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機械的ストレスによる軟骨障害に対するヒアルロン酸の

軟骨保護作用

三木良久

近畿大学医学部整形外科学教室

抄録

変形性関節症の治療薬としてヒアルロン酸 (hyaluronan，HA)の関節内注入療法が広く使用されている.しか

しその作用機序については不明な部分が多い.我々の研究室では以前より変形性関節症の病因に，局所における機

械的ストレスが重要な影響を及ぽすことを報告するとともに，活性酸素種 (reactiv巴oxygenspecies， ROS)がそ

の情報を伝達することを明らかにしてきた.そこで本研究では，機械的ストレスを軟骨組織に与えた時の軟骨代謝

に対する HAの作用を検討することにした.すなわちウシ関節軟骨組織に圧迫負荷を加え，基質合成能・ROSの産

生などを計測した.その結果軟骨組織に対する圧迫負荷は，まず軟骨細胞における基質合成能を抑制し， ROS産生

を克進させた.しかし HAは基質合成能を回復させるとともに， ROS産生を明らかに抑制した.したがって， HA 

は抗酸化作用を発揮することにより，軟骨保護作用を有することが示された.
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変形性関節症は，運動器において最も頻度の高い

疾患の一つである.患者の ADL.QOLを著しく低下

させるため，高齢社会を迎え大きな社会的問題とな

っている.本疾患は関節軟骨を中心とした関節構成

体における，退行性および進行性病変が混在した，

慢性かつ進行性の疾患である.その原因としては加

齢，全身的因子，遺伝的素因などがあるが，最も影

響を及ぽしているのは機械的ストレスである.機械

的ストレスが生体に及ぽす影響として， Wolffの法

則が知られている.即ち，荷重部の骨量は増加する

が，非加重部の骨は徐々に吸収される軟骨や血管，

筋肉などでも，力学的な影響を受けてその機能や構

造が変化することが明らかになりつつあるが，その

詳細は不明である.

関節軟骨は主として軟骨細胞と細胞外基質で構成

されている.細胞外基質には2種類の主要構成成分

がある.1つは線維成分で， 11， IXおよびXI型など

の軟骨特有のコラーゲンから成り，軟骨に剛直性を

与えているもう 1つは軟骨細胞より生産されたプ

ロテオグリカン (proteoglycan，PG)で，分子量約
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22万のコア蛋白にグリコサミノグリカン

(glycosaminoglycan， GAG)であるコンドロイチン

硫酸鎖およびケラタン硫酸鎖が共有結合し，分子量

は計220万におよぶ.PGは強い保水力を有してお

り，荷重に対して水分の出し入れを行い関節軟骨特

有の粘弾性を保持している.また PGはヒアルロン

酸(hyaluronan，HA)とリンク蛋白を介して結合す

ることより，巨大なプロテオグリカン会合体

(proteoglycan aggregate)を形成する 3.4，5

活性酸素種 (reactiveoxygen species， ROS)は

酸素が代謝される過程で体内に生じる物質で，スー

パーオキサイドアニオン(superoxideanion : O2一)， 

ヒドロゲンパーオキサイド (hydrogenperoxide: 

H202)などが知られている.スーパーオキサイドア

ニオンに対する中和作用を発揮するスーパーオキシ

ドジスムターゼ (superoxidedismutase， SOD)な

どの抗酸化物質の働きが十分でないと組織障害が生

じる.近年，老化・癌・動脈硬化・リウマチなど多

くの疾患において ROSの関与が示唆されている

が九変形性関節症の発症に対する ROSの関与につ

いての報告は， ROSによる軟骨破壊の促進24など少

数報告されているのみであり，またその詳細なメカ
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ニズムは解明されていない.ROSとして，広義には

一酸化窒素 (nitricoxide : NO)もROSに含まれ，

NOとスーパーオキサイドアニオンが反応すること

で，パーオキシナイトライト (peroxynitrite: 

ONOO-)が形成される.

我々の研究室ではこれまで局所における機械的ス

トレスが，変形性関節症発症に重要な因子と考え研

究を重ねてきた最初にコンピューター制御により

任意の条件で細胞に周期的牽引負荷を加えることが

出来る Flexer-cell Strain Unitを導入し検討し

た8へその結果，軟骨細胞に対する軽度の負荷は PG

合成能を増加させ，逆に高度の負荷はそれを低下さ

せるという知見を得た10 また軟骨組織に対して周

期的圧迫負荷を加えることの出来る Biopress sys-

tem (Flexercell@ Compression Plus ™ System， FX 
-4000(TM)を用い，軟骨組織への周期的圧迫負荷に

おいても軽度の負荷は PG合成能を増加させ，逆に

高度の負荷はそれを低下させるという知見を得

た11 さらに圧迫負荷により ROSが産生され，抗酸

化薬であるエプセレンによって ROSを抑制すると

PG合成能が回復することも報告した 11 この結果に

より ROSによる PG合成抑制効果が示唆された.

HAが臨床に使用されるようになってから20年以

上が経過しており，その臨床的な有用性は明らかで

ある.しかし，HAが変形性関節症に対して真に軟骨

保護作用を有しているかどうかは不明で、ある.そこ

で，本研究では機械的ストレスによって生じる PG

合成能の変化と ROS誘導を HAが修飾するかどう

かを検討することを目的とした.

材料と方法

軟骨の器官培養

ウシ(生後10ヶ月)の関節軟骨を前足部MP関節

より無菌的に採取した.この際フェザー(大阪)の

10番努万を用い，用手的に関節面から直径5mmの

範囲を全層軟骨として切り出した.シャーレ上， 10 

%ウシ血清(HyClone，US)添加Dulbecco's

modified Eagle's medium (Gibco， US)にて平衡

状態に達するまで2rcで5%02飽和水蒸気圧の条
件下で3日間培養した.

軟骨組織に対する周期的圧迫負荷

器官培養した軟骨を Flexercell@ Compression 

Plus ™ System， FX -4000C™専用の各ウェルに l

個入れ圧迫を加えた.このシステムはコンビュータ

ー制御の空気圧にてシリコンの膜を押し上げ，検体

にピストンとプレート (Biopress™ culture plates) 

間で任意の圧力と周期の圧迫を加えるシステムであ

る(FlexcellInternational， Hillsborough， NC) 12. 

蛍光HAを用いた HAの軟骨への浸潤の観察

蛍光標識された HA(分子量170万，中外製薬より

提供)を血清無添加培養液中に100ぃg/mlの濃度で
添加し，ウシ関節軟骨に圧迫負荷 (3.4MPa， 0.5 

Hz， 0.5~12時間)を加え， 6\>>ffi の厚さで表層から

深層へ垂直に切り出した凍結切片を風乾し，標本を

作製した.これをレーザー顕微鏡LSM5PASCAL 

Laser Scanning Microscope (200 m Wアルゴンレ

ーザーZEISS)を用い487nmで励起し， 525 nmの

FITCフィルターで観察した.

PG合成能の観察

血清無添加培養液中にウシ関節軟骨を入れ，異な

る濃度 (30，100， 1000， 3300ぃg/mI)の HA(分子
量190万，中外製薬より提供)を添加し，周期的圧迫

負荷 (3.4MPa， 0.5 Hz， 12時間)を加えた.処理

後のウシ関節軟骨を3回洗浄後，血清無添加培養液

に [35SJ硫酸185KBq/ml (PerkinElmer， US)を

添加し 4時間培養した.その後培養液を吸引し，

軟骨片を Phospate-BufferedSaline (PBS)で3回

洗浄後パパイン (300¥>>g/ml， SIGMA， US)を添加

し， 48時間650Cの条件化で振重させて処理した.2.0 

mlの可溶分画分に Cetylpyridinium Chloride 

Monohydrate (CPC， SIGMA， US) (10%) 0.2 ml 

を加え，室温で30分間振畳し反応させた.フィルタ

ー (WhatmanGF /F)で沈殿物を回収し，さらに 1

%CPCで5回洗浄した.フィルターを白熱灯下で

乾燥させ，エコノフロー(デュポン)5mlを加え，

液体シンチレーションカウンターを用いて放射活性

を測定した13 さらに培養液2.0mlにCPC(10%) 

0.2mlを加え沈殿物を回収し，培養液中に漏出した

PGを同様の方法で測定し， HAの濃度による違い

を比較した.

培養液中の ROSの観察

血清無添加培養液中にウシ関節軟骨を入れ，異な

る濃度(1.0，2.0， 3.3， 5.0 mg/mI)の HAを添加

し，周期的圧迫負荷 (3.4MPa， 0.5 Hz， 2時間)

を加えた.処理後の培養液中の活性酸素は活性酸

素・フリーラジカル自動分析装置FRAS4(Wismer-

11)を用いて測定し， HAの濃度による違いを比較し

た.この装置は検体中のヒドロペルオキシド濃度を

呈色反応で計測し，酸化ストレス度の状態を総合的

に評価するものである.その仕組みは，呈色クロモ

ゲン， N，Nジエチルパラフェニレンジアミンがフリ

ーラジカルにより酸化され，無色から赤紫色のラジ

カノレ陽イオンになる.これを光度計で計測し， ヒド

ロペルオキシドの量を定量化し，結果の単位は U.

CARRというこの装置特有の単位で表示される14

組織中の ROSの観察
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血清無添加培養液中にウシ関節軟骨を入れ，異な

る濃度 (100，1000， 3300I1g/ml)の HAを添加し，

圧迫負荷 (3.4MPa， 0.5 Hz， 2時間)を加えた軟

骨片を 96wellプレートにそれぞれ1枚ずつ入れ，蛍

光色素である 5-(and-6) -ch1oromethy1-2'， 7'-dich-

1orodihydrof1uorescein diacetate， acety1 ester 

(CM-H2DCFDA， invitrogen， US)を5ぃMの濃度
で15分間処理した.検体を WallacARVO™ MX-2 
1420乱1ULTILABELCOUNTER (Perkin E1mer) 

を用い485nmで励起し， 535 nmで検出を行った.

ウエスタンプロッティングによるニトロチロシンの

定量

ニトロチロシンは，生体内タンパク質のチロシン

残基がニトロ化されたものであり，生体内における

炎症，一酸化窒素 (NO)の産生と関連する.NOは

スーパーオキサイドと反応し，パーオキシナイトラ

イト (ONOO-)を生じる.パーオキシナイトライト

はその反応性の高さにより関節軟骨の退行性変化に

深く関係していると報告されている 2口しかし，生

体内のパーオキシナイトライトを直接計測すること

は困難である.そこで，パーオキシナイトライトが

アミノ酸のチロシン残基をニトロ化し，ニトロチロ

シン (nitrotyrosine)を生成することに着目し，酸

化ストレスの示標としてニトロチロシンの測定を行

った.本研究では，蓄積された酸化ストレスの定量

を目的に，ウエスタンプロッティングを用いてニト

ロチロシンの検出をf子った.

血清無添加培養液中にウシ関節軟骨を入れ， HA 

(100阿 /m])を添加し，圧迫負 (3.4MPa， 0.5 Hz， 

3時間)を加えた.処理後の軟骨片は， 9 M Urea， 

30mM DTTから組成されるサンプリングパップ

ア1内に保存し，マイクロホモジェナイザーを用い

て破砕した.その後，等量のサンプリングパップア

2 (Sampling Buffer so1ution ; W AKO社， #196-

11022)と混和し， 100
0

Cで5分間加熱した.続いて，

15，000 rpm， 4 oCで10分間遠心し，上清を分離，検体

とした.ニトロチロシンは， SDS-PAGEf&tこウェッ

ト式の転写を行い，化学発光試薬を用いて検出した.

詳細な方法を以下に示す.上記の検体10凶を10%ア

クリルアミドゲル(分離パップア6.24m1， 30%アク

リルアミド3.68m1， 100 11110% SDS， 10% Ammo-

nium persulfite 100 uL， NNNNテトラメチルエチ

レンジアミン15u])にて40mA，1時間電気泳動を

行い，続いて100V， 1時間の条件でPVDF膜(GE

hea1thcare社， Hybond-P)に転写を行った.転写後

のPVDF膜は洗浄，ブロッキング(ブロックエー

ス;大日本製薬)に続き，抗ニトロチロシンモノク

ローナノレ抗体 (CALBIOCHEM社，希釈倍率 1

1000)にて室温で6時間震壷しながら一次免疫を行

った.その後， 0.5% Tween-20含有PBSで3回洗

浄し， Horse Radish Peroxidase (HRP)標識抗マ

ウス IgGヤギ抗体を室温で1時間反応させた.反応

後， 0.5% Tween-20含有PBSで3回洗浄し，ルミ

ノールと過酸化水素(ECLP1us Western B10tting 

Detection System， GE hea1thcare社)を用いて化

学発光 (ECL)を誘起した.発光はX線フィルムを

用いて検出した.上記により得られたニトロチロシ

ンのバンドは， Mode1 840/860 Typhoon™ Imager 
(Amersham Pharmacia Biotech社)にて数値化，

定量を行った.

免疫組織化学 (HRP標識)

血清無添加培養液中にウシ関節軟骨を入れ， HA 

(100いg/ml)を添加し，圧迫負 (3.4MPa， 0.5 Hz， 

3時間)を加えた.処理後の軟骨片は， 6ぃmの厚さ
で作製した凍結切片を風乾後，中性ホルマリン

(WAKO社)にて30分間固定した.固定処理後， PBS 

(一)で10分間洗浄し，続いて Methano1(W AKO社)

とH202 (WAKO社)を 7: 3で混合した溶液を加

え， 30分間Quenching処理を行った.この処理によ

って細胞内在性のペルオキシダーゼ、を失活させた.

PBS (一)で3回洗浄後，スライドをブロックエー

スに浸し，室温で60分間放置することで B10cking

処理を行なった.B10cking処理後， PBS (-)にて

3回洗浄した.続いて， 10%ブロックエース添加

PBS(一)に100倍希釈した抗ニトロチロシンモノク

ローナル抗体を加え， 4Tで12-16時間処理すること

で1次抗体処理とした.一次抗体処理後， PBS( -) 

で3回洗浄し10%ブロックエース添加PBS(一)に

750倍希釈した HRP標識抗マウス IgGウサギ抗体

(Santa Cruz biotechno1ogy社)を加え，室温で60

分間処理することで2次抗体処理を行った. 2次抗

体処理後， PBS(一)にて 3回洗浄し，次に HRP発

色反応を行った.HRP反応液は， DWO.5m1に50111

Enhance Orange Buffer So1ution [KPL， 71-00-

07J， 10 111 DAB-C so1ution [KPL， 71-00-13J， 10 

111 Peroxidase so1ution [KPL， 71-00-09J加えて

混合することで調整した.同様の実験区に 2次抗体

処理のみを行い，反応液を加えたものをネガティブ

コントロールとして使用した.これを光学顕微鏡

BX51 (OL YMPUS)で観察した.

統計学的解析:各グラフは，複数反複実験より得ら

れた結果の平均値土標準偏差 (mean::tSD)で表し

た.比較実験区間の統計学的有意差は， JMP (SAS 

institute J apan)を用いて Tukey-KramerHSD多

重比較検定を行い，コントロール区(非圧迫， HA非

添加区)と任意の実験区間の比較は Dunnetttestを
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た.しかし，30分の圧迫負荷 (3.4MPa， 0.5 Hz) 

により蛍光標識 HAは軟骨組織深層(約300ぃm)ま
で浸透し，その後圧迫負荷を継続しでも細胞周囲に

留まる事が観察された(図 1).

次に，圧迫負荷を加え PG合成能の変化を観察し

た.軟骨組織中での PG新規合成量は圧迫により1/4

程度に減少し (P<O.Ol)， HAの添加はこれを濃度

依存性に回復させた (P<O.Ol).本実験における最

大濃度添加区である3300μg添加時には，非添加区
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用いて行った.尚，それぞれの試験は，one-way 

ANOVA testを合わせて実施した.

土
ロ
φ
#叩 果

ウシ関節軟骨に圧迫負荷 (3.4MPa， 0.5 Hz， 12 

時間)を加えた.同時に蛍光標識された HAを添加

し，軟骨基質への浸透を検討した.圧迫負荷を加え

なかった軟骨では，蛍光標識HAは軟骨表面(約20

いm) に留まり，基質内への浸透は観察されなかっ

表
層

深
層

C+15Hr 

蛍光標識HA添加による，HAの軟骨組織への浸透の観察.
ウシ関節軟骨に圧迫負荷 (3.4MPa， 0.5 Hz)を加え，蛍光標識された HAを添加し，軟骨基質
への浸透を検討した.C-15 Hr;圧迫負荷なし，HA添加15時間後に観察，C+30 min ;圧迫負荷
あり，HA添加30分後に観察.C+15Hr;圧迫負荷あり，HA添加15時間後に観察.スケールパ
ー=50f.Lm.

C+30min C-15Hr 

図1

Mean ::t: S.D 

a-d ， P<O.01 (Tukey-Kramer HSD and Dunnett 
test with one咽 ayANOVA)

HA添加による，軟骨中における PG合
成量の変化.
ウシ関節軟骨に圧迫負荷(3.4MPa， 0.5 
Hz， 12時間)を加え， [35S]硫酸の取り
込み量を測定することにより軟骨基質の

主な成分である PG合成能の変化を観察
した.平均値と誤差範囲 (S.D)を示す
(N=6). a， b， c， d 異なるアルフ
アベット聞において，危険率0.01以下で
有意差を認めた.
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HA添加による，培養液中における PG
合成量の変化.
ウシ関節軟骨に圧迫負荷(3.4MPa， 0.5 
Hz， 12時間)を加え，培養液中の [35S]
硫酸の取り込み量を測定することによ
り，軟骨基質の主な成分である PG合成
能の変化を観察した.平均値と誤差範囲
(S.D)を示す(N=6).a， b， c， d 
異なるアjレフアベット聞において，危険

率0.01以下で有意差を認めた.
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ROSを測定した.その結果，統計的有意差は認めら

れなかったが，培養液中の ROSは圧迫負荷により，

増加傾向が認められた.また培養液中における ROS

の産生に対する HAの中和効果も

は認められなかったものの，濃度依存的に低下させ

る傾向が認められた(図4入

続いてウシ関節軟骨に圧迫負荷 (3.4MPa， 0.5 

Hz， 2 時間)を加え，蛍光色素 CM~H2DCFDA を

機械的ストレスによる軟骨瀦筈に対するとアルロン酸の軟骨保護作用

とくらべ， PG合成量が約2.5告に上昇した(図 2).

さらに，培養液中に新規に合成された PGを定量し

たところ，軟骨中同様，圧迫負荷による

量の低下が認められたが， HAを加えることによっ

て濃度抜存性に回復した (P<O.Ol;図3).

次に HAの抗酸化作用について検討した.ウシ関

節軟骨に圧迫負荷 (3.4問Pa，0.5 Hz， 2時間)を

加え，そこに様々の濃度の HAを加え，培養液中の

ウシ関節軟骨の圧迫負荷による培養液中

の活性酸素種 (ROS)の発生と， HAに
よる ROSの中和効果.
ウシ関節軟骨へ底追負荷(3.4MPa， 0.5 
Hz， 2時間)を負荷後，様々な濃度のHA
を加え，培養液中のROSを測定した.平
均値と誤差範囲 (S.D) を示す (N 6). 

圧迫負荷を加えると ROSの発生は増加
傾向を認め， HAの濃度依存性に ROS
の発生を抑制する傾向を認めた.
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ウシ関節軟骨の圧迫負荷による軟骨中の

活性酸素種 (ROS)の発生と， HAによ
るROSの抑制効果.
蛍光色素 CM~H2DCFDA を用い，軟骨

組織中における ROS発生量の測定.
軟骨総織に圧迫負荷(3.4MPa， 0.5 Hz， 
2時間)を加え，軟骨組織中の ROSをil!U
定した.平均値と誤差範酉 (S.D)を示す
(N 4).全実験夜間において危険率0.01

以下で有意差を認めた.
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添加し，軟骨組織中の ROSを測定した.すべての実

験区間で有意差を認め (P<O.Ol)，圧迫負荷により

軟骨組織中の ROSは圧迫負荷を加えていないもの

と比べ約3.5倍に著明に増加し， HAの濃度依存性に

明らかに抑制されることが観察された(図 5).

ウエスタンプロッティングによるニトロチロシン

の定量をおこなった.その結果，圧迫負荷(3.4MPa， 

0.5 Hz， 3時間)がニトロ化タンパク質の総量を約

2倍に上昇させること (P<0.05)，また，HA添加

(100ルg/ml)がこれを有意に回復し，非圧迫時と同

等の量にまで低下させることが明らかとなった(図

6) • 

免疫組織化学的にニトロチロシン発現を観察した

ところ，圧迫負荷 (3.4MPa，0.5Hz， 3時間)に

よりニ トロチロ シン(図 7矢印の頼粒状に染色され

た部分)は産生され，HA (100仲g/ml)の添加によ

って抑制された.

これらにより HAには抗酸化作用があり，抗酸化

作用を通じて軟骨保護作用を発揮していることが観

察された.

考 察

関節軟骨には血管が無く ，軟骨細胞は関節液を介

した拡散により，酸素や栄養分を供給されている.

この拡散が起こるためには機械的スト レスが重要な

役割を担っている.我々の研究室では弱い圧迫負荷

図7 免疫組織化学染色による，ニトロ
化タ ンパク質の観察.
ウシ関節軟骨に圧迫負荷 (3.4
MPa， 0.5 Hz， 3時間)を加え，
抗ニトロチロシン抗体を用いた免
疫染色によりニトロチロシンの産
生を観察した.矢印部に穎粒状に
染色されたニトロ化タンパク質の
蓄積が認められる.Com=圧迫負
荷，HA=ヒアルロン酸 (100仲g/
mI) 

(0.5MPa)は軟骨の基質合成能を活性化させ，逆に

強い圧迫負荷 (2MPa) を加えると軟骨の基質合成

能が低下するという知見を得た 11 また，適度な走行

を許可した家兎では非負荷の対照と比較して軟骨基

質合成能が上昇したという報告15や，ビーグル犬に

1日20kmという過度の走行加えた所，軟骨基質合

成能は逆に低下したという報告がある 16 このよう

に適度な機械的ストレスは軟骨の恒常性の維持に不

可欠であるが，過度の機械的ストレスは軟骨変性を

惹起することが明らかである.そこで今回は3.4

MPaという，器官培養した軟骨組織に強度の機械的

ストレスを加え実験を行った所，やはり軟骨基質合

成能は低下した.しかしそこに HAを加えると軟骨

基質合成能は回復した.今回使用した HAは分子量

190万で，現在本邦で使用されている HAの中でも

最も分子量が大きい.この様な高分子の物質が軟骨

基質内に浸透し，軟骨細胞に直接作用することを証

明する必要がある.そこで蛍光標識された HAを用

い，圧迫負荷を加えると30分という短時間で軟骨組

織の深層にまでHAは浸透し，圧迫負荷を継続しで

も細胞周囲に留まっている事を確認した.これによ

りHAは細胞に直接作用し，軟骨保護作用を発揮し

ている可能性が示唆された.

HAは関節内では滑膜B細胞が生産する関節液の

主成分である.HAの含有量が高いことが関節液に

おける粘弾性の主因と なっている.変形性関節症や
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関節リウマチなど関節破壊性疾患では，関節液中の

HAはその分子量や濃度が低下している.そこで

HAを注入することによって，関節液の機能回復が

図られるというのがこれまでの HAの作用機序に

関する考えである.この他にも，HAには軟骨表層の

物理的な保護や運動時の潤滑作用があることが知ら

れている 17 またこのような物理的作用のみでなく，

HAは細胞代謝そのものに対する作用を有すること

も知られており，これまでにも，細胞増殖・間葉系

細胞から軟骨芽細胞への分化促進山培養軟骨細

胞において PG合成の促進山0，ROSの誘導の抑

制21などが報告されている.今回我々は，軟骨組織に

おける HAがROS抑制効果をもたらすことを明ら

かにした.すなわち培養液中に放出された ROSは

減少傾向にあり，軟骨組織中の ROSはHAにより

明らかに減少した.またウエスタンプロット，免疫

組織化学によるニトロチロシンの測定を行い，強い

機械的ストレスにより誘導されたニトロチロシンを

HAは抑制した.前述の通り，ニトロチロシンはタン

パク質のチロシン残基がROSの1種であるパーオ

キシナイトライトによってニトロ化されたものであ

り， ROS産生の示標となる.よって，このことから

もHAは強い機械的ストレスにより誘導された

ROSを抑制するという一連の結果を得た.

以上より，軟骨に対する強い機械的ストレスに対

して， HAは軟骨細胞に対して ROSを抑制する抗

酸化作用を発揮し，それによって軟骨細胞の基質合

成能を回復させることにより軟骨を保護するという

働きが明らかとなった.
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