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〔要旨〕はじめに：我々はこれまでにヒト新生児関節軟骨細胞がinvitroにおいてユニークな免疫調節

能を示すことを報告してきた。本､研究の目的は，軟骨基質のなかでも種々の抗炎症作用が確認されてい

るヒアルロン酸のリンパ球増殖調節作用を検討することである。

対象および方法：材料：腱常人より末梢血単核球(PBMC)を分離した後,MACSMagneticce1]sorting

systemを用いてＣＤ4＋CDl4-Tリンパ球を分離した。ＰＢＭＣとＣＤ4＋CD14-Tリンパ球はCD28とCD3を

刺激しポリクローナルに活性化させた。リンパ球増殖試験：ポリクローナルに活性化させたPＢＭＣと

CD4＋ＣＤ１４－Ｔリンパ球に分子量80万のヒアルロン酸ナトリウム（以下ＨＡ）を0-37.5％（1.25-

3.75mg/ｍｌ）加え培護した。ＰＢＳをネガティブコントロールとし，活性化後２，３，４，５E１月の細胞増殖

を[3H]サイミジン取り込み試験にて測定した。同時に倒立顕微鏡下に細胞増殖形態を観察した。

結果：ＨＡは1.25-3.75ｍｇ/ｍｌの濃度においてＣＤ4＋CD14-Tリンパ球の増殖を全観察期間において

有意に抑制した（Ｐ＜0.001)。

考察：本研究より，健常軟骨細胞は組織特異的抗原を発現しつつも関節液関節軟骨中のヒアルロン

酸によって免疫サーベイランスから逃れている可能性が示唆された。

膝３０:155～158,2005

はじめに

我々はこれまでに，ヒト新生児培養関節軟骨

細胞のユニークな免疫学的特性，すなわち細胞

接触を介してポリクローナルに活性化させた

CD4＋ＣＤ１４－Ｔリンパ球の細胞増殖を抑制する

が，この増殖抑制効果は活性化末梢血単核球に

は影響を与えないことを報告してきた`)。特に，

活性化CD4-1-CD14-Tリンパ球に対する増殖抑

制機序を明らかにすることは，移植免疫や炎症

性関節炎の治療を始めとする臨床的意義も高い。

これまでの研究結果より，活性化ＣＤ4＋ＣＤ14‐

Ｔリンパ球に対する増殖抑制はヒト新生児培養

関節軟骨細胞の発現･産生する細胞表面分子．細

胞基質もしくは細胞基質結合蛋白などが関与し

ているものと推測している。なかでも軟骨基質

であるヒアルロン酸は，既に製剤化され関節症

の治療薬として世界各国で広く臨床応用されて

おり．物理的効果のみならず種々の生物学的抗

炎症作用を有していることも次第に明らかと

なってきたＭ５９)。そこで本研究では、ヒト新生

児培義関節軟骨細胞の持つユニークな免疫学的

特性がヒアルロン酸によるものと仮説を立て．ヒ

アルロン酸ナトリウム製剤の活性化リンパ球に

対する細胞増殖抑制作用の有無をinvitroにお

いて.検証した。

材料と方法

材料の洲腱:健康人ボランティアの末梢血（以

下ＰBMC）よりHistopaque-1077（Sigma）にて

単核球を採取し、MACSMagneticcellsorting

sys[ｅｍ(MiltenyiBiotec）にてCDl4-CD4＋Ｔリン

パ球（以下ＣＤ４Ｔリンパ球）を分離した。採取し

たＰＢＭＣとＣＤ４Ｔリンパ球は10％子牛血清を加
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えたＲＰＭI培地に各々2.5x106,5xlO5cell/ｍｌの細

胞密度に調整し，519/ｍＩのCD28cross-linking

mAb(ＢＤ)と100,9/ｍｌのCD3cross-linkingmAb

(BD）を加え培養器にて２時間刺激し活性化さ

せた。

リンパ球増殖抑制試験；活性化させたＰＢＭＣ

とＣＤ４Ｔリンパ球は96穴Ｕ字底プレートに各々

2.5x１０５，５xlO4cell/wellで播種し，分子量80万の

ヒアルロン酸ナトリウム（アルツ;科研,以下ＨＡ）

を０％，１２．５％(1.25ｍｇ/ｍｌ)，２５％(2.5ｍｇ/ｍｌ)，

37.5％（3.75mg/ｍｌ）加え５日間培養を行った。

コントロール群としてＨＡ製剤の溶媒で

あるリン酸緩衝液（以下ＰＢＳ）を1２５

|まＨＡ濃度とは相関を示さず,ＨＡ２5％群で最大

抑制値を示した（60-90％抑制)。また，［％抑

制］は経時的に減弱する傾向を示し，特に

HA37.5％群では培養５日目に50％以下と減弱

した（Fig.３)。一方，活性化したPB1vICはＨＡ

を12.5-37.5％加えてもコントロールPBS群に

比して有意な細胞の増殖抑制は認められず，逆

にＨＡ２5％群では第３日目以降に有意な細胞増

殖の冗進を認めた(Ｐ＜0.01)。活性化ＰＢＭＣの

細胞増殖は第３日をピークに減少傾向を示した

(Fig.４） 

12.5%添虹 25%添加 37.5%添加

あるリン酸緩衝液（以下PBS）を12.5

-37.5％加えた。細胞の増殖は,培養開

始2,3,4,5日後の最終18時間における

BIn-thymidine(1,(LCi/well;Amersham） 

取り込み試験でcounterperminute（c、

P.、）を測定した。細胞の増殖形態を

倒立顕微鏡下に観察を行った。各実験

はTriplicateで行った。

統計処理：データは平均値±ＳＤで示

し，ｏｎｅ－ｗａｖＡＮＯＶＡＦｉｓｈｅｒＰＬＳＤｐｏｓｔ
ｈｏｃｔestにて検定を行った。
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結果

本研究で用いたＣＤ４Ｔリンパ球は，

予備実験において98％以上がＣＤ４陽性

でかつＣＤ１４が陰性であることをflow

cytometricanalysisで確認した。更に，

phytohemagglutinin刺激に対して増殖
能を有することを「3H1-thvmidineIInb
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、能を有することを［3Ｈ]-thymidine取り

込み試験にて確認した。

活性化したＣＤ４Ｔリンパ球の増殖は，

ＨＡを12.5-37.5％加えることによってコント

ロールPBS群と比較して有意（Ｐ＜0.001）だ

抑制を受け．その抑制効果は今観察期間泰彌し

Ａ 1８ 

Fig.２ 

100 

ロールＰＢＳ群と比較して有意（Ｐ＜0.001）な

抑制を受け，その抑制効果は全観察期間を通し

て認められた。コントロールPBS群の細胞増殖

は経時的に冗進し最終観察時に最大値を示した

(Fig.１)。顕微鏡下に観察すると，培養二日後

のPBS群では増殖したＣＤ４Ｔリンパ球が巨大な

細胞塊を形成しているのに対し（Fig.２A)，ＨＡ
群では小さな細胞塊がわずかに散見されるのみ

であった（Fig2B)。ＨＡ濃度の変化による増殖

抑制率は，［％抑制］＞＝100-(ＨＡ群（c､Ｐ
､)/PBS群(c､ｐ、)）×100で示した。［％抑制］
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12.5%添加 活性化したＴリンパ球の増殖抑制能が

あることが報告されており3)，この特

殊な免疫調節能が間葉系細胞に保存さ

れた機能であるのか，幼若な細胞にの

み認められるものなのか，興味深い検

討課題である。Setoguchiら?】は，軟骨

細胞産生蛋白であるchondromodulinI

がポリクローナルに活,性化したＴリン

パ球の細胞増殖を抑制すると報告して

おり，我々同様軟骨細胞がユニークな

免疫学的性質を有していることを指摘

している。しかし一方では，軟骨基質

25%添加 37.5%添加
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|ま組織特異的抗原性を有するとされており，炎

症性関節炎のみならず変形性関節症でも軟骨基

質に対する抗`体が産生されているとの報告もあ

る8$これ等の知見を総合すると，関節軟骨は免

疫学的に抗原性と免疫調節性の二面性を持ち合

わせ，高齢者や関節症においてはこのバランス

が破綻し病状悪化に拍車をかけているものと推

測される。

関節軟骨細胞の免疫調節能に関しては，Class

l拘束性免疫応答を始め検討項目が山積している

が，本研究の結果よりＨＡがヒト新生児培養関

節軟骨細胞のユニークな免疫調節能に関与して

いる可能性が強く示唆され，臨床に広く普及し

ているＨＡ製剤の新たな生物学的作用が確認さ

れた。今後，ＨＡの分子量による免疫調節能の

変化，責勵任受容･体の検索，細胞増殖抑制経路の

シグナル伝達について更なる検討が必要と考え

ている。

考察

ＨＡは関節軟骨の主要な構成成分を成してい

るばかりか，健常関節液中には２－４ｍｇ/ｍＩの
濃度で存在している2)。臨床応用されているＨＡ

製剤は関節内に投与すると軟骨基質に浸潤し9)物

理的に軟骨保護`作用を示すほか，抗炎症作用と

して，滑膜細胞からのＰＧＥ２産生抑制')，軟骨基

質からのプロテオグリカン遊離抑制)，培養軟

骨細胞のＭＭＰ-1,-3,-13産生抑制5)を示すなど

多数報告されている。本研究ではＨＡ濃度を1.25

-3.75ｍｇ/mlと生体関節腔内の環境を想定して

実験を行った結果．ＨＡ製剤が活性化ＣＤ４Ｔリ

ンパ球に対する増殖抑制能を有することを認め

た。ＨＡの主要受容体はCD44であり，関節軟骨

ではこのリガントー受容｡体系を介してＭＭＰの

産生が抑制されることが報告されている5)。本

研究で認められた細胞増殖抑制がCD44を介し

た反応であるのか，もしくは別の受容体を介す

るのかの検討は今後の課題である。

本研究では，細胞採取時のＣＤ４Ｔリンパ球が

PＢＭＣの約20％であり，D28とCD3のcross-

linkingmAbで活性化される細胞の殆どがＣＤ４

Ｔリンパ球であることから，ＣＤ４Ｔリンパ球と

PＢＭＣを１対５の割合で播種し比較検討を行っ

た。興味深いことに，ＨＡは活性化ＰＢＭＣ(活性

化したＣＤ４Ｔリンパ球を含むＰBMC）には細胞

増殖抑制を示さず，ヒト新生児培養関節軟骨細

胞と類似の免疫調節能を示した6)｡本研究の結果

は，我々の仮説を積極的に支持するものであり，

ヒト新生児関節軟骨細胞の持つ免疫調節能にＨＡ

が重要な役割を担っているものと考えられる。近

年，ヒト骨髄間葉系細胞にもマイトジェンにて
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