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陽イオ ン化牛 血清ア ル ブミ ン誘導関節炎における

関 節 軟 骨 破 壊 機 序

金沢 大学医学部整形外科学講座 住 任 二 野 村 進教掛

山 下 直 樹
く昭和6 3 年1 月7 日受付1

慢性関節 リ ウ マ チ に お ける関節破壊機序を解明す る ため に
，
モ ル モ ッ トに 抗原誘導型関節炎 を作製

し， この 実験 モ デル に お ける 関節軟骨破壊機序を形態学的お よ び 生化学的に 検討した ． アミ ド化 に よ り陽
イ オ ン 化し た牛血 清アル ブ ミ ン くa B S A H pI こ 9 ． 5，で モ ル モ ッ トを免疫 し膝関節腱内に a B S A く0 ． 5 rn gJ
を注入 す る こ と に よ り関節炎 を誘導 した． 抗原 注入後 1 日で好中球浸潤 を伴う著 しい 滑膜炎が み られ た ．

滑膜や 軟骨下骨髄か ら道連し た好中球 は関節軟骨 に浸潤 し， 2 週 まで に 関節軟骨 は破壊消失 した． 関節軟
骨の破壊 に 際 して

，
ま ずプ ロ テ オ グリ カ ン の 脱落が お こ り

，
次 い で コ ラ ー

ゲ ン線推の 消失が み ら れた ． 8

過ま で に
， 破壊され た 関節軟骨と関節腔は滑膜や骨髄よ り増殖 し た肉芽組織に よ っ て置換され線維癖痕組

織 く線維性強直うとな り， 1 2 －20 週 で は膝関節 は最終的 に軟骨性強直像 を呈 した
．

1 25
トa B S A を用 い た オ ー

ト ラ ジオ グラ フ イ
ー

と抗 モ ル モ ッ ト工g G に よる蛍光抗体法の所見 か ら， 抗原は静電気的親和力に よ り 関節
軟骨全層 に捕捉 され て お り

，
こ れ が抗体との 結合に 必 要な持続性 の 抗原 くpl an t e d a n ti g e nl と して働 い て

い る こ とが確認 され た． 抗原注入後 1 ， 2 遇 の 膝関節か ら採取 した滑膜と関節軟骨 ホモ ジネ ー

トか ら仁
3

別
棟識 ト ラ ン ス フ ェ リ ン分解活性 が検出さ れた

．
こ の蛋白分解酵素 は阻害試験や p H 曲線の 所見か ら中性セ

リ ン プ ロ テ ィ ナ
ー

ゼ で あり
，
プ ロ テオ グ リ カ ン分解活性 を持つ 好中球由来 エ ラス タ ー

ゼ やカ テプ シ ン G と

推定さ れ た
t 同試料中に コ ラ ゲ ナ ー ゼ活性 は検出 で き な か っ た が， ゼ ラチ ン分解活性の上 昇が 認め られ た

．

こ の 酵素は 4 － a mi n o ph e n yl m e r c u ri c a c e t a t e に よ っ て 活性化され ， E D T A に よ っ て そ の 活性 は阻害 を受け
る こ と か ら中性金属依存性蛋白分解酵素 で あ り

，
ゼ ラ チ ン サ ブ ス ト レ ー トゲ ル 上 の 分子 量より好中球由来

ゼラ チ ナ ー ゼ と 考え られ た． 以 上 の 実験デ ー

タよ り
， 本実験モ デ ル に お い て は好中球由来の 中性蛋白分解

酵素が プ ロ テ オ グ リカ ンや コ ラ ー

ゲ ン 線椎 を分解す る こ と に よ り関節軟骨破壊 をき たす と考え られ た． ま

た
，
この こ と は慢性関節 リ ウ マ チ に お い て も滑液中に 浸出した 好中球が関節軟骨 の破壊 に 重要な役割 を果

して い る可能性 を示 唆して い る
．

K e y w o r d s a nt i g e n －i n d u c ed a rt h ritis
，
d e st r u c ti o n of c a rtil a g e ， n e ut r al

p r ot ei n a s e
，
rh e um at Oid a rt h ritis

慢性関節 リ ウ マ チ は未知の 抗原に 対 し抗体が産生さ

れ
，
こ の 抗原 岬 抗体複合体を起炎物質と し て 慢性増殖

性滑膜炎を き た し， その 結果関節軟骨や骨お よ び関節

周囲組織 の 破壊 を生 じる 疾患 で ある ． 慢性関節リ ウ マ

チ は その病理 発生 上 1う 遺伝的素因， 2 う 未知の 抗

原と免疫異常， 3 う 化学伝達物質と増殖性滑膜炎， 4 う

関節軟骨破壊の 4 つ の ス テ ッ プが存在す る と考 え られ
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て い る り
．
こ れ らの 各ス テ ッ プ を解明す るた め に

，
こ れ

まで 多く の 実験モ デル が考案され 報告され て き た． そ

れ ら を大別す る と自然発症モ デ ル と誘導型 モ デ ル に 分

け られ る
． 後者で は関節炎 を誘導す る方法と して

，
1 う

感染性病原体， 2ン 化学物質， 3 う 内分泌障害
，
4 1 免

疫学的手法， 5 う 物理 的刺激が あげられ る釘 ．
こ れ ら の

う ち
， 免疫学的手法を用 い た 関節炎は慢性関節 リウ マ

A b b r e vi ati o n s ニt aJ B S A ， くa m id a t e dJ b o vi n e s e r u m alb u m in 三 D I F P ， diis o p r o p yl flu o r o －

p h o s p h at e i E D T A ， et h yl e n di a m i n e t e tr a a c eti c a cid 三 E L IS A ， e n Z ym e －1in k e d i m m u n o －

ab s o r b e n t a s s a y 三F 3 Hコ C m － T f
， F
3
Hコ c a rb o x y m e th y l a t e d t r a n sf e r ri n 3 N － E M

，
N － et h yl q



9 8

チ が免疫学的機序を介 して発症 して い る こ と か ら特 に

有用 なモ デ ル と して注目され て い る ■
ま た

，
動物 を免

疫す る物質と してア ル ブ ミ ン や免疫 グ
ロ ブ リ ン な どの

血紫蛋白， 外来性異物 の h o r s e r a d i sh p e r o x id a
s e
，
大

腸菌や溶血性連鎖球菌な ど の 細菌菌体成分， 細胞間
マ

トリ ッ クス 構成成分の工I 型コ ラ
ー

ゲ ン お よび ア ジ ュ
バ

ン ト， フ ェ リ チ ン ， フ ィ プ リ
ン な ど種々 様々 な物質が

用 い られ てい る
2 川

． それ ぞ れ に 長所と 欠点が あ り ， 現

在ま で の と こ ろ どの 実験 モ デ ル も慢性関節リ ウ
マ チの

理 想的モ デ ル とは い い 難い
3I

．

一 方， 慢性 関節リ ウ マ チ の 関節軟骨破壊機序
に 関し

て は
， 滑膜や 関節軟骨組織由来の 蛋白分解酵素， 白

血

球や大食細胞由来 の 活性酸素， 荷重
に よ る機械的負荷

な どが 脚昌さ れて い る ．
しか し， 関節 軟骨の破壊は そ

の細胞間マ トリ ック ス の 分解消失に 伴 っ
て進行す る こ

とか ら， 蛋 白分解酵素が主役 を演 じて い る も の と考 え

られ て い る
1I

． 関節軟骨 の 細胞間 マ トリ ッ ク ス 分解酵

素 と して エ ラ ス タ
ー ゼ
踊
や カ テ プ シ ン G

4一軒な どの セ

リ ン プロ テ ィ ナ
ー ゼ

，
カテ プ シ ン 野

晒 や D
8 桝 な どの ア

ス パ ラ銀酸 プ ロ テ ィ ナ
ー ゼ お よ び コ ラ ゲ ナ

ー ゼ 州
1 り
，

ゼ ラチ ナ
ー ゼ

12，川
，
m a tri x m et a ll o p r o t e i n a s e 3

川

くst r o m el y si n l
1 5，な どの 金属依存性蛋白分解酵素が報

告され て い る． しか し， 慢性関節リ ウ マ チ に お い て こ

れ らの どの酵素が細胞間 マ ト リ ッ ク ス 分解 に大 き な役

割を果 して い るか に つ い て は明 らか で は な
い

一

著者 は慢性関節リ ウ マ チ の関節軟骨破壊墳序 を解明

す る目的で v a n d e n B e r g ら の 方法
川
に 従 っ て 関節軟

骨の著 しい 破壊 を生 じる抗原誘導型関節炎を作製 し，

本実験モ デ ル に お ける 関節炎の病 理発生 と関節軟骨破

壊機序 を病 理形態学 と生化学的手段 を用 い て 検討 し

た ． 同時に ， こ の実験モ デ ル に お ける 関節軟骨破壊機

序と慢性関節 リ ウ マ チの そ れ と の 関連性
に つ い て 考察

した ．

材料お よ び方法

工 ．
ア ミ ド化牛血清 ア ル ブ ミ ン くa B S A う 誘 導関節

炎の 作製

1 ． a B S A の 調整

電気泳動上分子 量68 ，0 0 0 の単
一 バ ン ド と し て み ら

れ る B S A くSi g m a C h e m ． C o ．
，
U ．S ． A ．1 を D a n o n ら

の 方法1 7 棍 準 じて ア ミ ド化 し た． 即 ち B S A 溶液 く50

m gl m ll を 30 ％1
－

et h yl
－ 3く3 d i m e th yl － a m i n o p r o p yll

c a r b 。dii mi d e h yd r o ch l o ri d e くSi g m a C h e m ． C o ．
，
U ．

m al ei m id e ニ

s ． 射 と混 合し p 口6 ． 5 に 調整後， ア ミ ド基供与体 とし

て 0 ． 0 2 ％の N ， N
－ d i m e th y ト1 ，3

－

p r O P a n d i a m i n e

くB D H C h e m ．
，
E n gl a n d， を加 え室温 で 6 時間反応

さ

せ ， 次 い で こ の 反応液 を蒸留水 に対 し て透析後，
凍結

乾燥 した ． a B S A を等電点泳動す る と 等電点は約9
－ 5

に 泳動 され た の に 対 し，B S A は 4 ■ 5 に 認め ら れた く図

11 ． この こ と は a B S A は 生理 的 p H で は陽
イ オ ン 化

状態に あ る こ と を示 し て い る ．

2 ． 関節炎の 誘導と抗体価の 検討

実験動物 と して 幼若 モ ル モ ッ ト く
ハ ー ト レ

一 系， メ

ス
，
2 00 －30 0 gl を使用 した． a B S A を生理的食塩水 で

10 m gl m l 溶液と し， 等容の F r e u n d 完全
ア ジ エ バ ン ト

のIF C O L a b ．
，
U ．S ． A ．1 と 混合 し エ マ ル ジ ョ ン を作製

衡 モ ル モ ッ ト背部皮内に 0 ． 2 5 m l く1 ． 2 5 m gノ匹 げ つ

注射 し た． 注射 10 日後ブ
ー

ス タ
ー 注射 と して 同量 の 抗

原 を背部皮内 に 注射 し， 1 0 日後 E u S A 法
に よ り血 清

抗体価 を測定 した ． 血清抗体価 の 測定後 ，
手術的に 両

側膝関節包 を霹出し，
一 側膝関節艇内に a B S A く0 ． 5

醐

寧

．

．11

－
．．

．
．
．こ

．－

パ

． ．． ．．

十
月

ー

仁

．

．

．

，

．

Fi g ． 1 ． I s o
el e c t ri c f o c u si n g o f B S

A a n d a B S A o n a

g el w ith p H r a n g e
f r o m 3 ．5 t o 9 ．5 ． T h e pI of

a B S A i s a p p o x i m a t el y 9 ．5 ， W
h e r e a s t h a t of n a ti v e

B S A i s 4 ．5 ．

N H 2 － P h － H g － A c
， p

－ a m in o p h e n yl m e r c u ri c a c et a t e 三
P e p ■ A

， p e p S t at i n A ニP M S F ，

p h e n y l m e th a n e s ulf o n y l fl u o rid e 3 P
I
，
is o el e ct ri c p oin t i S D S ， S O d iu

m d o d e c y l s u lf a t e 三 T I M P ，

tis s u e i nl 1ibit o r of m et all o p r o t ei n a s e ．



a B S A 誘導関節炎に お け る関節軟骨破壊機序

m gI を注入 して 関節炎 を誘導し た． 対照 と し て 対側膝

関節腔 に 同量 の 生 理 的食塩 水ま た は 卵白 ア ル ブ ミ ン

く0 ．5 m gうを注入 した ． 関節炎 誘導後， 動物屠殺時に 心

臓 穿刺に よ り採血 し， 血 清抗体価の 推移 を E LIS A 法

に よ り検討し た．

工L 病理 形 態学的検索

1 ． 光顕 的観察

関節炎誘導 1 日
－ 20 週後に ， エ ー

テ ル 麻酔下で動物

を屠殺 し膝関節部 を摘出した ． 材料 を中性 ホ ル マ リ ン

液で 固定後0 ．5 M E D T A くp H 7 ．51 で 脱灰 し
，
正 中お

よ び脛骨外側顆中央 を通 る矢状面 で 縦割 し た．

パ ラ

フ ィ ン切 片を作製 し， ヘ マ ト キ シ リ ン ー エ オ ジ ン く汁

E ，う 染色， ア ル シ ャ ン 背染色くp H 2 ．5う お よ びア ザ

ン染色を行 い 観察し た． 対照 群の 膝関節 に つ い ても 同

様の 方法で観察を行 っ た ．

2 ． 電顕的観察

抗原注射 1 日－8 過後の 膝関節 を 2 ． 5 ％ グル タ ー ル

アル デ ヒ ドと 2 ％オ ス ミ ウム 酸 で 2 墓 園定後， 脱水，

エ ボン 81 2 包埋 し， 電顕的に 検索 した ．
ま た

，
ル テ ニ

ウム レ ッ ド くR ． R う 染色に よ り関節軟骨プ ロ テオ グ リ

カ ン の 変化 を観察 した ．

3 ． 抗原と抗体の 関節組織に お け る局在

抗原 を F r a k e r らの 方法
1 81 に 従 っ て

1 2 5
I で ラ ベ ル し

た
．

1 2 5
I ． a B S A く0 ． 5 m gl を 3 匹 の モ ル モ ッ トの 両膝関

節腔内に 注入 し， 1 日 ， 3 日 ， 1 週 後 に 膝関節 を摘出

した
．
こ の 材料に つ き パ ラ フ ィ ン切 片を作製 し， 脱パ

ラ フ ィ ン後， 乳剤 くサ ク ラ N R － M 2うに 軽 く浸潰して か

ら暗箱内 く4
q

Cう で 2 －4 週 間露出後， 抗原の 局在 を

光顕的オ
ー

ト ラ ジオ グ ラ フ イ
ー

で検 索し た． ま た抗体

の 局在 を関節炎誘導1 日， 3 日， 1 週， 2 週後の 試料

に 対して ，
ウサ ギ抗モ ル モ ッ ト1 g G を用 い た螢光抗体

直接法 で 観察し た．

王江
． 生 化学的検討

1 ． 酵素活性 の 測定

抗原注 入 3 日 －

8 過 後に 膝関節滑膜組織と大腿骨，

脛骨お よ び膝蓋骨 よ り関節軟骨を採取 し， 緩衝液 く50

m M T ri s － H C l
， p H 7 ． 4ノ0 ． 1 5 M N a C l1 1 0 m M C a C1 21

0 ．0 2 ％ N a N 31 で 十分洗浄後， 0 ． 0 5 ％ B rij 3 5 を含 む同

緩衝液と混和 し テ フ ロ ン製 ホ モ ジ ナイ ザ ー で ホ モ ジ

ネ
ー

ト を作製 した．
さ らに そ の ホモ ジネ

ー

ト を超音波

処理後， 遠心 して そ の 上 清 を得た ．
こ の 上 清中の 蛋白

濃度を L o w r y
1 91 法で測定 した．

こ の ホ モ ジ ネ ー ト上 清

に つ き トラ ン ス フ ェ リ ン分 解活性， ゼラ テ ナ
ー

ゼ活性

およ び コ ラ ゲ ナ
ー

ゼ 活性 を測定した ． ト ラ ン ス フ ェ リ

ン分解活性は O k a d a らの 方法141 に 従い E
3
Hコ標識カ ル

ポ キ シ メ チル 化ト ラ ン ス フ ェ リ ン くE
3
HコC m － T fl を基

質とし て
，
上 浦と 3 アC で反 応後， 3 ． 3 ％ トリ ク ロ ロ 酢

99

酸 に 可溶性の トラ ン ス フ ェ リ ン 分解産物の 放射活性を

測定 した． ゼ ラ ナ ナ
ー

ゼ と コ ラ ゲ ナ
ー

ゼ活性 は 1 m M

p
－

a mi n o p h e n yl m e r c u ri c a c e t a t e くN H 2 － P h － H g － A cl

の 存 在お よ び 非存在下 で そ れ ぞ れ C a w st o n ら
2 0Iと

H a r ri s ら
2 H の 方法 に 従っ て 測定した．

モ ル モ ッ ト皮膚

よ りI 型 コ ラ
ー

ゲ ン を精製 し， G is sl o w らの 方法
2 21 に

よ り
1 4
C －

a C e ti c a n h y d rid e 仏 m e r s h a m l で標 識 し放

射性 コ ラ
ー

ゲ ン を作 製 し た．

14
C ． ゼ ラ チ ン は

1 4
C － コ

ラ ー ゲ ン を 60
0

C ， 3 0 分間熱処理 す る こ と に よ り作製し

た
．

1 単位 の ト ラ ン ス フ ェ リ ン 分解活性， ゼ ラ チナ ー ゼ

お よ び コ ラ ゲ ナ ー ゼ 活性と はそ れ ぞ れ の 基質 を 37
0

C

に お い て 1 分間に 1 ノノ g 分解す る こ と を意味 す る． ま

た ホ モ ジネ
ー

ト上 宿中の 各酵素活性は 1 m g 蛋 白 あ た

りの 各基質分解活性で表わ し た．

酵 素晴性値 は分散 が大 き い と 考 え ら れ た た め，

W il c o x o n r a n k s u m t e s t を用 い て検定 した．

2 ． ト ラ ン ス フ ェ リ ン分解酵素活性の 阻害試験

関節炎誘導2 過の 滑膜 と関節軟骨ホモ ジネ
ー

トの う

ち高 い 酵素活性 を示 し た材料 に つ き 阻害試験 を行 っ

た
．
ホ モ ジ ネ

ー

ト く10 FL ll を 同量の 2 1 h M p h e n yl
－

m et h a n e s u lf o n y l fl u o ri d e くP M S F l ， 2 m M

d ii s o p r o p yl fl u o r o ph o s p h a t e くDI F P l ， 2 0 m M e th yl
－

e n di a m i n e t e tr a a c eti c a ci d t E D T A l
，
5 m M N －

eth yl m al ei m id e くN － E M l お よ び 1 m M p e p st a ti n A

くp e p ． A l と室温 で 30 分反応後， 10 JLl のE
3
HコC m － T f

を加 えて 37
0

C ， 1 時間ア ッ セ イ した． 阻害剤の溶媒 と

反応 させ た 試料 の活性 を100 ％と して 阻害活性 を表 わ

した．

3 ． トラ ン ス フ ェ リ ン分解酵素の p H 曲線

トラ ン ス フ ェ リ ン 分解活性の 高い 滑膜ホ モ ジ ネ ー ト

を関節炎誘導 1 ， 2 ， 4 過の 材料か ら 1 検体 く1 0 〆り

ずつ と り 1 M 酢酸横衝液 くp H 3 ．5 －6 ． 0う， 1 M カ コ ジ

ル 酸緩衝液 くp H 5 ． 5－7 ． 引， 1 M ト リ ス 塩酸綬衝液

くp H 7 ． 0 －9 ． 0うお よ び 1 M グリ シ ン 水酸化ナ トリ ウム

緩衝液 くp H 8 ．5
－

1 1 ． 0つ と混 和後37
0

C で 1 時間仁3 Bコ

C m － T f ア ッ セ イ を行い 至適 p H を検討 した．

4 ． S D S － ゼ ラチ ンサ ブ ス ト レ
ー

トゲ ル

Hi b b s らの 方法2 31 に 従 い ， ゼラ チ ン く0 ． 5 m gl m ll を

含む ポ リア ク リ ル ア ミ ド ゲル を作製した ． 滑膜と 関節

軟骨ホ モ ジ ネ
ー

ト上 清を 4
0

C で 非還元 状態 で電気泳

動 した． ゲ ル を緩衝液 L50 m M T ris － H Cl ， p H 7 ． 51 1

FE M Z n C 1 21 1 0 m M C a C1 212 ．5 ％ T ri t o n X l で 洗浄後

37
0

C で 反応 し
，
ゼ ラチ ン の 分解パ タ ー ン を調 べ た ． ま

た モ ル モ ッ ト末梢血 か らJ a n o ff ら の方法
241 に 従っ て

好中球を分画 し， その ホモ ジネ ー トを対照と して ゼ ラ

チ ン サ ブ ス ト レ ー トゲ ル に泳動 し， 両者の分解パ タ ー
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ン を比 較し た．
ゼ ラ チ ン サ ブ ス ト レ

ー

トゲ ル で は S D S

処理 や電気泳動中に 活性化 が生 じ る た め ，
N H 2

． P h －

H g
－ A c 処理 は不必 要で あ っ た ．

関節炎誘導 1 週 の 滑膜組織 と好中球 ホ モ ジ ネ
ー トを

ゼ ラチ ン サ ブス ト レ
ー

トゲ ル に 泳動後， 前述の 各種蛋

白分解酵素阻害剤を含 む緩衝液中で反 応さ せ， ゼ ラチ

ン 分解活性の 阻害試験 を行 っ た ．

成 績

I
． 抗体価 の 推移

動物 を抗原 で免疫 す る と免疫 した す べ て の 動物 で

a B S A に 対す る 高い 抗体価 く2
1 2

希釈 で 1 ． ，6 8 士0 ． 2 7 ，

m e a n 士 S ．D ．1 が確認 され た．
屠殺時 に 得ら れ た関節炎

誘導3 日－20 週 の血清中 に も 依然と して 高力価 の 抗

a B S A 抗体 が 持続的 に 存在 す る こ と が 観察 さ れ た

く表1 う．

王王． 病理 形態学的所 見

対照群 では 全く関節炎の発生は認め られ な か っ た の

に 対 し
，
a B S A 注入 群で は ほぼ 全例に 著 しい 関節炎が

観察さ れ た．

1 ． 関節炎誘導後 1 －5 日

関節膣 へ 抗原 を注入 す る と 1 日目 で す で に 滑膜 に 好

中球 を主体と す る炎症性細胞浸潤が み られ た． 好 中球

浸潤 は 3 日目 で はさ ら に 強く な り滑膜表層細胞 は脱落

し
，
関節腔は 好中球や フ ィ プリ ン を 主体 とす る 浸出物

で み た され た く図2 フ． 関節軟骨表層部 で は その 基質内

へ の 好中球浸潤像が しば し ば観察さ れ た．
また 関節軟

骨 は所々 で石 灰化層 を除く軟骨全層が ア ル シ ャ ン 青染

色陰性と な り， 関節軟骨か ら の プ ロ テ オ グ リ カ ン の 脱

落が 示 唆され た．

2 ． 関節炎誘導1 －2 退

この 時期で 最 も目立 つ 所見は 関節軟骨の 著 しい 破壊

であ っ た く図3 ， 4 う． 滑膜よ り 浸潤 した好中球 は関節

軟骨表層の み な らず， さ ら に 深層 へ と 浸潤 を 示 し た

く図 41 ． また 好中球 は滑膜組織の み な ら ず関節軟骨直

下 の骨髄か ら も浸潤 し， 軟骨 の 石 灰 化層は主 と して こ

れ らの 好中球 に よ っ て破壊 さ れ た． 関節軟骨 へ の 著明

な好中球浸潤 に 伴 っ て軟骨細胞 の 変性， 壊死 と細胞間

イ トリ ッ ク ス の 破壊 が認め ら れ た く図 4う．
こ の よう な

部位 の 軟骨 は ア ル シ ャ ン 青染色 で 全 く 染色 さ れ な い

が
，
アザ ン 染色 は陽性 を示 し た． 滑膜組織 に は好中球

と少数 の 小円形細胞 お よ び 大食細胞浸潤の ほ か 線推芽

細胞 や毛 細血管の 増生が認め ら れ， 関節艦内の 浸出物

中 へ の 侵入 が 観察さ れ た． ま た 関節軟骨直下 の骨髄中

に は好中球浸潤の み な ら ず破骨細胞様の 巨細胞 と線維

芽細胞お よ び毛 細血管の 増生 が み ら れ， 軟骨の 破壊消

失した 部位 で は滑膜 と同様関節腔の 浸 出物中 へ と侵入

を示 し た．

電顕的 に は分業核 を持 ち偽足様突起と多数 の 貪食空

胞を有 す る好中球の 軟骨細胞間マ トリ ッ ク ス 中 へ の 浸

Fi g ． 2 ． K n e e j oi n t o f a g ui n e a
－

pi g 3 d a y s a ft e r

i n t r a － a rti c u l a r inj e c ti o n o f a B S A ． M a r k e d

i n fl a m m a ti o n o f th e s y n o v i u m a n d e x u d a ti v e

m a t e ri al s i n th e j o in t c a v it y a r e s e e n ， F ， f e m u r i

T
，
tib i a ． H ． E ． st ai n ． x 3 0 ．

T a bl e l ． I m m u n o － St a t u S a t V a ri o u s ti m e s p r e
－ a n ti g e n c h all e n g e くO d a yI a n d af t e r th e c h a 11 e n g e

く3 d a y s ， 1 ， 2 ， 4 ， 8 ， 1 2 ， 2 0 w e e k sI ．

O dくn こ 1 7J 3 dくn ニ 3I I wくn ニ 41 2 wくn ニ 3I 4 wくn 二 2I 8 wくn 二 31 12 wくn ニ 31 2 0 w くn ニ 31

m e a n 士S D
群

1 ． 68 士0 ． 2 7 1 ．9 2 士0 ． 0 6 1 ．9 2 士0 ． 0 6 1 ． 8 4 士0 ． 12 1 ． 9 8 士0 ． 0 2 1 ． 7 4 士0 ．1 8 1 ． 5 5 士0 ． 0 4 1 ． 2 4 士0 ．2 0

春

T h e m e a n 士 S D is e x p r e s s e d a s a b s o r b a n c e v al u e s a t 4 0 5 n m a
t 2 12 s e r u m d il u ti o n －
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潤像が し ば し ば観察 さ れ た．
こ の よ う な 部位 で は コ ム レ ッ ド染色 で は， R ． R ． 陽性粒子 と フ ィ ラ メ ン ト か ら

ラーゲ ン 線推 は疎開を示 す が， 好 中球 に よる コ ラ
ー ゲ なる プロ テ オ ブリ カ ン の 網状構造 の 消失が認め られ た

ン線椎の 貪食像は認め られ な か っ た く図5 L ル テ ニ ウ く図6 a ． bう． ま た 関節軟骨中へ 浸潤 した好中球や表層の

Fi g ． 3 ． K n e e j oi n t o f a g u in e a － pi g l w e e k a ft e r th e a n ti g e n i nj e c ti o n ， Sh o wi n g m a r k e d

d e st r u c ti o n o f a rti c ul a r c a rtil a g e o f b o th f e m u r くFl a n d ti bi a くTl ． J oi n t c a vi ty i s

fill e d w ith e x u d a ti v e m a t e ri al s ． M ， m e ni s c u s ． H ． E ． st ai n
．
X 3 7 ．

F i g － 4 ． A r ti c ul a r c a r til a g e o f f e m u r f r o m a n a ni m a1 1 w e e k a f te r th e i nj e c ti o n ． T h e

C a r til a g e i s i n filt r a t e d b y m a n y n e u t r o ph il s f r o m b o th j o i n t c a vi ty a n d b o n e m a r r o w ．

N o t e d e g r a d a ti o n o f e x tr a c ell u l a r m a t ri x of c a rtil a g e a n d d e g e n e r a ti o n a n d

n e c r o si s o f c h o n d r o c y t e s くa r r o w sI ． H ． E ． st ai n ．
x 3 3 0 ．
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Fi g ． 5 ． E l e c t r o n m i c r o g r a p h o f a r ti c u l a r c a r til a g e f r o m a g ui n e a
－

pi g l w e e k a ft e r th e

i nj e c ti o n ． N e u t r o ph il s i n fil t r a t e d i n j oi n t c a v it y c o n t a i n m a n y ph a g o c y ti c v a c u ol e s

くa r r o w sI a n d c o ll a g e n fib e r s o f a r ti c u l a r c a rtil a g e a r e l o o s el y a r r a n g ed ． U r a n yl a c e t a t e

a n d l e a d cit r a t e st ai n ．
X 4

，
6 0 0 ．

F i g ． 6 a ， b ． E l e c t r o n m i c r o g r a ph s o f t h e e x t r a c ell u l a r m a tri x o f a rti c u l a r c a rtil a g e st a i n e d

w ith r u th e n i u m r e d ． al N o r m al c a r til a g e sh o w s c o ll a g e n fib e r s e m b e d d e d i n a b u n d a n t

r u th e n i u m r ed －

P O Siti v e p a rti cl e s a n d fil a m e n t s ． X 2 6 ，0 0 0 ． b l C a r til a g e f r o m a n a rth riti c

a ni m a l l w e e k a ft e r th e a n ti g e n c h al 1 e n g e ， Sh o w i n g d i s a p p e a r an C e Of r u th e n i u m r e d
－

p o si ti v e n et w o r k s ． X 1 2 ，5 0 0 ．



a B S A 誘 導関節炎 に お ける 関節軟骨破壊機序

軟骨細胞周囲に は， 幅 1 7ロー2 0 0 11 Il l の 太 い コ ラ ー

ゲ ン

線継が 時々 認 め られ た く図7 う．

3 ． 関節炎誘 導3 1 8 退

こ の 時期 に な ると 大腿骨， 脛骨お よ び膝蓋骨の 関節

軟骨は大 部分破壊 消失し た
． 本来関節軟骨 が存在し て

い た部位は 滑膜組織 や骨髄よ り関節腔側 へ と侵入増生

し た肉芽組織 に よ り置換され
， 関節腱 は ほと ん どの 部

分 で 消失を示 し た く図 8 aJ － 3 過 で は こ の 肉芽組織中
に は な お 好中球や 大食細胞の 浸潤と 血 管増生 が み ら れ

た
．
しか し 4 週以 降は， 炎症 性細胞は ば とん どみ られ

な くな り
，
血管も減少 し

， 線椎茸細胞 の 著明 な増生 に

よ り線維性癖痕組織 へ と か わ っ た 憫 8 aI
．
ま た， こ の

線維組織は大腿骨や脛 骨 の 骨 梁 に 接 した 部位よ り軟骨

化生 を生 じ た く図 紬う．

4 ． 関節炎誘導 12 嶋20 過

大腿 骨， 脛骨 お よ び膝蓋骨の 本来の 関節軟骨 はほ と

ん どの 部位 で 破壊消失し た
．
これ らの 骨は軟骨性組織

で 結合さ れ
， 関 節脛 は 消失 し軟骨性強直像 を呈 し た

く図9 ユ．

m ． 抗原 と抗体の 局在

抗原の 局在 を
1 2 5

トa B S A を用 い た 光顧的オ ー

トラ ジ

オグラ フ イ で 検討す ると ， 関節炎誘導 1 －3 日 目で は

1 03

石灰 化層を含 む関節軟骨全層， こ と に 深層の 軟骨細胞

周囲が強 く ラ ベ ル され た く図1 咄 ． 特に 膝蓋骨 と それ
に 対向す る大腿骨およ び腰骨辺緑部の 関節軟骨 に 銀粒
子 が 高密度 に 存在し た

．
また 滑膜 や関節内靭帯 に も少

数の 銀 粒子 が認 め られ た． 抗原注入 1 遇後関節炎 の 進
行に 伴 い プ ロ テ オ グリ カ ン の 脱落が生 じる と銀粒子 も

著滅 した ． し か し残存す る軟骨 に は依然少数な が ら ラ
ベ ル が 認め られ た く図10bJ

．

抗モ ル モ ッ トI g G を用 い た 螢光抗体法で は 抗体 は

関節炎誘導 ト 3 日後 で は 関節軟骨表層部 と滑腰組織
中に 局在 した 個 10 cう． 卜 2 週後の 材料 で は ， 関節
軟骨の 破壊 に 伴い 抗体は さ ら に 深層に まで 認め られ た
く図10 bI ．

I V ． 生 化 学的所見

1 － 滑膜お よ び 関節軟骨 ホ モ ジネ ー

トの ト ラ ン ス

フ ェ リ ン 分解酵素活性

こ れ ら の 組織ホ モ ジネ ー

ト上 清中の トラ ン ス フ ェ リ
ン 分 解酵素活性 の 結 果 を 図11 に 示 す ． W il c o x o n

r a n k s u m t e st を用 い て酵素活性値 を検定す る と
， 未

処置正 常滑膜 ホ モ ジ ネ ー

トに 対 し， 痴態学的に 炎症性
細胞浸潤の 著 しい 1

，
2 過の 滑膜で有意な酵素活性値

の 上 昇がみ ら れ た
－ また滑膜 に お ける炎症性細胞浸潤
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が 消退 し増殖性変化を示 す 8 週の 材料で は有意差
は み

られ な か っ た 個 11 aう． 関節軟骨 ホ モ ジネ
ー

ト中の ト

ラ ン ス フ ェ リ ン 分解酵素活性も ほ ぼ 同様の 所見 で ， 対

照群に 対 して 1 ， 2 過の 材料で 酵素活性 は有意に 高値

を示 した く図11bう． 関節炎誘導4 遇以 降
で は関節軟骨

は多く の 動物で破壊消失 した た め材料の 採取が不可能

で あ っ た ．

関節炎誘導 2 週の滑膜と関節軟骨ホ
モ ジネ

ー ト中の

ト ラ ン ス フ ェ リ ン 分解酵素活性 に 対す る 各種阻害剤
の

影響 は両試料 で ほ ぼ 同様で あ っ た ．
図12 に 示 す よ う

に， ト ラ ン ス フ ェ リ ン 分解活性 は DI F P と P M S
F に

ょ っ て 全 活性 の 10
－ 2 0 ％に ま で 強 く 阻害 さ れ た．

E D T A に よ っ て も 同様 に 阻害 され た． しか し N
－ E M

と P e p S t a ti n A
で は全く阻害さ れ な か っ た ．

関節炎誘導 1 ， 2 ， 4 週 の 滑膜ホ
モ ジ ネ

ー トを用 い

てそ の ト ラ ン ス フ ェ リ ン 分解活性の p H 曲線
を検討 し

た と こ ろ， その 至 適 p H は い ずれ の 試料 に お
い て も

7 ．5
－

8 ． 5 と中性域 に 認め られ た ．

2 ．
， ゼ ラ チ ン 分解酵素活性

1 4
C 標識ゼ ラ チ ン を基質 と して 滑勝と 関節軟骨

ホ モ

下

ジ ネ
ー

ト上 清中 の ゼ ラ チ ン 分解活性 を検討 し た■ 図

1 3 a に 示 す よ う に 滑膜 の ゼ ラ チ ン 分 解清性 は N H 2
．

p h 一 触 A c 存在下 で ア ッ セ イ す る と対照群 と比 較
して

関節炎誘導 1 週 の 材料 で 有意 に 高
い 酵 素活性 を示 し

た ．
8 週 で はそ の 活性値 は正 常化 した ．

N H 2
－ P h － H g

－

A c の 存在 しな い 状態 で は そ の 活性 に 差異 は み られ な

か っ た ． 軟骨 ホ モ ジネ
ー ト で は 1 週の 材料 で N ti 2 － P h一

触 A c で 活性化さ れ ， 有意 に 高 い 酵素 活性が みら れ た

く図13bう．

ゼ ラ チ ン 分解酵素の 分子 量 を S D S － ゼ ラ チ ン サ ブ ス

ト レ
ー

トゲ ル で 検討 した． 関節炎誘導 3 日 か ら8 週 ま

で経時的 に 採取 され た滑膜 と関節軟骨の す
べ ての ホ モ

ジネ
ー トお よ び モ ル モ ッ ト末梢血 好中球 ホ モ ジネ

ー ト

をゼ ラ チ ン サ ブ ス ト レ
ー

トゲ ル に 電気泳動し ゼラ チ ン

の 分解 パ タ ー ン を比較 し た． 滑膜 ホ モ ジネ ー トで は 3

日， 1 凰 2 週 の 材料で ゼ ラ チ ン を分 解す る 数本
の 主

な バ ン ドが 認め ら れ た．
こ れ ら の う ち分子量 200 lくD a ，

1 2 5 k D a お よ び 94 k D a の 高分子 の
バ ン ド は好 中球 ホ

モ ジ ネ
ー

ト中に み られ る それ と ほ ぼ同
一 で あ っ た く図

14 al ． 分子 量 76 k D a と 7 2 k D a の バ ン ド は 1 週 以 降の

Fi g ． 8 a ， b ． K n e e j oi n t of a n a rt h ri ti c a ni m a1 4 w e e
k s af t e r th e c h a11 e n g e ， S h o w i n g fib r o u s

an k yl o si s o f f e m o r o
－tib i al j oi n t くa，． F ， f e m u r ニ T ， tib i a ．

H － E ． s t ai n ．
X 3 0 － b l H i gh

p o w e r v i e w o
f th e a r e a e n cl o s e d b y a bl a c k r e c t a n gl e i n

Fi g ． 8 a － N o t e c a r til a g e n o u s

m e t a pl a si a a r o u n d b o n e t r
a b e c ul a e ． H ． E ．

st a i n ．
X 14 0 ．
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材料で出現 し8 過の 材料に お い て も認 め ら れ た． 正常

滑膜で は ゼ ラ チ ン分 解活 性はみ られ な か っ た
． 関節軟

骨で も 3 日， 1 ， 2 週 の 材料で 滑 膜 で み られ たと ほ ぼ

同様 の ゼ ラ チ ン 分解 パ タ ー

ン が 観察 さ れ た く図14b

う．

1 過 の 滑膜 ホ モ ジネ ー

トと好 中球ホ モ ジ ネ ー

トの ゼ

ラ チ ン 分 解 活性 は E D T A に よ っ て 阻 害 さ れ た が

P M S F ， N ．E M
， P e p S t a ti n A で は 阻 害を う け な か っ

た．

3 ．
コ ラ ゲナ ー ゼ活性

関節炎誘導 3 日M 8 凋ま で の 滑膜 と 3 日 －

2 週ま で

の 関節軟骨 ホ モ ジネ ー ト上 清 に つ き， 14 C 標識 コ ラ ー

ゲン 分解活性 を N H 2 － P hT H g－A c の 存在 お よ び非存在

下で 検討 した が， どち ら の 試料に お い て も コ ラ ゲ ナ ー

ゼ活性 は検出され な か っ た ．

考 察

抗原 誘導型関節炎 は抗原 を注入 した局所 に 関節 炎 を

確実に 誘 導す る こ と が可 能な点で す ぐれ てい る． し か

し この 実験 モ デル で は注入 さ れた 抗原が速や か に 関節

か ら血 中 へ 吸 収さ れ る た め ， 慢性か つ 破壊性の 関節炎

を作製す る こ と は きわ め て困難と され てい る2 5 卜 2 71 ． 血

管を欠 く 関節軟骨は異物排泄能が低く抗原捕捉が可能

な こ とか ら
，
1 9 84 年， V a n d e n B e r g ら

1 61は ア ミ ド化

した a B S A を用 い て 慢性 の抗 原 誘導型関節炎 の 作製

に 成功 した ． 本研究で は彼 らの 方法 に 準 じ関節軟骨の

105

F i g ． 9 ． K n e e J O i n t o f a n a rth riti c a n i m a 1 1 6 w e e k s

a f t e r th e a n ti g e n in j e cti o n ． C o m pl e t e c a rtil a
－

g e n o u s a n k yl o si s o f f e m o r o
－

p at e11 a r a n d f e m o r o －

ti bi al j o in t s i s s e e n ． F
，
f e m u r i P ， p a t ell a ニ T ，

ti bi a ． H ． E ． s t a in ． x 1 4
．

F i g ． 1 0 a
－d ． L o c ali z a ti o n o f a n ti g e n t

1 2 5
I － a B S A J a n d a n tib o d y くI g Gl i n a r ti c ul a r c a r til a g e of

a r th riti c a ni m al s ． al A u t o r a d i o g r a ph o f a r ti c ul a r c a rtil a g e f r o m a n a rth riti c a ni m a l l d a y
a ft e r i n t r a ，

a rti c u l a r i nj e cti o n o f
1 2 5
I － a B S A ． N o t e th e l a b eli n g th r o u gh o u t w h o l e z o n e s 。f

a rti c ul a r c a r til a g e ， e S P e Ci all y a r o u n d c h o n d r o c y t e s i n th e d e e p z o n e ． T ol uid i n e bl u e
S t a i n

，
X 2 5 0 － bン A u t o r a d i o g r a p h of d e g r a di n g a r ti c u l a r c a rtil a g e l w e e k a ft e r th e

C h all e g e ． L a b eli n g i s d e c r e a s e d ， b u t s till p r e s e n t in th e c a rtil a g e ． T ol u id i n e bl u e
S t a in ． x 6 6 0

－ CJ dl I m m u n o h i st o ch e m i c a l l o c ali z a ti o n o f I g G i n a rti c u l a r c a r til a g e f r o m
a rth riti c a n i m al s 3 d a y s くcJ a n d l w e e k くdl a ft e r th e c h a ll e n g e ． B ri gh t i m m 。 n O －

fl u o r e s c e n c e w a s s e e n i n th e s u p e rfi ci al z o n e くcl a n d th e d e e p z o n e くdI ． X 1 6 0 ．
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著 しい 破壊 を き たす 関節炎を発生 せ しめ た． オ
ー トラ

ジ オ グラ フ イ ー の所見か ら
，
注入 さ れた a B S A は石灰

化層を含む関節軟骨全層に 認 め られ ， こ と に プ ロ テ オ

グ リ カ ン の豊富 な深層の軟骨細胞周囲に 著 しい 沈着 を

示 した．
また

， 関節軟骨の破壊 に 伴な い プ ロ テ オ ブ リ

カ ン が減少す る と銀粒子 の ラ ベ ル の程度も低下 した．

a B S A の等電点 は約 9 ．5 である こ と か ら， 本実験モ デ

ル で は 陽イ オ ン化 した抗原が静電気的親和力に よ りプ

ロ テオ グ リカ ン に 捕捉され る こ と が著 しい 関節軟骨破

壊 をき た す原因と考 えら れ る． 関節軟骨表層部 に は抗

原の み な らず抗体 く工g Gl も局在 す る こ とが 蛍光抗体

法に よ り証明 きれ た． 抗原
一 抗体複合体 は血管か ら好

中球を遁走させ ， そ の複合体 を好申球が貪食処理 す る

こ と は よ く知 られ て い る
2 即

．
こ れ らの こ とか ら ， 本実験

モ デ ル で は関節軟骨表層部で形成 され た抗原
一 抗体複

aI s y n o v i u m

合体が 好中球 を遊走 し， こ れ ら の 好 中球が 関節軟骨破

壊 に 重 要な 役割 を果 して い るも の と思 わ れ る．

関節軟骨の 修復反応 は障害の 深さ に よ っ て 異なる と

さ れ て い る． 障 害が 関節軟骨表層に 限局す る 場合で は

滑膜一関節軟骨移行部の 未分化間葉系細胞の 増殖と そ

の 軟骨表面 へ の 延 長 に よ り修復 が お こ る と され て い

る
2 9I

．

一

九 破壊が 関節軟骨全層を越 え軟骨下骨 に 及 ん

だ 場合で は， 主 と して 骨髄 より増殖 した 間葉系細胞が

そ の 修復 に 関与 する と 考え られ て い る
30，

．
本実験 に お

い て は， 障害は明 らか に軟骨下骨に ま で及 ん で お り，

骨髄 で増殖 した 未分化閉業系細胞や ， 関節腱内の 浸 出

物 に 対 して増生 した滑膜か ら の 肉芽組織 が その 修復 に

関与 して い た．
4 週以 降で は 肉芽組織は療痕化 し， さ

ら に 軟骨化生 に より最終的 に 軟骨性強直 を示 し た． 軟

骨化生 は残存 し た骨梁に 近接 した部位 よ り始ま る こ と

bさc a r 紺 a g e

Fi g ． 1 1 ． E
3 Hコ C m － T f －d e g r a di n g a c ti v it y o f s y n o v i um くal a n d a r ti c ul a r

c a r til a g e くbl －

S u p e rn a t a n t fl u id く10 J Lll o f h o m o g e n a t e s f r
o m s y n o v i u m a n d c a rtil a g e w a s

i n c豆b a t ed w ith a n e q u al v ol u m e o f E
3
Hコ C m － T f く30 JL gl f o r l h a t 3 7

D

C ． O n e u n it o f

C m － T f －d e g r a di n g a c ti v it y w a s d efi n ed a s
t h e p r o d u c ti o n o f

l J J g C m
－ T f f r a g m e n t s

s 。1 u b l e i n 3 ．3 ％ くW I V l t ri c hl o r o a c e ti c a ci d i n l m i n a t 3 7
0

C － C
，
C O n t r O l i

－

，
m e a n

v al u e ．
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は興味深 い 所見で あ る ． 骨 に は骨形 成因子 が 存在し
，

この 因子 が 周囲組織 を軟骨化生 へ と 誘導す る こ とが 知

られ て い る の で
3 い
， 本実験の 軟骨化生も骨由来 の この

因子 の 作f削こよ るの か も しれ な い ．

関節軟骨の 細胞間 マ トリ ッ ク ス は 主と し て プ ロ テ オ

グリ カ ンと コ ラ
ー ゲ ン 線稚か ら構成さ れ る． 慢性関節

リ ウマ チ をは じ めと す る種々 の 関節疾患に お い て は
，

まず プ ロ テオ グ リ カ ン の 脱落が お こ り， 次 い で コ ラ ー

ゲ ン線維の 分解消失に よ り関節軟骨 の 破壊 が進行す る

と報告され て い る
321

． 本実験 モ デル に お い ても ， 関節炎

誘導早期 に コ ラ
ー

ゲ ン 線維の 消失 に 先立ち プ ロ テオ グ

リ カ ン の 脱 落が観察さ れ た． 関節軟骨 プ ロ テ オ グリ カ

ン をi n v it r o で 分解 す る酵素と し て は カ テ プ シ ン B

や D な どの 酸性水解酵素
7 ト 91
の は か

，
金属依存性蛋白

分解酵素
1 帖や セ リ ン プ ロ ティ ナ

ー ゼ 4 ト 6Iの 中性 プ ロ

ティ ナ
ー ゼ が 報告さ れ て い る．

し か し
，
プ ロ テ オ グ リ

カ ン の 分解は 主 と して 細胞外で行わ れ ， 関節軟骨の 細

胞外液の P H は炎症 時に お い て も中性域 に あ る こ と が

知ら れ て い る の で ， 生体 内に お い て は 中性 プ ロ ティ

ナ
ー ゼ が プ ロ テ オ ブ リ カ ン分解 に 主 役 を演 じて い る と

考えら れ て い る ．

本研究 に お い て は
，
滑膜組織 と関節軟骨 ホ モ ジネ ー

ト中に ト ラ ン ス フ ェ リ ン を分解 する酵素活性が関節軟

骨破壊の 著 し い 時期 に 一 致 し て高値 を示 し た． 仁
3
Hコ

C n l ． T f ア ッ セ イ は 非特異的な中性 プ ロ ティ ナ ー ゼ活

性 を検出す る ア ッ セ イ で ある が， プ ロ テオ グ リカ ン を

分解 す る 金属依存性 蛋 白分解酵素 で あ る m a t ri x

m e t a1l o p r o t e i n a s e 3 は この 基質に 対 し強い 基質特異

性が あ る こ と が 知ら れ て い る
1 月

． 滑膜由来 トラ ン ス

フ ェ リ ン分解括性の 至適 p H は 7 ． 5
－

8 ．5 で あ り
，
そ の

活性 は DI F P と P M S F で 著 しく 阻害さ れ る こ と か ら

中性 セ リ ン プ ロ テ ィ ナ
．

－

ゼ の
一

種 と 考 え ら れ る．

E D T A でも活性の 阻害が み られ る こ と か ら， その 活性

保持に C a
廿

な どの 金属イ オ ン が 必要な の か も しれ な

い
． 本酵素の 細胞起源や既知 の プ ロ テ ィ ナ ー

ゼ と の異

同に つ い て は明らか で な い が， 滑膜や 関節軟骨 へ の好

中球浸潤 の 著 しt l 時期に
一 致して 活性の 高値が み られ

る こ とか ら
，
本酵素は プ ロ テ オ グリ カ ン分解能を有す

る好中球由来 の エ ラ ス タ ー

ゼ や カ テ プ シ ン G に 相当

す るも の と推定され る ．

関節軟骨 に 存在す る コ ラ
ー

ゲ ン に は工I
，
工X

，
X
，
X l

型 コ ラ
ー ゲ ン が 区別さ れ てい る．

こ れ らの う ち関節軟

Fi g ． 1 2 ． I n h ib iti o n s t u d i e s o f L
3
H I C m ． T f ．d e g r a d i n g a c ti vi ty of s y n o vi u m くal a n d c a rtil a g e

くbJ ． E q u al v ol u m e s u O FEll of s u p e rn a t a n t fl u id f r o m s y n o v i al o r c a rtil a g e n o u s h o m o －

g e n a t e s a n d i n h ibi t o r s w e r e m i x e d a n d i n c u b a t e d i n 5 0 m M T ri s － H C l
， p H 7 ，5 1 O ．15 N N a C lノ

1 O m M C a C 1 2J O ．0 5 ％ B rij 3 51 0 ．02 ％ N a N 3 a t r O O m t e m p e r a t u r e f o r 3 0 m i n ． T h e r e sid u al

e n z y m i c a cti vi ty w a s th e n a s s a y e d a g a i n st 亡
3
HコC m － T f a t 3 7

0

C f o r l h ． DI F P
，
dii s o p r o p yl

fl u o r o p h o s ph a t e く2 m M Jニ P M S F ， ph e n yl m eth a n e s ulf o n yl fl u o rid e く2 m M l i N A E M
，
N－

e th yl m a l ei mi d e く1 m M J ニ P e p ． A ， p e P S t a t in A く1 m M l ．
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骨の 主 要 コ ラ ー

ゲ ン で あ る H 型 コ ラ
ー

ゲ ン は 軟骨 コ

ラ ー ゲ ン の 約 鋸 ％を占 め， 電頗 的 に 直径 30 －12 0 n m

の 細 い 線維 を形成 して い る．
生体 内 に お い てII 型 コ

ラ
ー

ゲ ン は コ ラ ゲナ
ー

ゼや エ ラ ス タ
ー ゼ に よ る 限定分

解後， 体温に よ る熱変性 でゼ ラ チ ン化 し， さ ら に ゼ ラ

テナ ー ゼ をは じめ とす る種々 の 中性 プ ロ ティ ナ
ー

ゼ が

作用 して分 解処理 さ れ る と考 え ら れ て い る331 3 4 1 ． 本実

験 で は電頭的に コ ラ ー

ゲ ン線維の 貪食 や細胞内 で の 分

解 を示 す所見は得 られ な か っ た こ と か ら ， コ ラ ー ゲ ン

線推の 分解 は細胞外 に お い て 中性 プ ロ テ ィ ナ
ー

ゼ の 作

用 に よ っ て行わ れ る と考え られ る ．
コ ラ ゲ ナ

ー ゼ 活性

は検出さ れな か っ たが ， ゼ ラ チ ン 分解活性 は滑膜 や関

節軟骨ホ モ ジ ネ ー トの 多く の 試料 で 高い 活性が認め ら

れ た
．
ゼ ラ ナ ナ ー ゼ活性は

，
滞在型 金 属依存性蛋白分

解酵 素 の コ ラ ゲ ナ
ー ゼ

1 出 り
，
ゼ ラ チ ナw ゼ

1 21 1 3
や

aさ S Y n O V i u m

C 3 d l w 2 w 8 w

下

m a t ri x m e t a ll o p r o t e i n a s e 3
川
くs tr o m e ly si n l

1 5 I
の 活

性 化剤 で あ る N H 2－P h－H g－A c の 存 在 下 で 高値 を 示

し ， 未処 理 試料で は低値 で あ っ た ．
ま た

，
その 晴性 は

E D T A に よ っ て の み 阻 害さ れ る こ と か ら 金 属依存 性

蛋白分解酵 素 で あ る と結論さ れ る．
こ の 酵 素は ゼ ラ チ

ン サ ブ ス ト レ
ー

ト ゲル 上少 なく と も数本の バ ン ドと し

て観察さ れ た が， それ ら は 分子 量 20 0 k D a ， 1 25 k D a ，

9 4 k D a の 高分 子 の も の と 76 lくD a ，
72 k D a の 酵素に 大

別さ れ た． 高分 子の 酵素は好中球ホ モ ジ ネ ー トの それ

と はぼ一一
一

致 す る こ とと ， 精製さ れ た好 中球 ゼ ラ ナ ナ ー

ゼ は非還元状態 で 同様 の 3 本の バ ン ド に 泳 動さ れ る こ

と2 3I か ら 高分子 の 酵素は好 中球由来ゼ ラ チ ナ
ー

ゼと 考

えら れ る
． 一方， 低分子 の ゼ ラ チ ン 分解活性は線椎芽

細胞
1 2
や 骨組織 由来の ゼ ラ チ ナ

ー ゼ 刷 と そ の 分子 量 は

類似 して い た ．

臨魯 c a 計 測 a g e

C 3 d
一

卜 冊 ．2 偶

Fi g ． 13 ． G el a ti n o l y ti c a c ti v ity o f s y n o vi u m t al a n d a r ti c u l a r c a r til a g e くbl ． S u p e rn a t a n t

fl ui d く1 0 iL11 f r o m s y n o v i al くaンc a r til a g e n o u s くb 川 o m o g e n a t e s w a s i n c u b a t e d w ith F
l ll
C二1

g el ati n く1 5 0 p gンi n 5 0 m M T ri sT H C l ， p H 7 ．51 O ．1 5 M N a C lノ1 0 m M C a C 1 210 ．0 5 ％ B rij 3 51 O －

0 2 ％ N a N 2 W i th く砂I o r w ith o u t くO 1 1 m M N H 2 － P h － H g－A c く2 0 0 JLl t o t al v ol u m el f o r 17 h a t

3 7
0

C ． O n e u ni t o f g el a ti n ol y ti c a c ti vi t y di g e st e d l iL g O f g el a ti n l m i n a t 3 7
O

C －



a B S A 誘 導関節炎 に お ける 関節軟骨破壊機序

三二二て二三 二 三三 三こニニ 三ニ テ キーささ 三三 芋 二

釧 路 招 三 三摘
一

物 二紬

て5 0 軋 j

F ig ． 1 4 a ， b － S D S－g el a ti n s u b st r a t e g el el e c t r o －

P h o r e si s ．S u p e r n a t a n t fl u id o f h o m o g e n a t e s f r o m
S y n o Vi しI m くa J a n d c a rtil a g e 肋 w e r e el e c tr しト

P h o r e s e d u n d e r th e u n r e cl u c e d c o n di ti o ll S O n lO ％
S D S－p Ol y a c r yl a m id e g el c o n t a i ni n g g e l a ti n tO ．5
m gl m り a t 4

O

C ， T h e g el w a s w a s h e d w ith 5 0 m M
T ri s－H C l ， p H 7 ，51 1 JJ M Z n C 1 21 1 O m M C a C 1 2ノ2 ．5 ％
T rit o n X a n d i n c u b a t ed w i th 5 0 m M T ri s－H C l ，
p H 7 ．5 ノ1 p M Z n C 1 2ノ1 0 m M C a C 1 21 1 ％ T rit o n X 1 0 ．
02 ％ N a N 3 a t 37

O

C f o r 18 h ． P r o t ei n m a r k e r s a r e
i m m u n o gl o b uli n く1 50 k D aJ ． t r a n sf e r ri n く7 7 k D aナ，
b o vi 1－e S e ru m alb u m i n く6 8 k D al ， O V a lb u m i n り3

k D al a n d c a r b o n i c a n h y d r a s e く2 9 k D al ．

1 棋1

コ ラ ゲ ナ ー ゼ活 性は検出さ れな か っ たが
， 前述の よ

う に ト ラ ン ス フ ェ リ ン分 解活性が コ ラ ー ゲ ン分解能も

有す る好 中球 エ ラ ス タ ー ゼ の 可能性が強い こ と か ら，

こ の 実験モ デ ル で は エ ラ ス タ ー ゼが コ ラ ー

ゲ ン 分解 を

行 っ て い る も の と 推測さ れ る．
エ ラ ス タ ー ゼ は コ ラ

ー

ゲ ン分子 の N 末端 部位の み を切 断す る こ と引 か ら
， 本

実験 で 行 っ た 可 溶性 コ ラ ー ゲ ン を基質 とし た ア ッ セ イ

で はそ の 活性の 検出 は不可 能で あ っ たと 考えら れ る．

本実験 モ デ ル は著し い 関節軟骨 の 破壊をき た す こ と

か ら慢性関節リ ウ マ チ に お け る関節軟骨破壊機序 の 解

明 に い く つ か の 示 唆を与 えて し1 る
． 慢性関節リ ウ マ チ

は免疫学的機序 で 生 ず るが， 引き 金と なる 抗原 に つ い

て は 免疫 グロ ブ リ ン
，
E B ウ イ ル ス ， 細菌菌体成分 ， 工1

型 コ ラー ゲン な ど種 々 の 物質が あ げら れ て お りし1 ず れ

も 決定的と は し1 え な い り 35J
． 生 体内に 存在する多く の 蛋

白質は 陽 イ オ ン状態 で は存在し な い が
，
潜血 性連鎖球

菌が 産 生 する あ る種の 物質は強い 陽イ オ ン状態 に あ る

こと が知 ら れ て お リ
3 61

，
この よ うな物質が抗原 と な り

う る 可能性は 否定で き な い
．
ま た

， 全身性 エ リテ マ トー
デ ス の 抗 D N A 抗体が ， 負電荷をも つ プ ロ テ オ ブ リ カ

ン と 交差 反応 する と い う 報告3 7 恨傾聴関節リ ウ マ チ患

者の 抗核抗体 に も 同様の 性質が存在す る可 能性 を示 唆

し て い る
．
こ れ ら の 抗原 や 抗体が慢性関節リ ウ マ チ患

者に お い て 存在す る場合に は ， 本実験 モ デ ル と同様，

関節軟骨 に お け る持続性 の 抗原抗体反応 に よ っ て 軟骨

の 著し い 破壊消失 をき た すと 考えら れ る． 慢性関節リ

ウ マ チ に お け る好中球の 役割に つ い て は い く つ か の 報

告が み られ るが 再 3 引
，
好 中球浸潤が滑膜 に 軽度 で ある こ



1 1 0

と か ら こ れ ま で その役割に つ い て は あま り注目 され て

い な い ． しか し， 本実験モ デ ル は好中球が そ の 中性 プ

ロ テ ィ ナ
ー ゼの 作用 に よ っ て 関節軟骨 を短時間で 破壊

す る こ と を示 し てお り
，
慢性 関節 リ ウ マ チ 患者 の 関節

液中に 出現 した 多数の好中球3 8Iが 関節軟骨破壊 に 重 要

な役割 を果す可能性を示 唆 して い る．

繚 論

ア ミ ド化に よ り陽イ オ ン 化 した a B S A を抗原 と し

て モ ル モ ッ トに 関節炎を誘導 し， 関節軟骨破壊機序 を

病理形態学と生化学的手技 を用い て検討 した ．

1 ． 関節炎誘導 1 日 で 好中球浸潤を伴う滑膜炎が お

こ り， 1
－

2 過 で関節軟骨 は表層部と骨髄側よ り著 し

い 好中球浸潤 をう け， 2 遇 まで に ほ ぼ 完全 に 破壊消失

し た． 3
－

4 週後 で は破壊 され た 関節軟骨 と関節腔 は

肉芽組織 に よ り置換 され ， 膝関節 は線推性強直 を経 て

関節炎誘導1 2 － 20 遇後に 軟骨性強直像を呈 した ．

2 ． 抗原は プ ロ テ オグリ カ ン との 静電気的親和力に

よ り関節軟骨全層に 捕捉さ れ， 軟骨破壊の 進行 した 1

過 の 材料で も なお 少量残存す る こ とが
1 2 5
I － a B S A を用

い た オ ー トラ ジオ グラ フ イ ー で示 され た． 抗体 は関節

軟骨表層 に局在す る こ とが蛍光抗体法で観察 され た ．

こ の こ とよ り 関節軟骨表層部 で形成 され た抗原一抗体

複合体が起炎物質と な り好中球を遁走 させ る と考 え ら

れ た
．
ま た， 関節軟骨へ の 抗原の捕捉が軟骨の完全破

壊 をき た す原因と考 えられ た．

3 ． 関節炎誘導1 ， 2 遇 の滑 膜 と 関節軟骨 ホ モ ジ

ネ ー ト上 清中に トラ ン ス フ ェ リ ン 分解活性が ， 1 週の

滑膜と 1 週の 関節軟骨 ホモ ジネ ー

ト上 清中 に ゼ ラ チ ン

分解活性が検出され た．
ト ラ ン ス フ ェ リ ン 分解酵素活

性 は阻害試験 と p H 曲線 な ど に よ り セ リ ン プ ロ テ ィ

ナ
ー

ゼ の
一 種 と考 えら れ， 好中球由来の エ ラ ス タ ー ゼ

や カテ プ シ ン G と推定され た．
ゼ ラチ ン 分解活性は金

属依存性蛋白分解酵素で ゼ ラ チ ン サ ブ ス トレ
ー

トゲ ル

上 の 分子 量よ り好中球由来 の ゼ ラテ ナ ー ゼ と考 えら れ

た．

以上 の 所見 より， 本実験 モ デ ル で は好中球が主役を

演 じて お り， 好中球由来の 中性 プ ロ テ ィ ナ
ー

ゼ に よ る

プ ロ テ オ グリ カ ン や コ ラ
ー

ゲ ン線維 の 分解に よ っ て 関

節軟骨 の破壊消失が生ずる と考 えら れ た．
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A m e t a 1l o p r o t ei n a s e f r o m h u m a n rh e u m a t oid

S y n O Vi al fi b r o bl a s ts th a t d i g e s ts c o n n e c ti v e ti s s u e

m a tri x c o m p o n e n t s ． J ． B i ol ． C h e m ．
，
2 6 l

，
1 4 2 4 5 －1 5 2 55

く19 86J ．

1 51 C h i n ， J ． R ．
，
M u r p h y ， G ． 及 W e rb

，
Z ． こ

S t r o m e ly si n ， a C O n n e C ti v e ti s s u e
－ d e g r a d i n g m e t a ll o

－

e n d o p e p tid a s e s e c r e a t e d b y s ti m ul a t e d r a b b it

S y n O vi a l fib r o bl a st s i n p a r a ll e l w i th c oll a g e n a s e ． J ．

B i o l ． C h e m ．
，
2 6 0

．
1 2 3 6 7 －1 2 3 7 6 く19 8 5J ．

1 61 v a n d e n B e r g ， W ． B ．

，
V a n d e P u tt e

，
L ． B ． A

． ，

Z w a r t s
，
W ． A ． 鹿 J o o s t e n

，
L ． A

． B ． こ El e c t ri c al

C h a r g e o f th e a n ti g e n d e t e r mi n e s i n t r a a r ti c u l a r

a n ti g e n h a n d li n g a n d c h r o n i cit y a r th riti s i n m i c e ． J ．

C li n ． I n v e s t ．
，
7 4

，
1 85 0 T1 85 9 く19 8 4J ．

17I D a n o n ， D ．
，
G old st ei n

，
L ．
，
M a ri k o Y Sk y ， Y ． 鹿

S k u t el s k y ， E ． ニ U s e o f c a ti o ni z ed f e r riti n a s a l a b el

Of n e g a ti v e c h a r g e s o n c ell s u rf a c e ． J ． U l t r a s tr u c t ．

R e s
り
3乳 50 0－51 0 く19 7 2I ．

1 81 F r a k e r ， P ． J 一 息 S p e c k ， J ． C ．
，
J r ． こ P r o t ei n a n d

C ell m e m b r a n e i o di n a ti o n s w i th a s p a ri n gl y s ol u b l e

C hl o r o a mi d e
，
1
，
3
，
4
，
6T te t r a C hl o r o － 3 a ， 6 a － di p h e n y ト

gly c ol u ril ． B i o c h e m ． B i o p h y s ． R e s ． C o m m u n ．
，
8 0

，

8 4 9 ．8 57 く1 97 81 ．

1 91 H a r t r e e
，
E ． F ． ニ D e t e r m i n a ti o n o f p r o t ei n 二 a

m o difi c a ti o n o f th e L o w r y m e th o d th a t gi v e s a

li n e a r p h o t o m e t ri c r e s p o n s e ■ A n a l ． B i o c h e m ．
，
4 8

，

42 2 －4 2 7 く拍7 21 ．

201 C a w s t o n ， T ． E ． 良 B a r r e tt
，
A ． J ． こ A r a pi d a n d

r e p r o d u c ibl e a s s a y f o r c oll a g e n a s e u si n g El －
1 4
Cj

a c et yl a t e d c oll a g e n ． A n a l ． B i o ch e m ．

，
9 9

，
34 0 － 3 45

く1 9 791 ．

2 11 H a r ri s
，
E ． D ．

， J r ． 及 E r a n e
，
S ． M ． こ A n

e n d o p e ptid a s e f r o m rh e u m a t o id s y n o vi a l ti s s u e

C ult u r e － B i o ch i m
． B i o p h y s ． A c t a ， 2 5 8 ， 5 6 6 －5 7 6 く19 7 2I ．

2 2I Gi s sl o w
，
M ． T ． 鹿 M c B rid e

，
B ． C ． ニ A r a pid

S e n Si ti v e c o 11 a g e n a s e a s s a y ． A n a l ． B i o c h e m ．
，
6 8

，
7 0 d

78 く19 7 5I ．

2 3I H i b b s
，
M ． S ．

，
H a st y ， E ． A ．

， S ey e r ， J ． 軋 ，

E a n g ， A ． K 及 M ai r L a r di
，
C ． L ． こ B i o c h e m i c a l a n d

i m m u n o l o g l C a l c h a r a ct e ri z a ti o n of th e s e c r e te d

f o r m s o f h u m a n n e u t r o p hil g el a t in a s e ． J ． B i ol ．

C b
－
e m

リ
2 6 0

，
2 4 9 3 －2 5 0 0 く19 8封．

2 弔 J a n o ff ， A ． 皮 S cll e r e r ， J ． こ M e di a t o r s of

i n fl a m m a ti o n i n l e u k o c y t e l y s o s o m e s ． I X ．

E l a s ti n ol y ti c a cti v ity i n g r a n ul e s of h u m a n p o ly
－

m o r ph o n u cl e a r l e u k o c y t e s ． J ． E x p ． M e d ．
，
1 2 8

，
1 1 3 7 －

1 1 5 5 く19 6 軋

25I C o o k e ， T ． D ．
，
H u r d

，
E ． R

．
，
Zi ff

，
M ． 盈 J a si n

，

H － F ． こ T h e p a th o g e n e si s o f c h r o ni c i n fl a m m a ti o n

i n e x p e ri m e n t al a n ti g e n i n d u c e d a rth riti s ． J ． E x p ．

M ed ．
，
13 5

1
3 2 3 － 謂8 く19 7 21 ．

2 6I O h n o ， 0 ．
，
T a k ei s hi ， H ． 鹿 C o o k e

， T ．
D

． 二

P a th o g e n e si s o f c h r o n i c in fl a m m a ti o n i n e x p e ri
－

m e n t al f e r riti n －i n d u c e d a rth ri ti s ． A r th ri ti s R h e u m ．
，

2 1
，
8 ト9 1 く1 9 7 軋

27ナ Y a n d e n 董主e r g ， W ． 臥
，
Y a n B e u s e k o n

，
H ． J

り

V a n d e P u tt e
，
I J ． B ． A ．

，
Z w a r t s

，
W ． A ． 鹿 d e r S llli s

M ． こ A n ti g e n h a n d li n g i n a n ti g e n ，i n d u c e d a rth ri ti s

i n m i c e ． A m ． J ． P a th o l ．
，
1 08

，
9 －1 6 く19 8 2I ．

2 即 G o e t zl ， E ． L ． ニ C e ll ul a r c o m p o n e n t s o f

i n fl a m m a ti o n こ G r a n ul o c yt e s － 1 h W ． N ． K ell e y ， E ．

D ． H a r ri s ， J r ． ， S ． R u d d y 8z C ． B ． S l e d g e くe d s ．1 ，

T e x t o o k o f R h e u m a t ol o g y ， V Ol ．1 ， p 1 2 0
－ 13 5

，
W

． B ．

S a u n d e r s C o m p a n y ， P h il a d el p hi a ， L o n d o n ， T r o n t o ，

1 9 8 1 ．

2 9I M o rii z u mi ，
T ．

，
Y a m a s hi t a

，
N ． 此 0 kn d a

，
Y

． ニ

P a p ai n
－i n d u c e d c h a n g e s i n th e g ui n e a pi g kn e e j oi n t

W i th s p e c i al r ef e r e n c e t o c a rtil a g e h e ali n g ．

V i r c h o w s A r c h ． E C ell P a th olコ， 5 1 ， 46 1 －4 7 4 く19 8 6J ．

30I S al t e r ， R ■ B ．
，
Si m m o n d s

，
D ． F ．

，
M a l c ol m ， B ．

W ．
，
R u m bl e

，
E ． J ．

，
M a c M i c h a el

，
D ． 及 C l e m e n ts

，

N ． D － ニ T h e b i ol o gi c a l eff e ct o f c o n ti n u o u s p a s si v e

m o ti o n o n th e h e ali n g o f f ull
－th i c kn e s s d e f e ct s i n

a rti c u l a r c a rtil a g e ． A n e x p e ri m e n t al i n v e sti g a ti o n

i n th e r a b b it ． J ． B o n e J oi n t S u r g ．， 6 2 A ， 1 23 2 － 1 2 51

く1 98 01 ．

3 1I U ri s t ， M － R ． ニ T h e o r gi n of c a rtil a g e ニ I n v e sti－

g a ti o n s i n q u e st of ch o n d r o g e n i c D N A ． I n B
． K ．

H all くe d ．1 ， C a r til a g e ， V Ol ．2 ， p l － 85 ， A c a d e mi c P r e s s ，

N e w Y o r k
，
L o n d o n

，
T o r o n t o

， S yd n e y ， S a n

F r a n ci s c o ， 1 9 8 3 ．

3 2I H a m e r m a n ， D ． ニ C a rtil a g e c h a n g e s i n th e

r h e u m at oi d j oi n t ． Cli n ． O r th o p ．， 6 4 ， 91
．9 7 く19 6 91 ．

3 3I H a r ri s ， E ． D ．
，
J r ． 鹿 K r a n e

， S ． M ． ニ C oll a g e
－



1 1 2

n a s e s ． N e w E n gl ． J ． M e d ． ， 2 9 l ， 5 57 － 6 61 く19 7 41 ．

3 4I B a r r e tt ， A ． J ． 拉 S a k a l a t v a l a ， J ． こ P r o t ei n a s e s

i n j oi n t d i s e a s e ． Ih W ． N ． K ell y ， E － D － H a r ri s ， J r ． ， S －

R u d d y 鹿 C ． B ． S l e d g e くe d s ．1 ， T e x tb o o k o f

R h e u m a t ol o g y ． p 1 95
－ 20 9 ， W ． B ． S a u n d e r s C o m p a n y ，

P hil a d el p hi a ， L o n d o n ， T o r o n t o ， 1 9
8 1 ．

3 51 Z v a ifL e r ， N ． J ． ニ E ti ol o g y a n d p a th o g e n e s
i s of

rh e u m a t oi d a r th riti s ． I n D ． J ． M c C a rt y くe d ．1 ，

A r th riti s a n d al 1i ed c o n d iti o n s ， 1 0 th ed ． p 55 7
－ 5 70

，

L e a 8 t F eb i g e r ， P h il a d el p h i a ， 1 9 8 5 ．

3 61 M 乱I a m u d ， D ． 鹿 D r y s d a l e ， J ． W ． こ I s o el e c t ri c

p o i n t s o f p r ot ei n s ニ a t a b l e ． A n a
l ． Bi o c h e m －

，
8 6

，
62 0 －

6 4 7 く19 7 8L

3 71 F a a b e r ， P ．
，
C a p el ， P ． J ． A ．

，
R ijk e ， G ． P － M ．

，

V i e r w i n d e n ， G ．
，
V a n d e P u tt e ， I J ． B ． A ． 鹿 K o e n e

，

R ． A ． P ． ニ C r o s s ィ e a c ti v i ty o f a n ti
－ D N A a n tib o di e s

w it h p r o t e o gl y c a n s ． Cli n ． E x p ． I m m u n ol ．， 5 5 ， 5 02
－ 50 8

く19 8 41 ．

3 81 S c h u m a ch e r ， H ． R ． こ S y n o v i al fl u id a n al y si s ．

1 h W ．
N ． K ell e y ， E ． D ． H a r ri s ，J r ． ， S ． R u d d y 8 t C ． B ．

S l e d g e くe d s ．1 ， T e x tb o o k o f R h e u m a t o l o g y ， V Ol ．1 ，

p5 6 8
－ 57 9 ， W ． B ． S a u n d e r s C o m p a n y ， P h il a d el p hi a ，

L o n d o n ， T r o n t o ， 1 9 8 1 －

M e c h a ni s m s o f A rti c ul a r C a r t il a g e D e s t ru C ti o n i n a rL An ti g e n J n d u c e d
A r t h ritis

M o d ef I n d u c ed b y C a ti o n i c A m id a t e d B o v irLe S e r u m A lb
u m i n N a o k i Y a m a s h it a

，

D e p a r t m e n t of O r th o pe di c S u r g e r y ， S c h o
o l of M e d i ci n e

，
K a n a z a w a U n i v e r s lty ， K a n a z a w a 9 2 0 －

J ． J u z e n M e d ． S o c ． ， 9 7 ， 9 7
－ 1 1 3 り9 8 8J

K e y w
．

o r d s ニ a n ti g e n
－i n d u c e d a rt h ri ti s

，
d e st r u c ti o n o f c a r til a g e ， n e u tr al p r o tei n a s e ，

r h e u m a t oi d a r th ri ti s

A b s t r a ct

I n 。r d e ， t 。 b ette r u n d e r st a n d m e c h a n i s m s o fj oi n t d e st r u c ti o n i n r h e u m a t o
i d a r th riti s

，
a n tl g e

n －

i n d u c e d a r t h riti s i n g u l n e a
N

P l g S W a S d e v el o p e
d a n d th e m e c h a n is m s o f a r ti c u l a r c a r til a g e

d est r u c ti o n i n t hi s m o d el w e r e e x a m i n e d m o r p h ol o gi c ally a n d
b i o c h e m i c all y － A r t h riti c a n i m a l s

w e r e p r e p a r e d b y i nj e cti n g c h a r g e
－ m O d ifi e d c a ti o n i c a m i d a t e d b o v i n e s e r u m al b u m i n くpl

ニ 9 ．5J

くa B S A ，
0 ．5 m gJ i n t o k n e e j oi n t s o f g u i n e

a － P ig s i m m u n i z e d w it h a B S A ． M a r k e d s y n o vi ti s w ith

p oly m o r p h o n u cl e a r
l e u k o c y t e i n m t

r a ti o n st a rt e d w it h i n l d a y a ft e r c h all e n g e ． N e u tr o p h il s

m l g r a t e d ff o m sy n o vi u m a n d s u
b c h o n d r al b o n e m a r r o w i n filt r a te d i n t o a r ti c u l a r c a r til a g e a n d th e

c a rtil a g e w a s c o m pl e t el y
d e st r o y ed b y 2 w e e k s － D u ri n g th e d e s

t r u c ti o n o f a rti c u l a r c a r til a g e ，

p r o te o gl y c a n s w e r e i n i ti all y d e p l e t e d
a n d th e n c oll a g e n fi b e r s d i s a p p e a r e d

． G r a n u l a ti o n ti s s u e

d e ri v e d 丘 o m i n n a m e d s y n o v i u m a n d b o n e
m a r r o w r e p l a c e d th e d

e s t r oy e d c a r til ag e a n d j o i n t

s p a c e ， a n d it w a s t u r
n e d t o fi b r o u s s c a r ri n g ti ss u e くn b r o u s a n k y l o si sl b y 8 w e e

k s － F i n a11 y ， th e

k n e e J O l n t d e v e l o p e d c a r til a g e n o u s a
n k y l o si s w i th i n 1

2 － 2 0 w e e k s ． A u to r a d i o g r a p h y u s i n g
1 2 5
I －

a B S A a n d i m m u n ol o c a li z ati o n st u d y o f I g G d e m o n st r a t e d t h a t t h e
a n tl g e n i s tr a p p e d

i n w h o l e

z o n e s o f a r ti c u l a r c a rtil a g e b y el e ct r o s t a
ti c b i n di n g a n d s e r v e s as p l a n t e d

a n tl g e n fb r th e

att a c h m e n t 。f a n tib 。d i e s ． E 311j c a r b o x y m e t h y l a t e d t r a n s ft r ri n
－ d e g r a d i n g a

c ti v i ty w a s d e t e c t e d
i n

h o m o g e n a t e s o f a rt h ri ti c s y
n o v i u m a n d c a rtil ag e 丘o m k n e e J O i n t s l a n d 2 w e e

k s a 鮎 r th e

c h all e n g e ． I n hi b i ti o
n s t u d y a n d p H c

u r v e i n d i c at e d th a t th e p r o te i n a s e i s
a n e u t r al s e ri n e

p r o tei n as e a
n d c o n si d e r e d t o b e n e u t r o p h il el a s t a s e a n dl o r c at h e p si n G ， b o th o f w hi c h c a

n

d e g r ad e p r ot e og l y c a n s ． A
m e a s u r a b l e a m o u n t o f g e l ati n ol y ti c a cti v i ty w a s al s o d e

te c te d i n th e

s a m e s a m pl e s ， a lth o u g
h t h e y c o n t a i n e d n

o c o 11 a g e n a s 9 a C t l V lt y ． T h e e n z y m e w
a s a cti v a t e d w i th

4 － a m i n o p h e n y
l m e r c u ri c a c et a te a n d i n hi b it e d w it h E D T A ， i n d i c a tl n g a n e u tr al m e t a ll o p r o t ei n a s e

．

T h e d at a o f S D S －

g el a ti n s u b s t r a te g el s h o w e d th a t
t h e m e t a1l o p r o t e i n a s e

i s n e u tr o p h il g e
l a ti n a s e ．
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T h e r e s u lt s o f th i s p r e s e n t s t u d y i n d i c a te th a t n e u tr a l p r ot ei n as e s d e ri v e d 丘o m p o l y m o r p h o n u cl e a r

l e u k o c y t e s a r e r e s p o n sib l e f b r th e d e s tr u c ti o n o f a r ti c u l a r c a rtil a g e by d e g r a di n g p r o te o g ly c a n s a n d

C O ll a g e n s ， a n d s u g g e s t th e p o s sib ili ty th a t i n r h e u m a t o i d a r th riti s n e u t r o p h ils i n n lt r at e d i n to

S y
n O V i al n u id m a y p l a y a n i m p o r t a n t r ol e i n t h e d e s t r u c ti o n o f a r ti c ul a r c a r til a g e ．


