロン酸 に代 えて作用の明確な種 々の試薬 を添加 した。次

の ものを用いた ,DiisopropylnuofophosPhate(DFP,lmM,Sigma Chemical,U,S,A.),α -1-prOteinase

inhibitor(α -1-PI;l mg/ml,Sigma Chemical,U.S,A),1-(5-isoquinolinesulfonyl)-2-methylpiperazine

dihydrochioride(H-7;50″ M,生 化学工業 ),superOxide dismutase(SOD,l mg/ml,3670U/mg,東 洋

紡 ),catalase(50 μg/ml,65 KU/mg,Boehringer Mannheim,Germany),抗 ラ ッ ト CDllaモ ノクローナ

ル抗体 W「 1(alli― CDlla,1:50希釈 ,生化学工業光 抗ラットCD18モノクローナル抗体 WF,3

(ani―CD18,1:50希釈,生化学工業),及び cytOchalasin B(5 μg/ml)。 一部の好中球 (2× 107 cellS/ml)

はポリプロピレンチューブ内で百日咳毒素 (100 ng/測 ,科研製薬)に より37°C,2h前処理した。

軟骨と好中球の接触がプロ>オグリカン分解に必要であるのかどうか検討するため,次の分離培

養実験を行なった。軟骨デイスクを24ウ ェルプレー トに入れ (2 discs/well),そ こへ 5%非働化及び

酸処理回BSを含む RPWI11640(600 μl)を添加した。軟骨と好中球を分離しておくためのポリカーボ

ネー ト膜 (ポアサイズ04/m)を底部に装着したウェルインサートカップ(TranSWell,Costar,U`SA)

には,6× 106の好中球及びウエル内と同濃度の好中球刺激剤 (100″1)を加え,カ ップをウェルに挿

入した。膜分離をしない条件を対照試験とした。

各サンプルは 5%C02,37°Cで 18hまで培養した。培養時間は各実験ごとに明示した。

軟骨分解の測定

軟骨分解率は,培養液中に遊離した硫酸化グリコサミノグリカン(GAG)量を 1,9-ジメチルメチ

レンブルー(DMB)法 [91]で測定することにより求めた。標準物質にはコンドロイチンー4硫酸 (生化

28



学工業)を用いた。培養終了後,軟骨と培養液を分離し,軟骨はCa21角Ig2+_不含 PBSで 3回洗浄した。

培養液は 4°Cで 1500× g,5 min遠心し,好中球を除去した。軟骨は,パパイン(03mg/ml,type IV,

Sigma Chemic』 ,U,S.A),EDTA(lmM)及 び dithiottfeitol(2 mM)を 含む20 mMリ ン酸緩衝液 (PH

68)200〃1中で 60°C,ah消化した。培養液には等量の同パパイン溶液を加え,同様に消化した。

軟骨と培養液のパパイン消化液の一部についてDMBと反応させ,525 nMの 吸光度を測定するこ

とにより硫酸化GAG含量を求めた。軟骨分解率は次式で表示した。

培養液中の硫酸化GAG tt υg)=A

軟骨中の硫酸化GAG tt υg)=B

軟骨分解率 9)=A/(A ttB)x100

好中球への FMLPの結合

FNILP結合実験には,溶血処理後の腹腔浸潤細胞をさらに密度勾配遠心法により分画した好中球

を用いた .Ca2tふlg2+_不含 PBSに懸濁した腹腔浸潤細胞をっ等量のHittopaque(比 重 1077,Sigma

Chemical,U.SA.)に 重層し,室温で 400× g,30 min遠心 した。底部に沈澱した好中球をd24宅2キ _

不含 PBSで洗浄し,10 mM NaN3を 含む Hankぎ b』allced sah solution(結 合実験緩衝液,PH 7.4)に再

懸濁した。

ポリプロピレンチュープ内の 2x106の 好中球に,ヒ アルロン酸(1.O mg/ml,払 2.O X 106)及 び非

標識 融 ILP(100 μM,保存溶液 200 mM)存 在下または非存在下,N― [phenylalalline― ring-3,4,5-

3H(N)卜融 ILP(1～ 100 nM,2834 GBq/mmole,New England Nuclear,US.A)を 含む結合実験緩衝液

200〃1を加え,4°Cで 1～60 min振 とうしながらインキュベートした。インキュベー ト後,反応液

を0,1%Polyethyleneimineに 3h浸漬したワットマンGF/Cガラス織維フイルターで口過し,フ イル

ターは直ちに氷冷した Ca21Δ 4g2+_不含 PBS(5 ml)で 3回洗浄した。フイルターは乾燥させた後,シ

ンチ レーシヨンカクテル (AQUASOL-2,New England Nuclear,US,A.)中 で放射活性を測定 した。

[3H]FPILPの 特異的結合量は)全結合量か ら非特異的結合量 (100″M非標識 FTILP存在下で測定 し

たもの )を差 し引いて算出した。

統計解析

結果は平均 土標準偏差で示した.同一のヒアルロン酸濃度におけるヒアルロン酸分子量差に対

する統計学的有意差は,対応のない Studentis r―検定により評価した。
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結 果

好中球による軟骨分解

軟骨デイスクをぅcytochalasin B(5〃g/ml)存在下融 lLP(1〃M),OpsOnized zymosan(13 mg/ml),

TPA(100 ng/ml)ま たは A29187(lμ M)で 活性化 した好 中球とともに 37°C,2h培 養 した。

曲 ILP/cytoch』 asin B,opsonized zymosan及 び TPAは 同程度の軟骨分解促進作用を示 したが ,

A2a187は他に比べ弱かつた (Table 5).

Table 5. Cart‖ age degradation by activated neutrophils

Stimulation agent

Without neutrophils

Non‐ stimulated neutrophils

FMLP(l rr嘲
+cytOchalasin B(5 μg′mり

Sulfated GAG content in

Medium  「%14'   Medium+
1■ 1

16± 3 [1.11

134■ 16[12.41

1380± 300

1471 ±222

1487± 242

1380± 204

1407± 271

Opsonized zttosan(1.3 mg/mり     172± 20[12.5]

TPA(100 ng/mI) 145± 34[10.31

Without neutrophils

Non‐ stimulated neutrophils

TPA(100 ng/mり

A23187(lμ嘲

0± 0

2q± 8  [2.11

145± 11[11.11

67± 16  [5.01

1264± 291

1409± 391

1303± 273

1350± 250

Cartilages and neutrophils(2× 1 06ce‖ S/cartilage)Were expOsed to the above stimulation

agents at37° C for 2 h.Values in μg are the mean tt S.D.of five separate experiments

(eXCept nOn‐ sumulated neutrophils in Exp.2,n=10),where each was performed in tttplicate.
a)Each value in square parenthesis expresses the percentage of suifated GAG content

released in the medium againstthe total suifated CAG in the medium and cartilage under

various conditions.

好中球による軟骨分解の特徴

mlLP/cytochalasin B,opsonized zymosanま たは TPAで好中球を刺激し,37°C,2h軟骨とともに

培養した。セリンプロテアーゼ阻害剤であるDFP[92]ま たは α-1-H[82]を 培養液に添加すると,軟

骨分解の顕著な阻害が認められた (Table 6)。 活性酸素のスカベンジャーであるSOD及び catalaseに

は軟骨分解抑制作用は認められなかつた。FMLP/cytoch』 asin B及びopSOnized zymosanの 刺激に対

して,protein kinase C阻害剤であるH-7の影響も認められなかった。好中球と軟骨をポリカーボネー

ト膜で分離した場合 ,軟骨分解はほとんど観察されなかった。好中球を百日咳毒素で前処理すると,

mlLP/cytochalasin Bで 刺激 した場合は顕著な軟骨分解抑制効果が認められたがぅopsonized

zymosan及び TPA刺激した好中球に対する影響は弱かつた。CJ7tochalasin B(ア クチン重合を阻害

する貪食阻害剤 p3])ま たは allti― CD18(β 2イ ンテグリンβ鎖を認識するp4,95])を 添加すると,

opso�zed zymosanで刺激 した好中球の軟骨分解は顕著に抑制された。一方 ,Fh/1LP/cytochalasin B
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及びTPA刺 激した好中球に対して allti― CD18は ほとんど作用を示さなかった。Anti― CDlla(β 2イ

ンテグリンLFA-lα鎖を認識するp5])に はいずれの刺激条件下でも抑制作用は認められなかった。

FMLPた ytochalasin B刺 激 した好中球による軟骨分解に対するヒアルロン酸の作用

軟骨と好中球 (1× 1 06 cellS/carilage)を 分子量の異なるヒアルロン酸 (2,O mg/ml)存在下または非

存在下)FMLP/cytochalasin Bと ともに 37°Cで 18hま で培養 した。Fig 12に活性化された好中球に

よる軟骨分解タイムコースを示した。培養後 2hで 顕著な軟骨分解が認められ,培養後 18と では軟

骨からの硫酸化 GAG遊離率は46%に達した。ヒアルロン酸が存在すると,好中球の軟骨分解は 18

hまで抑制された。ヒアルロン酸の抑制効果はヒアルロン酸分子量に依存していた。また培養後 6

hでは)ヒ アルロン酸の軟骨分解抑制効果は 01～ 20 mg/耐 の範囲で濃度依存的であった (Fig 13)。

この抑制パターンは培養後 18hで も変化しなかった。生軟骨を用いた場合でも,死軟骨の場合と

同様にヒアルロン酸は好中球による軟骨分解を抑制した (Fig 14).

好中球を予め曲 ILP/cytochalasin Bで 90 min刺激 した後,ヒ アルロン酸及び軟骨を添加し,さ ら

に6h培養した。ヒアルロン酸は濃度依存的に軟骨分解を抑制したが,分子量依存性は認められな

かった (Flg,15)。

0      6      12      18
incubation time(h)

Fig.12. Effects of FMLP/cytochalasin B and hyaluronan(HA)on kine� cis

善畔評簡¶辞il館報i譜登鷲盟発議樋螺刊諜篤♂,
neutrophils)20 mg/ml HA in the presence ofthe s‖ mulation agent for
neutrophils Each pOintrepresents the mean tt S D.offive or six separate
experiments,where each was pe百 o「 med in triplicate
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Fig.13. EHects of hyaluronan(HA)on neutrophil‐ mediated cartilage

degradalion in the presence ofthe stimulation agenti FMLP/cytochalasin B.

Cartilages and neutrophils(09X106ce‖ S/cartilage)Were incubated at 37° C

よ:阜 l瀑 1瞥ぴ:T旱ざ,曹習∴率
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cuitures are represented by NC(negatiVe∞ ntroi vvihout neutrophils)and

PC(pOShiVe control wlhout HA)Each column represents the mean tt S D

oflve o「 six separate experiments,where each was performed in triphcate

Statistical significance,evaluated by the unpaired Students r_test,are

ρく0,01(中
中
)andく O001(中

中中
〉

NC  PC 0.1     0.5 2.0

Hyaluronan concentration(mg/ml)

Fig.14. Effects of hyaluronan(HA)on neutrophil‐ mediated degradation oflive

cart‖ age in the presence ofthe stimulation agent,FMLP′ cyt∝ halasin B Live

cartWages and neutrophils(2x106 ce‖ Srcartilage)Were incubated at 37° C for

6 hin the absence o「 presence of HA of di,erent molecular weights(E]:28

x105,日 :95x105,■ :20x106)AO.1,05,and 2 0 mg/mi.Contrd
cuttures are represented by NC(negauve cOntrOI wnhout neutrophils)and PC

(pOSitiVe control without HA) Each column represents the mean tt S D of six
separate experiments,where each was pe百 o「 med in trip“ cate Statistical

significancei evaluated by the unpaired Studenrs riest,are pく 0.05(中 )and
くO001(中中中〉
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Fig.15. Ettects of hyaluronan(HA)on oartilage degradation mediated by

neutrophils p「 eincubated with the stimulation agent,FM LP/cytOchalasin B

Neutrophils(2x107celiS/mり Were p「eincubated wHh the slmulalon agent

al:弔R協「留:』む
'4群

早留せ裂号をギ響Fヨ衰翠解;lTギ黙!9
20 mg/ml were added to neutrophil cultures and incubated at 37° C for6 h.
Control cultures are represented by NC(negatiVe control without neutroph‖ s)
and PC(pOshiVe cOntrol wtthout HA) Each column represents the mean土
S D of six separate experiments,where each was pettormed in triplicate

OPsonized zymosan刺 激 した好中球による軟骨分解に対するヒアルロン酸の作用

曲 ILP/cytochalasin Bに よる刺激の場合と同様にぅ軟骨 と好中球 (l X 1 06 cellycartilage)を ヒアル

ロン酸存在下または非存在下,opsonized zymosallと ともに培養した。Fig 16に活性化された好中

球による軟骨分解タイムコースを示した。ヒアルロン酸琳存在下では,好中球による軟骨分解パター

ンはFMLP/cytochalasin Bで 刺激 した場合と類似していた。ヒアルロン酸を添加すると,好中球に

よる軟骨分解に経時的な遅れが観察された。培養後 2hでは,分子量の大きなヒアルロン酸 (狂 9,5

×105及び 2.0× 106)は 0.5～2.O mg/mlの 範囲で軟骨分解を濃度依存的に抑制した (Fig,17).分子量

2.0× 106の ヒアルロン酸は,分子量 9.5x10Sの ものより強い抑制効果を示した。一方,分子量 28×

10Sの ヒアルロン酸は,検討 した濃度ではほとんど軟骨分解を抑制しなかった。生軟骨を用いても

同様な結果であつた (Fig,18).

好中球をopsonized zymosanで 予め30 min刺激した後にヒアルロン酸と軟骨を加え,さ らに2h

培養 した。FMLP/cytochalasin Bで 予め刺激した場合と異なり,ヒアルロン酸は 01～ 20 mg/mlの

範囲で軟骨分解を全 く抑制しなかった (Fig 19)。
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Fig.16. Ettects of opsonized zymosan and hyaluronan(HA)on kineticis

却罷:職謀早絲!騨鈷説帥甜翻韓i5
without neutrophils)20 mg/mi HA in the presen∝ of the stimulation
agentfor neutrophils Each pOintrepresents the mean tt S D of six
separate experiments,where each was pe百 o「 med in trip“cate

I  I
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Hyaluronan concentration(mg/mり

Fig。 17. Ettects of hyaluronan(HA)on neutrophil‐ mediated cartilage

degradation in the presence ofthe stimulalion agent,opsonized zymosan.

Cartilages and neuttophils(1.l X 106ce‖ Sんartilage)were incubated at 37° C
for 2 h in the absence or presence of HA of different molecular weights

(□ :28x105,日 :95x1051■ :20x106)at0 5,10,and 2.O mg/mi.
Control cuhures are represented by NC(negatiVe con甘 ol wnhOut neutrophils)

and PC(positiVe control wtthout HA). Each column represents the mean土

S D of six separate experiments,where each was perfoRned in triplicate

Statistical significance,evaluated by the unpaired Students t‐ testi are pく

001(中中)andく 0.001(事
事■
)
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Fig.19. Effects of hyaluronan(HA)on neutrOphil‐ mediated degradation oflive

caltWage in the presence ofthe stimulation agent,opsonized zymosan Live

cattilages and neutroph‖ s(2x106 ceWS/cartilage)Were incubated at 37° C for

阜招 !,tttF:蒼
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1暫二BHil轄 智 写猛:辮 ;群協:粽!gttF28
cuに ures are represented by NC(negat� e∞ntrol wihout neutЮ phils)and PC
(pOSitiVe control without HA)Each column represents the mean tt S D of six
separate expettments,where each was performed in t� phcate Statistical

significance,evaluated by the unpaired Students r‐ test,are pく o.ol(中 中)and
i0001(Ⅲ …).              .

NC  PC    o.1

Hyaluronan concentration(mg/ml)

Fig.19. Effects of hyaluronan(HA)on cartilage degradation mediated by

neutrophils preincubated wRh the stimulation agent,opsonized zymosan

Neut「 ophils(l x lo7ce‖ S/mI)were preincubated with the stimulation agent

誅:弔RttΨ よ古14群 ;「密 電駅 lをギ甘 二ぞ帯翠 1砥召:111ぜ翠 P
20 mgォ¬I were added to neutrophil cuitures and incubated at 37° C for2 h.
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TPAまたは A23187で 刺激 した好中球による軟骨分解に対するヒアルコン酸の作用

軟骨と好中球 (2× 106ce■Sんanilage)を分子量の異なるヒアルロン酸存在下または非存在下,TPA

またはA23187と ともに37°Cで 6h培養した。いずれの刺激条件下でも0.5 mg/ml以下のヒアルロ

ン酸は軟骨分解にほとんど影響せず,2.O mg/mlで 高分子量ヒアルロン酸 (猛 2.O X 106)に 抑制作用

が認められた (Fig。 20).

NC PC

NC PC   O.1 0.5 2.0

Hyaluronan concentration(mg/mり

Fig.20. Ettects of hyaluronan(HA)on neutrophi卜 mediated cattilage degradation

in the presence ofthe stimulation agentsI TPA(upper paneり and A23187(lower
paneり  Cart‖ ages and neutrophils(2x106 ce‖ S/cartilage)Were incubated at 37° C
tor 6 h in the absence or presence of HA of different molecular weights(E]:2.8x

105,□ :9.5x1051■ :2,O x 106)at0 1,05,and 2.O mg/mi.Conttd cuК ures are
represented by NC(negatiVe control wnhOut neutrophils)and Pc(poshiVe control

wnhOut HA) Each column represents the mean tt s D of siX separate experiments,

where each was pettormed in triplicate, Statistical significance,evaluated by the

unpaired Students r‐ testi are ρくO OS(・ ),く 0.01(中
中
),andく 0001(・

中中
).
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[3H]FMLPの結合に対するヒアルロン酸の影響

最も強い軟骨分解抑制作用を示 したヒアルロン酸 (猛 2.O x 106)1.O mg/ml及 び非標識 FhILP

(100/M)存在下または非存在下,1～ 100 nM[3H]FWILPと ともに好中球を 60 minイ ンキュベート

した。[aH]mfLPの 全結合が反応後60 minで平衡に達したことは予備的に確認した。好中球への特

異的 [3H]mILP結合は60 nMで飽和した (Fig.21).ScatChard分 析によりKd及びBmaxは それぞれ

7.5nM及び 11.8 fmole/106 cellS(細胞当り7290結合部位数に相当)となった.ヒアルロン酸はいず

れの [3H]FMLP濃度でも好中球への特異的 [aH]FLILP結合にほとんど影響しなかった。ヒアルロン

酸存在下で Scatchard分 析すると,Kd及び Bmaxは 5.4nM及び 11.2 fmole/106 cellS(細 胞当り6990

結合部位数に相当)となつた。

1～ 100■M[3H]mILPを 加えた場合,[3H]曲ILPの全結合量に対する非特異的結合量は6.4%以下

であり,ま たヒアルロン酸が共存しても影響されなかったことより,全結合量を指標として

[3H]mlLP結合に対するヒアル ロン酸 (1.O mg/ml,x2.O x 106)の経時的影響 を 100 nM[3H3FhILP

存在下で検討 した。この結果 ,1～60 minの 範囲でヒアルロン酸は好中球への [3H]FBILP結 合量に

影響 しなかつた (Fig。 22).
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好中球の生存率に及ぼすヒアルロン酸の影響

ポリプロピレンチューブ内で好中球(14× 1 07 cellS/ml)を 非働化及び酸処理 FBS(5%)と ヒアルロ

ン酸 (2.O mg/ml,猛 20× 106)を 含む RPNI11640に 懸濁 し,37°Cで 20hまで培養 した。細胞生存率

はトリパンブルー排除法により評価 した。ヒアルロン酸は20hまで細胞生存率に影響しなかった

(Table 7)。

Table 7. Efrect Of hyaluronan(HA)on neutrOphil viab‖ ity

ViabilКy(%)

覇me(h)anerincubauon    COntrOI      HA

92.8± 0.4       ‐

33.0± 1.0    85.4± 3.7

75.4± 3.7    76.5± 2.2

Neutrophils(1.4× 1 07 celiS′ mり Were incubated wnh Or

wnhOut(cOntrOり 20 mg/ml HA(A〃「2.0× 106)at 37° C
Values are the mean tt S.D.of triplicate determinations.
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考 察

好中球をFWILP/cytochalasin B,opsonized zymosanま たはTPAで 刺激するとぅ軟骨からの硫酸化

GAG遊離を指標とした軟骨分解が促進された (Table 5)。 いずれの刺激剤を用いても,活性化され

た好中球による軟骨分解はDFPや α-1-PIに より強 く抑制されたことより(Table 6),軟 骨が分解さ

れる過程にはエラスターゼやカテプシンGといったセ リンプロテアーゼが関与することが示され

た。これは従来の報告 [8184]と 一致する。一方,SODや cttalaseは軟骨分解に影響 しなかった。スー

パーオキサイ ドや過酸化水素は軟骨分解に直接関係 しないことが示され,これも従来の報告 [83,96,

97]と一致した。ポリカーボネー ト膜で好中球と軟骨を分離すると,軟骨分解はほとんど認められ

なかった。これより好中球は軟骨表面に位置しており,好中球由来のプロテアーゼが軟骨表面で高

濃度になることにより軟骨組織の分解が開始されるものと考えられる。このことは,れ ソJ′Юでの好

中球による軟骨分解と,軟骨への好中球の接着は関連しているという最近の報告 p8]と 矛盾しない。

好中球の接着と接着基質の分解は密接に結びつくことより[99],好中球が発現する接着分子のひと

つであるβ2イ ンテグリンの関与 をモノクローナル抗体を用いて検討 した。しか しながら

and―CDlla及び and cD18は軟骨分解にほとんど影響しなかった。β2イ ンテグリンは好中球によ

る軟骨分解に対 して関与しないものと考えられる。Anti―CD18は opsonized zymosan刺激時の好中

球による軟骨分解を強く抑制したが,これは好中球のzymosan貪食を抑制したことに起因する[94].

好中球を FWILP/cytochalasin Bで 6h(Fig 13)ま たは opso�zed zymosanで 2h(Flg 17)刺 激した

場合,活性化された好中球による軟骨分解はヒアルロン酸濃度依存的に抑制された。ヒアルロン酸

の抑制効果は明らかにヒアルロン酸分子量に依存しており,特にヒアルロン酸が最も高濃度 (20

mg/ml)の ときに顕著であつた。分子量 20× 106の ヒアルロン酸は軟骨分解を最も強 く抑制したが ,

好中球の生存率には影響しなかったこと (Table 7),ま た軟骨細胞が生存している軟骨組織を用い

てもヒアルロン酸による軟骨分解抑制パターンに変化がなかったこと(Fig 14及びFig 18)よ り,

ヒアルロン酸は好中球の作用に基づく軟骨分解に対して影響していると考えられる。またヒアルロ

ン酸の分子量が増加するに従つて増大する粘度が,好中球による軟骨分解の抑制に寄与しているこ

とが強く示唆される。即ち,高分子量のヒアルロン酸溶液が与える高い粘度が,好中球と軟骨の接

触を立体的に妨害するものと考えられる。この可含〕陛は■アルロン酸が濃度及び分子量依存的に自

血球の運動や接着を阻害するという報告 [9,100]に より支持される。

Opsonized zymosanに 応答した好中球による軟骨分解は,培養後 2hで 1.O mg/ml以上の高分子

量ヒアルロン酸 (猛 2.0× 106及び 95× 105)で 抑制された.分子量 2.8× 10Sの ヒアルロン酸は検討

佃



したすべての濃度でほとんど抑制効果を示さなかつた。高分子量のヒアルロン酸 (猛 11～2.9× 106)

は 025～ 13 mg/mlの濃度で自血球の貪食を阻害することが報告されているド,101,102].貪 食が軟

骨分解を誘発することはぅ貪食阻害剤である cytochalasin Bや ani―CD18が軟骨分解を顕者に抑制

することより確認された (Table 6)。 従つて高分子量ヒアルロン酸分子鎖の形成する 3次元ネット

ワークは好中球と軟骨の接触を阻止することに加え,好中球の貪食を遅らせることにより軟骨分解

を抑制すると考えられる。またヒアルロン酸による好中球の貪食抑制が軟骨分解の抑制に深く関与

することは,opsonized zymosanで 予め刺激した好中球,即ち zymOsanを 貪食 した好中球の軟骨分

解に対してヒアルロン酸は抑制作用を持たないことでも示される (Fig。 19).

FhIILP/cytochalasin Bで 好中球を刺激した場合)用いたヒアルロン酸すべてが2.O mg/mlで 好中球

の軟骨分解を少なくとも 18h抑制した (Fig 12)。 これは opsonized zymosallを 用いた場合とは顕著

に異なる結果であつた。Opsonized zymos孤 を用いると,培養後 18hではヒアルロン酸 (2.0

mg/ml)の 阻害効果はほとんど見られない (Fig 16)。 また opsonized zymosall刺 激下では作用を示さ

ない 05 mg/ml以下のヒアルロン酸も,m【LP/cytochalasin B刺激下では有意に軟骨分解を抑制した。

曲 ILP/cytochttasin Bを 用いた場合の軟骨分解に対するヒアルロン酸の作用様式は ,oPsonized

zymosanを用いた場合とは部分的に異なるものと考えられる。

FhILPの作用は細胞膜上のレセプターを介する [103]。 そこで [3H]融ILPの好中球への結合に対す

るヒアルロン酸の影響を調べた。ヒアルロン酸 (10 mg/ml)は 最も強い軟骨分解抑制作用を持つ分

子量 2.O x 106の ものを用いた。この結果,ヒ アルロン酸は [3H]融ILPの結合に影響せず (Fig。 21),

FWILP結合後の好中球の応答に対して作用することが示唆された。この可能性は,予め m〔LPで 90

min刺激し)mlLPの 結合が既に飽和した好中球 (Fig 22)に よる軟骨分解に対し,ヒアルロン酸が

抑制作用を有することでも示される (Flg.15)。 曲 ILPの レセプター結合が細胞応答に到る過程には ,

百日咳毒素感受性 GTP結合タンパク質が介在することが報告されている [104,105].事実,好中球を

百日咳毒素で前処理すると)mlLP/cytochalasin B刺激した好中球による軟骨分解は強 く阻害され

た (Table 6)。 しかしながらopso�zed zymosan及 びTPAを 用いた場合はほとんど影響を受けなかっ

た.好中球の貪食は百日咳毒素に影響を受けないことが報告されている[106].� ILPは レセプター

に結合後,好中球の細胞内 Ca2+濃度の上昇や prOtein kinase Cの 活性化を引き起こすことが知られ

ている [104]。 そこで細胞内 Ca2+濃度を上げるA23187,及 び prOtein kinase Cの 活性化剤である

TPAで 6h刺激 した好中球の軟骨分解に対するヒアルロン酸の影響を調べた。この結果 ,05

mg/ml以下ではヒアルロン酸の抑制効果はなく,最高濃度 (20 mg/ml)の高分子量ヒアルロン酸 (猛

20× 106)に抑制作用が認められた (Fig.20)。 この抑制パターンは opso�zed zymosan刺 激時と近似
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していたが)FWILP/cytochalasin B刺 激した場合とは顕著に異なった .

FMLPレ セプターは細胞内セカンドメッセンジヤーである inOsito1 1,4,5-竹isphosPhatcや diacyl―

glycerolを生成するホスホリパーゼ Cとカップルしているが,ホスホリパーゼCの活性化にGTP結

合タンパク質が介在する [1041。 これら一連の細胞内情報伝達系は細胞膜に存在している。第 1章で ,

細胞表面上のヒアルロン酸結合タンパク質に結合したヒアルロン酸が,細胞膜流動性に影響する可

能性について推論した。膜流動性の変化は細胞内セカンドメッセンジャー量へ影響することが報告

されている [108,109]。 さらにヒアルロン酸は細胞内に到達しないこと臣5]を 考慮すると,細胞膜で

機能 している細胞内情報伝達系にヒアルロン酸が影響を与える可能性を考えることができる

(SChema H参照)。 PrOtCin kinase C阻 害剤である H-7は mILP/cytochalasin B刺 激 した好中球の軟骨

分解を抑制 しなかった (Table 6).FhILPに よる好中球の機能変化には Protein kinase Cと は独立し

た現象も伴うため [107],FWILPに より特異的に発現され,かつ軟骨分解に関与する細胞応答に対し

てヒアルロン酸が影響する可能性も考えられる。

以上の結果より,異なる経路により活性化された好中球の軟骨分解に対して,ヒアルロン酸の軟

骨分解抑制作用はそれぞれ異なることが示された。ヒアルロン酸の抑制作用には粘度以外の因子が

関与することが推察される。また炎症性関節症において,高分子量のヒアルロン酸は好中球による

傷害より関節軟骨を保護する作用を有することが示唆される。

Schema IIo Signal Transducing Unttin Plasma Membrane and HA

(CeW Surface)

*phOspholipase

ion channel
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第 3章 ラット好中球のスーパーオキサイド産生に対する接着表面にコー

された免疫グロプリンG,関節液成分及びヒアルロン酸の影響

序 論

慢性関節 リューマチを始めとする炎症性関節症では,関節組織への好中球の浸潤が顕著である

「
8,79,110].好 中球は膜酵素の NADPH oxidaseの 作用によリスーパーオキサイドアニオン 102~)を

遊離する [111].生 成 した 02は さ らに過酸化水素ぅ hydfoxy radic江 ,singlet oxygen及 び

hypochiorous acidと いった他の活性酸素種へ変換され得る [lH]。 これらの活性酸素は関節組織に

対して種々の障害を与えることが示されている。関節液中のヒアルロン酸の分解 [8587],滑膜細胞

のヒアルロン酸合成阻害 [112],軟骨細胞の増殖抑制 [113],あ るいは軟骨におけるプロテオグリカン

合成阻害 [97,114,115]を引き起こすことが報告されている。

関節液中には不溶性あるいは可溶性免疫グロブリン凝集物が存在し,好中球の活性酸素産生を刺

激することが報告されている [116-121]。 しかしながら不溶性免疫グロブリン凝集物は細胞内での活

性酸素の生成を促進するが,細胞外への遊離には影響のないことが示され [118-121],関節内におけ

る組織傷害に対しては重要でないとする指摘もある [119-121].炎症性関節症の関節軟骨表層には関

節液中の免疫グロブリンG(IgG)の 沈着が認められている [122,123]。 このような軟骨を好中球とイ

ンキュベー トすると,軟骨表面に多数の好中球が接着することが報告されている [124].表面に結合

したIgGは 接着した好中球の活性化 リガンドとなり,好中球の02産生を促進する [125,126].組 織

との接着面で好中球の産生する 02‐ 1よう生体内スカベンジャーであるsupero� de dismutaseの 作用を

受けにくいことが示されている [127].従 つて IgGの沈着した軟骨表面上での好中球の 02~産生は ,

軟骨組織に対してより強い傷害を与える可能性が考えられる。好中球の活性酸素産生に対する関節

液の影響を調べた報告 [116-121]は ,いずれも懸濁状態の好中球を用いている。接着した好中球の

02‐産生は接着基質の種類に影響を受けることが報告されている [128‐ 132]。 しか しながら軟骨表面

に沈着し得る関節液中の好中球活性化リガンドについて,免疫複合体以外の関節液成分を,関節液

を直接用いて調べた報告はない。そこでヒト関節液中の未知の表面付着性好中球活性化リガンドの

存在を検索するとともに,軟骨組織に対して影響が大きいと考えられる接着好中球の 02産生挙動

を検討した.ま た好中球接着表面をヒアルロン酸により処理すると,好中球の 02産生に対してど

のような影響が現われるのか検討した。本研究では細胞外に遊離される02‐ を特異的に検出できる
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cytochfome Cを用いた。この結果,IgGコート表面上での好中球の 02~産生は,接着表面を関節液

でさらにコートすることにより促進された。この作用には関節液の個人差があつた。関節液単独で

表面処理しても02~産生刺激効果は認められなかつた。IgGと共働的な関節液中の 02‐産生促進物質

は高分子であり,プロテアーゼまたは0-glycanasc処理により失活した。好中球接着表面を IgG及

び関節液で表面コートする前にヒアルロン酸により表面処理すると,好中球の 02‐産生が抑制され

た。またIgGまたは関節液によるコート時にヒアルロン酸を共存させた場合,及びIgGコート表面

をヒアルロン酸でさらに処理した場合にも 02‐産生が抑制された。ヒアルロン酸はIgG及び関節液

中のIgG共働性好中球活性化物質の表面沈着を抑制するか,あるいは表面に付着したヒアルロン酸

が直接的に好中球の02産生を抑制する可能性が示唆された .

材 料 と方 法

関節液

関節液の貯留を伴う変形性膝関節症患者より関節液を採取した。採取した関節液は -20°Cで保存

し,使用時に 4°Cで 11000× g,20 min遠 心し,不溶物を除いた。供試時は Hallkぎ bttallced sdt

soludon(HBSS)で 2倍希釈 した。一部の関節液 (2倍希釈液 5 ml)は HBSSで平衡化した Am―Gel

protein A(Bio― Rad,U.SA,)2 mlと 混合し,4°Cで一晩転倒撹拌した。遠心してグルを除いた後っ上

清をミリポアフィルター (タイプIIW,ポ アサイズ 0.Ъ /呵 で口過した。供試する関節液には,個人

差を検討するもの以外はすべてプールしたものを用いた。

関節液のグルロ過クロマ トグラフィー

関節 液 の グ ル ロ過 は ,SephacryI S-500(Pharmacia LKB,Sweden)カ ラ ム (2.5× 92 cm)を 用 い ,

HBSSを 溶 出液 と して 4°Cで行なった。カラムに は HBSSで 3倍希釈 し,0.45/m― フィル ターで ロ

過 した関節液 10 mlを 添加 し,最大流速 13d/hで 溶 出 した。溶 出液 は 5耐 ずつ分取 した。

好中球接着表面

24穴ポ リス テ レ ンプ レー ト(Coming,U,S.A)に 0 15 M NaCIに 溶解 した ラ ッ ト免 疫 グ ロ ブ リン

G(IgG,05 mg/ml,Cappel― Orgallon Teknika,U,S,A)0.5m1/wllを 添加 し,4°Cで 一晩放 置 す る こ と
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によりIgGを表面コー トした。プレー トは 0.5 mlの O.15 M NaClで 4回洗浄し,一次処理プレート

とした。一次処理プレー トにはさらに 2倍希釈関節液を05m胸題1添加し,37°Cで lh放置した。

プレー トは 0.5� の HBSSで 3回洗浄し,二次処理プレー トとした。

比較のため ,二次処理時に関節液に代えて,Am―Gel Protein A処 理関節液ぅウシ胎児血清 仰BS;

Hyclone Laboratories,U,S,A.),リ ューマチ因子陽性ヒ ト血清 (IJ―serum;20%希釈 ,The Binding Site,

Englalld),無 処理 または熱凝集ヒトIgG(1.O mg/ml,Cappel― Orgallon Teknika,U,S.A),無処理また

は熱凝集 C―reacive prottin(CRP,0,4 mg/ml,Chemicon,U.SA),あ るいはこれ らの混合液をウェル

に添加 した。ヒトIgGの熱凝集化は,HBSSに溶解 し10 mg/mlと した IgGを 63°C,lh処理するこ

とによ り行なつた。CRPの熱凝集化はプレー トの二次処理直前に,245 mg/mlの濃度で 63°C,2

� n行なった [133].

プレー トの二次処理は関節液のグルロ過溶出画分を用いても行なつた。この関節液グルロ過分画

物については , さ らに chondfoiinase AC(0.31U/ml,生 化学工業 ),hyalurOnidase(78 mU/ml,

S′r9pんじοじε′∫ゥ電αttε′カゼ由来 ,生 化 学 工業 ),glyCOpepddase A(1.6 mU/ml,生 化 学 工業 ),

Ⅳぢlycallase(33 mU/ml,Genzyme,U,SA.)ま た は 0-glycallase(0.083 mU/ml,Genzyme,U.S.A.)で

37°C,24h,あ るいはtrypsin(1.6 mg/ml,Πow Laboratories,U,S,A.)ま たは actinase E(0.63 mg/ml,

科研製薬)で 37°C,lh処理し,これらを用いて同様にプレー トニ次処理を行なつた。

IgGまたは関節液成分の表面沈着に対してヒアルロン酸 (猛 2.O X 106,9.5× 105及び 28× 10S,資

生堂,第 1章参照 )が影響するのかどうか検討するため,IgGま たは関節液で表面処理する際にヒア

ルロン酸 (01,0.5及び 20 mg/ml)を共存させた。さらにプレー トを予めヒアルロン酸 (HBSS溶液)

で処理 (37°C,lh)した場合,ま た IgGを コー トした一次処理プレー トをヒアルロン酸で二次処理

(37°C,lh)し た場合についても検討した。

好中球の採取

好中球の採取方法は第 2章に記載した。採取した好中球の生存率はトリパンブルー排除法により

評価した結果,常に90%以上であった。

スーパーオキサイ ドアニオンの測定

好中球から遊離されたスーパーオキサイ ドアニオン (02~)は Catttase(65 KU/mg,Boehringer

Mannheim,Germally)存 在下 ,supero�de dismutase(SOD,3570U/mg,Sigma Chemical,U.SA)に よ
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り阻害されるcytochTome C(Sigma chemic江 ,U,S,A.)還元量として測定した [134].種々の表面処理

を行なったプレートにっSOD(50″ g/ml)存在下 (プランク)または非存在下,cytochrome C(200

〃M),Catalase(5″g/ml)及び好中球生細胞 (3.6× 105 cellS/wll)を 含むHBSS(600 μl)を加え,5%C02,

37°Cで 90 minま で培養した。反応は好中球を添加することにより開始した。プランクは各条件ご

とに設定した。培養終了後,SOD(100/g)を 含むHBSS(400/1)を 添加 し,直ちに氷上で冷却する

ことにより反応を停止させた。反応液は,主波長550 nm)リ ファレンス波長540 nmに おける吸光

度を測定した。02‐生成量は,ブランク値を差 し引いた後 ,550 nm-540 nmに おける還元 cyto―

chrolne Cの ミリモル吸光係数を 19,1と して算出した。

IgG及び関節液で処理したプレート表面上での好中球の 02産生を機構的に特徴づけるため,作

用の明かな種々の試薬の添加効果を検討した。用いた試薬の中には水難溶性のものが含まれたためぅ

好中球培養液にはキャリアーとして 0.1%ウ シ血清アルブミンを加えた。次のものを用いた;抗ラッ

トCDllaモ ノクローナル抗体 W「 ,1(alli―CDlla,1:50希釈,生化学工業),抗ラットCD18モ ノクロー

ナル抗体 Wr3(allti―CD18,1:50希 釈 ,生化学工業))1-(5-isoquinolinesulfonyl)-2-mettylpiperazine

dihydrochlofide(H-7;500 μM,生化 学工業 ),staurOsporine(100 nM,BiOmol Research Laboratories,

U.S.A.),ハト(6-alninohexyl)-5ど chlofo-1-naphthalene―sulfonamide(W7;500″ M,生 化 学 工 業 ),

calyculin A(lμ M,和 光純薬),okadttC acid(lμ M,和 光純薬),geniStein(50″ g/ml,Extasynthese,

Frallce),cytOChalasin B(5 μg/ml,Sigma chemical,U,S.A.)刀砲び dibutyryl―cAMP(di― Bt―CAMP,l mM,

Sigma chemical,U.SA)。 一部の好中球 (1.2X106 cellS/ml)は ポリプロピレンチューブ内で百日咳毒

素 (100 ng/ml,科 研製薬)イこより37°C,2h前処理した。StaurOsPorine(10 mM),Calyculin A(lmM),

okadaic acid(l mM),geniStein(100 mg/ml)及 びcytochalasin B(2 mg/ml)は予めジメナルスルホキ

シドに溶解し,使用するまで …20°Cで保存した。

接着好中球数

IgGっ 関節液)及びヒアルロン酸で処理した24穴プレートを用いた。SOD(50/g/ml)及び catalase

(5 μg/ml)を含むHBSS(600 μl)に懸濁した好中球 (3.6× 105 cellS/well)を ウェルに添加し,種々の条

件下 5%C02,37° Cで 60 minイ ンキユベー トした。HBSSで 3回おだやかに洗浄 した後,直ちに光

学顕微鏡下で写真撮影した。撮影箇所はウェルにつき任意に 3ヶ所選んだ。現像した写真よリー定

面積当りの細胞数を計測した。
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結 果

IgGコー ト表面上での好中球の 02‐ 産生

好中球をIgGコ ート表面上及び無処理 (プラスチック)表面上で培養した,02‐ 産生タイムコース

は 90 �nまで調べた(Fig.23).好 中球添加後 15 minか ら60 �nまでは直線的に 02‐が産生された。

好中球の02産生は IgGを コートすることにより顕著に促進された。表面処理する際のIgG用量依

存性を 0,001～ 1.O mg/mlの範囲で調べた結果をFig。 24に示した。培養時間は60 minと した。好中

球の02産生は05 mg/mlの IgGで最大に達した.IgGの由来をラット及びヒトで比較した。表面コー

トする IgG濃度は 0.5 mg/mlと した。この結果 ,培養時間 60 minで )ラ ット由来■1.2± 0,4

nmole/1 06 cellS,ヒ ト由来 :12.1± 0.6 nmole/1 06 cellS,コ ントロール (プラスチック表面):08± 0,1

nmole/106 cenS(ぃ ずれもn=3)と なり,ラ ット及びヒト間での差は認められなかった。

0    15   30   45   60   75   90

incubation ume(min)

Fig.23. Time∽ urse of OБ release by neutroph‖ s on plas‖ c(o)
and igG‐ coated(o)Surfaces Each pOint represents the mean土

SD,ofthree separate experimentsl where each was pettormed

in廿 lplicate,
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Fig.24. 02‐ release by neutrophils in response to varying∞ ncentrations
ofigG for suttace coating ce‖ s were incubated at 37° C for 60 min on the
surfaces Each pOint represents the mean tt s D ofthree separate

experiments,where each was pettormed in triplicate

IgGコ ー ト表面の関節液による二次処理が好中球の 02産生に及ぼす影響

IgGコートしたプレートを関節液により二次処理した場合の好中球の02産生挙動を,培養時間

60 minで検討した。IgGコー ト表面を関節液でさらに処理することにより)好中球の 02‐産生が約

2倍に克進することがわかった (Table 8)。 この02産生促進活性は,関節液をAm― Gel protein Aで

処理しても失われなかった。一方ぅプラスチック表面を関節液で処理しても全 く02産生促進効果

は認められず,関節液にヒトIgG(1.O mg/ml)を添加 しても同様であった。関節液に代えて,

斑耳―serum,配S,熱凝集及び無処理 CRP(関節液中に存在することが報告されている[135]批 あるい

は N耳―serum添加または無添加の熱凝集及び無処理ヒトIgGの影響を検討 したが,い ずれも関節液

に匹敵する効果を持つものはなかった。

関節液処理による好中球の 02‐産生促進効果は関節液濃度に依存しており)8倍希釈でほぼ最大

となった (Fig。 25).次に02産生促進効果における関節液の個人差を検討した。関節液は 22例の異

なる忠者のものを使用し)すべて 2倍希釈した。この結果,IgGコ ート表面での関節液の 02‐産生促

進活性には個人差があり,全 く活性を示さない関節液も認められた (Fig.26)。 またプラステック表

面を関節液で処理すると)02産生促進作用を示す関節液もあつたがっこの場合にも個人差が認め

られた。

縄



Table 8. Effects of various treatments of plastic and igG‐ precoated surfaces

on the(D」 releaSe by settled neutroph‖ s

Treatment O」 release(nmOle,l o6 cellS)

PIastic surface No addition

SF

SF+higG

5.5± 0.2

3.0± 0.5

3.4± 0.3

lgG‐ precoated surface  No addition

SF

SF incubated with

AfFi‐ Gel protein A

FBS

higG

Heat‐aggregated higG

RF serum

higG+RF serum

Heat‐aggregated hlgG

十RF serum

CRP
Heat‐ aggregated CRP

16.1± 1.2

29.5± 0.9

26.4± 1.9

18.8± 0.4

20.2± 0.8

19.6± 0.2

17.9± 1.4

19.1± 0.8

20.0± 0.9

15.8± 0.7

16.4± 1.8

PIastic surfaces precoated with or vvithout ratigG were subsequently coated with

synovial ttuid(SD,SF incubated wnh Affi―Gel protein A,fetal bovine serum(FBS),

human lgG(higG,1.O mg/mり ,rheumatoid factor poshive human serum(RF serum,
20%)and C‐reacdve protein(CRP,0.4 mg/mり .higG and CRP were heat― aggregated
at 63° C forl h and for 2 min,respectively,in some experimentso Neutrophils(3.6×

1 05 celis)were incubated for 60 min at37° C,and O」 release was measured.Values
are the mean tt S.D.ofthree separate experiments, where each was performed in

triplicate.

好中球の 02産生特性

IgGコ ート及び IgG/関節液コー ト表面上で好中球を37°C,60 min培養した。Protein kinase C阻

害剤であるH7及び staurosporineは好中球の 02産生をいずれの表面上でもコントロール (プラス

チック表面)レベルまで強力に抑制 した (Table 9).カ ルモジュリン拮抗剤であるW7に も同様に強

い抑制作用が認められた。PrOtein phosphatase阻害剤の影響を調べたところ,okadaic acidは IgGコー

ト表面での好中球の02産生にほとんど影響せず,IgG/関節液コート表面では弱い阻害を示した。

一方,c』yCulin Aは 強い02産生阻害効果を示し,特にIgG/関節液コート表面では顕著であつた。

cAMPアゴニス トである di― Bt―cAMP,tyЮsine kinase阻害剤のgenistein)及びアクチン重合を阻害

するcytochttasin Bに も強い02産生抑制作用が認められたがぅこれらの場合もIgG/関節液コート

表面で明白であつた。接着分子であるβ2イ ンアグリンLFA-lα 鎖を認識するanti― CDllaは ,IgG

コート表面及びIgG/関節液コート表面とも同程度に弱 く02産生を抑制した。β2イ ンテグリンβ

鎖を認識するand―cD18は ,IgG表面コートでの02産生抑制作用はand_CDHaよ りむしろ弱いが,
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IgG/関節液コート表面では強力な抑制作用を示した。百日咳毒素による好中球の前処理も02‐産生

を抑制したが,この場合もIgG/関節液コート表面で強く認められた。

Table 9i Charactettzation of O」 release by neutrophils on ttG‐ and igG/syno� a1 luid(SFl‐

coated surfaces

O」 release(nmole′ l o6ce‖S)

Expettment Treatment           igG‐ suttace[Ratiol→  lgG/SF‐surface tRatiol

l    No addition

H‐7(500μ嘲

W‐7(500μ嘲

D卜BttAMP(l mhり

31,2± 1.1 [1,001     34.9± 0.4  [1,001

2.4± 0.1[0.081 1.9± 0.1  [0.051

An可‐CDlla(1:50 diludon) 17.0± 0.8 [0.541    21.4± 0.1 [0.61〕

Anti‐ CD18(1:50 dilution)   22.1± 1.8 [0.711      4.1± 0.1  [0.121

2.9± 0,4 [0.091      3.3± 0.4  [0,091

7.6± 0.1 10.241     4.3± 0.1  [0.121

No addition

Staurospottne(100 nh0

0kadttc acid(lμ 嘲

Calyculin A(l rr嘲

Genistein(50 μg/mり

Cytochalasin B(5″g/mり

26.6± 0.8[1.001

2.4± 0.4 [0,091

24.1 ±2.1 [0,911

9.6± 0.9[0,361

11.2± 0.3 10.421

5.6± 0.2[0.211

33.6± 0.9  [1,001

2.5± 0.3  [0.07]

20.4± 2.1  [0.611

4.4± 0.1  [0.131

4.1 ±0.0  [0.121

2.9± 0.2  〔0.091

No addition 21.5± 0.9 [1.001

Pettussis toxinb)(loo ng/mり  11.2± 0.8 [0.521

24.1± 0.5 [1.001

5.7± 0.1  [0.24〕

Neutrophils(3.6× 1 05 ceWS)Settled on surfaces precoated wRh uG and subsequenuy cOated

wHh o「 whhout SF were incubated under vattous condHions at37° C for 60 min,and O」 release

was measured.Values are the mean tt S.D.ofthree separate experiments,where each w偽
performed in triplicate.a)Each value in square parenthesis expresses the retative rado to the

pOshive contrOl(nO addHion).b)Celis were pretreated wnh pertussis toxin(100 ng/mり at 37° C
for 2 h. Negative controI(plastic surface)Values for Exp.‐ l and‐2,and Exp.3 were 3.0± 0.1

nmole′1 06ce‖S,and 2.0± 0.4 nmole′1 06ce‖ S,respectively.

好中球の接着特性

IgGコート及びIgG/関節液コート表面上で好中球を37°C,60 min培養し,HBSSによる洗浄後,

接着好中球数をカウントした。IgGコ ー ト表面)IgG/関節液コート表面,及び関節液のみでコート

処理した表面での接着好中球数をプラスチック表面と比較した結果をFig,27に 示した。接着細胞

数はプラスチック表面で最も多く,添加した好中球の90%が接着した。IgGコ ー ト表面及び IgG/

関節液コート表面での接着細胞数はやや少なくっプラスチック表面に対してそれぞれ 88%及び

77%と なつた。関節液単独コート処理表面ではさらに減少し,プラスチック表面の49%で あった。

IgGコ ート及び IgG/関節液コー ト表面への好中球の接着を staurosporineは阻害しなかった

(Table lo).H-7は IgG/関節液コート表面で接着をやや阻害する傾向が認められたが,IgGコ ート
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表面では全 く影響がなかった。平 7はいずれの表面上でもほぼ完全に細胞接着を抑制 した .

Calyculin Aも 接着を強 く抑制 したが okadaic acidは 影響 しなかった。Di― B争工 MP及 び cyto―

chalasin Bは 共通してIgGコ ート表面での好中球接着に影響しなかったが,IgG/関節液コート表面

での接着数を半減させた。Genisteinの添加,及び百日咳毒素による好中球の前処理はいずれの表面

に対しても弱い接着抑制効果を示したが,その作用はIgG/関 節液コー ト表面でやや強かつた.接

着分子抗体を比較した結果,anti―CDllaは好中球接着に影響しなかったが anti― CD18は強く抑制し)

特にIgG/関節液コート表面で顕著であつた。

plasuc    igG    igG/SF    SF

Surface

Fig.27. Determination of noutroph‖ adhesion to surfaces coated with or wvithout

igG and synovial‖ uid(SF) Neutrophws(18x103 ce‖ S/mm2)were added on
the surfaces and incubated at 37° C for 60 min メヽfter gentie washing,adherent
ceWs were counted Each column represents the mean tt S D ofthree separate
experiments,where each was performed in triplicate
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Table 1 0, CharacteHzation of neutrophil adhesion on igG‐ and igG/synovial fluid(SF)‐ coated surfaces

Number of adherent neutrophils(celiS′ mm2)

Expettment  Treatment                igG‐ surface [Ratiolω    lgG′SF‐surface [Rauol

No addhion

H‐7(500 rr嘲

W7(500μ嘲
Di‐ Bt℃AMP(lm嘲

1197± 83  [1.001

1165± 360 [0.97]

20± 9   [0.021

1379± 136 [1.15〕

1095± 239   [1.00〕

657± 103   [0.601

8± 7   [0.011

521 ±130   10.481

1005± 264   [0.921

43± 37    [0.04〕

Anti‐ CDlla(■50 dilution)  1200± 188[1.001

And‐CD18(■ 50 diluHon) 367± 43  [0.311

No addhion

Staurosporine (100 nho

Okadttc add(lμ呻
Calyculin A(l IJ嘲

Genistein(50″ grmり

Cytochalasin B(5 rrg/mり

1073± 177 [1.001

1216± 240 〔1.131

1171 ±122 [1.091

126± 16  [0.12〕

928± 69  [0.86]

1349± 203 [1.261

883± 181   [1.001

802± 82    [0.911

799± 150   [0.901

17± 23    [0.021

558± 57    [0.63〕

428± 23    [0.481

No addniOn

Pertussis toxinb)(100 ng/mり

1360± 47  [1.001

1151 ±121 [0.85]

1350± 199   [1.001

847± 76    [0.631

Neutrophils(1800 ce‖ s/mm2)added On surfaces precoated with igG and subsequently coated

with or vvithout SF were incubated under various conditions at 37° C for 60 min.ARer gentle washing,

adherent ce‖ s were counted. Values are the mean tt S.D.ofthree separate experiments, where

each was performed in triplicate a)Each value in square parenthesis expresses the relative ratio to

the control(no additiOn).b)Cells were pretreated with pertussis toxin(100 ng/mり at 37° C for 2 h

グルロ過クロマ トグラフィーによる関節液中の 02産生促進物質の分析

関節液を Sephacryl S-500カ ラムにより分画し,IgGと共働する好中球の02産生促進活性の分布

を調べた。関節液中の 02‐産生促進物質はVo領域にやや遅れて溶出されたが,280 nmの吸収によ

るタンパク質主ピークに先行する高分子物質であることが示された (Fig.28)。 02~産生促進活性の

認められたフラクション50～ 70を プールし,この画分について種々の酵素の影響を検討 した.こ

の結果,chondrottinase AC,hyaluronidase,洋 glycallase及び glyCopepudase Aは 02産生促進活性に

影響を与えなかつたが,仕ypsin,acunase及 び 0-glycanaseは完全に失活させた(Table ll).コ ント

ロールとしてそれぞれの酵素で IgGコー ト表面をインキュベー トしたが,好中球の 02‐産生に対し

てほとんど影響を与えなかった。
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Fig.28. The elution pro覇 le fowowing SephacryI S‐ 500 filtration chromatography

of synOvial‖ uid(SF) Each fraction was tested for UV‐ absorption(280 nm)and

oxidative response of neutroph‖ s Cews On suttaces precoated with igG and

subsequendy coated wnh the cOlumn frattions were incubated at 37° C for 60

mini and Os release was measured. The void volume(Vo)and the OΣ  release
levels on igG‐ and igG′ SF‐coated surfaces are indicated
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Table ll.Effects of enzyme treatments of syno� alttuid(SD On Oxidative response

of neutroph‖ s

Oす release(nmole/106 ce‖ S)

Expettment Enzyme      +pooled fracuon[Ratio]°   ‐pooled frac∬on
lb)    No addition 22.8± 0.5   11.431        15.9± 0.9

2C'     No addition

Trypsin

Actinase

21.8± 07 [1.3コ

12.2± 0.5   [0.83〕

14.1 ±1.0   〔0.831

15.9± 0.8

14.7± 0.8

17.0± 2.1

3d)    No addition 195± 0,7   [1.231

Chondroninase AC   24.7± 0.6  [1.331

Hyaluronidase        22.1 ±0.9   [1.26〕

鮮Glycanase

OぃGlycanase

21.2± 0.1   [1.28〕

13.3± 0.4   [0.87]

15.9± 0.8

18.6± 0.4

17.6± 0.5

16.6± 0.3

15.3± 0.8

12.5± 0.5GlycOpeptidase A     2刊 .5± 0.4   [1.721

Neutrophil activating pooled fraction of SF aRer filtration chromatography on Sephacryl

S‐500 was treated with various enzymes,and then used for coatings ofigG‐ precoated

surfaces.Control experiments were carried out in the absence ofthe pooled fraction.

Neutrophils(3.6× 1 0SceWs)on the surface were incubated for 60 min at37°C,and O」
release was measured.Values are the rnean tt S.D.ofthree separate experiments,

where each was performed in tttplicate.Negat� e control(plastic surface)value was 5.0

±0 3 nmole′ 1 06ce‖ S.a)Each value in square parenthesis expresses the relative ratio to

each control(withOut pooled fraction).POOled fractions were incubated at 37° C forb)Oh,
C1l h andd)24 hinthe presence or absence of enzymes.

ヒアルロン酸による表面処理が好中球の 02‐ 産生及び接着に及ぼす影響

ヒアルロン酸によリプレー トを前処理した場合 ,IgGま たは関節液によるプレー トのコー ト処理

時にヒアルロン酸を共存させた場合,及び IgGを コートしたプレートをさらにヒアルロン酸で処理

した場合の好中球の 02産生挙動と接着細胞数を検討した .IgGを コー トする前にヒアルロン酸で

プレー トを処理すると,好 中球の 02産生に対 して分子量 2.0× 106の ヒアルロン酸は 01～ 20

mg/mlの範囲で影響 しなかったが,分子量 95x105及び 2.8× 10Sの ヒアルロン酸は促進する傾向が

認められた (Table 1 2)。 一方,予めヒアルロン酸処理したプレートを IsG,次いで関節液でコー ト

すると,高分子量ヒアルロン酸 (猛 2.0× 106)の みが 02~産生を抑制した。しかしながら濃度依存性

は見られなかった.プ レー トをIgGコー トする際にヒアルロン酸 (2.O mg/ml)を 共存させた場合 ,

弱く02産生が抑制されたが,分子量依存性は認められなかった。IgGコ ー トプレー トを関節液で

さらにコート処理する際にヒアルロン酸を共存させた場合にも,ヒ アルロン酸は02~産生を抑制し

た。しかしながら濃度及び分子量依存性とも認められなかった。IgGコ ート後)ヒ アルロン酸で処

理したプレー ト上での好中球の 02‐ 産生は,分子量 95x105及 び 2.8× 105の ヒアル ロン酸 (20

mg/ml)で は影響されなかったが ,高分子量ヒアルロン酸 (猛 2.0× 106)は 01～20 mg/mlの範囲で

濃度依存的に抑制する傾向が示された .



Table 1 2. Effect of hyaluronan(HAltreatment of biongical surfaces on Of release by settled neutrophils

Surface treatment HA Oゴ release

2nd    M「   Concentrauon (nmOle/1o6celに )[RaJol→Experiment  Pre‐     l st

lgG

lgG+HA 2,8× 105   2.O mg/ml

9.5x105  2.O nlg/ml

2.0× 106   2.O mg/ml

18.9± 0.3     [1.001

13.6± 0.5     [0.72〕

13.3± 0.6     10.73〕

15.4± 0.5     「0.81i
Ｇ

Ｇ

ｇ

　
ｇＡＨ 2,8× 105

9.5× 105

2.0× 106

HA    2.8× 105
9.5× 105

2.0× 106

0.l mg/hi

O.5 mg/mI

2.O mgん¬I

O,l mg/hl

O.5 mg/hl

2.O mg/ml

O.l mg/mi

O.5 mg/mI

2.O mglrnI

2.O mglhi

2.O mgん¬l

O.l mgれコl

O.5 mg/ml

2.O mg/ml

O.l mgれ¬|

0.5 mg狩¬|

2.O mg/ml

O.l mgれ¬|

0.5 mg/ml

2.O mg/ml

O.l mg/mI

O.5 mgんⅥI

2.O mg狩¬l

O.l mg狩¬l

O.5 mg狩¬|

2.O mgん¬|

0.l mg/ml

O.5 mgん¬|

2.O mg/ml

O.l mgん¬|

0.5 mg狩コ|

2.O mglrnI

15,9± 0.8

18.3± 0,4

19.7± 1.2

20.0± 0.1

20.2± 0.3

21.1± 0.5

20.7± 1.0

17.5■ 0.9

17.1± 0.5

16.0± 0.2

16.5± 0.9

16.8± 0.8

13.6± 0.5

13.4± 0.9

1■2± 0.4

39.3± 0.8

40.2± 0.9

36.9± 1.8

38.1 ±0.9

39.4± 0.1

37.8± 0,6

36.8± 0.5

26.2± 1.1

25.6± 1.3

27.2± 0.4

27.3± 0.9

25.5± 0.5

26.6主 1.2

26.3± 1.8

24.8± 0.1

25,9± 0.5

27.5± 0.5

24.3± 1.4

26.4± 1.0

[1.001

[1.151

[1.241

[1.26〕

[1.27〕

[1.331

[1.301

[1,101

[1.08]

[1.011

[1.04〕

[1.061

[0.861

[0,841

[0.701

[1.001

11.02〕

〔0,941

〔0.971

[1.001

[0,961

[0.941

[0.67〕

[0.65〕

[0.691

[0.711

[0.651

[0.681

[0.67]

[0.63〕

[0.66〕

[0.701

10.621

[0.671

lgG

`IgG   SF
HA   lgG   SF    2.8× 105

9.5× 105

2.0× 106

1gG  SF+HA  2.8× 10S

9.5× 10S

2.0× 106

Neutrophils(3.6× 1 0Sce‖ s)on the suttaces treated under various conditions were incubated at37° C for
60 min,and Of release was measured.PIastic surfaces were pretreated at 37° C forl h wК h HA ofd‖ferent
molecular weights(M「 2.8× 105,9.5× 105,and 2.0× 106)at O.1,0.5,and 2.O mg/mI.lsttreatment wRh lgG
was cartted out at 4°C overnight and 2nd whh syno� al‖uid(SD waS37°C for l hinthe presence or
absence of卜→A of different molecular weights atthe indicated concentrations. Values are the mean tts.D.

ofthree separate experiments, where each was performed in triplicate.a)Each value in squareparenthesis
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好中球の接着に対しては ,分子量 20× 106の ヒアルロン酸 (20 mg/ml)を用いて検討 した。好中

球の接着数は,プレー トのヒアルロン酸による前処理により増加する傾向が認められたが,その他

の処理では全く影響を受けなかった (Table 13)。

Table 1 3. Effect of hyaluronan(HAl treatment of bio“ gical

surfaces on neutroph‖  adhesion

Suttace treatment Number of adherent neutrophils

(CelIS/mm2) 「Ratioi°l st    2nd

lgG

lgG+HA
lgG    HA

HA   lgG

1197± 83    [1.001

1231 ±42    [1.031

1124± 102   [0.94〕

1502± 129   [1.25]

Ｇ

Ｇ

Ｇ

ｇ

　
ｇ

　
ｇＡＨ

SF
SF+HA
SF

1095± 239   [1.001

1046± 164   [0.961

1203± 49    11.101

Neutrophils(1800 ceWs/mm2)added On the surfaces treated under

various conditions were incubated at 37° C for 60 min.Aner gentle

washing,adherent ce‖ s was counted. PIastic surface was pretreated

wnh 2.O mg/ml HA(Aガr2.0× 106)at 37° C forl h.lsttreatment wRh

igG was carHed out at4° C overnight and 2nd wnh synO� alttuid(SD

was 37° C for l hin the presence or absence of 2.O mg/mI HA(Aガ 「
2.0× 106).values are the mean tt S.D.ofthree separate experiments,

where each was performed in trip‖ cate,a)Each Value in square

parenthesis expresses the relative ratio to the appropriate control

(wnhOut HA treatment).

考 察

好中球接着表面の関節液による処理が)好中球の02産生挙動に及ぼす影響を検討した。IgGコー

ト表面を関節液でさらにコー ト処理すると,IgGコー ト表面に比較して好中球の Oゲ 産生が増強さ

れた (Table 8).プ ラスチック表面を関節液で処理しても,IgGコ ー ト表面を関節液で処理すること

により増加した量に相当する02~産生は認められなかった。またIgG/関節液コート表面上の接着細

胞数は,IgGコート表面と比較 してやや少ないことが示された (Flg.27)。 従つて関節液の 02産生

増強作用は,予め表面に結合したIgGと共働的であり,好中球の02産生機構が直接活性化された

結果と考えられる。
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関節液中には好中球の活性酸素産生を刺激する因子の存在が報告されている [116-121].こ の因子

に対する好中球の応答性は熱凝集 IgGと類似すること [116,118],関 節液を遠心 (11600× g,2～ 5

min)した上清では刺激活性が低下していること[118,120],さ らに関節液中の刺激活性は prOtein A―

アフイニテイークロマトグラフィーによりほぼ完全に除去できること[117,120]が 示されている。従つ

て関節液中の好中球刺激因子は,分子サイズの大きな,粒子性の IgG複合体及び可溶性 IgG凝集物

であると結論されている。また好中球の活性酸素産生を刺激する作用の弱い熱凝集 IsGも ,リ ュー

マチ因子で前処理することにより刺激活性が顕著に増大することが示されている [116]。 これらの

ことから,IBGコ ー ト表面を関節液によりさらに処理することにより,用いた関節液中に存在する

可能性のある免疫複合体が表面に付着し,好中球の02産生を促進することが考えられる。しかし

ながら用いた関節液は遠心 (11000× g,20 min)に より粒子性の IgG複合体が除かれており,また

Am Gel protein Aで 関節液を処理しても大部分の IgG共働性 02~産生促進活性は保持された (Table

8)。 さらに IgGコ ー ト表面を斑猟erum存在下または非存在下,熱凝集ヒトIgGで二次処理しても

02~産生増強効果はわずかであった。これは無処理ヒトIgGを用いても同様であった。従つて,関節

液中に存在するIgG共働性 02産生促進物質は免疫グロブリンタイプのものではないと推定される。

慢性関節リューマチや変形性膝関節症患者の関節液中には CRPが存在することが示されている

[135]。 また関節組織への CRP沈着も報告されている[136].CRPは 熱凝集させた場合,CRP単独では

作用を示さないが,熱凝集 IgGに よる好中球の細胞内活性酸素産生を増強することが報告されてい

る[137,138]。 そこで IgGコー ト表面を熱凝集化及び比較のための無処理 CRPに より二次処理したが ,

いずれの場合も好中球からの 02~遊離は促進されなかった。従つて IgG/関節液コート表面上での好

中球の02産生にCRPが関与する可能性も低いと考えられる。

IsGコー ト表面を関節液でさらにコートすることにより,そ こへ接着 した好中球の 02産生が増

強されるという報告例はない。しかしながら未知または既知を問わず,関節液中の何らかの成分が

IgG結合表面上に沈着した結果と考えられる。この成分の物質的特徴を調べるため,先ず関節液中

のIgG共働性 02~産生促進物質の分子量分布を SephacryI S-500カ ラムを用いて検討した.この結果 ,

関節液中の 02産生促進活性は Vo領域にやや遅れて回収され,活性成分は大きな分子サイズを持

つことがわかった (Fig,28)。 一般的に巨大分子は糖とタンパク質の複合体である場合が多いので ,

カラムから溶出された活性成分をプールし,糖質分解酵素及びプロ>アーゼに対する感受性を検討

した。この結果,trypsin及び actinaseに より02産生促進活性が失われた (Table ll)。 従って活性成

分の構成要素 としてタンパク質の存在が示された。糖質分解酵素では,用 いた酵素の中で

0-glycanaseのみが失活させた。これらのことよりIgG共働性 02~産生促進物質は,タ ンパク質骨格
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の serineま たはthreonineに galactose(β l→ 3)丼 acetylgalactosalnine残基が 0-グ リコシド結合した

ムチン型糖鎖を持つ glycoconJugatesで あることが示唆された。02~産生促進物質の表面沈着状態と

してぅIgGが糖鎖を認識して結合し,外部ヘタンパク質部分を露出させるものぅまたは逆にIgGと

タンパク質部分の相互作用により結合しぅ外部へ糖鎖を露出させるものが考えられる.いずれの場

合でも活性成分中の精鎖とタンパク質部分が結合していることが活性発現に必須であると考えら

れる。

IsGコ ート表面とIgG/関節液コート表面での好中球の02産生は飩aurosPorine及 びH-7に より強

力に抑制された (Table 9)。 しかしながら表面上への接着細胞数は影響を受けなかった (Table 10)。

従つて表面接着後の好中球の02~産生経路にはprotein kinase Cが 関与することが示された。カルモ

ジュリン拮抗剤であるW7も 強力に 02産生を抑制したが,こ れはW7添加により好中球の接着が

ほぼ完全に抑制されたことと関連するものと考えられる。Phosphatase阻害剤の影響を検討したと

ころ,okadaic acidは IgGコート表面とIgG/関節液コート表面のいずれに対しても接着細胞数に影

響しなかつた。一方 calyculin Aに は強い細胞接着抑制作用が認められ,これらの現象はOゲ産生量

と相関していた。Caluculin Aと okadaic acidは phosphatase type-2Aに 対する阻害力は同程度だが,

phosphatase type-1に 対してはokadaic acidの阻害作用は弱く,calyculin Aは より強力な阻害作用を

示す [139].従つて好中球の接着に対して phOsPhttase type-1が 重要な働きをしていると考えられる。

また calyculin Aに よる細胞接着抑制はIgG/関節液コー ト表面で強 く見 られ ることよ り,

phosphataseの 関与の程度も表面コートの違いによって異なるものと考えられる。Okad� c acidは

IgG/関節液コート表面での好中球の02産生を弱く阻害したがぅNADPH oxidaseの 活性化に必要な

タンパク質であるp47?んοχとp67?ん餌ぅ及び prOtein kinase Cの 細胞質から細胞膜への移行を部分

的に抑制している可台旨陛もある[140].

種々のタンパク質性細胞外マ トリックスでコートされた表面上での接着好中球の活性酸素産生

に対して,好中球表面上に発現されているβ2イ ン>グ リンが重要な役割を果たすことが報告され

ている[141,142]。 本研究においてもβ2イ ンテグリンに共通のサブユニットであるβ鎖の抗体 allti_

O剪 8は好中球の接着及び02産生を抑制し,その作用は特にIgG/関節液コート表面で顕著であつ

た(Table_9及 び -10)。 一方,LFA-1(CDHa/CD18)α 鎖を認識するanti_CDllaは 細胞接着を全く抑

制しなかつたことより,関節液中の IgG共働性 02~産生促進物質は Mac_1(CDllb/α 剪8)ま たは

P150,95(CDllc/CD18)の リガンドである可能性が示唆される。Anti― CDllaは好中球の接着性には

影響しないが,02産生に対しては抑制作用を示した。細胞上の LFA-1がぅ接着性とは無関係に接

着表面上での02産生に影響しているかも知れない。
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細胞膜透過性の cAMPア ゴニス トである di― Bt―cAMPと ,アクチン重合阻害剤である cyto―

chalasin B[93]は ,好中球の接着数と02~産生量に対して同じ抑制挙動を示した。Cytochalasinは ,好

中球の基質表面への接着に影響することな く接着表面での細胞の伸展性を阻害し,02~産生を抑制

することが報告されている[143-145].cAMPも 細胞骨格の再構成と好中球の接着表面上での伸展性

に阻害的であること [143,1窮 ],ま たcAMPは好中球の 02~産生を prOtein kinase Cの 作用位置より下

流で抑制することが報告されている [147]。 これ らの報告と)cytochalasin B及 び di― Bt―cAMPが IgG

コー ト表面で好中球の接着数に影響することなく02産生を阻害する結果とは良く一致する。しか

しながらIgG/関節液コー ト表面では接着好中球数を減少させ ,、 それに応じた 02~産生量の低下が認

められた (Table_9及び -10)。 関節液でコー トすることにより,好中球の接着しにくい表面状態になっ

たものと推定される。好中球の活性酸素産生や伸展性を抑制することが報告されている tyrOsine

kinase阻害剤 genisteinの 作用様式も,cytochalasin Bや di― Bt―cAMPと 比較的類似していた。また百

日咳毒素はアクチン再構成に影響 しないと報告されているが [1縄],その作用は genisteinと 近似し

ていた。

異なる22例の忠者の関節液を用いて IgG共働性 02産生促進活性を調べた。用いる関節液により

全く活性を示さないものから,IgGコー ト表面に比べて約 22倍の02産生促進活性を示すものま

で個人差が認められた(Fig 26).忠 者の病態との関連
j陛に興味が持たれる。

最後にぅ好中球接着表面のヒアルロン酸処理が好中球の 02産生に及ぼす影響を検討した。この

結果,IgG及 び関節液で表面コー トする際に 01～20 mg/mlの分子量の異なるヒアルロン酸 (猛

20× 106,95× 105及 び 28× 105)を 共存させると)好中球の02産生が抑制された (Table 12).ヒ ア

ルロン酸処理表面をIgG,引 き続いて関節液でコー トする場合,及び IgGコ ー ト表面をヒアルロン

酸で後処理する場合には高分子量ヒアルロン酸 (猛 2.0× 106)の み抑制作用を示 した。好中球の接

着に対 しては ,いずれの場合でも分子量 20× 106の ヒアルロン酸 (20 mg/ml)は影響 しなかった

(Table 13)。 これらのことより,先ずヒアルロン酸は IgG,及び関節液中の IgG共働性好中球活性化

物質の沈着を抑制する可能性がある。この作用に対して,検討した範囲ではヒアルロン酸分子量の

影響はないと考えられる。第 2の可能性として,好中球接着表面上に固定化されたヒアルロン酸と

好中球上のヒアルロン酸レセプターとの結合により,直接的に好中球の 02産生が抑制されること

が考えられる。ヒアルロン酸レセプターは細胞骨格と会合していることが報告されている [57-59].

従つて,巨大分子であるヒアルロン酸が複数のレセプターと結合することにより,複数のアクチン

フィラメントがクラスター状態を形成することが推測される(Schema IH参 照)。 このような状態は

アクチンの再構成に影響を与え,好中球の02産生を抑制することが考えられる。この場合 ,1分
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子のヒアルロン酸が,あ る一定数以上のヒアルロン酸レセプターと結合する必要があると仮定すれ

ば,高分子量ヒアルロン酸 (猛 20x106)の み 02産生を抑制したことを説明できるものと考えられ

る。本研究ではヒアルロン酸がプレー ト表面に固定化されていることを確認していない.用いた好

中球上にヒアルロン酸レセプターが存在することも確認していないが,ヒ アルロン酸レセプターの

ひとつであるα剪4[12,13]が ヒト末梢血好中球に存在することが報告されている [149]。 また関節液

中にはヒアルロン酸が含まれるがぅこの内在性ヒアルロン酸の関与については明確でない。しか し

ながら,炎症性関節症において関節内に注入した高分子量のヒアルロン酸は,関節組織に接着した

好中球が産生する活性酸素による組織傷害を軽減することが示唆される。

Schema III. Interaction of surface‐ coated HA with neutrophil

叫
ん

［
２０

△
Ｔ
Ｉ
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結 論

関節液の主要構成成分のひとつであるヒアルロン酸が)関節炎症に関連した諸現象に与える影響

について肋ソj″οモデル系を用いて検討した。

炎症とプロスタグランジンは密接に関連している。そこで変形性膝関節症患者由来の滑膜細胞を

用い,エイコサノイ ド生合成前駆体であるアラキドン酸の細胞膜リン脂質からの遊離に対するヒア

ルロン酸の影響を検討した.ヒ アルロン酸は [HClアラキ ドン酸標識 した細胞からのブラジキニン

刺激による [Иqァラキドン酸遊離を,反応後 lh以降で抑制した。この抑制効果はヒアルロン酸濃

度及び分子量に依存していた。しかしながらヒアルロン酸の抑制作用は単に粘度にのみ起因するも

のではなかつた。ヒアルロン酸は滑膜細胞と[3H]ブラジキニンの結合に影響せず ,また滑膜細胞に

よる [HC]アラキドン酸取 り込みにも影響しなかつた。ヒアルロン酸による [HC]アラキドン遊離抑

制は,滑膜細胞を A23187で 刺激した場合にも認められた。これらのことより,ヒアルロン酸は細

胞膜におけるホスホリパーゼ活性に影響を与える可能性が示唆された。細胞外に遊離されたアラキ

ドン酸は関節腔内に濠潤した活性化好中球などに取リムまれ,炎症性プロスタグランジンヘ変換さ

れる。従つて高分子量のヒアルロン酸は関節腔内において抗炎症作用を有するものと考えられる。

炎症性関節症の特徴である軟骨分解は,部分的には浸潤した好中球に起因する。そこでラット腹

腔好中球によるウシ鼻中隔軟骨分解に対するヒアルロン酸の影響を検討 した。FMLP/cytochalasin―

B,opsonized zymosanぅ TPAま たは A23187で 活性化した好中球を軟骨とともに 18hま で培養し

た.活性化された好中球による軟骨分解はヒアルロン酸により濃度及び分子量依存的に抑制された .

Opsonized zymosallを用いた場合,低分子量ヒアルロン酸 (猛 28× 10。 )は軟骨分解を抑制せず,高

分子量ヒアルロン酸 (猛 20x106)は軟骨分解を約 2h遅らせる作用様式を示した。予め貪食させ

た好中球に対してはヒアルロン酸は抑制作用を示さなかつた。ヒアルロン酸の粘性が軟骨分解抑制

に重要であると考えられる。ヒアルロン酸の軟骨分解抑制パターンは,opso�zed zymosan,TPA及

び A23187を 刺激剤として用いた場合,相互に近似 していた。融【LP/cytochalasin Bを用いた場合 ,

ヒアルロン酸は軟骨分解を少なくとも 18h抑制した。ヒアルロン酸は好中球への曲 ILPの結合に

影響せず,ま た予め曲 ILPで刺激した好中球に対しても軟骨分解抑制作用を示した。これらのこと

よリヒアルロン酸の抑制作用には,粘度に起因するものに加え,粘度以外の細胞に対する直接的な

作用もあるものと推察される。高分子量のヒアルロン酸は,関節腔に浸潤した好中球による軟骨分

解に対して保護的であると考えられる。
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炎症性関節症では関節軟骨への好中球の接着が認められる。そこで関節液及びヒアルロン酸によ

る好中球の接着表面処理がぅ接着好中球の 02産生に及ぼす影響について検討した。関節液中には

表面にコー トされた IgGと共働してぅ好中球の02産生を促進する物質が存在することを見いだし

た。この02産生促進物質は高分子でありぅムチン型糖鎖を持つ glycoconJugatesで あると推定され

た。IgG及 び関節液で表面コー トする際にヒアルロン酸を共存させるとぅ好中球の02産生が抑制

された。表面をヒアルロン酸前処理後ぅIgG及 び関節液でコー トした場合,及び IgGコー ト表面を

ヒアルロン酸で後処理した場合には高分子量ヒアルロン酸 (猛 20x106)のみが 02~産生を抑制した。

ヒアルロン酸 (猛 20× 106)処理による好中球の接着抑制は認められなかった。これ らのことより,

ヒアルロン酸は IgG及び関節液中の IgG共働性 02~産生促進物質の表面沈着を抑制するか,あ るい

は表面コー トされたヒアルロン酸が直接的に好中球の02産生を抑制する可能性が示唆された。高

分子量のヒアルロン酸は,関節組織に接着した好中球の産生する活性酸素による組織傷害を軽減す

るものと考えられる。

以上の結果より,炎症の進展にともなう組織傷害に対して高分子量ヒアルロン酸は組織保護的

な作用を持つものと考えられる。言い換えると,高分子量ヒアルロン酸は生体由来の抗炎症剤と位

置づけることができるかも知れない。炎症1陛関節症では関節液中のヒアルロン酸が濃度低下や低分

子化を起すことが知られている。一方ぅ炎症にともなう発熱や関節液中へ遊離される炎症性サイ ト

カインは,滑膜細胞のヒアルロン酸合成を促進することが知られている。これらの現象は炎症の修

復過程のひとつであり)生体の恒常性維持作用の一環であると推察される。またぅ炎症により量的

に減少した高分子量ヒアルロン酸を外部より補うことにより,炎症反応による自己組織傷害を抑制

できる可能性が考えられる。
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