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序論  

 
 ヒ ア ル ロ ン 酸 (HA)は 、グ ル ク ロ ン 酸 (GlcA)と N-ア セ チ ル グ ル コ サ
ミ ン (GlcNAc)の ２ 糖 体 単 位 が 結 合 し た 分 子 量 800~900 kDaの 多 糖 体
で 、 生 体 内 の 多 く の 組 織 、 器 官 に お け る 発 現 が 認 め ら れ る が 、 と り
わ け 皮 膚 、臍 帯 、硝 子 体 液 、関 節 滑 液 、軟 骨 、肺 、肝 臓 、腎 臓 、脳 、
筋 肉 、 基 底 膜 、 血 管 周 囲 な ど に 高 濃 度 に 存 在 し て い る 。 ま た 、 結 合
組 織 中 の 主 要 な 細 胞 外 基 質 成 分 の ひ と つ で あ り 、 粘 弾 性 、 保 水 性 、
膨 張 性 な ど の 物 理 化 学 的 性 質 の み な ら ず 、 様 々 な 生 物 活 性 を 有 し 、
細 胞 の 分 裂 、接 着 、増 殖 、分 化 、遊 走 、浸 潤 な ど に 関 わ っ て い る (1- 5 )。
さ ら に 、HAは 関 節 滑 液 中 に お い て も 多 量 に 存 在 し 、そ の 潤 滑 機 能 を
果 た す と と も に 、 軟 骨 基 質 の 主 要 構 成 要 素 と し て 関 節 へ の 機 械 的 負
荷 を 緩 衝 す る 役 割 も 果 た し て い る 。  
 一 方 、変 形 性 関 節 症 (OA)や 慢 性 関 節 リ ウ マ チ (RA)な ど の 病 的 状 態
で は 、 関 節 滑 液 中 の HA濃 度 の 低 下 (6 ,  7 )と 低 分 子 化 (7,  8 )が 生 じ 、 滑 液
粘 弾 性 の 低 下 に 伴 う 関 節 運 動 障 害 (9 )や 、断 片 化 し た HAに よ る 炎 症 性
因 子 の 発 現 誘 導 (1 0)に よ り 、炎 症 反 応 を 増 悪 さ せ る こ と が 知 ら れ て い
る 。HAの 低 分 子 化 に は サ イ ト カ イ ン が 関 与 し て い る こ と が 示 唆 さ れ
て い る (1 1)が 、 そ の 機 序 は 明 ら か に さ れ て い な い 。  
 HAは 細 胞 膜 内 に 存 在 す る HA合 成 酵 素 (HAS)に よ っ て 合 成 さ れ る
(12) 。 近 年 、 ヒ ト と マ ウ ス の HAS 遺 伝 子 が ク ロ ー ニ ン グ さ れ 、
HAS1( 13- 1 5 )、 HAS2(16 ,  1 7 )お よ び HAS3(18 )の 存 在 が 明 ら か と な っ た 。
こ れ ら の HASは 、 そ れ ぞ れ が 独 立 し た HA合 成 酵 素 と し て 機 能 し 、
HAS1と HAS2が 2000 kDa以 上 の 高 分 子 量 HAを 合 成 す る の に 対 し 、
HAS3は 200~300 kDa程 度 の 低 分 子 量 HAを 合 成 す る  (19)。 し か し な
が ら 、 各 組 織 に お け る HASの 発 現 様 式 に つ い て は 不 明 な 点 が 多 く 、
各 組 織 の 発 生 や 病 態 と の 関 連 に つ い て も 明 ら か に さ れ て い な い 。  
 本 研 究 で は 、 ウ サ ギ HAS遺 伝 子 の ク ロ ー ニ ン グ お よ び 構 造 解 析 を
行 う と と も に 、ウ サ ギ 滑 膜 お よ び 各 軟 骨 組 織 に お け る HAS mRNAの
発 現 様 式 、 お よ び 培 養 ウ サ ギ 滑 膜 細 胞 に お け る サ イ ト カ イ ン に よ る
HAS mRNAの 発 現 調 節 に つ い て 解 析 し た 。  
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第一章 ウサギHAS遺伝子のクローニングおよび 

構造解析 

 

緒 言  

 
HA 合 成 に 関 す る 遺 伝 情 報 を 持 つ 遺 伝 子 は 、 Streptococcus 

pyogenes に お い て 最 初 に 発 見 さ れ た (spHas) (20 ,  21 )。 他 の 細 菌 で は
Streptococcus equisimil is に お い て seHAS(22 ) が 、 Pasteurel la 
multocida に お い て pmHAS(23 ) が 同 定 さ れ た 。 ま た 、 Paramecium 
bursaria Chlorel la virus-1 (PBCV-1)に お い て 、 最 初 の ウ イ ル ス 由 来
の HAS (cvHas)が 報 告 さ れ た (24 )。一 方 、哺 乳 類 で は 、現 在 ま で に ヒ
ト お よ び マ ウ ス の HAS1( 13 ,  14 )、HAS2(16 ,  17 )、お よ び HAS3(18 )が ク ロ
ー ニ ン グ さ れ 、他 の 脊 椎 動 物 で は 、ニ ワ ト リ HAS2 お よ び HAS3(25 )、
ア フ リ カ ツ メ ガ エ ル HAS1(DG42)(26 )、 ゼ ブ ラ フ ィ ッ シ ュ HAS2( 27 )

が 同 定 さ れ た 。  
 こ れ ら の HAS 遺 伝 子 に お け る ゲ ノ ム の 解 析 か ら 、脊 椎 動 物 の HAS
遺 伝 子 は す べ て 同 一 起 源 か ら HAS1 遺 伝 子 系 列 と HAS2 遺 伝 子 系 列
に 枝 別 れ し た 可 能 性 が 示 唆 さ れ て い る (25 )。さ ら に 、HAS2 遺 伝 子 と
HAS3 遺 伝 子 で は ゲ ノ ム の 構 造 が 同 一 で あ る こ と も 明 ら か に さ れ た
(25)。  

HAS 遺 伝 子 の ク ロ ー ニ ン グ と 構 造 解 析 に よ り 、HAS 蛋 白 の 一 次 構
造 お よ び HA 合 成 プ ロ セ ス の 一 部 が 明 ら か と な っ た 。HAS は 複 数 の
膜 貫 通 ド メ イ ン と 細 胞 内 外 ド メ イ ン か ら な る 細 胞 膜 蛋 白 で あ り (28)、
ア ミ ノ 酸 配 列 の 高 度 に 保 存 さ れ た 領 域 を 共 有 し て い る (29,  3 0 )が 、 構
造 的 に は ２ つ の ク ラ ス に 分 類 で き る こ と が 示 唆 さ れ て い る (30 )。こ れ
ま で の と こ ろ 、す べ て の 真 核 生 物 、Streptococcus お よ び PBCV-1 に
お け る HAS は class I に 分 類 さ れ 、pmHAS の み が class I I に 分 類 さ
れ る 。 ま た 、 真 核 生 物 の HAS に は 細 菌 類 の HAS に は な い ２ つ の 膜
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貫 通 ド メ イ ン を 含 む 領 域 が C 末 端 側 に 存 在 す る が 、そ の 機 能 に つ い
て は 明 ら か に さ れ て い な い 。  

さ ら に 、 精 製 し た spHAS 蛋 白 に お い て UDP-glucuronate 
(UDP-GlcA) と UDP-N-acetylglucosamine (UDP-Glc-Nac) 存 在 下 で
HA 合 成 が 認 め ら れ た こ と か ら 、 HAS は β -1,4 お よ び β -1,3 の ２ つ
の 異 な る グ リ コ シ ド 結 合 の 触 媒 活 性 を 有 す る こ と が 示 唆 さ れ た (31)。
真 核 生 物 で は 、 DG42(32 )お よ び マ ウ ス HAS1( 33)に お い て 単 独 で HA
を 合 成 で き る こ と が 証 明 さ れ 、 さ ら に β -1,4 glycosyltransferase 活
性 部 位 の ３ ア ミ ノ 酸 残 基 と 、 β -1,3 glycosyltransferase 活 性 部 位 の
１ ア ミ ノ 酸 残 基 が 特 定 さ れ た (33 )。  
 以 上 の よ う に 、 HAS の 構 造 や 機 能 の 一 部 が 解 明 さ れ つ つ あ る が 、
生 体 内 で 異 な る HAS が そ れ ぞ れ ど の よ う な 役 割 を 果 た し て い る の
か 、 ま た そ の 発 現 調 節 は い か に し て 行 わ れ て い る か な ど の 詳 細 に つ
い て は 不 明 な 点 が 多 い 。  
 本 章 で は 、ウ サ ギ 培 養 滑 膜 細 胞 に お け る HAS 遺 伝 子 発 現 の 有 無 の
検 討 と ウ サ ギ HAS 遺 伝 子 の ク ロ ー ニ ン グ を 行 い 、遺 伝 子 配 列 を 決 定
す る と と も に 、 そ の 構 造 解 析 を 行 っ た 。  
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材 料 と 方 法  

 

1. ウ サ ギ 膝 関 節 滑 膜 細 胞 の 単 離 お よ び 培 養  
 ４ 週 齢 の 雄 性 日 本 白 色 ウ サ ギ （ 体 長 ： 約 25 cm、 体 重 ： 約 400g）
の 膝 関 節 よ り 、 outgrowth 法 (34 )を 用 い て 滑 膜 細 胞 の 単 離 お よ び 培 養
を 行 っ た 。 す な わ ち 、 膝 関 節 よ り 採 取 し た 滑 膜 組 織 を 細 切 後
phosphate-buffered sal ine (PBS)で ４ 〜 ５ 回 洗 浄 し 、 こ れ を 直 径 10 
cm 培 養 皿（ コ ー ニ ン グ イ ン タ ー ナ シ ョ ナ ル 、 東 京 ）に 接 着 さ せ た 。
培 養 液 に は 、 L-グ ル タ ミ ン 292 mg/l (片 山 化 学 工 業 、 大 阪 )、 ペ ニ シ
リ ン G カ リ ウ ム 250 U/l（ 明 治 製 菓 、 東 京 ）、 カ ナ マ イ シ ン 60 mg/l
（ 明 治 製 菓 、東 京 ）、 250 μg/l  amphotericin B (ICN Biomedicals Inc., 
Aurora, USA)、 お よ び 10%ウ シ 胎 児 血 清 （ FBS; 第 一 化 学 、 東 京 ）
を 添 加 し た alpha-minimum essential  medium（ α -MEM; 三 光 純 薬 、
東 京 ） を 用 い 、 5％ CO2/95%air の 加 湿 気 相 条 件 で 37℃ に 調 整 し た
CO2 incubator 中 で 培 養 し た 。 培 地 交 換 は ２ 日 お き に 行 っ た 。 培 養
開 始 ４ 日 後 に 滑 膜 細 胞 の 増 殖 が 認 め ら れ た 。 ７ 日 後 十 分 に 細 胞 の 増
殖 が 進 ん だ 時 点 で 組 織 片 を 除 去 し 、 さ ら に ２ 日 間 コ ン フ ル エ ン ト に
到 達 す る ま で 培 養 し た （ 図 1-1）。 コ ン フ ル エ ン ト に 達 す る ご と に
0.1%ト リ プ シ ン（ 三 光 純 薬 、東 京 ）/0.02%EDTA（ 同 仁 化 学 、熊 本 ）
溶 液 を 用 い て 継 代 培 養 し た 。 実 験 に は ５ 〜 ７ 代 継 代 し た 細 胞 を 用 い
た 。  
 
 
 
 
 
 
 

（ ×200）  

図 1-1 ウ サ ギ 膝 関 節 滑 膜 細 胞 の 培 養  

A B C
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 A ;  滑 膜 細 胞 の 増 殖 開 始（ 培 養 開 始 ４ 日 後 ）。 B;  十 分 に 細 胞 の 増 殖 が 進 ん だ 時 点 で

組 織 片 を 除 去 （ ７ 日 後 ）。  C;  コ ン フ ル エ ン ト に 到 達 （ ９ 日 後 ）。  
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2. Reverse transcript ional polymerase chain reaction (RT-PCR)解
析  
 コ ン フ ル エ ン ト に 達 し た 培 養 ウ サ ギ 滑 膜 細 胞 か ら 、 Quick prepTM 
total RNA extract ion kit  (Pharmacia Biotech、東 京  ) を 用 い て total 
RNA の 抽 出 を 行 っ た 。こ れ を 20 μ l  の ジ エ チ ル ピ ロ カ ル ボ ン 酸 処 理
水 （ DEPC-water） に 溶 解 さ せ 、 -70℃ で 保 存 し た 。 紫 外 線 吸 収 分 光
光 度 計 Gene Spec I（ 日 立 計 測 器 サ ー ビ ス 、東 京 ）で 吸 光 度（ OD260

お よ び OD280） を 測 定 し 、 1 μg の total RNA か ら SuperscriptTM  

preamplif icat ion system (ラ イ フ テ ッ ク オ リ エ ン タ ル 、東 京 )を 用 い 、
Oligo(dT)20 を プ ラ イ マ ー と し て cDNA を 合 成 し た 。こ れ を テ ン プ レ
ー ト と し 、Advantage cDNA Polymerase Mix（ ク ロ ン テ ッ ク 、東 京 ）
を 用 い て PCR 解 析 を 行 っ た 。 PCR プ ラ イ マ ー は 表 1-1 に 示 し た 。
HAS の プ ラ イ マ ー は 、 GenBank よ り 検 索 し た ヒ ト と マ ウ ス の HAS
遺 伝 子 配 列 の 中 か ら 、 両 種 間 で 高 度 に 配 列 が 保 存 さ れ る と と も に
HAS1、HAS2、お よ び HAS3 の 間 で 類 似 性 の 低 い 領 域 か ら 設 計 し た 。
PCR は 表 1-2 に 示 す 条 件 に 従 い 、Gene Amp PCR System 9600 (PE 
Biosystems, Foster, USA)を 用 い て 行 っ た 。 PCR 産 物 は 、 1.5%ア ガ
ロ ー ス ゲ ル （ ラ イ フ テ ッ ク オ リ エ ン タ ル 、 東 京 ） で 電 気 泳 動 し て 分
離 し 、 エ チ ジ ウ ム ブ ロ マ イ ド 染 色 で 可 視 化 し た 。  
 
 

表 1-1 PCR プ ラ イ マ ー の 配 列  

 
 

Gene Forward Reverse

HAS1 (1) ATC CTG GGC CTC ATG ACC TG TCC ACC ACC ATG AG

(2) CTG CTC ATC CTG GGC CTC AT CAC ATT GAA GGC TAC CCA GT

(3) CTG CTC ATC CTG GGC CTC AT CAG ACC TGC ACG TAG TCC AC

(4) CTC ATG ACC TGG GCC TAC GC AGG AGT CCA GAG GGT TAA GG

HAS2 GGC CGG TCG TCT CAA ATT CA CCA CCC CAT TTT TGC ATG AT

HAS3 AAG TGC CTC ACA GAG ACC CC AAG ATC ATC TCT GCA TTG CC

G3PDH GTC TTC ACC ACC ATG GAG AA GCT TCA CCA CCT TCT TGA TG
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表 1-2 RT-PCR の 条 件  

 

 

3. ウ サ ギ HAS2 お よ び HAS3 cDNA の ク ロ ー ニ ン グ  
 培 養 ウ サ ギ 滑 膜 細 胞 か ら 抽 出 し た total RNA 200 μg よ り
OligotexT M-dT30 <Super>（ 宝 酒 造 、 大 津 ） を 用 い て poly(A)+ RNA
を 精 製 し た 。0.5 μgの poly(A)+ RNAか ら cDNAを 合 成 後 、こ れ を テ ン
プ レ ー ト と し て 目 的 の 遺 伝 子 断 片（ ク ロ ー ン ）の PCRを 行 っ た 。PCR
産 物 を 電 気 泳 動 し 、GENECLEAN� I I I  ki t  (Baio 101, Vista, USA)を 用
い て 精 製 し た 。P-GEM-T Easy Vector System I (Promega, Madison, 
USA)お よ び 大 腸 菌（ Competent high DH5α ; 東 洋 紡 績 、大 阪 ）を 用
い て プ ラ ス ミ ド の 増 幅 を 行 っ た 。 ABI PRISM 310 Genetic Analyzer 
(PE Biosystems, Foster, USA)を 用 い て ク ロ ー ン の 塩 基 配 列 を 検 索
し た 。 実 験 は ３ 回 行 い 、 そ れ ら の 結 果 に よ り ウ サ ギ HASの 塩 基 配 列
を 決 定 し た 。  
 HAS2の ク ロ ー ニ ン グ は ２ つ の ク ロ ー ン に 分 け て 行 っ た 。 各 PCR
プ ラ イ マ ー は 、GenBankよ り 検 索 し た ヒ ト と マ ウ ス の HAS遺 伝 子 の
共 通 部 分 を も と に 、 翻 訳 開 始 部 位 お よ び stop codonを 含 み 、 か つ 各
ク ロ ー ン が オ ー バ ー ラ ッ プ す る よ う に 設 計 し た （ 図 1-2）。  
 一 方 、 HAS3 の ク ロ ー ニ ン グ は ３ つ の ク ロ ー ン に 分 け て 行 い 、
HAS2 と 同 様 の 手 法 に よ り PCR プ ラ イ マ ー を 設 計 し た 。 た だ し 、
図 に 示 す ＊ 印 の プ ラ イ マ ー は 、 expressed sequence tag (EST)デ ー
タ ベ ー ス よ り 検 索 し た 遺 伝 子 配 列 を も と に 設 計 し た （ 図 1-3）。  

熱変性 アニーリング 伸長反応           サイクル数

HAS1 94℃:30 s     60℃:30 s      72℃:30 s 35 cycles

HAS2 94℃:30 s     60℃:30 s      72℃:40 s      30 cycles

HAS3 94℃:30 s     64℃:35 s      72℃:  5 s      33 cycles

G3PDH 94℃:30 s     60℃:30 s      72℃:40 s      23 cycles
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図 1-2  A ;  ヒ ト と マ ウ ス の HAS2 mRNA の 共 通 配 列 か ら 設 定 し た ウ サ ギ HAS2 の

cDNA ク ロ ー ン の 模 式 図 。  B;  ク ロ ー ニ ン グ に 用 い た RT-PCR プ ラ イ マ ー の 設 計 。  

 

 

図 1-3  A ;  ヒ ト と マ ウ ス の HAS3 mRNA の 共 通 配 列 か ら 設 定 し た ウ サ ギ HAS3 の

cDNA ク ロ ー ン の 模 式 図 。  B;  ク ロ ー ニ ン グ に 用 い た RT-PCR プ ラ イ マ ー の 設 計 。 *

印 は expressed sequence tag  (EST)検 索 に よ り 得 ら れ た 配 列 を 示 す 。  

 
 

Forward

Reverse

Clone 2-2

Forward

Reverse

Clone 2-1

CCA CCC CAT TTT TGC ATG AT

GTG TGT GAC TGC AAA CGT CAA AAC A

GAC AAA ATC AGC CAC TTA TA

GGC CGG TCG TCT CAA ATT CA

5‘ AAAA  3 ‘
ATG

Clone 2-1
Clone 2-2

▼Stop codon
A

B

5‘ AAAA  3 ‘
ATG

Clone 3-1

Clone 3-2 Clone 3-3

▼Stop codon

Forward Forward *

ReverseReverse

ForwardForward

Reverse Reverse *

Forward Forward 

ReverseReverse

Clone 3-1

Clone 3-2

Clone 3-3

AAG TGC CTC ACA GAG ACC CC

AAG ATC ATC TCT GCA TTG CC

TGA CGA CAG CCC TGC GTG TGG T

CCT TCT TCC TCA TCG CCA CA

ACA TTC TCC TCT TCC TGC TGA C

CAC ACC TCA GCA GCA AAA GCC AAG C

A

B
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結 果  

 
１ ． 培 養 ウ サ ギ 滑 膜 細 胞 に お け る HAS 遺 伝 子 発 現 の 検 討  
 RT-PCR解 析 の 結 果 、HAS2お よ び  HAS3で は そ れ ぞ れ 687 bpお よ
び 302 bpの 位 置 に 明 瞭 な 増 幅 産 物 が 認 め ら れ た （ 図 1-4）。 一 方 、
HAS1に つ い て は 、 ４ 種 類 の プ ラ イ マ ー の あ ら ゆ る 組 み 合 わ せ を 試
み た が 、 HAS1に 相 当 す る 増 幅 産 物 は 認 め ら れ な か っ た 。 HAS2お よ
び HAS3の 増 幅 産 物 の 塩 基 配 列 を 決 定 し 、 ヒ ト お よ び マ ウ ス の HAS
遺 伝 子 配 列 に 対 す る 相 同 性 を 検 索 し た 結 果 、 い ず れ も 90%以 上 の 高
い 相 同 性 が 得 ら れ た た め 増 幅 産 物 は HAS2お よ び HAS3遺 伝 子 で あ
る こ と が 確 認 さ れ た 。  
 

 

 

図 1-4 培 養 ウ サ ギ 滑 膜 細 胞 に お け る HASsの 発 現  

 培 養 ウ サ ギ 膝 関 節 滑 膜 細 胞 よ り tota l  RNA を 抽 出 し 、RT-PCR を 行 っ た 。レ ー ン １ 、

３ ； 分 子 量 マ ー カ ー (100 bp DNA Ladder ;  第 一 化 学 、 東 京 )、 レ ー ン ２ ； HAS2、 レ ー

ン ４ ； HAS3 

HAS2

ー687 bp

１ ２

HAS3

ー302 bp

３ ４
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２ ． ウ サ ギ HAS 遺 伝 子 の ク ロ ー ニ ン グ お よ び 構 造 解 析  
 ウ サ ギ HAS1 の 増 幅 産 物 は 得 ら れ な か っ た た め 、 HAS2 お よ び
HAS3 に つ い て ク ロ ー ニ ン グ を 行 い 、 塩 基 配 列 を 決 定 し た 。 HAS2、
HAS3 と も に cDNA 配 列 の 翻 訳 領 域 は 1659 bp の 長 さ で 、 推 定 分 子
量 は HAS2 が 63480、 HAS3 が 63134 で あ っ た 。 こ れ ら を ア ミ ノ 酸
配 列 に 変 換 し た 結 果 、そ れ ぞ れ 553 個 の ア ミ ノ 酸 が コ ー ド さ れ て い
る こ と が 明 ら か と な っ た （ 図 1-5, 6）。  
 ウ サ ギ HASs の ア ミ ノ 酸 配 列 を 解 析 し た と こ ろ 、 HA と の 結 合 に
関 与 す る ア ミ ノ 酸 の 共 通 配 列 で あ る 「 B(X7)B」 (3 5)は 、 ウ サ ギ HAS2
に お い て ２ カ 所 、 HAS3 に お い て ３ カ 所 確 認 さ れ た （ 図 1-5, 6）。  

さ ら に 、 protein kinase C (PKC) に よ る リ ン 酸 化 に 関 連 す る ア ミ
ノ 酸 の 共 通 配 列「 RHLT」「 KYT」「 RWLS」が 、ウ サ ギ HAS2 お よ び
HAS3 に お い て そ れ ぞ れ ２ カ 所 、 cAMP-dependent protein kinase 
(PKA)に よ る リ ン 酸 化 に 関 連 す る ア ミ ノ 酸 の 共 通 配 列 「 RWS」 (36)

が 、 ウ サ ギ HAS2 お よ び HAS3 に お い て そ れ ぞ れ １ カ 所 確 認 さ れ た
（ 図 1-5, 6）。  
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図 1-5 ウ サ ギ HAS2の cDNA配 列 お よ び ア ミ ノ 酸 配 列  

 四 角 で 囲 ん だ 部 分 は HA と の 結 合 に 関 与 す る ア ミ ノ 酸 共 通 配 列 「 B(X 7 )B」 を 示 す 。

下 線 部 分 は prote in  k inase C(PKC)に よ る リ ン 酸 化 に 関 連 す る 共 通 配 列「 RHLT」「 KYT」

「 RWLS」 あ る い は cAMP-dependent  pro te in  k inase(PKA)に よ る リ ン 酸 化 に 関 連 す る

共 通 配 列 「 RWS」 を 示 す 。  

 
 
 

            

ATGCATTGTGAGAGGTTTATATGTATCCTGAGAATAATTGGAACCACACTGTTTGGAGTCTCTCTCCTTCTGGGAATCACA

GCTGCTTATATTGTTGGATACCAGTTTATCCAAACGGATAATTACTATTTCTCTTTTGGACTGTATGGTGCCTTTTTAGCA

TCACACCTCATCATCCAAAGCCTGTTTGCCTTTTTGGAGCACCGAAAAATGAAAAAATCCCTAGAAACCCCCATTAAGTTG

AACAAAACAGTTGCTCTTTGCATCGCTGCCTATCAAGAAGACCCAGACTACTTAAGGAAATGTTTACAATCTGTGAAAAGG

CTGACCTACCCTGGGATTAAAGTTGTCATGGTCATTGATGGGAACTCAGAAGATGATGTTTACATGATGGACATCTTCAGT

GAAGTCATGGGCAGGGAAACATCAGCCACTTACATCTGGAAGAACAACTTTCATGAAAAGGGGCCTGGGGAGACTGATGAG

TCACATAAAGAAAGCTCACAACATGTAACCCAACTGGTCTTGTCGAACAAAAGTGTTTGCATCATGCAGAAATGGGGTGGA

AAGAGAGAAGTCATGTACACAGCCTTCAGAGCACTGGGACGAAGCGTGGATTATGTACAGGTTTGTGATTCAGATACCATG

CTTGATCCTGCTTCATCTGTGGAGATGGTGAAAGTTTTAGAAGAAGATCCCATGGTGGGAGGTGTGGGGGGAGATGTCCAG

ATTTTAAACAAGTACGACTCCTGGATCTCCTTCCTCAGCAGTGTGAGATACTGGATGGCTTTTAATATAGAAAGGGCCTGC

CAGTCTTATTTTGGGTGTGTCCAGTGCATTAGTGGACCTCTTGGAATGTACAGGAACTCCTTGCTGCATGAGTTTGTGGAA

GACTGGTACAATCAGGAATTTATGGGCAACCAGTGTAGTTTTGGTGATGATAGGCATCTGACAAACCGAGTGCTGAGTCTG

GGCTACGCAACAAAATACACAGCTCGATCCAAGTGCCTTACTGAAACCCCTATAGAATATCTCCGGTGGTTAAACCAGCAG

ACCCGTTGGAGCAAGTCCTACTTCCGAGAGTGGCTGTACAATGCAATGTGGTTTCATAAACATCACTTGTGGATGACCTAT

GAAGCGGTTATCACTGGATTCTTCCCCTTCTTTCTCATTGCCACAGTAATCCAGCTCTTCTACCGGGGTAAAATCTGGAAC

ATCCTCCTCTTCTTGTTAACTGTCCAGCTAGTAGGTCTCATAAAATCATCTTTTGCCAGTTGCCTTAGAGGAAATATCGTC

ATGGTCTTTATGTCTCTCTACTCAGTGCTGTACATGTCAAGTTTACTTCCGGCCAAGATGTTTGCAATTGCAACAATAAAC

AAAGCTGGGTGGGGCACTTCTGGAAGGAAAACCATTGTTGTTAATTTCATAGGACTCATTCCAGTATCAGTTTGGTTTACA

ATTCTGCTGGGTGGTGTCATTTTCACCATTTATAAGGAATCTAAAAAGCCATTTTCAGAATCCAAACAGACAGTTCTAATT

GTTGGAACGTTGCTCTATGCATGCTACTGGGTCATGCTTTTGACGCTGTATGTGGTCCTCATCAATAAGTGTGGCCGGCGG

AAGAAGGGACAACAGTATGACATGGTGCTTGATGTATGA

M  H  C  E  R  F  I  C  I  L  R  I  I  G  T  T  L  F  G  V  S  L  L  L  G  I  T

A  A  Y  I  V  G  Y  Q  F  I  Q  T  D  N  Y  Y  F  S  F  G  L  Y  G  A  F  L  A

S  H  L  I  I  Q  S  L  F  A  F  L  E  H  R  K  M  K  K  S  L  E  T  P  I  K  L

N  K  T  V  A  L  C  I  A  A  Y  Q  E  D  P  D  Y  L  R  K  C  L  Q  S  V  K R

L  T  Y  P  G  I  K  V  V  M  V  I  D  G  N  S  E  D  D  V  Y  M  M  D  I  F  S

E  V  M  G  R  E  T  S  A  T  Y  I  W  K  N  N  F  H  E  K  G  P  G  E  T  D  E

S  H  K  E  S  S  Q  H  V  T  Q  L  V  L  S  N  K  S  V  C  I  M  Q  K  W  G  G

K  R  E  V  M  Y  T  A  F  R  A  L  G  R  S  V  D  Y  V  Q  V  C  D  S  D  T  M

L  D  P  A  S  S  V  E  M  V  K  V  L  E  E  D  P  M  V  G  G  V  G  G  D  V  Q

I  L  N  K  Y  D  S  W  I  S  F  L  S  S  V  R  Y  W  M  A  F  N  I  E  R  A  C

Q  S  Y  F  G  C  V  Q  C  I  S  G  P  L  G  M  Y  R  N  S  L  L  H  E  F  V  E

D  W  Y  N  Q  E  F  M  G  N  Q  C  S  F  G  D  D  R  H  L  T  N  R  V  L  S  L

G  Y  A  T  K  Y  T  A  R  S  K  C  L  T  E  T  P  I  E  Y  L  R  W  L  N  Q  Q

T  R  W  S  K  S  Y  F  R  E  W  L  Y  N  A  M  W  F  H  K  H  H  L  W  M  T  Y

E  A  V  I  T  G  F  F  P  F  F  L  I  A  T  V  I  Q  L  F  Y  R  G  K  I  W  N

I  L  L  F  L  L  T  V  Q  L  V  G  L  I  K  S  S  F  A  S  C  L  R  G  N  I  V

M  V  F  M  S  L  Y  S  V  L  Y  M  S  S  L  L  P  A  K  M  F  A  I  A  T  I  N

K  A  G  W  G  T  S  G  R  K  T  I  V  V  N  F  I  G  L  I  P  V  S  V  W  F  T

I  L  L  G  G  V  I  F  T  I  Y  K  E  S  K  K  P  F  S  E  S  K  Q  T  V  L  I

V  G  T  L  L  Y  A  C  Y  W  V  M  L  L  T  L  Y  V  V  L  I  N  K  C  G  R  R

K  K  G  Q  Q  Y  D  M  V  L  D  V  *

1

82

163

244

325

406

487

568

649

730

811

892

973

1054

1135

1216

1297

1378

1459

1540

1621

27

54

81

108

135

162

189

216

243

270

297

324

351

378

405

432

459

486

513

540

GAATTCGCGGCCGCCTGCAGGTCGACCATATGGAGAGCTCCCAACGCGAGAGGAGCCNAAAAAT

GCCTTCTTATTCCCCC
AATTTTGGAAACTGCCTCCACCGGACCTCCGGGCCCCCCAGCAGGTTAAGCCCGATTTTATGCCCAAAACTGGTCCAA
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図 1-6 ウ サ ギ HAS3の cDNA配 列 お よ び ア ミ ノ 酸 配 列  

 四 角 で 囲 ん だ 部 分 は HAと の 結 合 に 関 与 す る 共 通 配 列「 B(X 7 )B」を 示 す 。下 線 部 分 は

prote in  k inase C(PKC)に よ る リ ン 酸 化 に 関 連 す る 共 通 配 列 「 RHLT」「 KYT」「 RWLS」

あ る い は cAMP-dependent  pro te in  k inase(PKA) に よ る リ ン 酸 化 に 関 連 す る 共 通 配 列

「 RWS」 を 示 す 。  

 

ATGCCAGTGCAACTGACAACAGCCTTGCGTGTGGTGGGCACCAGCCTGTTTGCCTTGGCGGTGCTGGGTGGCATCCTGGCA

GCCTATGTGACAGGCTACCAGTTCATCCACACAGAGAAGCACTACCTGTCCTTCGGCCTGTACGGCGCTATCCTGGGCCTG

CACCTGCTCATCCAGAGCCTGTTTGCCTTCCTGGAGCACCGGCGCATGCGGCGGGCCAGGCGGCCGCTGAAGCTGCCCTCA

CGGCGGCGCTCTGTGGCGCTCTGCATCGCCGCCTACCAGGAGGACCCCGACTACTTGCGCAAGTGCCTGCGCTCAGCCCAG

CGCATCGCCTTCCCTGACCTCAAGGTGGTTATGGTGGTCGATGGCAACCGCCAGGAAGACGCCTACATGCTGGACATCTTC

CATGAGGTGCTGGGTGGCACTGAGCAGGCCGGCTTCTTTGTGTGGCGCAGCAACTTCCACGAGGCAGGCGAGGGCGAGACC

GAGGCCAGCCTGCAGGAAGGCATGGAGCGCGTGCGGGCTGTGGTGCGGACCAGCACCTTCTCGTGCATCATGCAGAAGTGG

GGAGGCAAGCGTGAGGTCATGTACACAGCCTTCAAGGCCCTCGGCGATTCAGTGGACTACATCCAGGTATGTGACTCGGAC

ACGGTGCTGGACCCAGCCTGTACCATCGAGATGCTTCGCGTCCTGGAAGAGGATCCCCAAGTAGGGGGAGTCGGGGGAGAT

GTCCAAATCCTCAACAAGTATGACTCATGGATCTCGTTCCTGAGCAGTGTGCGGTACTGGATGGCCTTCAACGTGGAGCGG

GCGTGCCAGTCCTACTTTGGCTGTGTGCAGTGTATCAGTGGGCCCTTGGGCATGTACCGCAACAGTCTCCTCCAGCAATTC

CTGGAGGACTGGTACCATCAGAAGTTCCTAGGCAGCAAGTGCAGCTTTGGGGATGACAGGCACCTCACCAACCGAGTCCTG

AGTCTTGGCTACCGAACTAAGTATACAGCACGCTCCAAGTGCCTCACTGAGACCCCTACCAAGTACCTACGGTGGCTCAAC

CAACAGACGCGCTGGAGCAAGTCTTACTTCCGGGAGTGGCTCTACAACTCTCTGTGGTTCCATAAGCACCATCTCTGGATG

ACCTACGAGTCGGTGGTCACAGGTTTCTTCCCCTTCTTCCTCATCGCCACAGTCATACAGCTTTTCTACCGTGGCCGCATC

TGGAACATCCTCCTCTTCCTGCTGACCGTGCAGCTGGTGGGCATCATCAAAGCTACCTATGCCTGCTTCCTTCGGGGCAAT

GCAGAGATGATCTTCATGTCCCTCTACTCCCTTCTCTACATGTCTAGCCTCCTGCCCGCCAAGATCTTTGCCATTGCTACC

ATCAACAAGTCTGGCTGGGGCACTTCTGGCCGAAAAACAATTGTGGTGAACTTCATTGGCCTCATCCCTGTGTCCATCTGG

GTGGCAGTTCTTTTGGGGGGTCTGGCCTACACGGCTTATTGCCAGGACCTGTTCAGTGAGACAGAGTTAGCCTTCCTTGTT

TCAGGGGCCATTCTGTATGGCTGCTACTGGGTGGCCCTCCTCATGCTGTATCTGGCCATCATAGCCCGGAGATGTGGGAAG

AAGCCAGAACAATATAGCTTGGCCTTTGCTGAGGTGTGA

M  P  V  Q  L  T  T  A  L  R  V  V  G  T  S  L  F  A  L  A  V  L  G  G  I  L  A

A  Y  V  T  G  Y  Q  F  I  H  T  E  K  H  Y  L  S  F  G  L  Y  G  A  I  L  G  L

H  L  L  I  Q  S  L  F  A  F  L  E  H  R  R  M  R  R  A  R  R  P  L  K  L  P  S

R  R  R  S  V  A  L  C  I  A  A  Y  Q  E  D  P  D  Y  L  R  K  C  L  R  S  A  Q

R  I  A  F  P  D  L  K  V  V  M  V  V  D  G  N  R  Q  E  D  A  Y  M  L  D  I  F

H  E  V  L  G  G  T  E  Q  A  G  F  F  V  W  R  S  N  F  H  E  A  G  E  G  E  T

E  A  S  L  Q  E  G  M  E  R  V  R  A  V  V  R  T  S  T  F  S  C  I  M  Q  K  W

G  G  K  R  E  V  M  Y  T  A  F  K  A  L  G  D  S  V  D  Y  I  Q  V  C  D  S  D

T  V  L  D  P  A  C  T  I  E  M  L  R  V  L  E  E  D  P  Q  V  G  G  V  G  G  D

V  Q  I  L  N  K  Y  D  S  W  I  S  F  L  S  S  V  R  Y  W  M  A  F  N  V  E  R

A  C  Q  S  Y  F  G  C  V  Q  C  I  S  G  P  L  G  M  Y  R  N  S  L  L  Q  Q  F

L  E  D  W  Y  H  Q  K  F  L  G  S  K  C  S  F  G  D  D  R  H  L  T  N  R  V  L

S  L  G  Y  R  T  K  Y  T  A  R  S  K  C  L  T  E  T  P  T  K  Y  L  R  W  L  N

Q  Q  T  R  W  S  K  S  Y  F  R  E  W  L  Y  N  S  L  W  F  H  K  H  H  L  W  M

T  Y  E  S  V  V  T  G  F  F  P  F  F  L  I  A  T  V  I  Q  L  F  Y  R  G  R  I

W  N  I  L  L  F  L  L  T  V  Q  L  V  G  I  I  K  A  T  Y  A  C  F  L  R  G  N

A  E  M  I  F  M  S  L  Y  S  L  L  Y  M  S  S  L  L  P  A  K  I  F  A  I  A  T

I  N  K  S  G  W  G  T  S  G  R  K  T  I  V  V  N  F  I  G  L  I  P  V  S  I  W

V  A  V  L  L  G  G  L  A  Y  T  A  Y  C  Q  D  L  F  S  E  T  E  L  A  F  L  V

S  G  A  I  L  Y  G  C  Y  W  V  A  L  L  M  L  Y  L  A  I  I  A  R  R  C  G  K

K  P  E  Q  Y  S  L  A  F  A  E  V  *

1

82

163

244

325

406

487

568

649

730

811

892

973

1054

1135

1216

1297

1378

1459

1540

1621

27

54

81

108

135

162

189

216

243

270

297

324

351

378

405

432

459

486

513

540

TGGGCCCCAGTCGCGCTCCCGGCCGCCTGGCGGCCGCGGGAATTCGATTTAGCCCGTTTGCAGG

GGGAGGGAATCGAATTCCCGCGGCCGCCAGGCGGCCGGGAGCNGCGACTGGGGCCCATAA
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 マ ウ ス HAS1 に お い て 明 ら か に さ れ て い る β -1,4 お よ び β -1,3 
glycosyltransferase 活 性 部 位 の 前 後 の ア ミ ノ 酸 配 列 と の 相 同 性 か ら 、
ウ サ ギ HAS2 お よ び HAS3 に は 、 こ れ ら の 活 性 部 位 が 保 存 さ れ て い
る こ と が 確 認 さ れ た 。 す な わ ち 、 ウ サ ギ HAS2 お よ び HAS3 に お け
る β -1,4 glycosyltransferase 活 性 部 位 は 、 そ れ ぞ れ Asp212/ Asp314/  
Trp354、 Asp214/  Asp316/ Trp356 で あ り 、 β -1,3 glycosyltransferase
活 性 部 位 は 、そ れ ぞ れ Lew284、Lew2 86 で あ る こ と が 明 ら か に な っ た
（ 図 1-7）。  
 
 

 
図 1-7 哺 乳 類 HASに お け る glycosy l t rans ferase活 性 部 位 の 比 較  

 A:  *印 部 分 ；  β -1,4  g lycosy l t rans ferase活 性 部 位  

 B:  *印 部 分 ；  β -1 ,3  g lycosy l t rans ferase活 性 部 位  
 太 字 部 分 は β -1,4  g lycosy l t rans fe rase活 性 に 関 与 す る ア ミ ノ 酸 の 共 通 配 列 を 示 す 。  

MouseHAS1    237 YVQVCDSDTR 246     339 CTFGDDRHLTN 349
MouseHAS2    207 YVQVCDSDTM 216     309 CSFGDDRHLTN 319
MouseHAS3    211 YIQVCDSDTV 220     313 CSFGDDRHLTN 323

HumanHAS1    197 YVQVCDSDTR 206     309 CTFGDDRHLTN 319
HumanHAS2    207 YVQVCDSDTM 216     309 CSFGDDRHLTN 319
HumanHAS3    210 YIQVCDSDTV 219     312 CSFGDDRHLTN 322

RabbitHAS3   209 YIQVCDSDTV 218     311 CSFGDDRHLTN 321
RabbitHAS2   207 YVQVCDSDTM 216     309 CSFGDDRHLTN 319

* *

MouseHAS1    371 PSSFLRWLSQQTRWSKSYFRE 391 
MouseHAS2    341 PIEYLRWLNQQTRWSKSYFRE 361
MouseHAS3    345 PTRYLRWLNQQTRWSKSYFRE 365

HumanHAS1    331 PSSFLRWLSQQTRWSKSYFRE 351
HumanHAS2    341 PIEYLRWLNQQTRWSKSYFRE 361
HumanHAS3    344 PTKYLRWLNQQTRWSKSYFRE 364

RabbitHAS3   343 PTKYLRWLNQQTRWSKSYFRE 363
RabbitHAS2   341 PIEYLRWLNQQTRWSKSYFRE 361

*

MouseHAS1    305 HCVSCISGPLGLYRNN 320
MouseHAS2    275 GCVQCISGPLGMYRNS 290
MouseHAS3    279 GCVQCISGPLGMYRNS 294

HumanHAS1    265 HCVSCISGPLGLYRNN 292
HumanHAS2    275 GCVQCISGPLGMYRNS 290
HumanHAS3    278 GCVQCISGPLGMYRNS 293

RabbitHAS3   277 GCVQCISGPLGMYRNS 292
RabbitHAS2   275 GCVQCISGPLGMYRNS 290

*

A

B
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 Kyte&Dooli t t leの 方 法 ( 37 ) に よ る ア ミ ノ 酸 配 列 の 疎 水 性 領 域 の 検 討
で は 、ウ サ ギ HAS2お よ び HAS3と も に N末 端 側 に ２ カ 所 、C末 端 側 に
５ カ 所 の 疎 水 性 領 域 が 存 在 し て い た （ 図 1-8）。  
 
 

 
図 1-8 ウ サ ギ HASsア ミ ノ 酸 配 列 の 疎 水 性 の 検 討  

 グ ラ フ 上 の 線 は 疎 水 性 領 域 を 示 す 。  

 
 
 さ ら に 、 各 動 物 種 に お け る ア ミ ノ 酸 配 列 の 相 同 性 の 検 索 を 行 っ た
結 果 、ウ サ ギ HAS2は 、ヒ ト HAS2に 対 し て 98.7%、マ ウ ス HAS2に 対
し て 98.4%の 一 致 率 を 示 し た 。一 方 、ウ サ ギ HAS3は 、ヒ ト 、マ ウ ス
HAS3に 対 し て そ れ ぞ れ 98.2%、 97.5%の 一 致 率 を 示 し た （ 図 1-9）。 
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図 1-9 各 動 物 種 に お け る HASs の ア ミ ノ 酸 レ ベ ル で の 相 同 性  

ウ サ ギ 、 ヒ ト 、 マ ウ ス に お け る A; HAS2お よ び B; HAS3 mRNAの ア ミ ノ 酸 配 列 の 相

同 性 を 検 索 し た 。白 黒 反 転 さ せ た 文 字 は 3者 の い ず れ か の ア ミ ノ 酸 配 列 が 異 な る 部 分 を

示 す 。  

A

B
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考 察  

 
本 章 で は 、 ウ サ ギ 膝 関 節 滑 膜 由 来 培 養 細 胞 に お い て HAS2 お よ び

HAS3 mRNA の 発 現 が 認 め ら れ た が 、 HAS1 mRNA の 発 現 は 確 認 さ
れ な か っ た 。ヒ ト 関 節 軟 骨 細 胞 に お い て も HAS1 mRNA の 発 現 は 認
め ら れ な か っ た と の 報 告 (38,  39 )も あ り 、 発 現 が 無 い か 低 レ ベ ル で あ
る 可 能 性 や 、 何 ら か の 理 由 で 検 出 が 困 難 で あ る 可 能 性 が 考 え ら れ た
た め 、 HAS2、 HAS3 の み を 対 象 と し た 。  

ウ サ ギ HAS2は 553個 の ア ミ ノ 酸 か ら 構 成 さ れ て い た が 、 こ れ は ヒ
ト お よ び マ ウ ス HAS2に お い て も 共 通 で あ っ た 。 一 方 、 ウ サ ギ HAS3
が 553個 の ア ミ ノ 酸 か ら 構 成 さ れ て い る の に 対 し 、 ヒ ト HAS3は 554
個 、マ ウ ス HAS3は 555個 と 構 成 ア ミ ノ 酸 数 に 違 い が 認 め ら れ た 。こ
れ は ウ サ ギ HAS3 に お い て Ala73 〜 Ser85 に 相 当 す る 領 域 の ア ミ ノ 酸
配 列 が ３ 種 間 で 大 き く 異 な る た め で あ る が 、こ の 領 域 が HA合 成 に ど
の よ う に 関 わ っ て い る の か は 不 明 で あ る 。 し か し な が ら 、 こ の 領 域
以 外 で の ア ミ ノ 酸 配 列 の 相 同 性 は 高 く 、 HAS2、 HAS3の 全 ア ミ ノ 酸
配 列 は 、 い ず れ も ウ サ ギ 、 ヒ ト 、 お よ び マ ウ ス の 間 で 約 98%の 相 同
性 が 認 め ら れ た 。 こ の こ と か ら 、 哺 乳 類 に お け る HAS2お よ び HAS3
遺 伝 子 は 異 種 間 で 高 度 に 保 存 さ れ て い る こ と が 示 唆 さ れ た 。  

ウ サ ギ HAS2、HAS3は 、他 の HASと 同 様 の 構 造 (28 )で あ る こ と が 疎
水 性 分 析 に よ っ て 示 さ れ た 。 す な わ ち 、 分 子 の 中 央 に 大 き な 細 胞 内
ド メ イ ン（ large loop）を 有 し 、N末 端 側 に ２ カ 所 の 膜 貫 通 ド メ イ ン 、
C末 端 側 に ４ カ 所 の 膜 貫 通 ド メ イ ン と １ カ 所 の 膜 接 触 ド メ イ ン を 配
し た 構 造 で あ る と 考 え ら れ た 。こ の よ う な 構 造 か ら 、HAは 細 胞 膜 の
内 側 で 合 成 さ れ 、 細 胞 膜 を 通 過 し て 細 胞 外 へ 排 出 さ れ る こ と が 示 唆
さ れ て い る (28 )。  
 ま た 、HASの 活 性 に 重 要 な ア ミ ノ 酸 配 列 は 、large loop内 に 存 在 す
る こ と が 示 唆 さ れ て き た (2 1,  31 )。キ チ ン 合 成 酵 素 S. cerevisiae chit in 
synthase 2 (CHS2)の β -1,4 glycosyltransferase活 性 に 必 要 な「 D, D, 
QXXRW」配 列 は 、全 て の HASの large loopに 保 存 さ れ ( 40)、こ の 中 の
３ ア ミ ノ 酸 残 基 が β -1,4 glycosyltransferase活 性 部 位 に 相 当 す る 。
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一 方 、 β -1,3 glycosyltransferase 活 性 を も つ 酵 素 に は
UDP-glucuronosyltransferase (UDP-GTs)が 知 ら れ て い る が 、酵 素 活
性 に 関 す る HASと の 共 通 配 列 は 認 め ら れ な い 。し か し 、マ ウ ス HAS1
を 用 い た 実 験 に よ り 、 large loop内 に 存 在 す る HA合 成 活 性 部 位 の ひ
と つ で あ る Lew314 を 変 異 さ せ る と HA 合 成 活 性 は 消 失 す る が 、
GlcNAcの み で 構 成 さ れ る キ ト オ リ ゴ 糖 の 合 成 は 可 能 で あ る こ と が
明 ら か に さ れ 、同 部 位 が HASの β -1,3glycosyltransferase活 性 に 必 須
で あ る こ と が 証 明 さ れ た  (3 3 )。 ま た 、 HASの 酵 素 活 性 の 調 節 に は 、
PKCお よ び PKAに よ る リ ン 酸 化 を 介 し た シ グ ナ ル 伝 達 系 が 関 与 す る
可 能 性 が 示 唆 さ れ 、哺 乳 動 物 細 胞 に お い て PKCお よ び PKAが HA合 成
を 促 進 す る と い う 報 告 (41-4 3 ) と 一 致 し た 。 こ れ ら の ア ミ ノ 酸 配 列 も
large loop内 に 存 在 す る 。 さ ら に 、 CD44と receptor for hyaluronan 
mediated moti l i ty (RHAMM)の 共 通 ア ミ ノ 酸 配 列 で あ り 、 HAと の 結
合 に 必 要 な 部 位 で あ る と 推 測 さ れ て い る「 B(X7)B」配 列 (35 )も こ の 中
に 存 在 す る 。  
 以 上 の こ と か ら 、HASの large loopに は 、UDP-GlcAと UDP-Glc-Nac
を 交 互 に 結 合 さ せ 、 こ れ を 調 節 す る 機 構 が 存 在 す る 可 能 性 が 考 え ら
れ る 。今 後 、細 胞 内 で 合 成 さ れ た HAが 細 胞 膜 を 通 し て 細 胞 外 へ 排 出
さ れ る メ カ ニ ズ ム や 、HA分 子 量 の 制 御 方 法 の 解 明 に よ り 、３ 種 類 の
HASの よ り 詳 細 な 役 割 の 違 い が 明 ら か に さ れ る も の と 考 え ら れ る 。  
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第二章 正常滑膜および軟骨組織における HAS 遺伝

子の発現様式 

 

緒 言  

 
HAS1、HAS2、お よ び HAS3遺 伝 子 の 発 現 に は 組 織 特 異 性 が 認 め ら

れ る こ と か ら 、 遺 伝 子 発 現 の 調 節 領 域 は HAS遺 伝 子 間 で 異 な っ て い
る こ と が 示 唆 さ れ て い る (2 5)。真 核 生 物 に お い て 酵 素 の 特 性 と mRNA 
の 発 現 パ タ ー ン が 異 な る ３ 種 の HASが 存 在 す る こ と は 、HA合 成 を 多
段 階 に 調 節 す る 必 要 性 か ら で あ る と 考 え ら れ て い る 。 ヒ ト の 正 常 組
織 、 器 官 の う ち 、 HAS1遺 伝 子 は 心 臓 、 肝 臓 、 お よ び 骨 格 筋 に お い
て 発 現 が 認 め ら れ る 。 HAS2遺 伝 子 は 心 臓 お よ び 小 腸 で の 発 現 が 認
め ら れ る が 、 組 織 特 異 性 が 高 い 。 ま た 、 HAS3は 心 臓 、 胎 盤 、 肺 、
膵 臓 、 前 立 腺 、 お よ び 小 腸 で 発 現 が 認 め ら れ る (25 ) 。 HAS1と HAS3
活 性 の 欠 損 し た マ ウ ス に は 生 存 能 力 が あ る が 、 HAS2活 性 の 欠 損 し
た マ ウ ス は 成 長 遅 延 、 お よ び 卵 黄 嚢 の 血 管 形 成 異 常 と 心 臓 の 形 態 形
成 異 常 な ど 重 大 な 欠 陥 を 有 し 、HAを ほ と ん ど 欠 い て い る た め 致 死 的
で あ る と さ れ る (4 4)。こ れ に 加 え て 、HAS2は 高 分 子 量 HAを 合 成 す る
こ と か ら 、 HAS2に よ る HA合 成 は 組 織 の 増 殖 と 成 長 に お い て 重 要 な
役 割 を 果 た す と 推 察 さ れ て い る 。  

滑 液 中 の HAは そ の 主 要 構 成 成 分 と し て 関 節 の 潤 滑 機 能 に 貢 献 し
(1)、軟 骨 中 の HAは プ ロ テ オ グ リ カ ン を 構 成 し 、コ ラ ー ゲ ン 線 維 と と
も に 軟 骨 負 荷 の 分 散 、 関 節 潤 滑 作 用 を 発 揮 す る 。 ま た 、 関 節 滑 液 お
よ び 関 節 軟 骨 に お け る 多 量 の HAの 存 在 が 明 ら か で あ る こ と か ら 、滑
膜 お よ び 軟 骨 組 織 に お け る HAS遺 伝 子 の 発 現 が 推 察 さ れ る が 、 そ の
発 現 様 式 に つ い て は 検 討 さ れ て い な い 。 そ こ で 、 本 章 で は 滑 膜 お よ
び 軟 骨 組 織 に お け る HAS遺 伝 子 の 発 現 様 相 を 検 討 し た 。  
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材 料 と 方 法  

 

1. RT-PCR 解 析  
 ４ 週 齢 の 雄 性 日 本 白 色 ウ サ ギ の 膝 関 節 と 顎 関 節 よ り そ れ ぞ れ 滑 膜
と 軟 骨 を 、 肋 軟 骨 よ り 静 止 軟 骨 と 成 長 板 軟 骨 を 採 取 し た 。 各 組 織 を
細 切 後 ホ モ ジ ナ イ ザ ー（ POLYTRON PT1200; KINEMATICA, Luzern, 
Switzerland） で 粉 砕 し 、 Quick prepT M total RNA extraction kitを 用
い て total RNA を 抽 出 し た 。 1 μg の total RNA か ら SuperscriptTM  

preampli f icat ion system を 用 い 、 Oligo(dT)2 0 を プ ラ イ マ ー と し て
cDNA を 合 成 し た 。 こ れ を テ ン プ レ ー ト と し 、 Advantage cDNA 
Polymerase Mixを 用 い て PCR解 析 を 行 っ た 。 PCRプ ラ イ マ ー に は 、
表 1-1 の HAS2 、 HAS3 お よ び glyceraldehyde-3-phosphate 
dehydrogenase (G3PDH) の も の を 使 用 し 、 サ ー マ ル サ イ ク ラ ー
Gene Amp PCR System 9600で 表 1-2の 条 件 に 従 っ て 増 幅 し た 。 こ
れ を 1.5% ア ガ ロ ー ス ゲ ル で 電 気 泳 動 し た 。  
 
2. In si tu hybridization 

In situ hybridizat ion は 、 T-T dimer 法 (45 -47 )を 用 い 、 以 下 の よ う に
行 っ た 。  

４ 週 齢 の 雄 性 日 本 白 色 ウ サ ギ の 膝 関 節 お よ び 肋 軟 骨 よ り メ ス を 用
い て 軟 骨 層 を 剥 離 し て 採 取 し た 。 ま た 、 顎 関 節 に つ い て は 下 顎 頭 お
よ び 下 顎 窩 を 一 塊 と し て 採 取 し 、 こ れ ら を た だ ち に 液 体 窒 素 を 用 い
て 凍 結 さ せ た 。 O.C.T. compound（ サ ク ラ 精 機 、 東 京 ） に 包 埋 し 、
液 体 窒 素 中 で 凍 結 さ せ た 。 肋 軟 骨 、 膝 関 節 軟 骨 お よ び 膝 関 節 滑 膜 の
凍 結 ブ ロ ッ ク よ り 、ク リ オ ス タ ッ ト（ CM3500; ラ イ カ マ イ ク ロ シ ス
テ ム ズ 、 東 京 ） を 用 い -20℃ で 厚 さ 7 μm の 新 鮮 凍 結 切 片 を 作 製 し 、
APS コ ー ト さ れ た ス ラ イ ド グ ラ ス に 添 付 し 、 た だ ち に 乾 燥 さ せ た 。
一 方 、顎 関 節 の 切 片 作 製 に は テ ー プ 法 (48 )を 用 い た 。す な わ ち 、面 出
し を 終 え た 凍 結 ブ ロ ッ ク の 表 面 に 粘 着 剤 （ フ ァ イ ン テ ッ ク 、 東 京 ）
の つ い た polyvinyl idene chloride f i lm（ 旭 化 成 工 業 、東 京 ）を 貼 付 し
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た 後 、disposable tungsten carbide blade（ ラ イ カ マ イ ク ロ シ ス テ ム
ズ 、 東 京 ） を 用 い て 切 片 を 作 製 し た 。  

固 定 は 4%パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド（ PFA；片 山 化 学 工 業 、大 阪 ）/PBS
に て ２ ０ 分 間 行 い 、PBS で ５ 分 ず つ ３ 回 洗 浄 し た 。0.2N HCl（ 片 山
化 学 工 業 、大 阪 ）に ２ ０ 分 間 、続 い て 0.2% Triton X-100（ 片 山 化 学
工 業 、大 阪 ）で １ ０ 分 間 処 理 し た 後 、1 μg/ml Proteinase K (MERCK, 
Darmstadt, Germany)で 37℃ 、 １ ５ 分 間 消 化 し 、 PBS で 洗 浄 し た 。
4% PFA/PBS に て ５ 分 間 後 固 定 し 、 PBS で 洗 浄 後 2 mg/ml glycine
（ 片 山 化 学 工 業 、大 阪 ）/PBS に １ ５ 分 間 、２ 回 浸 積 し た 後 、DEPC 
water で 洗 浄 し た 。  

ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、40% 脱 イ オ ン 化 ホ ル ム ア ミ ド（ 片 山
化 学 工 業 、大 阪 ）/4×saline-sodium cit rate (SSC)に 浸 積 し た 後 、25 μ l
の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液 を 添 加 し 、37℃ の moist chamber 内
で 一 晩 行 っ た 。 ウ サ ギ HAS2 お よ び HAS3 の プ ロ ー ブ は 、 そ れ ぞ れ
の シ ー ク エ ン ス デ ー タ を も と に 選 択 し た 塩 基 配 列 の anti-sense 配 列
の 両 端 に チ ミ ン 二 量 体 を 付 加 し た 合 成 オ リ ゴ マ ー と し た 。 ネ ガ テ ィ
ブ コ ン ト ロ ー ル と し て 、選 択 部 分 の sense 配 列 の 両 端 に チ ミ ン 二 量
体 を 付 加 し た も の を 用 い た （ 表 2-1）。 添 加 濃 度 は 1 μg/ml と し た 。
洗 浄 は 、 37℃ の 2×SSC で １ 時 間 を ５ 回 、 さ ら に PBS で 行 っ た 。  

検 出 は 、 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ （ HRP） 標 識 マ ウ ス 抗 T-T 
dimer 抗 体（ 協 和 メ デ ィ ッ ク ス 、東 京 ）お よ び 3,3’-Diaminobenzidine 
tetrahydrochloride (DAB)染 色 に よ り 行 っ た 。す な わ ち 、正 常 マ ウ ス
IgG/5% bovine serum albumin (BSA; SIGMA, St. Louis, USA)/100 
μg/ml salmon sperm DNA (Quantum Biotechnologies, Montreal,  
Canada)/100 μg/ml 酵 母 tRNA (SIGMA, St. Louis, USA)/PBS 溶 液
で １ 時 間 ブ ロ ッ キ ン グ し た 後 、（ HRP 標 識 マ ウ ス 抗 T-T dimer 抗 体
/5% BSA/100 μg/ml salmon sperm DNA/100 μg/ml 酵 母 tRNA/PBS）
溶 液 、 ま た ネ ガ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル と し て 、（ 正 常 マ ウ ス 血 清 由 来
IgG 分 画 （ フ ナ コ シ 、 東 京 ） /5% BSA/100 μg/ml salmon sperm 
DNA/100 μg/ml 酵 母 tRNA/PBS） 溶 液 を 35 μg 添 加 し て 一 晩 反 応 さ
せ た 。0.075% Bri j i  35（ 片 山 化 学 工 業 、大 阪 ）/PBS に て １ ５ 分 を ２
回 、 さ ら に PBS で 洗 浄 し た 。 そ の 後 DAB 染 色 を 行 っ た 。 さ ら に 、
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基 質 部 分 の 染 色 の た め 、 ア ル シ ア ン ブ ル ー 染 色 を 行 っ た 。 DEPC 
water で ３ 回 洗 浄 後 、3％ 酢 酸 水 で ５ 分 前 処 理 し 、pH2.5 の ア ル シ ア
ン ブ ル ー（ SIGMA, St. Louis, USA）/酢 酸 溶 液 を １ 分 作 用 さ せ 3％ 酢
酸 水 で ５ 回 、 流 水 で ５ 分 洗 浄 し た 。  

DEPC water で 洗 浄 後 、 ア ル コ ー ル ・ キ シ レ ン 脱 水 系 列 を 用 い て
脱 水 し 、 封 入 し た 。  

 
 

表 2-1 In  s i tu  hybr id iza t ion に 用 い た プ ロ ー ブ の 配 列  

斜 体 文 字 は チ ミ ン 二 量 体 を 付 加 し た 部 分 を 示 す 。  

HAS2 sense
ATTATTATT ATGTCTCTCTACTCAGTGCTGTACATGTC

ATTATT

anti-sense
ATTATTATT GACATGTACAGCACTGAGTAGAGAGACAT

ATTATT

HAS3 sense
ATTATTATT AGGCGGTGCTGGGTGGCATCCTGGCAGCC

TATGTGACAGGCTACCAGT ATTATT

anti-sense
ATTATTATT AACTGGTAGCCTGTCACATAGGCTGCCAG

GATGCCACCCAGCACCGCC ATTATT
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結 果  

 

１ ． 滑 膜 組 織 に お け る HAS mRNAの 発 現 様 相  
 RT-PCR 解 析 の 結 果 、 膝 関 節 お よ び 顎 関 節 の 滑 膜 組 織 に お い て
HAS2 mRNAの 発 現 が 認 め ら れ た 。 膝 関 節 、 顎 関 節 と も に ２ ８ サ イ
ク ル で 明 確 な バ ン ド の 発 現 が 検 出 さ れ た こ と か ら 、 両 関 節 に お け る
HAS2 mRNAの 発 現 は ほ ぼ 同 程 度 で あ る こ と が 明 ら か と な っ た （ 図
2-1A）。こ れ に 対 し 、両 組 織 に お い て HAS3 mRNAの 発 現 は 認 め ら れ
な か っ た 。  
 ま た 、 in situ hybridizat ionの 結 果 に お い て も 、 膝 関 節 お よ び 顎 関
節 の 滑 膜 表 層 部 付 近 に HAS2 mRNAの 発 現 が 認 め ら れ た の に 対 し 、
HAS3 mRNAの 発 現 は 表 層 部 付 近 に わ ず か に し か 認 め ら れ な か っ た
（ 図 2-1B）。ま た 、senseプ ロ ー ブ を 用 い た 結 果 、シ グ ナ ル は 検 出 さ
れ な か っ た 。  
 

 

 

図 2-1A 膝 関 節 お よ び 顎 関 節 滑 膜 に お け る HAS mRNA の 発 現 -RT-PCR 解 析 - 
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を 行 っ た 。 HAS2 お よ び HAS3 mRNA の 発 現 を ２ サ イ ク ル お き に 検 討 し た 。  
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図 2-1B 膝 関 節 お よ び 顎 関 節 滑 膜 に お け る HAS mRNA の 発 現 - in  s i tu  hybr id iza t ion-  

 ウ サ ギ 膝 関 節 お よ び 顎 関 節 滑 膜 組 織 の 新 鮮 凍 結 切 片 を 作 製 し 、 HAS2 お よ び HAS3

に 対 す る プ ロ ー ブ を 用 い て in s i tu  hybr id iza t ion を 行 っ た 。  

 

 

 

 

２ ． 関 節 軟 骨 組 織 に お け る HAS mRNA の 発 現 様 相  
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 RT-PCR 解 析 の 結 果 、 膝 関 節 お よ び 顎 関 節 の 軟 骨 組 織 に お い て 、
HAS2 mRNA の 発 現 が 認 め ら れ た 。 膝 関 節 、 顎 関 節 と も に ３ ０ サ イ
ク ル で バ ン ド の 発 現 が 明 確 に な っ た こ と か ら 、 HAS2 mRNA の 発 現
は ほ ぼ 同 程 度 で あ る こ と が 明 ら か と な っ た が 、 そ れ ぞ れ の 関 節 の 滑
膜 組 織 に お け る 発 現 よ り も 低 レ ベ ル で あ っ た 。 こ れ に 対 し 、 HAS3 
mRNA の 発 現 は 膝 関 節 軟 骨 組 織 で は 認 め ら れ ず 、顎 関 節 軟 骨 組 織 で
は わ ず か に 認 め ら れ た （ 図 2-2A）。  
 In situ hybridizat ionの 結 果 で は 、HAS2 mRNAの 発 現 は 両 関 節 軟 骨
に お い て 軟 骨 層 全 体 に わ た り 認 め ら れ た が 、 HAS3 mRNAの 発 現 は
ご く わ ず か に し か 認 め ら れ な か っ た 。 ま た 、 senseプ ロ ー ブ を 用 い
た 結 果 、 シ グ ナ ル は 確 認 さ れ な か っ た （ 図 2-2B）。  
 
 

 
図 2-2A 膝 関 節 お よ び 顎 関 節 軟 骨 に お け る HAS mRNA の 発 現 -RT-PCR 解 析 - 

 ウ サ ギ 膝 関 節 お よ び 顎 関 節 よ り 採 取 し た 軟 骨 組 織 の tota l  RNA を 抽 出 し 、 RT-PCR

を 行 っ た 。 HAS2 お よ び HAS3 mRNA の 発 現 を ２  サ イ ク ル お き に 検 討 し た 。  
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図 2-2B 膝 関 節 お よ び 顎 関 節 軟 骨 に お け る HAS mRNA の 発 現 - in  s i tu  hybr id iza t ion-  

 ウ サ ギ 膝 関 節 お よ び 顎 関 節 軟 骨 組 織 の 新 鮮 凍 結 切 片 を 作 製 し 、 HAS2 お よ び HAS3

に 対 す る プ ロ ー ブ を 用 い て in s i tu  hybr id iza t ion を 行 っ た 。  
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３ ． 肋 軟 骨 組 織 に お け る HAS mRNA の 発 現 様 相  
 RT-PCR 解 析 の 結 果 、 HAS2 mRNA の 発 現 は 成 長 板 軟 骨 お よ び 静
止 軟 骨 に お い て 認 め ら れ た 。 成 長 板 軟 骨 で は ２ ６ サ イ ク ル で 明 瞭 な
バ ン ド が 検 出 さ れ た の に 対 し 、 静 止 軟 骨 に お い て は 同 サ イ ク ル で は
わ ず か に し か バ ン ド が 検 出 さ れ な か っ た こ と か ら 、 HAS2 mRNA は
成 長 板 軟 骨 に お い て よ り 高 レ ベ ル に 発 現 し て い る こ と が 明 ら か と な
っ た 。ま た 、成 長 板 軟 骨 に お け る HAS2 mRNA の 発 現 は 、前 述 の 両
関 節 の 軟 骨 お よ び 滑 膜 組 織 に お け る 発 現 と 比 較 し て 最 も 高 レ ベ ル で
あ っ た 。 一 方 、 HAS3 mRNA の 発 現 は 成 長 板 軟 骨 お よ び 静 止 軟 骨 に
お い て 認 め ら れ た 。 成 長 板 軟 骨 で は ３ ４ サ イ ク ル で 明 確 な バ ン ド が
検 出 さ れ た が 、 静 止 軟 骨 で は ３ ２ サ イ ク ル で 同 程 度 の バ ン ド が 検 出
さ れ た こ と か ら 、 HAS3 mRNA の 発 現 は 、 逆 に 静 止 軟 骨 に お い て 高
レ ベ ル で あ る こ と が 明 ら か と な っ た （ 図 2-3A）。  
 In situ hybridizat ionの 結 果 で は 、HAS2 mRNAの 発 現 は 成 長 板 軟 骨
の 増 殖 層 、 基 質 形 成 層 、 肥 大 層 の 各 軟 骨 層 に お い て 認 め ら れ た 。 静
止 軟 骨 に お い て も 軟 骨 層 全 体 に わ た り HAS2 mRNAの 発 現 が 認 め ら
れ た 。 ま た 、 軟 骨 膜 に お い て HAS2 mRNAの 高 レ ベ ル の 発 現 が 認 め
ら れ た（ 図 2-3B）。一 方 、HAS3 mRNAの 発 現 も 成 長 板 軟 骨 の 基 質 形
成 層 、 肥 大 層 に お い て は ご く わ ず か し か 認 め ら れ ず 、 増 殖 層 に お い
て の み 高 レ ベ ル の 発 現 が 認 め ら れ た 。 静 止 軟 骨 に お い て は HAS3 
mRNA の 発 現 は わ ず か し か 認 め ら れ な か っ た が 、 軟 骨 膜 に お い て
HAS3 mRNAの 高 レ ベ ル の 発 現 が 認 め ら れ た 。senseプ ロ ー ブ を 用 い
た 結 果 、 シ グ ナ ル は 確 認 さ れ な か っ た （ 図 2-3C）。  
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図 2-3A 成 長 板 軟 骨 お よ び 静 止 軟 骨 に お け る HAS mRNA の 発 現 -RT-PCR 解 析 - 

 ウ サ ギ 肋 骨 の 成 長 板 軟 骨 お よ び 静 止 軟 骨 よ り tota l  RNA を 抽 出 し 、 RT-PCR を 行 っ

た 。 HAS2 お よ び HAS3 mRNA の 発 現 を ２ サ イ ク ル お き に 検 討 し た 。  
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図 2-3B  成 長 板 軟 骨 お よ び 静 止 軟 骨 に お け る HAS2 mRNA の 発 現 -in  s i tu  

hybr id iza t ion-  

 ウ サ ギ 肋 骨 の 成 長 板 軟 骨 お よ び 静 止 軟 骨 組 織 の 新 鮮 凍 結 切 片 を 作 製 し 、 HAS2 に 対

す る プ ロ ー ブ を 用 い て in s i tu  hybr id iza t ion を 行 っ た 。 P は 軟 骨 膜 、 C は 静 止 軟 骨 を 示

す 。  
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図 2-3C  成 長 板 軟 骨 お よ び 静 止 軟 骨 に お け る HAS3 mRNA の 発 現 - in  s i tu  

hybr id iza t ion-  

 ウ サ ギ 肋 骨 の 成 長 板 軟 骨 お よ び 静 止 軟 骨 組 織 の 新 鮮 凍 結 切 片 を 作 製 し 、 HAS3 に 対

す る プ ロ ー ブ を 用 い て in s i tu  hybr id iza t ion を 行 っ た 。 P は 軟 骨 膜 、 C は 静 止 軟 骨 を 示

す 。  
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考 察  

 

 In situ hybridization 法 に は 、３ H や ３ ５ S な ど の 放 射 性 同 位 元 素 を
標 識 と し て 用 い る 放 射 性 in situ hybridizat ion 法 (4 9)と 、 biot in( 5 0 )や
digoxigenin (Dig) (5 1 )、T-T dimer (45 -47 )な ど の 抗 原 性 物 質（ ハ プ テ ン ）
を 標 識 す る 非 放 射 性 in situ hybridizat ion 法 が あ る 。本 研 究 に 用 い た
T-T dimer 法 は 、 安 全 か つ 短 時 間 で 行 う こ と が で き 、 解 像 度 の 高 い
手 法 で あ る 。 T-T dimer を ハ プ テ ン と す る 方 法 は 、 標 識 操 作 が 簡 単
で 、 標 識 に よ る 分 子 量 の 増 加 が な い 、 標 識 率 の コ ン ト ロ ー ル が 可 能
で 一 定 の 標 識 率 の プ ロ ー ブ が 得 ら れ る 、 標 識 後 の 精 製 操 作 が 不 要 で
あ る な ど の 特 徴 を 有 す る 。 ま た 、 組 織 形 態 の 保 持 で は パ ラ フ ィ ン 切
片 に 劣 る も の の 、 プ ロ ー ブ の 浸 透 性 が 良 好 で 感 度 が 高 い と い う 理 由
か ら 新 鮮 凍 結 切 片 を 用 い た 。 肋 軟 骨 お よ び 膝 関 節 軟 骨 は 骨 か ら 切 り
離 し て 包 埋 す る こ と で 通 法 で の 凍 結 切 片 の 作 製 を 可 能 と し た 。一 方 、
顎 関 節 は 小 さ く 構 造 が 複 雑 な た め 滑 膜 や 軟 骨 を 分 離 す る こ と が 困 難
で あ り 、 関 節 ご と 包 埋 し た 。 骨 を 含 む 組 織 を 切 断 す る た め に は 通 常
脱 灰 が 必 要 と な る が 、 脱 灰 処 理 中 に RNA が 分 解 さ れ る 危 険 性 が あ
り 、 検 出 の 信 頼 性 が 低 下 す る と 考 え ら れ る た め 、 脱 灰 が 不 要 な 新 し
い 技 法 で あ る テ ー プ 法 (48 )を 用 い た 。  

本 研 究 で は 、 顎 関 節 お よ び 膝 関 節 の 滑 膜 組 織 に お い て HAS2 
mRNA の 発 現 が 認 め ら れ た 。 HAS2 mRNA の 発 現 は 滑 膜 表 層 部 付 近
に 集 中 し て い る こ と が 明 ら か と な り 、 滑 膜 表 層 部 に 存 在 す る HAS2
に よ り 合 成 さ れ た HA が 滑 液 中 に 分 泌 さ れ る こ と が 示 唆 さ れ た 。
HAS2 は 2000 kDa 以 上 の 高 分 子 量 HA を 合 成 し 、中 程 度 の 活 性 を も
つ (19 )こ と か ら 、正 常 関 節 に お け る 滑 液 中 高 分 子 HA の 合 成 を 行 っ て
い る と 考 え ら れ た 。 一 方 、 200~300 kDa の 低 分 子 量 HA を 合 成 す る
HAS3 は 活 性 が 高 い (19 )も の の 、顎 関 節 お よ び 膝 関 節 の 滑 膜 組 織 に お
い て HAS3 mRNA の 発 現 が ほ と ん ど 認 め ら れ な か っ た 。し た が っ て 、
正 常 関 節 の 滑 膜 に お い て は HAS3 に よ る 低 分 子 量 HA の 合 成 が ほ と
ん ど 行 わ れ て い な い と 考 え ら れ た 。  
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 成 長 板 軟 骨 に お い て は 、 HAS2 mRNA の 発 現 が 他 の 軟 骨 組 織 に 比
較 し て 高 レ ベ ル で あ っ た 。 ま た 、 全 て の 分 化 過 程 に お い て 発 現 が 認
め ら れ た こ と か ら 、 HAS2 に よ る 高 分 子 量 HA の 合 成 は 、 軟 骨 組 織
の 増 殖 や 構 築 の 各 過 程 に お い て 重 要 な 役 割 を 果 た し て い る こ と が 示
唆 さ れ た 。 HA は 軟 骨 細 胞 の 肥 大 化 に 関 与 し て い る こ と が 示 唆 さ れ
て い る (5 2,  53 )が 、 そ れ ぞ れ の 軟 骨 層 に お け る HAS2 の 役 割 の 違 い に
つ い て は 不 明 で あ り 、 今 後 の 検 討 が 必 要 と 考 え ら れ る 。 一 方 、 静 止
軟 骨 や 関 節 軟 骨 に お い て も 成 長 板 軟 骨 よ り も 低 レ ベ ル で は あ る が 、
HAS2 mRNA の 発 現 が 認 め ら れ た こ と か ら 、 HAS2 は 軟 骨 組 織 の 成
長 だ け で な く 、 構 造 維 持 に も 関 わ っ て い る こ と が 示 唆 さ れ た 。  
 一 方 、 HAS3 mRNA の 発 現 は 、 関 節 軟 骨 で は 認 め ら れ ず 、 成 長 板
軟 骨 で は 増 殖 層 に お い て の み 認 め ら れ た 。 静 止 軟 骨 に お い て は 、
RT-PCR の 結 果 で は HAS3 mRNA の 発 現 が 認 め ら れ た に も か か わ ら
ず 、in situ hybridizat ion の 結 果 で は 軟 骨 組 織 で の 発 現 が 認 め ら れ な
か っ た 。一 方 、静 止 軟 骨 周 囲 の 軟 骨 膜 に お い て HAS3 mRNA の 発 現
が 高 レ ベ ル に 認 め ら れ た こ と か ら 、 RT-PCR の 結 果 は 軟 骨 膜 に お け
る HAS3 mRNA の 発 現 を 反 映 し た も の と 考 え ら れ る 。軟 骨 膜 を 構 成
す る 幼 弱 軟 骨 細 胞 (pre-chondrocyte)は 増 殖 活 性 の 高 い 細 胞 で あ り 、
成 長 板 軟 骨 で は 増 殖 層 に お い て の み HAS3 mRNA が 認 め ら れ た こ と
か ら 、 HAS3 は 特 に 細 胞 増 殖 期 に お い て 発 現 し て い る こ と が 示 唆 さ
れ た 。 細 胞 増 殖 と HA 合 成 活 性 と の 間 に は 強 い 相 関 が あ り 、 細 胞 密
度 が 低 い 時 期 に は HA 合 成 が 亢 進 し 、 高 い 時 期 に は HA 合 成 は 低 下
す る こ と が 報 告 さ れ て い る ( 54)。ま た 、高 分 子 量 HA は 細 胞 増 殖 を 抑
制 し 、低 分 子 量 HA は 細 胞 増 殖 を 亢 進 さ せ る と い う 報 告 (55,  56 )が あ り 、
低 分 子 量 HA は 細 胞 表 面 レ セ プ タ ー へ の 結 合 を 介 し て 細 胞 接 着 、 増
殖 、 あ る い は 分 化 に 関 わ っ て い る 可 能 性 が 示 唆 さ れ る 。 本 研 究 結 果
よ り 、 HAS3 に よ り 合 成 さ れ た 低 分 子 量 HA が 軟 骨 細 胞 の 増 殖 に 関
与 し て い る と 考 え ら れ た 。  
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第 三 章  HAS 遺 伝 子 発 現 に お よ ぼ す サ イ ト カ イ ン の

影響  

 

緒 言  

 
OA や RA な ど の 関 節 病 態 に は 、サ イ ト カ イ ン が 深 く 関 与 し て い る

こ と が 示 唆 さ れ て き た 。 RA で は 主 と し て マ ク ロ フ ァ ー ジ と 滑 膜 細
胞 に よ り 産 生 さ れ た interleukin-1 beta (IL-1β )、  tumor necrosis 
factor-alpha (TNF-α )、interleukin-6 (IL-6)、interleukin-8 (IL-8)な ど
の サ イ ト カ イ ン の 複 合 的 な 作 用 が 関 節 組 織 の 破 壊 に 重 要 な 役 割 を 果
た す と と も に  (57 ,  5 8 ) 、 RA 滑 膜 に Th1 細 胞 が 浸 潤 し 、
interferon-gamma (IFN-γ )が 産 生 さ れ る こ と も 示 唆 さ れ て い る ( 59)。
一 方 、 OA は 本 質 的 に は 非 炎 症 性 の 退 行 性 病 変 と し て 捉 え ら れ て い
た が 、 滑 膜 炎 の 存 在 (60,  61 )に よ り 炎 症 性 病 変 の 進 行 形 態 で あ る こ と
が 明 ら か と な っ た 。ま た 、サ イ ト カ イ ン の な か で も 、IL-1β 、 TNF-
α な ど の 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン 、お よ び  IFN-γ は OA や RA な ど の 病
的 状 態 の 関 節 滑 液 中 に 高 い 発 現 が 認 め ら れ る ( 62-65 )こ と か ら も 、上 記
の 事 実 が 実 証 さ れ る こ と と な る 。  

ま た 、 病 的 状 態 の 関 節 滑 液 に お い て は 、 低 分 子 量 HA の 分 布 が 優
勢 と な る (7,  8 ,  6 6 )。低 分 子 量 HA の 増 加 は 、滑 液 の 粘 弾 性 を 低 下 さ せ 、
関 節 の 潤 滑 機 能 を 低 下 さ せ る (67 )と と も に 、低 分 子 量 HA 自 身 が 炎 症
に 関 連 し た 様 々 な 生 物 活 性 を 有 し て い る こ と が 報 告 さ れ て き た 。 低
分 子 量 HA は 、 ヒ ト や マ ウ ス の マ ク ロ フ ァ ー ジ に お い て 炎 症 性 サ イ
ト カ イ ン や ケ モ カ イ ン の 産 生 を 亢 進 す る ( 68- 70 )  ほ か 、 マ ウ ス 尿 細 管
皮 質 細 胞 に お い て intracel lular adhesion molecule-1 (ICAM-1) や
vascular cel l  adhesion molecule-1 (VCAM-1)の 発 現 を 亢 進 さ せ る
(71)。滑 膜 細 胞 に お い て も 、低 分 子 量 HA に よ り VCAM-1 の 発 現 が 誘
導 さ れ る こ と が 報 告 さ れ た ( 10)。さ ら に 、低 分 子 量 HA は マ ク ロ フ ァ
ー ジ に よ る 一 酸 化 窒 素（ NO）の 合 成 を 亢 進 し 、結 合 組 織 破 壊 に 関 連
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す る (72 )。こ れ ら の 活 性 は い ず れ も 抗 CD44 抗 体 に よ り 阻 害 さ れ る こ
と か ら 、 HA の CD44 へ の 結 合 を 介 し た 現 象 で あ る と 考 え ら れ て い
る 。  
 滑 液 中 の 低 分 子 量 HA の 増 加 に は 、 既 存 の 高 分 子 量 HA の 低 分 子
化 と 、 低 分 子 量 HA の 合 成 促 進 と い う ２ つ の 機 序 が 考 え ら れ る 。 前
者 に は 、 フ リ ー ラ ジ カ ル (73 -76 )や 分 解 酵 素 (77 )の 関 与 が 示 唆 さ れ て き
た 。近 年 、哺 乳 類 に お け る ヒ ア ル ロ ニ ダ ー ゼ (Hyal 1、Hyal2、Hyal3)
の ク ロ ー ニ ン グ が 行 わ れ (7 8- 80 )、 HA の 分 解 系 が 明 ら か に さ れ つ つ あ
る 。 一 方 、 後 者 に は 低 分 子 量 HA を 合 成 す る HAS3 の 関 与 が 推 察 さ
れ る 。 し か し な が ら 、 滑 膜 細 胞 に お け る HAS mRNA 発 現 に 対 す る
サ イ ト カ イ ン の 影 響 に つ い て は 、 こ れ ま で 全 く 検 討 さ れ て い な い 。  

本 章 で は 、 炎 症 状 態 の 関 節 に お け る 滑 液 中 HA の 低 分 子 化 の メ カ
ニ ズ ム を 解 明 す る こ と を 目 的 と し て 、 サ イ ト カ イ ン の 単 独 あ る い は
複 合 刺 激 が 培 養 ウ サ ギ 滑 膜 細 胞 に お け る HAS mRNA 発 現 に お よ ぼ
す 影 響 を 検 討 し た 。  
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材 料 と 方 法  

 

1. ウ サ ギ 膝 関 節 滑 膜 細 胞 の 培 養 お よ び サ イ ト カ イ ン 処 理  
４ 週 齢 の 雄 性 日 本 白 色 ウ サ ギ の 膝 関 節 よ り 、 滑 膜 細 胞 の 単 離 と 培

養 を 第 一 章 の 方 法 に 準 じ て 行 っ た 。 コ ン フ ル エ ン ト に 達 し た 時 点 で
FBS濃 度 を 1%に し た 培 養 液 に 交 換 し 、さ ら に １ ２ 時 間 後 に FBS濃 度
を 0.5%に し た 培 養 液 に 交 換 後 サ イ ト カ イ ン を 添 加 し た 。  

サ イ ト カ イ ン は 、 recombinant human IL-1 β ; 1 × 108 U/mg 
(Genzyme Corp., Cambridge, USA)、recombinant human TNF-α ; 1
×107 U/mg (Genzyme Corp., Cambridge, USA)、recombinant human 
IFN-γ ; 1×107 U/mg (Genzyme Corp., Cambridge, USA)を 用 い た 。
サ イ ト カ イ ン 単 独 刺 激 で は 、 IL-1β は 0.1、 1、 10 ng/ml、 TNF-α お
よ び  IFN-γ は 1、 10、 100 ng/mlの 濃 度 で ０ 、 １ 、 ３ 、 ６ 、 １ ２ 時
間 処 置 し 、 total RNAを 抽 出 し た 。  

２ 種 の サ イ ト カ イ ン に よ る 複 合 刺 激 で は 、 低 濃 度 サ イ ト カ イ ン 同
士 の 組 み 合 わ せ と し て 、 IL-1β は 0.1 ng/ml、 TNF-α お よ び  IFN-γ
は 1 ng/mlの 濃 度 と し 、高 濃 度 サ イ ト カ イ ン 同 士 の 組 み 合 わ せ の 際 に
は 、 IL-1β は 1 ng/ml、 TNF-α お よ び  IFN-γ は 10 ng/mlの 濃 度 と し
た 。各 組 み 合 わ せ の サ イ ト カ イ ン で ３ 時 間 処 置 し た 後 に total RNAを
抽 出 し た 。 各 total RNA の 抽 出 に は Quick prepTM total RNA 
extract ion kitを 用 い た 。  
 
2. RT-PCR解 析  
 1 μg の total RNAか ら SuperscriptTM preampli f icat ion system を
用 い 、 Oligo(dT)20 を プ ラ イ マ ー と し て cDNAを 合 成 し た 。 こ れ を テ
ン プ レ ー ト と し 、 Advantage cDNA Polymerase Mixを 用 い て PCRを
行 っ た 。 PCRプ ラ イ マ ー は 、 表 1-1の HAS2、 HAS3お よ び G3PDHの
も の を 使 用 し た 。 Gene Amp PCR System 9600を 用 い て 表 1-2の 条
件 で 増 幅 し 、 1.5% ア ガ ロ ー ス ゲ ル で 電 気 泳 動 し た 。  
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3. Real-t ime PCR解 析  
HAS2 お よ び HAS3 mRNA の 誘 導 に つ い て は 、 ABI PRISM7700 

Sequence Detection System (PE Biosystems, Foster, USA)を 用 い
た 定 量 的 PCR法 で あ る real- t ime PCRに て  各 サ イ ト カ イ ン 添 加 時 の
mRNA量 の コ ン ト ロ ー ル に 対 す る 増 加 率 を 算 出 し た 。  
 Real-t ime PCRの プ ラ イ マ ー お よ び TaqManプ ロ ー ブ は 、表 1-5、1-6
の ウ サ ギ HAS2お よ び HAS3遺 伝 子 配 列 を も と に 、 Primer Expressソ
フ ト ウ エ ア  (PE Biosystems, Foster, USA)を 用 い て 設 計 し た （ 表
3-1）。TaqManプ ロ ー ブ は 両 末 端 を 蛍 光 ラ ベ ル し た ２ ０ ~３ ０ 塩 基 の
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で あ り 、 タ ー ゲ ッ ト 領 域 に 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ
イ ズ す る よ う 設 計 し た 。 ５ ’末 端 に は Fluorescein系 の 蛍 光 色 素 （ R:
リ ポ ー タ ー ） で あ る FAM (6-carboxyf luorescein) 、 ３ ’ 末 端 に は
Rhodamine 系 の 蛍 光 色 素 （ Q ： ク エ ン チ ャ ー ） で あ る TAMRA 
(6-carboxytetramethyl-rhodamine)を ラ ベ ル し た 。PCR条 件 は 、94℃ ; 
３ 分 を １ サ イ ク ル 、 94℃ ; １ 分 を ５ サ イ ク ル 、 85℃ ; ３ ０ 秒 を ４ ０
サ イ ク ル 、 さ ら に 64℃ ; １ 分 を １ サ イ ク ル と し た 。 標 的 mRNAの 結
果 は 、G3PDHの 結 果 に よ り 補 正 し た 。解 析 は 異 な る サ ン プ ル を 用 い
て ３ 回 行 い 、 平 均 お よ び 標 準 偏 差 を 求 め た 。  
 

 

表 3-1 Rea l - t ime PCR 用 の プ ラ イ マ ー お よ び TaqMan プ ロ ー ブ の 配 列  

Gene Sequence 5'→3'

HAS2 Forward TTT GGA GCA CCG AAA AAT GA 

Reverse CAG CGA TGC AAA GAG CAA CT

Probe FAM-AAT CCC TAG AAA CCC CCA TTA AGT TGA ACA AA-TAMRA

HAS3 Forward TCG GTG GTC ACA GGT TTC TT

Reverse GGC CAC GGT AGA AAA GCT G

Probe FAM-CCC TTC TTC CTC ATC GCC ACA GTC A-TAMRA

G3PDH Forward AAC TCA CTG GCA TGG CCT T

Reverse GCT TCA CCA CCT TCT TGA TG

Probe VIC-TGC CGC CTG GAG AAA GCT GCT AAG-TAMRA
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結 果  

 

１ ． サ イ ト カ イ ン 影 響 下 の 培 養 ウ サ ギ 滑 膜 細 胞 に お け る HAS mRNA
発 現 の 検 討  
 培 養 ウ サ ギ 滑 膜 細 胞 に お け る HAS2お よ び HAS3 mRNA発 現 に 対
す る サ イ ト カ イ ン の 影 響 を RT-PCR解 析 に よ り 検 討 し た 。そ の 結 果 、
IL-1β お よ び TNF-α に よ る 刺 激 で は 、HAS2お よ び HAS3 mRNAの 発
現 が 濃 度 依 存 的 に 亢 進 す る こ と が 明 ら か に な っ た （ 図 3-1）。 一 方 、
IFN-γ に よ る 刺 激 で は 、 HAS2 mRNAの 発 現 へ の 影 響 は ほ と ん ど 認
め ら れ ず 、 HAS3 mRNAの 発 現 が わ ず か に 亢 進 し た 。  
 HAS mRNA発 現 に 対 す る サ イ ト カ イ ン の 濃 度 依 存 的 影 響 を 検 討
し た 結 果 、IL-1β に よ る 刺 激 で は 、HAS2 mRNA発 現 の 亢 進 は 1 ng/ml、
HAS3 mRNA発 現 の 亢 進 は 10 ng/mlで 最 大 と な っ た 。 一 方 、 TNF-α
に よ る 刺 激 で は 、HAS2 mRNAお よ び HAS3 mRNAの 発 現 は と も に 10 
ng/mlで 最 大 と な っ た （ 図 3-1）。  
 
 

 
図 3-1 サ イ ト カ イ ン 影 響 下 の 培 養 ウ サ ギ 滑 膜 細 胞 に お け る HAS mRNA発 現 の 検 討  

 各 濃 度 の サ イ ト カ イ ン に よ り ３ 時 間 単 独 刺 激 し た 培 養 ウ サ ギ 滑 膜 細 胞 よ り tota l  

RNAを 抽 出 し 、 RT-PCRを 行 っ た 。  

 

HAS3 - 302 bp

G3PDH - 613 bp

IL-1β TNF- α IFN- γ

HAS2 - 687 bp

0 0.1 1 10 0 1 10 100 0 1 10 100 ( ng/ml)
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２ ． HAS mRNA 発 現 に 対 す る サ イ ト カ イ ン 単 独 刺 激 の 影 響  
 HAS2 mRNA の 発 現 に つ い て は 、IL-1β で は 1 ng/ml 添 加 時 に 最 大
の 3.4 倍 と な り 、TNF-α で は 10 ng/ml 添 加 時 に 最 大 の 2.5 倍 と な っ
た 。 IFN-γ  (1〜 100 ng/ml)の 刺 激 に よ る HAS2 mRNA 発 現 の 変 化
は 認 め ら れ な か っ た （ 図 3-2A）。  
 ま た 、 IL-1β に よ る HAS2 mRNAの 誘 導 は 添 加 後 ３ 時 間 で 最 大 の
3.4倍 、 TNF-α に よ る 誘 導 は 添 加 後 １ 時 間 で 最 大 の 2.8倍 と な り 、 と
も に そ の 後 減 少 し １ ２ 時 間 後 に は コ ン ト ロ ー ル レ ベ ル に 戻 っ た 。
IFN-γ に よ る 刺 激 で は 、 １ 時 間 後 に や や 発 現 が 低 下 し た 後 は コ ン ト
ロ ー ル レ ベ ル と ほ ぼ 同 レ ベ ル の 発 現 を 示 し た （ 図 3-2B）。  
 一 方 、 HAS3 mRNA の 発 現 に つ い て は 、 IL-1β で は 10 ng/ml 添 加
時 に 最 大 の 4.3 倍 と な り 、TNF-α で は 10 ng/ml 添 加 時 に 最 大 の 1.9
倍 と な っ た 。IFN-γ に つ い て は 、10 ng/ml 添 加 時 に 最 大 の 1.5 倍 の
HAS3 mRNA の 発 現 が 認 め ら れ た （ 図 3-3A）。  
 ま た 、 IL-1β に よ る HAS3 mRNAの 誘 導 は 添 加 後 ３ 時 間 で 最 大 の
3.6倍 、 TNF-α に よ る 誘 導 は 添 加 後 １ 時 間 で 最 大 の 2.5倍 、 IFN-γ に
よ る 誘 導 は 添 加 後 １ 時 間 で 最 大 の 2.4倍 と な り 、い ず れ も １ ２ 時 間 後
に は コ ン ト ロ ー ル レ ベ ル に 戻 っ た （ 図 3-3B）。  
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図 3-2 培 養 ウ サ ギ 滑 膜 細 胞 の HAS2 mRNA 発 現 に 対 す る サ イ ト カ イ ン 単 独 刺 激 の 影 響      

 A ;各 濃 度 の サ イ ト カ イ ン に よ る ３ 時 間 単 独 刺 激 、 B;至 適 濃 度 の サ イ ト カ イ ン に よ る

０ ~１ ２ 時 間 単 独 刺 激 を 行 っ た 培 養 ウ サ ギ 滑 膜 細 胞 よ り tota l  RNA を 抽 出 し 、real - t ime 

PCR を 行 っ た 。  



 40

1260

1

2

3

4

 (hr)

コントロールレベル

0.1 1 10 1001 10 1001 10
0

1

2

3

4

5

IL-1β TNF-α IFN-γ
( ng/ml)

コントロールレベル

HAS 3
A

B

TNF-α 
IL-1β   

IFN-γ 

1 ng/ml
10 ng/ml
10 ng/ml

 

 

図 3-3 培 養 ウ サ ギ 滑 膜 細 胞 の HAS3 mRNA 発 現 に 対 す る サ イ ト カ イ ン 単 独 刺 激 の 影 響   

A;各 濃 度 の サ イ ト カ イ ン に よ る ３ 時 間 単 独 刺 激 、B;至 適 濃 度 の サ イ ト カ イ ン に よ る ０ ~

１ ２ 時 間 単 独 刺 激 を 行 っ た 培 養 ウ サ ギ 滑 膜 細 胞 よ り tota l  RNA を 抽 出 し 、 real - t ime 

PCR を 行 っ た 。  
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３ ． HAS mRNA発 現 に 対 す る サ イ ト カ イ ン の 複 合 刺 激 の 影 響  
 HAS2 mRNA の 発 現 に つ い て は 、 ２ 種 の サ イ ト カ イ ン の 複 合 刺 激
で は サ イ ト カ イ ン の 単 独 刺 激 に 対 し 、 す べ て の 組 み 合 わ せ に お い て
相 加 、 あ る い は 相 乗 作 用 が 認 め ら れ た 。 特 に 、 IL-1β と IFN-γ の 複
合 刺 激 で は 、低 濃 度 サ イ ト カ イ ン の 組 み 合 わ せ（ 0.1 ng/ml IL-1β ＋
1 ng/ml IFN-γ ）に よ り 5.3 倍 、高 濃 度 サ イ ト カ イ ン の 組 み 合 わ せ（ 1 
ng/ml IL-1β ＋ 10 ng/ml IFN-γ ）に よ り 6.8 倍 の 発 現 亢 進 を 示 し た 。
ま た 、TNF-α と IFN-γ に つ い て も 、低 濃 度 サ イ ト カ イ ン の 組 み 合 わ
せ（ 1 ng/ml TNF-α ＋ 1 ng/ml IFN-γ ）に よ り 4.1 倍 、高 濃 度 サ イ ト
カ イ ン の 組 み 合 わ せ （ 10 ng/ml TNF-α ＋ 10 ng/ml IFN-γ ） に よ り
4.5 倍 の 増 加 を 示 し た 。 IFN-γ に よ る 単 独 刺 激 で は 、 HAS2 mRNA
発 現 の 亢 進 は 認 め ら れ な か っ た こ と か ら 、 IFN-γ は IL-1β お よ び
TNF-α に よ る HAS2 mRNA 発 現 誘 導 に 対 す る 相 乗 効 果 を 有 す る こ
と が 明 ら か と な っ た 。ま た 、IL-1β と TNF-α の 複 合 刺 激 で は 、HAS2 
mRNA 発 現 の 相 加 的 な 亢 進 が 認 め ら れ た 。  
 一 方 、 HAS3 mRNAの 発 現 に つ い て は 、 低 濃 度 サ イ ト カ イ ン の 組
み 合 わ せ で は 、IL-1β と TNF-α と の 複 合 刺 激 で 2.5倍 の 相 加 的 な 誘 導
亢 進 が 認 め ら れ た が 、 他 の 組 み 合 わ せ で は ほ と ん ど 変 化 が 認 め ら れ
な か っ た 。ま た 、高 濃 度 サ イ ト カ イ ン の 組 み 合 わ せ に お い て も 、 IL-1
β と TNF-α と の 複 合 刺 激 で 3.9倍 の 相 加 的 な 発 現 増 加 が 認 め ら れ た 。
一 方 、IFN-γ に よ る HAS3 mRNA発 現 亢 進 の 相 乗 効 果 は 認 め ら れ ず 、
逆 に IL-1β お よ び TNF-α の 単 独 刺 激 に よ る HAS3 mRNA発 現 亢 進 が
IFN-γ に よ り 抑 制 さ れ た （ 図 3-4）。  
 以 上 の 結 果 よ り 、培 養 ウ サ ギ 滑 膜 細 胞 に お け る HAS2 お よ び HAS3 
mRNA の 発 現 は 、IL-1β 、TNF-α 、お よ び IFN-γ の 単 独 あ る い は 複
合 刺 激 に よ り 調 節 さ れ る こ と が 明 ら か と な っ た 。  
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図 3-4 培 養 ウ サ ギ 滑 膜 細 胞 の HAS mRNA 発 現 に 対 す る サ イ ト カ イ ン 複 合 刺 激 の 影 響   

各 濃 度 の サ イ ト カ イ ン に よ る ３ 時 間 の 複 合 刺 激 を 行 っ た 培 養 ウ サ ギ 滑 膜 細 胞 よ り

tota l  RNA を 抽 出 し 、 real - t ime PCR を 行 っ た 。  
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考 察  

 
本 章 で は 、 HAS mRNA 検 出 の た め 新 し い 定 量 PCR 法 で あ る

real-t ime PCR 法 (8 1 ,  82 )を 用 い た 。 Real-t ime PCR 法 は 、 標 的 mRNA 
量 と PCR 産 物 量 と の 間 に 比 例 関 係 が 成 立 す る 指 数 関 数 的 増 幅 領 域
の シ グ ナ ル を リ ア ル タ イ ム に 検 出 で き る た め 、 他 の PCR 法 に 比 べ
遺 伝 子 複 製 の 定 量 の 正 確 さ と 再 現 性 に 優 れ て い る 。 こ れ に よ り 、 さ
ま ざ ま な 種 類 と 濃 度 の サ イ ト カ イ ン の HAS mRNA 発 現 へ の 影 響 を
正 確 に 分 析 す る こ と が 可 能 と な っ た 。  

本 研 究 結 果 で は 、培 養 ウ サ ギ 滑 膜 細 胞 に お い て IL-1β と TNF-α に
よ り HAS2 mRNA の 発 現 が 亢 進 し た が 、 IFN-γ は 単 独 で は HAS2 
mRNA 発 現 に 対 し て ほ と ん ど 影 響 を お よ ぼ さ な か っ た 。一 方 、HAS3 
mRNA の 発 現 は IL-1β に よ り 著 明 に 亢 進 し 、TNF-α 、IFN-γ に よ り
や や 増 加 し た 。 培 養 ヒ ト 眼 線 維 芽 細 胞 に お い て も 、 IL-1 β に よ り
HAS2 お よ び HAS3 mRNA の 発 現 が 誘 導 さ れ る こ と が 報 告 さ れ て い
る (83)。 ま た 、 培 養 ヒ ト 滑 膜 細 胞 で は 、 IL-1β と TNF-α に よ り グ リ
コ サ ミ ノ グ リ カ ン へ の グ リ コ サ ミ ン の 取 り 込 み 量 が 増 加 す る が
(84- 86 )、IFN-γ に よ る 取 り 込 み 量 の 変 化 は ほ と ん ど 認 め ら れ な い こ と
も 報 告 さ れ て お り ( 86)、 こ れ ら は 本 研 究 結 果 と 一 致 す る 。  
 以 上 の こ と よ り 、滑 膜 細 胞 に お け る HA 合 成 は 、IL-1β お よ び TNF-
α に よ り 亢 進 し 、 こ れ に は 同 サ イ ト カ イ ン に よ る HAS2 と HAS3 の
発 現 誘 導 が 関 与 し て い る こ と が 示 唆 さ れ る 。 す な わ ち 、 IL-1β お よ
び TNF-α 刺 激 に よ り 、関 節 内 で は HAS2 に よ る 高 分 子 量 HA の 合 成
が 亢 進 す る と 同 時 に 、 HAS3 に よ る 低 分 子 量 HA の 合 成 も 亢 進 す る
と 考 え ら れ る 。 Kontt inen ら (87 )は 、 OA お よ び RA 患 者 か ら 採 取 し
た 培 養 滑 膜 細 胞 に お い て 、 IL-1β に よ り 低 分 子 量 HA の 合 成 が 亢 進
し た こ と を 報 告 し た 。HAS3 は 酵 素 活 性 が 高 い た め (1 9)、mRNA の 発
現 レ ベ ル が 同 じ 場 合 で も よ り 多 量 の 低 分 子 量 HA を 合 成 す る と 考 え
ら れ る こ と か ら 、 HA 低 分 子 化 機 序 の ひ と つ と し て 、 サ イ ト カ イ ン
に よ る HAS3 発 現 の 亢 進 が 示 唆 さ れ た 。  
 一 方 、 ２ 種 類 の サ イ ト カ イ ン に よ る 複 合 刺 激 に つ い て は 、 IL-1β
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と IFN-γ 、お よ び TNF-α と IFN-γ の 複 合 刺 激 に よ り 、HAS2 mRNA
の 発 現 が 相 乗 的 に 増 加 し 、逆 に HAS3 mRNA の 発 現 は 抑 制 さ れ る こ
と が 明 ら か と な っ た 。 し た が っ て 、 IFN-γ は IL-1β あ る い は TNF-
α と 同 時 に 作 用 す る こ と で 、 HAS2 に よ る 高 分 子 量 HA の 合 成 を 促
進 す る と と も に 、 HAS3 に よ る 低 分 子 量 HA の 合 成 を 抑 制 し 、 滑 液
中 HA の 低 分 子 化 を 抑 制 す る 方 向 に 働 く と 考 え ら れ る 。 培 養 ヒ ト 肺
線 維 芽 細 胞 に お い て も 、IFN-γ お よ び TNF の 単 独 刺 激 の 場 合 と 比 較
し て 、 こ れ ら の 複 合 刺 激 で は 高 分 子 量 HA の 合 成 が 亢 進 す る こ と が
示 さ れ て お り  (11 )、 本 研 究 結 果 と 一 致 す る 。 サ イ ト カ イ ン の 相 互 作
用 に つ い て の 詳 細 な 機 序 は 不 明 で あ る が 、TNF-α の 生 物 活 性 の 多 く
は IL-1β と 重 複 し 、 そ の 産 生 を 相 互 に 誘 導 す る こ と か ら 、 IL-1β と
TNF-α は HAS mRNA の 誘 導 に 関 し て 同 様 の 効 果 を 有 し 、 複 合 刺 激
で 相 加 的 な 効 果 を も た ら し た も の と 考 え ら れ る 。ま た 、IL-1β 、TNF-
α 、 IFN-γ な ど の サ イ ト カ イ ン は 、 レ セ プ タ ー を 介 し た シ グ ナ ル 伝
達 を 行 う こ と が 知 ら れ 、 IL-1β や TNF-α が 転 写 因 子 NF-κ B の 活 性
化 を 介 し た 系 で あ る の に 対 し 、 IFN- γ は 異 な る キ ナ ー ゼ 系 で あ る
STAT 系 の 活 性 化 に よ る 伝 達 を 行 っ て い る 。 こ の よ う な 各 サ イ ト カ
イ ン 固 有 の シ グ ナ ル 伝 達 系 の 違 い に よ り 、HAS mRNA 発 現 に 対 す る
相 乗 的 な 促 進 や 抑 制 の 効 果 が 発 現 し た 可 能 性 が 考 え ら れ る 。  
 以 上 の こ と よ り 、 培 養 ウ サ ギ 滑 膜 細 胞 の HAS2 お よ び HAS3 
mRNA の 発 現 は 、サ イ ト カ イ ン の 単 独 あ る い は 複 合 刺 激 に よ り 調 節
さ れ る こ と が 明 ら か と な り 、 炎 症 状 態 の 関 節 に お け る HA の 合 成 促
進 と 低 分 子 化 に HAS が 関 連 し て い る 可 能 性 が 示 唆 さ れ た 。ま た 、急
性 炎 症 時 に は 滑 膜 組 織 の HA 合 成 が 亢 進 す る 一 方 で 、 関 節 病 態 が 進
行 し た 状 態 で は 滑 液 中 HA 濃 度 は 逆 に 低 下 す る こ と が 報 告 さ れ ( 6)、
HA 分 解 も 同 時 に 亢 進 し て い る こ と が 示 唆 さ れ て い る 。 炎 症 反 応 と
HA 分 解 系 と の 関 連 で は 、 フ リ ー ラ ジ カ ル は in vitro で HA を 低 分 子
化 し (73 ,  74 )、RA 滑 膜 組 織 に お け る フ リ ー ラ ジ カ ル の 産 生 は 炎 症 が 高
度 に な る に 従 っ て 亢 進 す る と さ れ る (76,  88 )。一 方 、哺 乳 類 の HA 分 解
酵 素 に は 、 現 在 Hyal1、 Hyal2 お よ び Hyal3 が 同 定 さ れ て お り 、 こ
れ ら は 異 な る 基 質 特 異 性 を 有 す る こ と が 示 唆 さ れ て い る が (89,  9 0 )、
生 体 組 織 で の 発 現 様 相 や 発 現 調 節 に つ い て は ほ と ん ど 明 ら か に さ れ
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て い な い 。 今 後 、 HAS の 発 現 と あ わ せ て HA 分 解 系 を 検 討 し て い く
こ と に よ り 、 関 節 病 態 の 解 明 が 行 わ れ る も の と 考 え ら れ る 。  
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総括 

 
 本 研 究 で は 、 ウ サ ギ HAS2 お よ び HAS3 遺 伝 子 の ク ロ ー ニ ン グ と
構 造 解 析 を 行 っ た 。 ま た 、 ウ サ ギ 滑 膜 組 織 と 各 軟 骨 組 織 に お け る
HAS2 お よ び HAS3 mRNA の 発 現 様 式 を RT-PCR と in situ 
hybridizat ion に よ り 検 討 し た 。 さ ら に 、 サ イ ト カ イ ン に よ り 刺 激 し
た 培 養 ウ サ ギ 滑 膜 細 胞 に お け る HAS2 お よ び HAS3 mRNA レ ベ ル を
RT-PCR お よ び real-t ime PCR に よ り 解 析 し た 。 そ の 結 果 、 以 下 の
こ と が 明 ら か と な っ た 。  
１ ．  ウ サ ギ HAS2、HAS3 と も に cDNA 配 列 の 翻 訳 領 域 は 1659 bp

で あ り 、そ れ ぞ れ 553 個 の ア ミ ノ 酸 が コ ー ド さ れ て い る こ と が 明
ら か と な っ た 。 ま た 、 こ れ ら の ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 ヒ ト と マ ウ ス の
HAS 遺 伝 子 配 列 に 対 し て い ず れ も 97%以 上 の 相 同 性 を 示 し た 。  

２ ．  ア ミ ノ 酸 配 列 の 解 析 に よ り 、 HA 合 成 に 必 須 の β -1,4 
glycosyltransferase 活 性 部 位 （ HAS2; Asp212, Asp314, Trp354、
HAS3; Asp214, Asp316, Trp35 6） お よ び β -1,3 glycosyltransferase
活 性 部 位（ HAS2; Lew2 84、HAS3; Lew286）が 保 存 さ れ て い る こ と
が 確 認 さ れ た 。  

３ ． HAS2 mRNAは 、正 常 滑 膜 お よ び 軟 骨 に 広 く 発 現 す る こ と が 明
ら か と な っ た 。 一 方 、 HAS3 mRNAは 、 正 常 滑 膜 お よ び 関 節 軟 骨
組 織 に お い て は わ ず か し か 発 現 が 認 め ら れ な か っ た が 、 軟 骨 膜 お
よ び 成 長 板 軟 骨 の 増 殖 層 に お い て 発 現 が 認 め ら れ た 。  

４ ．  炎 症 性 サ イ ト カ イ ン で あ る IL-1 β と TNF- α に よ り 、 HAS2 
mRNAお よ び HAS3 mRNAの 発 現 が 誘 導 さ れ た 。ま た 、IFN-γ は 他
の サ イ ト カ イ ン と の 相 互 作 用 に よ り 、 HAS2 mRNAの 誘 導 を 促 進
し 、 ま た HAS3 mRNAの 誘 導 を 抑 制 す る こ と が 明 ら か と な っ た 。  

 以 上 の 結 果 よ り 、 正 常 関 節 組 織 に お い て は 主 と し て HAS2が 発 現
し 、合 成 さ れ た 高 分 子 量 HAは 軟 骨 組 織 の 構 築 や 滑 液 の 潤 滑 能 に 寄 与
し て い る と 考 え ら れ た 。 一 方 、 炎 症 状 態 の 関 節 で は HAS3が 誘 導 さ
れ 、合 成 さ れ た 低 分 子 量 HAは 滑 液 粘 性 の 低 下 や 炎 症 反 応 の 亢 進 に 関
与 す る と 考 え ら れ た 。 ま た 、 HAS3 は 、 軟 骨 組 織 に お い て 増 殖 活 性
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の 高 い 軟 骨 層 で 高 発 現 を 示 し た こ と か ら 、 軟 骨 の 分 化 お よ び 増 殖 に
も 関 与 し て い る 可 能 性 が 示 唆 さ れ た 。  
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