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本論文中に用いた略語は以下の通りである。 
 
略語  省略していない表現 
BLQ  below the lower limit of quantification 
CD44  cluster of differentiation-44 
COX  cyclooxygenase 
DF  diclofenac 
DF-Na  diclofenac sodium 
EDTA-2Na ethylenediamine-N,N,N',N'-tetraacetic acid, disodium salt, 

dihydrate. 
ELISA  enzyme-linked immunosorbent assay 
FDA  Food and Drug Administration 
Gel-200  photo-cross-linked hyaluronate 
Gel-One® a sterile, transparent, and viscoelastic hydrogel composed of cross-linked 

hyaluronate, a derivative of highly purified sodium hyaluronate extracted from 
chicken combs 

HA  sodium hyaluronate 
HAS  hyaluronan synthase 
HPLC  high-performance liquid chromatography 
HYAL  hyaluronidase 
IA-HA  intra-articular sodium hyaluronate 
ICH  International Council for Harmonisation of Technical Requirements for 
  Pharmaceuticals for Human Use 
ICAM-1  intercellular adhesion molecule-1 
IL  interleukin 
LAL  limulus amebocyte lysate 
MMP  matrix metalloproteinase 
mRNA  messenger ribonucleic acid 
NSAID  nonsteroidal anti-inflammatory drug 
NO  nitric oxide 
OA  osteoarthritis 
OVA  ovalbumin 
PBS  phosphate buffered saline 
PGE2  prostaglandin E2 

S.D.  standard deviation 
S.E.  standard error 
SI-613  development code of diclofenac etalhyaluronate sodium 
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緒論 
 

変形性関節症（osteoarthritis; OA）は、中高年者の罹患率が高い関節疾患であり、本邦に

おける40歳以上のOA患者は2530万人（男性860万人・女性1670万人）以上1)、年間の新規罹

患者数は約90万人2）（1995年）と概算されている。2018年に実施された厚生労働省国民生

活基礎調査によると、介護認定審査において要支援となる原因の第1位は関節疾患（17.2％、

関節リウマチを含む）であったと報告されており3)（表1）、人口の急速な高齢化が進む本

邦において大きな社会問題となりつつある。 
OAの基本的な病態として、関節軟骨の変性及び破壊と、それに続く関節裂隙の狭小化、

関節辺縁や軟骨下骨における骨の増殖性変化があり、さらに二次的な滑膜炎がみられる（図

1）。OAの症状は、関節痛や関節水腫、可動域制限、関節の変形等がある。OAは、膝、股、

肩、足、肘など全身の関節に発生し、脊椎の椎間関節や指趾の関節でも発症することがあ

る。罹患関節が下肢の場合は、上記症状に伴い歩行障害等が現れ、患者の日常生活動作

（activities of daily living; ADL）や生活の質（quality of life; QOL）が阻害されることが問題

となる。 
 
表1. 要介護度別にみた介護が必要となった主な原因の構成割合 

 
 
 

(単位：％) 平成28年

要支援1 要支援2 要介護1 要介護2 要介護3 要介護4 要介護5

総数 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0

  認知症 18.0 4.6 5.6 3.8 24.8 24.8 22.8 30.3 25.4 20.4

  脳血管疾患（脳卒中） 16.6 13.1 11.5 14.6 18.4 11.9 17.9 19.8 23.1 30.8

  高齢による衰弱 13.3 16.2 18.4 14.2 12.1 13.6 13.3 12.8 9.1 6.7

  骨折・転倒 12.1 15.2 11.4 18.4 10.8 11.5 10.9 8.9 12.0 10.2

  関節疾患 10.2 17.2 20.0 14.7 7.0 10.7 7.0 6.4 4.0 1.1

  心疾患（心臓病） 4.6 6.7 5.8 7.4 3.8 4.3 4.3 3.3 4.2 0.9

  パーキンソン病 3.1 2.4 1.6 3.2 3.4 2.8 3.7 3.2 4.2 3.5

  糖尿病 2.7 3.3 3.0 3.6 2.4 2.6 2.5 1.9 3.7 0.9

  悪性新生物（がん） 2.4 2.0 1.5 2.3 2.7 3.0 2.5 2.1 1.4 5.5

  脊髄損傷 2.3 2.5 2.9 2.1 2.2 2.0 1.3 2.5 2.3 4.4

  呼吸器疾患 2.2 2.1 3.0 1.3 2.3 2.9 2.6 1.0 1.9 2.3

  視覚・聴覚障害 1.3 1.8 1.7 2.0 1.0 1.1 1.2 1.3 0.9 -

  その他 8.2 9.2 9.1 9.3 7.7 7.3 8.2 5.4 7.0 12.3

  わからない 1.1 1.4 1.1 1.6 0.8 1.1 0.6 0.9 0.2 0.9

  不詳 2.0 2.3 3.3 1.4 0.7 0.6 1.2 0.3 0.6 0.2

注：１）「総数」には、要介護度不詳を含む。

　　２）熊本県を除いたものである。

総数 要支援者 要介護者
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図1. 変形性膝関節症 
（社団法人日本整形外科学会の承諾を得て転載） 

 
OAの治療目標は、症状の軽減と関節機能の維持又は改善である。主な治療方法は、非薬

物療法（運動療法、減量、患者教育等）及び薬物療法等の保存的治療であり、この両者の

併用がOAの至適な管理において推奨されている。関節破壊が進行した患者で、保存的治療

で症状の改善が得られない場合は、人工膝関節全置換術（total knee arthroplasty; TKA）な

どの手術的治療が考慮される。薬物療法には、アセトアミノフェンや非ステロイド性抗炎

症薬（non-steroidal anti-inflammatory drug; NSAID）処方のほか、ヒアルロン酸ナトリウム

（hyaluronic acid; HA）及び副腎皮質ステロイドの関節注射が行われている。NSAIDは、OA
患者に広く処方されるが、長期使用による上部消化管障害はよく知られている4)。1990年
代には、この副作用の回避を目的に多くのシクロオキシゲナーゼ（cyclooxygenase; COX）

-2選択的阻害剤が開発された。しかし、2004年にそれらの多くは心血管系の副作用を示す

ことが報告され、市場から撤退した5)。ジクロフェナクナトリウム（diclofenac sodium; DF-Na）
を含む経口NSAIDにもCOX-2選択的阻害剤と同じ副作用懸念があるという報告もある6, 7)。

強い抗炎症効果を示す副腎皮質ステロイド製剤は、滑膜炎が重度で多量の関節液貯留があ

る患者に即効性の効果がある反面8)、in vitro試験において関節軟骨中のプロテオグリカン合

成の抑制作用を示すことが報告されており、頻回投与による軟骨変性の加速が懸念されて

いる9, 10)。HAは、1934年Meyerらによって初めてウシの硝子体から単離されたグリコサミ

ノグリカンで、硝子体（hyaloid）のウロン酸の意味で命名された11)。HAは、D-グルクロン

酸とN-アセチル-D-グルコサミンがβ1-3結合で繰り返し連結された陰イオン性の直鎖状多

糖類であり、分子量が数百万にも及ぶ生体内で最大の高分子ポリマーである（図2）。 
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図 2. ヒアルロン酸ナトリウム（HA）の構造式 

 
HAは全身の様々な臓器に分布するが、組織のHA濃度は臍帯で最も高く、次いで関節液、

皮膚及び硝子体に高濃度に存在する。関節では関節滑膜から産生されて関節液の主成分と

なっているほか、関節軟骨アグリカンの構成成分である12)。OA患者の関節液中でのHAは、

健常人のそれと比較して濃度及び分子量が低下しているとされ13, 14)、それによる関節液の

粘弾性が低下していることが知られている15, 16)。OA治療に用いられるHA製剤は、その高

い粘弾性から潤滑剤及びクッションのような役割を有する17-23)。また、HA受容体である接

着分子CD44（cluster of differentiation-44）及びICAM-1（intercellular adhesion molecule-1）を

介して、軟骨からのアグリカンの遊離や、軟骨細胞からのタンパク分解酵素であるマトリ

ックスメタロプロテアーゼ（matrix metalloproteinase; MMP）-1, 3, 13の産生を抑制するとと

もに24, 25)、滑膜細胞に作用してインターロイキン（interleukin; IL）-1βなどの炎症性サイト

カイン、プロスタグランジン（prostaglandin; PG）E2などの生理活性物質の産生を抑制する

作用など、HAは様々な生理作用を有することが報告されている26-28)。OA患者に対するHA
製剤の関節内投与は、週1回の複数回（計3～5回）投与が1980年代から行われているが、副

作用はほとんどないものの稀に一部のHA製剤の投与後に膝関節局所の発熱、疼痛、水腫を

伴う重度の急性炎症反応がみられること29-31)、投与が複数回に渡ることによる感染リスク

の懸念と煩雑さ、疼痛抑制作用が必ずしも十分でないなどの課題があり、安全かつ有効性

の高い新たなOA治療剤の開発が望まれている。 
本研究では、これまでに OA 治療に汎用されてきた HA 製剤の課題を克服すべく、第 1

章は、由来の異なる HA 製剤を用いた生体適合性評価及び不純物分析を行うことで一部の

HA 製剤でみられる急性炎症反応の原因探索を目的とした。第 2 章は、これまでの複数回

投与から単回に投与頻度を低減することを企図し、新規光架橋技術を用いた単回投与持続

型架橋 HA 誘導体を調製し、生物学的評価を行った。さらに第 3 章は、HA に NSAID の消

炎鎮痛作用を付与することを企図し、NSAID 徐放型 HA 誘導体を調製し、生物学的評価を

行った。これらにより、OA 治療における新規関節注入 HA 誘導体の創製を本研究の目的

とした。 
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第 1 章 由来の異なるヒアルロン酸製剤の生体適合性試験 
 

第 1 節 序論 
 
既存のHA製剤の生体適合性評価及び不純物探索を行い、各HA製剤の生体適合性の違い

が原料となるHAの由来によるか否かを検証した。現在、HAは主に鶏冠（トサカ）からの

抽出法あるいはHA産生菌を用いた微生物発酵法で製造されている。OA治療で使用されて

いるHA製剤は、HAの含量、分子量、架橋構造の有無、原料の由来（鶏冠あるいは発酵法）

などの違いによって細かく異なるが、大きくは架橋構造の有無と原料の由来から4種類に大

別される。本研究では、3つのタイプのHA製剤に焦点を当てた（表2）。鶏冠由来製剤とし

てSUPARTZ FXTM（以下、Avian-HA）とSYNVISC®（以下、Avian-CL-HA）を、発酵由来製

剤としてORTHOVISC®（以下、Bio-HA）を用いた。それらのうち、SYNVISC®のみがその

含有するタンパク質とジビニルスルホン（divinyl sulfone; DVS）で架橋する人工的な架橋

構造をとり32)、SUPARTZ FXTM及びORTHOVISC®は天然の非架橋HAである。 
これらの全ての製剤は、一般的に忍容性も高く、副作用の多くは軽度の関節痛、腫脹

及び関節液の貯留など、局所的に起こりかつ治療無しで回復する軽微なものである。し

かし、稀なケースではあるが重篤な副作用として膝関節局所における重度の急性炎症反

応が知られており、それには SYNVISC®特有の架橋構造の関与が示唆されている 33-35)。

実際、その重度の急性炎症反応は SYNVISC®を投与された患者で数例報告されているも

のの 36, 37)、他の鶏冠由来 HA では明確に急性炎症反応が生じたという症例は知られてい

ない。一方、発酵由来 HA が鶏冠由来 HA と比較して安全性懸念が低いという報告もあ

る 38)。これらの相反する報告は、鶏冠由来 HA 製剤の中には上記の架橋構造を有する一

部の生体適合性の低い HA 製剤が含まれ、HA の由来と人工的な架橋構造の有無を混同さ

せていることが原因となっていると考えられる。 
 
表 2. 本研究で用いた HA 製剤 

製品名 
(ロット番号) 

タイプ HA 濃度 由来 重量平均分子量 

SUPARTZ FXTM 

(4X7Z01) 天然 HA 10 mg/mL 
(2.5 mL) 

鶏冠 620-1,170 kDa 

ORTHOVISC® 
(N170038B) 

天然 HA 15 mg/mL 
(2 mL) 

発酵 1,000-2,900 kDa 

SYNVISC® 
(6RSP017) 

架橋 HA 
(タンパク質及びジ

ビニルスルホン) 
a)

 

8 mg/mL 
(2 mL) 

鶏冠 
ハイラン A; 6,000 kDa 
ハイラン B; > 6,000 kDa 

a) ハイランAは、鶏冠由来HAに含まれるタンパク質を介した架橋HA。ハイランBは、

ハイランAをさらにジビニルスルホンで架橋したHA。 
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本研究では、鶏冠由来 HA 製剤（SUPARTZ FXTM; Avian-HA）と発酵由来 HA 製剤

（ORTHOVISC®; Bio-HA）及び鶏冠由来 HA の架橋 HA 製剤（SYNVISC®; Avian-CL-HA）

の生体適合性について正常ウサギ膝関節を用いて比較検討し、由来の異なる HA の生体

適合性の違いを検証した。また、大島らは 39)、HA 製剤中のタンパク質及びエンドトキ

シン濃度と投与後の急性炎症反応の関連性を示唆していることから、不純物分析として

上記 HA製剤中のタンパク質及びエンドトキシンを定量した。エンドトキシン測定法は、

エンドトキシンがカブトガニ（Limulus polyphemus 等）の血球抽出成分 LAL（limulus 
amebocyte lysate）に含まれる C 因子（セリンプロテアーゼ）を活性化し、ゲル化を引き

起こす反応に基づいている 40)（図 3）。大島らが用いた ToxicolorTM system LS-50M
（Associates of Cape Cod, Inc.）は、C 因子に加えて(1→3)-β-D-グルカンに反応する G 因子

を含むことが知られていることから 41)、本研究ではエンドトキシン及び(1→3)-β-D-グル

カンをそれぞれ特異的に検出可能なキット（Pyrochrome® plus Glucashield® kits 及び

Glucatell®）を用いて定量し、HA 製剤の生体適合性に関与すると推察される原因因子の

探索を行った。 
 

 

図 3. LAL システムにおけるエンドトキシン及び(1→3)-β-D-グルカン検出メカニズム 
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第 2 節 実験材料及び実験方法 
 

1.2.1 実験材料 
第 1 章の実験には下記 HA 製剤及び試薬を購入し、用いた。 
SUPARTZ FXTM（以下 Avian-HA、生化学工業（株）、東京、日本） 
ORTHOVISC®（以下 Bio-HA、Anika Therapeutics, Inc.、Bedford、MA、US） 
SYNVISC®（以下 Avian-CL-HA、帝人ファーマ（株）、東京、日本） 
日本薬局方 生理食塩液（（株）大塚製薬工場、徳島、日本） 
ミダゾラム（ドルミカム®注射液 10 mg、アステラス製薬（株）、東京、日本） 
キシラジン（2%セラクタール®注射液、バイエル薬品（株）、大阪、日本） 
酒石酸ブトルファノール（ベトルファール®、Meiji Seika ファルマ（株）、東京、日本） 
EDTA-2Na（富士フィルム和光純薬（株）、大阪、日本） 
DPBS（Thermo Fisher Scientific Inc.、Waltham、MA、US） 
Pierce BCA Protein Assay kit（Thermo Fisher Scientific Inc.、Waltham、MA、US） 
Glucatell®（Associates of Cape Cod, Inc.、East Falmouth、MA、US） 
Pyrochrome® plus Glucashield® kits（Associates of Cape Cod, Inc.、East Falmouth、MA、 
US） 
DC protein assay kit II（Bio-Rad Laboratories, Inc.、Hercules、CA、US） 

 
1.2.2 実験動物 

12～16 週齢雄性ニュージーランド白色種ウサギ（SPF、オリエンタル酵母工業（株）、

東京、日本）27 匹を用いた。使用動物は全て入手時に一般状態観察を行い、異常のない

動物について 14 日間の予備飼育を行った。予備飼育時に異常の認められなかった全例を

試験に使用した。当該実験は、生化学工業株式会社動物実験倫理委員会により審査・承

認された後、すべての動物は動物愛護･福祉の精神に則った適切な環境下で飼育･管理さ

れた。 
 

1.2.3 実験方法 
1.2.3.1 正常ウサギ膝関節を用いた局所刺激性試験 

試験物質投与時の全身麻酔には混合麻酔液 [セラクタール（キシラジン 3.3 mg/kg）：ベ

トルファール（酒石酸ブトルファノール 0.4 mg/kg）：ドルミカム（ミダゾラム 0.4 mg/kg）：
生理食塩液 ＝ 2 : 1 : 1 : 2] 2 mL の静脈内投与を用いた。ウサギを全身麻酔下で背位固定し、

両後肢膝関節周囲をバリカンで剃毛した後、70%アルコールで噴霧消毒し、テルモシリン

ジ（1 mL、テルモ（株）、東京、日本）及びテルモ注射針（25G）を用いて各試験物質をそ

れぞれ両後肢膝関節内に投与した。投与量は、ヒアルロン酸製剤の生体適合性が評価され

ている 0.25 mL/関節とし 42)、週 1 回の頻度で計 3 回投与した。3 回投与後翌日（初回投与

後 15 日）に、ウサギを混合麻酔液処置による全身麻酔下で放血屠殺により安楽死させた。

屠殺後、ピンセット、メス及び剪刀を用いて両後肢膝関節を摘出した。テルモ注射針（23G）
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を装着したテルモシリンジ（1 mL）を用いて生理食塩液 0.5 mL を関節内に関節外側から

穿刺・注入した。関節を約 50 回屈伸した後、テルモ注射針（23G）を装着したテルモシリ

ンジ（1 mL）を関節内に外側から穿刺・吸引し、関節洗浄液を予め風袋重量を測定した滅

菌チューブに回収した。この操作を 3 回繰り返した。関節洗浄液を回収したチューブ重量

から風袋の重量を減算し、関節洗浄液量（g）を算出した。生理食塩液の比重（20℃）は約

1 であることから、天秤で測定したグラム表示を関節洗浄液量（mL）とした。関節洗浄液

は細胞数の測定終了まで氷冷下で保存した。関節洗浄液の回収後、ピンセット及び剪刀を

用いて膝関節から滑膜組織を分離・採取し、10%中性緩衝ホルマリン液で固定した。摘出

時、関節内は肉眼で観察した。 
 

1.2.3.2 ウサギ関節洗浄液中のタンパク質濃度測定 
関節洗浄液を遠心分離したのち、そのタンパク質濃度を Pierce BCA Protein Assay kit を用

いて測定した。得られたタンパク質濃度に回収関節洗浄液量を乗することで、関節洗浄液

中の総タンパク質量（mg）を関節ごとに算出した。 
 

1.2.3.3 ウサギ関節洗浄液中の浸潤細胞数測定 
氷冷しておいた関節洗浄液は静かに天地混和した後、ノイバウエル改良型ディスポーザ

ブル血球計算盤（C-Chip）に 10 µL 流し込み、外隅の 4 区画の白血球数を計数した（1 区

画は 1 mm × 1 mm）。細胞数測定後の関節洗浄液を 300 g、4ºC、5 分間の条件で遠心分離し、

一部の上清をタンパク質濃度測定に供した。残りの細胞を再懸濁した後、ディフ・クイッ

ク染色（シスメックス（株）、兵庫、日本）を施し、そのスライドを用いて関節洗浄液中の

単球、リンパ球及び偽好酸球数を計数した。 
 

1.2.3.4 関節滑膜組織における病理組織学的評価 
ホルマリン固定した関節滑膜組織は、常法に従いヘマトキシリン・エオシン（hematoxylin 

eosin; HE）染色を施した後、病理組織学的評価を行った。標本の作製は、（株）DIMS 医科

学研究所（愛知、日本）に委託した。組織学的評価は、2 名の評価者がそれぞれ滑膜肥厚

スコア及び炎症細胞浸潤／水腫スコアを盲検下で下記 4 段階にスコア化した。各個体のス

コアは 2 名の平均値を採用した。 
 

<滑膜肥厚スコア> 
0: 滑膜上皮細胞が 1–2 層 
1: 滑膜上皮細胞が 3–5 層 
2: 滑膜上皮細胞が 6–8 層あるいは軽度の細胞浸潤 
3: 滑膜上皮細胞が 9 層以上あるいは重度の細胞浸潤 
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<炎症性細胞浸潤／水腫スコア> 
0: ほとんどみられない 
1: 部分的に少数みられる 
2: 部分的に多数みられる 
3: 広範囲に多数みられる／数カ所に集簇してみられる 

 
1.2.3.5 各 HA 製剤中のエンドトキシン濃度測定 

各HA製剤中のエンドトキシン濃度は、Pyrochrome® with Glucashield® Buffer kitを用いて

測定した。Avian-HAは注射用水で2倍希釈し、Bio-HA及びAvian-CL-HAは10倍希釈した。

各試験物質の50 µLを96ウェルプレートに添加した後、ライセート試薬50 µLを各ウェルに

添加した。プレートリーダー（Wellreader MP-96、生化学工業（株）、東京、日本）を用い、

405 nmの吸光度を3重測定した。検量線は、エンドトキシン濃度0.005～0.5 EU/mLの範囲で

作成した。添加回収試験として、各HA製剤に既知量のエンドトキシンを添加した際の回収

率を算出した。 
 
1.2.3.6 各 HA 製剤中のタンパク質濃度測定 

各HA製剤中のタンパク質濃度は、DC protein assay kit IIを用いて測定した。各試料は注

射用水で2倍希釈し、キット付属のアッセイ試薬を添加した後、室温で15分間以上インキュ

ベートした。反応液の吸光度は分光光度計（UV-1700、（株）島津製作所、京都、日本）を

用い、750 nmの吸光度を3重測定した。検量線はウシ血清アルブミン（bovine serum albumin; 
BSA）濃度5～125 µg/mLの範囲で作成した。添加回収試験として、各HA製剤に既知量の

BSAを添加した際の回収率を算出した。 
 

1.2.3.7 各 HA 製剤中の(1→3)-β-D-グルカン濃度測定 
 各HA製剤中の(1→3)-β-D-グルカン濃度は、(1→3)-β-D-グルカン測定キットGlucatell®を用

いて測定した。Avian-HA、Bio-HA及びAvian-CL-HAは、それぞれ10、30及び300倍にキッ

ト付属のグルカンフリーの蒸留水を用いて希釈した。試料を反応液と混合した後、37°Cで
1時間インキュベートし、マイクロプレートリーダー（ELx808IU、BioTek Instruments, Inc.、
Vermont、VT、US）を用いて405 nmの吸光度を3重測定した。(1→3)-β-D-グルカンの検量線

は3.125～50 pg/mLの範囲で作成した。添加回収試験として、各HA製品に既知量の

(1→3)-β-D-グルカンを添加した際の回収率を算出した。 
 
1.2.3.8 統計解析 
 統計解析は統計支援システム SAS（SAS Institute Inc.、Cary、NC、US）を用いて行った。

生体適合性試験における関節液中の細胞数、タンパク質量及び病理スコアは、正規性の検

定を行った後、パラメトリック Tukey 検定を用いて解析した。危険率 5％未満を有意とし

た。測定値は平均値 ± 標準誤差で表記した。 
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第 3 節 実験結果 
 

1.3.1 関節洗浄液中の細胞数 
 試験物質 3 回投与後翌日の関節液中の総細胞数は、saline 群が関節あたり 1.96 ± 0.33（× 
104 cells）、Avian-HA 群が 4.66 ± 0.79（同）、Bio-HA 群が 4.95 ± 0.81（同）及び Avian-CL-HA
群が 86.26 ± 22.10（同）であった（図 4）。saline 群、Avian-HA 群及び Bio-HA 群の総細胞

数の間に有意な差はみられなかった。一方、Avian-CL-HA 群の総細胞数は他の 3 群と比較

して有意に高値を示した。 
関節液中の単球数は、saline 群が関節あたり 1.47 ± 0.20（× 104 cells）、Avian-HA 群が 2.72 

± 0.69（同）、Bio-HA 群が 2.43 ± 0.94（同）及び Avian-CL-HA 群が 59.48 ± 18.85（同）であ

った。saline 群、Avian-HA 群及び Bio-HA 群の単球数の間に有意な差はみられなかった。

Avian-CL-HA 群の単球数は他の 3 群と比較して有意に高値を示した。 
関節液中のリンパ球数は、saline 群が関節あたり 0.49 ± 0.19（× 104 cells）、Avian-HA 群

が 1.94 ± 0.72（同）、Bio-HA 群が 2.46 ± 0.65（同）及び Avian-CL-HA 群が 14.57 ± 7.17（同）

であった。いずれの群間にも有意な差は認められなかった。 
関節液中の偽好酸球数は、saline 群が関節あたり 0.00 ± 0.00（× 104 cells）、Avian-HA 群

が 0.00 ± 0.00（同）、Bio-HA 群が 0.06 ± 0.06（同）及び Avian-CL-HA 群が 12.21 ± 4.80（同）

であった。Avian-CL-HA 群の偽好酸球数は Avian-HA 群及び Bio-HA 群のそれと比較して有

意に高値を示した。 
 

 

図 4. 関節洗浄液中細胞数 
Mean ± S.E.（n = 6、saline 群のみ n = 3） 
**P < 0.01, *P < 0.05 vs. saline、†††P < 0.001, ††P < 0.01, †P < 0.05 vs. Avian-HA、 
¶¶¶P < 0.001, ¶¶P < 0.01, ¶P < 0.05 vs. Bio-HA（パラメトリック Tukey 検定） 
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1.3.2 関節洗浄液中のタンパク質量 
関節洗浄液中のタンパク質量は、saline 群が関節あたり 2.5 ± 0.2（mg）、Avian-HA 群が

4.3 ± 0.1（同）、Bio-HA 群が 4.6 ± 0.5（同）及び Avian-CL-HA 群が 7.9 ± 1.2（同）であった

（図 5）。saline 群、Avian-HA 群及び Bio-HA 群のタンパク質量の間に有意な差はみられな

かった。一方、Avian-CL-HA 群のタンパク質量は他の 3 群のそれと比較して有意に高値で

あった。 

 

       図 5. 関節洗浄液中タンパク質量 
Mean ± S.E.（n = 6、saline 群のみ n = 3） 
**P < 0.01 vs. saline、†P < 0.05 vs. Avian-HA、¶P < 0.05 vs. Bio-HA 
（パラメトリック Tukey 検定） 

 
1.3.3 病理組織学的評価 

滑膜肥厚スコアは、saline 群が 0.00 ± 0.00、Avian-HA 群が 0.08 ± 0.08、Bio-HA 群が 0.25 
± 0.11、Avian-CL-HA 群が 1.25 ± 0.36 であった（図 6）。Avian-CL-HA 群のスコアは、saline
群、Avian-HA 群及び Bio-HA 群のそれと比較して有意に高値であった。このことから、

Avian-CL-HA 群では滑膜表層細胞の増殖性が変化していると考えられた。 
炎症細胞浸潤／水腫スコアは、saline 群が 0.00 ± 0.00、Avian-HA 群が 0.25 ± 0.11、Bio-HA

群が 0.33 ± 0.25、Avian-CL-HA 群が 2.67 ± 0.25 であった（図 7）。Avian-HA 群及び Bio-HA
群の炎症細胞浸潤は、それぞれ 3/6 及び 4/6 例でほとんどみられず、残る 3/6 及び 2/6 例で

部分的に少数みられる程度であった。一方、Avian-CL-HA 群では全例（6/6 例）で炎症細

胞の浸潤が観察され、4/6 例では炎症細胞の集簇がみられた（図 8、矢頭）。 
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図 6. 滑膜肥厚スコア 
Mean ± S.E.（n = 6、saline 群のみ n = 3） 
*P < 0.05 vs. saline、††P < 0.01 vs. Avian-HA、¶P < 0.05 vs. Bio-HA 
（パラメトリック Tukey 検定） 

 
         図 7. 炎症細胞浸潤／水腫スコア 

Mean ± S.E.（n = 6、saline 群のみ n = 3） 
***P < 0.001 vs. saline、†††P < 0.001 vs. Avian-HA、 
¶¶¶P < 0.001 vs. Bio-HA（パラメトリック Tukey 検定） 
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図 8. 試験物質 3 回投与後翌日の滑膜組織病理標本の代表例（HE 染色） 

 
1.3.4 各 HA 製剤中のタンパク質濃度 
 各HA製剤からの抽出効率を検証するために、既知量のBSAを用いた添加回収試験を行い、

回収率を算出した。BSAの回収率は102～109%の範囲内であり、ほぼ100%であった（表3）。
Avian-HA、Bio-HA及びAvian-CL-HA群の全てのHA製剤において、タンパク質濃度は定量

下限未満（< 10 µg/mL）であった（表4）。 
 
1.3.5 各 HA 製剤中のエンドトキシン濃度 
 添加回収試験を行った結果、エンドトキシンの回収率は、76%（Bio-HA）から151%
（Avian-CL-HA）の範囲内であった（表3）。日本薬局方に従い、添加エンドトキシンの回

収率が50%～200%の範囲にあるため、反応干渉因子は試料溶液に存在しないと判定した。

全てのHA製剤中のエンドトキシン濃度は、定量下限未満（< 0.05 EU/mL、Avian-HAのみ < 
0.01 EU/mL）であった（表4）。 
 
1.3.6 各 HA 製剤中の(1→3)-β-D-グルカン濃度 
 添加回収試験の結果、(1→3)-β-D-グルカンの回収率は、81%（Avian-HA）から111%
（Avian-CL-HA）の範囲内であった（表3）。Avian-HA及びBio-HAの(1→3)-β-D-グルカン量

は、いずれも定量下限未満（それぞれ、< 0.018 ng/mL及び< 0.054 ng/mL）であった（表4）。
一方、Avian-CL-HAでは、3.4 ng/mLの(1→3)-β-D-グルカンが検出された。さらに、グルカ
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ンフリーの蒸留水で100倍希釈したAvian-CL-HA（100 µL）に(1→3)-β-D-グルカンに特異性

の高いendo-(1→3)-β-D-グルカナーゼ（1.17 U/mLを5 µL）を添加し、37°Cで1時間インキュ

ベートした後に、同様に(1→3)-β-D-グルカンを定量した。その結果、グルカンシグナルの

94.0%が消失し、Avian-CL-HAで検出された不純物が(1→3)-β-D-グルカンであることが確認

された。 
 
表 3. 各測定系における添加回収率 

群 タンパク質 エンドトキシン (1→3)-β-D-グルカン 

Avian-HA 102% 147% 81% 

Bio-HA 103% 76% 109% 

Avian-CL-HA 109% 151% 111% 

 
 
表 4. 各 HA 製剤中のタンパク質、エンドトキシン及び(1→3)-β-D-グルカン濃度 

群 タンパク質 エンドトキシン (1→3)-β-D-グルカン 

 Avian-HA < 10 µg/mL < 0.01 EU/mL < 0.018 ng/mL 

Bio-HA < 10 µg/mL < 0.05 EU/mL < 0.054 ng/mL 

Avian-CL-HA < 10 µg/mL < 0.05 EU/mL 3.4 ng/mL 
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第 4 節 考察 
 
HA の製造法は鶏冠からの抽出法とヒアルロン酸産生菌を用いた微生物発酵法に大別さ

れるが、いずれの HA を用いた OA 治療剤とも有効性と安全性は確立されている。しかし、

稀なケースではあるが鶏冠由来の HA に架橋構造を持たせた HA 製剤において重篤な副作

用とされる膝関節局所における急性炎症反応が報告されており、Altman RD らは、鶏冠由

来の HA が発酵法由来の HA と比較して安全性面で劣ると報告している 38)。本研究では、

上記の安全性懸念が HA の由来によるものか否かについて正常ウサギ膝関節を用いた生体

適合性試験で検証するとともに、他の要因として製剤中に含まれる不純物の違いを検証し

た。試験物質には、米国で上市されている HA の由来及び架橋の有無でタイプの異なる 3
種類のヒアルロン酸製剤 Avian-HA、Bio-HA 及び Avian-CL-HA を用いた。 

Avian-HA 及び Bio-HA 関節内投与後の関節洗浄液中タンパク質量及び浸潤細胞数は、生

理食塩液投与動物のそれらと比較してわずかに増加したものの有意な差はなく、マクロフ

ァージ系細胞による貪食及び適応性変化を含む膝関節内での生体処理反応と考えられた。

関節滑膜組織の病理組織学的評価の結果においても、多核巨細胞、炎症性細胞の集簇及び

炎症を示唆する変化や滑膜の壊死などは観察されなかったことから、それらの生体適合性

に違いはなく、いずれも安全性が高いと考えられた。 
一方、Avian-CL-HA の関節内投与により、関節洗浄液中のタンパク質量及び浸潤細胞数

が生理食塩液、Avian-HA 及び Bio-HA 投与動物のそれらと比較して有意に増加し、病理組

織学的評価においては、滑膜組織の肥厚、炎症性細胞浸潤及び水腫など明らかな炎症性変

化が認められた。Avian-CL-HA として用いた SYNVISC®は、ハイラン溶液（ハイラン A）

80%とハイランゲル（ハイラン B）20%で構成される HA 架橋体製剤である。ハイラン A
は鶏冠由来 HA に含まれるタンパク質を介した架橋 HA であり、ハイラン B はそれをさら

にジビニルスルホンで架橋した HA である。いくつかの臨床報告において、SYNVISC®投

与後の滑膜組織にハイラン架橋体を取り囲むように急性炎症反応の典型的な所見である肉

芽腫性炎症がみられており、ハイラン架橋体の生分解性の低さが肉芽腫性炎症に関与して

いると推察されている 34, 35, 43)。また、我々は、別の架橋反応を用いた鶏冠由来架橋 HA で

ある Gel-200（製品名 Gel-One®）の関節内投与は肉芽腫性炎症を誘発せず、SYNVISC®と比

較して生体適合性が高いことを報告している 42)。これらの結果は、重度の急性炎症反応の

原因は鶏冠由来の HA ではなく、SYNVISC®特有の架橋構造にあることを示唆している。 
さらに、不純物分析を行った結果、いずれの HA 製剤においてもタンパク質及びエン

ドトキシンは定量下限未満であり、Avian-CL-HA においてのみ(1→3)-β-D-グルカンが検

出された。これまでに大島らは、Avian-CL-HA 及び Avian-HA のエンドトキシン濃度は、

それぞれ 0.19915 ± 0.0741 及び 0.0045 ± 0.0001 EU/mL であり、Avian-CL-HA に含まれる

エンドトキシンは Avian-HA に含まれるそれと比較して高値であると報告している 39)。

しかし、本研究ではいずれの製剤においても定量下限未満（それぞれ< 0.05 及び< 0.01 
EU/mL）であった。これらの結果の違いについて詳細は明確ではないが、Avian-CL-HA
中のエンドトキシン含量が低減された可能性に加え、測定方法の違いが考えられた。既
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報で用いられたエンドトキシン測定キット ToxicolorTM system LS-50M は、エンドトキシ

ンに反応する C 因子と(1→3)-β-D-グルカンに反応する G 因子を含んでいる。すなわち、

製剤中に(1→3)-β-D-グルカンが含まれる場合、エンドトキシンが偽陽性として検出され

る。本研究で用いた Pyrochrome® plus Glucashield® kits は、G 因子を含まないためエンド

トキシンを特異的に検出する 44)。したがって、既報 39)では Avian-CL-HA 中のエンドトキ

シンではなく(1→3)-β-D-グルカンを検出していた可能性が考えられた。 
(1→3)-β-D-グルカンは、真菌細胞壁を特徴づける主要な構成多糖成分であり、免疫賦活

化作用を有することが知られている 45-48)。(1→3)-β-D-グルカンは、真菌由来のほか、セル

ロースを原料に用いた透析膜やろ過フィルターに含まれ、製造工程でそれらを使用した医

薬品中では(1→3)-β-D-グルカンが高値で検出されると報告されている 49-51)。実際、免疫グ

ロブリン製剤、綿ガーゼ及び手術用スポンジを使用された患者の血清中で(1→3)-β-D-グル

カン濃度が上昇することも報告されている 52, 53)。医薬品に含まれる(1→3)-β-D-グルカンに

関連した健康リスクは、2017 年の Parenteral Drug Association annual meeting（一般社団法人 
日本 PDA 製薬学会）においても議論されている。近年、医薬品に含まれるエンドトキシン

レベルは、ICH Q6A 及び Q6B において厳しく規制されている 54, 55)。しかしながら、

(1→3)-β-D-グルカン混入による免疫賦活化の閾値や臨床的意義については明確にされてお

らず、許容値を示すガイドラインも存在しない。本研究において、(1→3)-β-D-グルカンを

含む Avian-CL-HA 投与群のみで関節液中の細胞数やタンパク質量が高値を示し、滑膜組織

においては炎症細胞の集簇も認められた。これは、Avian-CL-HA 特有の架橋構造が関与し

ている可能性に加え、製剤中に混入した(1→3)-β-D-グルカンの関節内への注入が炎症反応

のトリガーになった可能性を示すものであり、関節注射剤における(1→3)-β-D-グルカンの

モニタリングは重要な意味を持つ可能性がある。 
以上、本研究では、鶏冠抽出法あるいは微生物発酵法による HA の由来の違いは生体適

合性に影響しないことが明らかとなり、その他の架橋構造あるいは不純物としての(1→
3)-β-D-グルカンが急性炎症反応を含む生体適合性に関与していることが推察された。今後、

Avian-CL-HA から抽出された(1→3)-β-D-グルカンの生体適合性評価や、タンパク質を介し

た架橋構造と生体適合性の関連に焦点を当てることが各種 HA 製剤の特性についての理解

を深め OA 患者への適正使用に繋がると考えられた。 
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第 2 章 変形性関節症に対する単回投与型架橋ヒアルロン酸誘導体の評価 
 

第 1 節 序論 
 
変形性関節症（OA）患者の疼痛管理に対するヒアルロン酸（HA）製剤の関節注射療法

は、国際変形性関節症学会（Osteoarthritis Research Society International; OARSI）及び米国

リウマチ学会（American College of Rheumatology; ACR）等の関連学会において推奨されて

おり 56-58)、用いられる HA 製剤は修飾されていない天然の HA からなる製剤と架橋された

HA からなる製剤に大別される。前者の HA 製剤は 1 治療コースにつき週 1 回の頻度で 3
～5 回の複数回投与が 1980 年代から施され、長年の臨床実績からその有効性と安全性が確

認されている 59)。米国市場では、OA 患者の通院の煩雑さ及び関節注射による感染のリス

ク回避の観点からより少ない投与回数の HA 製剤が求められており、それを満たすものと

して HA を架橋することで分子量に依存する関節局所の滞留性を高めた持続型の架橋 HA
製剤 Gel-One®、SYNVISC®及び SYNVISC-ONE®の 3 製剤が上市されている。Gel-One®は、

2011 年に米国食品医薬品局（Food and Drug Administration; FDA）から承認された新しい架

橋 HA 製剤であり、光架橋技術を用いて架橋された 1% Cross-linked Hyaluronate（Gel-200）
を有効成分とする単回投与型の HA 製剤である。SYNVISC®がタンパク質を用いた架橋技

術を用いているのに対し、Gel-200 は HA のカルボキシ基に光反応性のケイ皮酸を共有結合

させた中間体（光反応性 HA）を合成し、それに紫外線を照射することでケイ皮酸が 2 量

体を形成することにより架橋する方法を用いている（図 9）。これは、縮合剤や架橋剤を用

いないという点で、不純物が夾雑する可能性を排除した“クリーンな”架橋 HA と言える。

これにより、より安全性が高く、かつ関節局所で長期間滞留することで持続的な薬効を発

揮する架橋 HA 誘導体を創出することができると考え、開発研究に着手した。 
本研究では、光架橋技術を用いて合成した Gel-200 の薬理学的特徴を in vivo 及び in vitro

試験において検討した。Gel-200 の OA に対する軟骨保護作用及び抗炎症作用はウサギ前十

字靭帯切断 OA モデルを用いて検討した。当該モデルは、その軟骨変性がヒト OA に類似

するとされ 60)、各種ヒアルロン酸製剤 61-63)及びグルコサミン 64)の薬効評価に用いられてき

た。Gel-200 の関節疼痛に対する作用は、同じく HA 製剤の疼痛抑制作用の評価に汎用され

ているブラジキニン誘発ラット関節疼痛モデル 65-67)を用いて検討した。当該モデルは、内

因性の発痛物質であるブラジキニンと発痛増強物質であるプロスタグランジン

（prostaglandin; PG）E2 を関節内に注入することで関節疼痛を誘発するモデルであり、注入

直後にみられるラットの歩行異常（足上げ、跛行及び三足歩行）を指標に Gel-200 の疼痛

抑制作用を評価した。また、Gel-200 を膝関節内に投与した際の関節液中及び滑膜組織中

の局所滞留性は、架橋基として導入されたケイ皮酸を高速液体クロマトグラフ

（high-performance liquid chromatography; HPLC）を用いて定量することで明らかにした。

さらに、薬理試験の作用機序解明の一環として、正常ヒト膝関節軟骨細胞及びヒト滑膜肉

腫細胞株 SW982 を用いた in vitro 試験において、Gel-200 のマトリックスメタロプロテアー

ゼ（matrix metalloproteinase; MMPs）産生及び PGE2 産生に対する作用を検討した。 



22 
 

 

 
 

 
 

図9. Gel-200の化学構造と模式図 
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第 2 節 実験材料及び実験方法 
 
2.2.1 実験材料 

第 2 章の実験には下記試薬を購入し、用いた。 
ケタミン（動物用ケタラール®50、50 mg/mL、三共エール薬品（株）、東京、日本） 
キシラジン（セラクタール®2%注射液、バイエル薬品（株）、大阪、日本） 
生理食塩液（（株）大塚製薬工場、徳島、日本） 
イソフルラン（フォーレン®、大日本住友製薬（株）、大阪、日本） 
ポピドンヨード液（イソジン®液、Meiji Seika ファルマ（株）、東京、日本） 

 カルシウム C-テストワコー（富士フィルム和光純薬（株）、大阪、日本） 
 Pierce BCA Protein Assay Kit（Thermo Fisher Scientific Inc.、Waltham、MA、US） 

PGE2 EIA kit（Enzo Life Sciences, Inc.、New York、NY、US） 
 ヘパリン（ノボ・ヘパリン注 1000（5000 単位/5 mL）、持田製薬（株）、東京、日本）） 

インディアインク（FOUNT INDIA、Pelikan International Corporation Berhad、Selangor Darul 
Ehsan、Malaysia） 
ブラジキニン（（株）ペプチド研究所、大阪、日本） 
PGE2（Cayman Chemical、Ann Arbor、MI、US） 
ファストグリーン FCF（ナカライテスク（株）、京都、日本） 
プロテアーゼ K（43 units/mg protein、Sigma-Aldrich Co.、St. Louis、MO、US） 
trans-ケイ皮酸（鹿特級、関東化学（株）、東京、日本） 
MMP-1 Pro-Human ELISA kit（R&D Systems, Inc.、Minneapolis、MN、US） 
MMP-3, total Human ELISA kit（R&D Systems, Inc.、Minneapolis、MN、US） 
MMP-13 Pro-Human ELISA kit（R&D Systems, Inc.、Minneapolis、MN、US） 
Cell counting kit-8（（株）同仁化学研究所、熊本、日本） 
抗 CD44 抗体（IM-7、R&D Systems, Inc.、Minneapolis、MN、US） 

 
2.2.2 実験方法 
2.2.2.1 ウサギ前十字靭帯切断 OA モデルにおける Gel-200 の作用 
2.2.2.1.1 実験動物 

16 週齢雄性日本白色種ウサギ（Healthy、オリエンタル酵母工業（株））24 匹を用いた。

使用動物は全て入手時に一般状態観察を行い、異常のない動物について 5 日間以上の予備

飼育を行った。予備飼育時に異常の認められなかった全例を試験に使用した。当該実験は、

生化学工業株式会社動物実験倫理委員会により審査・承認された後、すべての動物は動物

愛護･福祉の精神に則った適切な環境下で飼育･管理された。 
 
2.2.2.1.2 ウサギ前十字靭帯切断 OA モデルの作製 

導入麻酔剤として、ケタミン、キシラジン及び生理食塩液を等量混和したもの（以下、

ケタミン）を用いた。全身麻酔剤として小動物用麻酔器（TK-4、（株）バイオマシナリー、
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東京、日本）に充填したイソフルランの吸入麻酔（濃度 3.0%、流量 2.0 L/min）を用いた。

ウサギをケタミン麻酔下（1 mL/body、静脈内）で背位固定し、左膝関節周辺を広くバリカ

ンで剃毛した。切開部位を 70%エタノール及びポピドンヨード液で噴霧消毒した。左足膝

関節外側をメスで約 2 cm 切開した後、膝蓋骨を脱臼させ関節内の前十字靱帯を切断し、可

動関節とした。脱臼を整復後、4-0 ナイロン縫合糸で縫合し、手術を終了した。右側は無

処置とした。 
 
2.2.2.1.3 試験物質の投与 

前十字靭帯切断術後 4 週に、体重及び関節幅を指標として差分順位付け群分けソフトウ

ェアを用いて Gel-200 及びリン酸緩衝生理食塩液（phosphate buffered saline; PBS、対照）群

の 2 群に割り付けた。群分け後、ケタミン麻酔下で左後肢膝関節周囲を 70%エタノール及

びポピドンヨード液で消毒し、Gel-200 あるいは PBS を左後肢膝関節内に外側から関節あ

たり 50 µL/kg の容量で単回関節内投与した。Gel-200 は、製剤（1% Cross-linked Hyaluronate、
3 mL）そのものを使用し、臨床で関節あたり 3 mL 投与されており、ヒトの体重を 60 kg
と仮定すると 50 µL/kg であることから、試験物質の投与量は 50 µL/kg とした。 

 
2.2.2.1.4 剖検 

剖検及び Gel-200 の評価は、既報 61)で複数回投与されたヒアルロン製剤の有効性が検証

されている術後 9 週に行った。 
術後 9 週（試験物質投与後 5 週）において、ウサギ耳介静脈からヘパリンを添加した注

射筒に採血し、血漿を調製した後、ケタミン麻酔下でウサギを放血により安楽死させた。

左後肢膝関節を摘出した後、関節内を 2 mL の生理食塩液で 2 回洗浄し、関節洗浄液を回

収した。次いで滑膜組織を摘出し、病理組織学的評価用に 10%中性緩衝ホルマリン液で固

定した。 
 

2.2.2.1.5 軟骨変性の肉眼評価 
摘出した大腿骨及び脛骨の軟骨表面にインディアンインクを塗布し、10 秒間静置後、生

理食塩液で洗浄した。インディアンインクは、軟骨の粗造化した変性部位を黒く可視化さ

せるために用いた。軟骨の変性程度は定規を用いて計測し、下記の 7 段階のグレードに盲

検下でスコア化した。その後、大腿骨は病理組織学的評価用に 10%中性緩衝ホルマリン液

で固定した。 
 
 グレード 1, 正常（インディアンインクで染まらない） 

グレード 2, 軽度の粗造化 
グレード 3, 重度の粗造化 
グレード 4, びらん（軟骨下骨が露出した軟骨欠損） 

4a, 0 mm < びらんの長さ ≤ 2 mm 
4b, 2 mm < びらんの長さ ≤ 5 mm 
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4c, 5 mm < びらんの長さ 
4d, 5 mm × 2 mm < びらんの長さと幅 

 
2.2.2.1.6 関節液量の測定 
 関節洗浄液及び血漿中のカルシウム濃度をカルシウム C-テストワコーを用いて操作マ

ニュアルにしたがって測定し、回収した関節洗浄液の液量を乗じることによって関節液量

を算出した。すなわち、体液（関節液及び血漿）中のカルシウム濃度は一定であるという

報告 68)に基づいて希釈関節液の希釈率を求め、この希釈率と関節洗浄液の液量から関節液

量を算出した。 
 
希釈率 = 
 
 
関節液量（mL）= 
 
2.2.2.1.7 関節洗浄液中タンパク質濃度の測定 
 関節洗浄液中のタンパク質濃度は、市販の Pierce BCA Protein Assay Kit を用いてキット

付属の操作マニュアルにしたがって測定した。 
 
2.2.2.1.8 関節洗浄液中 PGE2 濃度の測定 
 関節洗浄液中の PGE2 濃度は、市販の PGE2 ELISA Kit を用いてキット付属の操作マニュ

アルにしたがって測定した。 
 
2.2.2.1.9 病理組織学的評価 

ホルマリン固定した滑膜はパラフィン包埋後薄切し、ヘマトキシリン・エオシン（HE）
染色を施した。滑膜標本は、滑膜上皮細胞の立方化／重層化、上皮下の細胞浸潤、上皮下

の線維化／浮腫、滑膜上皮下出血及び上皮下のカルシウム沈着を指標に炎症の程度を組織

病理学的に評価した。大腿骨は、EDTA 脱灰後、サフラニン O 染色を施し、軟骨基質のサ

フラニン O 染色性、軟骨基質の裂隙形成、軟骨基質の細線維化、軟骨の欠損、軟骨細胞数、

軟骨下骨の再構築像及び軟骨基質内の血管進入について盲検下で評価した。評価は、0（no 
change）、1（slight change）、2（moderate change）及び 3（severe change）の 4 段階にスコア

化した。 
 
2.2.2.2 ブラジキニン誘発ラット関節疼痛モデルにおける Gel-200 の作用 
 
2.2.2.2.1 実験動物 

6～7 週齢雄性 Sprague Dawley（SD）ラット（SPF、日本チャールス・リバー（株））90
匹を用いた。使用動物は全て入手時に一般状態観察を行い、異常のない動物について 10

関節洗浄液中カルシウム濃度（μg/mL） 

血漿中カルシウム濃度（μg/mL）

希釈率 

関節洗浄液量（mL） 
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日間以上の予備飼育を行った。予備飼育時に異常の認められなかった全例を試験に使用し

た。当該実験は、生化学工業株式会社動物実験倫理委員会により審査・承認された後、す

べての動物は動物愛護･福祉の精神に則った適切な環境下で飼育･管理された。 
 

2.2.2.2.2 試験物質の投与 
 全身麻酔には小動物用麻酔器に充填したイソフルランの吸入麻酔（濃度 3.0%、流量 2.0 
L/min）を用いた。ラット 90 匹は、疼痛評価時点である試験物質投与後 7、14 及び 28 日の

3 時点（3 群）に割り付けた。ラットを全身麻酔下で背位固定し、左後肢膝関節周辺を広く

バリカンで剃毛した後、関節周囲を 70%アルコールで噴霧消毒し、インスリン皮下投与用

針付注射筒（マイジェクター®、テルモ（株））を用いて Gel-200 あるいは PBS を関節あた

り 50 µL の容量で左後肢膝関節腔内に投与した。 
 
2.2.2.2.3 ブラジキニン注入による関節疼痛の惹起 
 試験物質投与後 7、14 及び 28 日にブラジキニン溶液を関節内に注入することで、関節疼

痛を誘発した。発痛物質であるブラジキニンは PBS で溶解し、あらかじめ疼痛を誘発する

至適な濃度を定めたうえで 16 µg/mL に調製した。発痛増強物質である PGE2 は少量のエタ

ノールに溶解した後、PBS で濃度 4 µg/mL に調製した。それらを等量混和した後、米粒大

のファストグリーン FCF を添加することで着色し（関節内に正確に注入されたことを可視

的に確認するため）、ブラジキニン混合液（終濃度；ブラジキニン 8 µg/mL、PGE2 2 µg/mL）
とした。ブラジキニン混合液は、関節あたり 50 µL の容量で無麻酔下のラット左後肢膝関

節内に注入し、関節疼痛を惹起した。 
 
2.2.2.2.4 疼痛評価 
 ブラジキニン混合液の注入直後から約 2 分間、ラットの歩行状態を盲検下で観察し、疼

痛の程度を下記の 5 段階にスコア化した。疼痛スコア判定基準は後藤らの報告に従った 65)。 
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疼痛スコア判定基準 

スコア 挙動 
0 正常～跛行5秒以内 

1 跛行 6 秒～30 秒 
2 以下、どちらかの症状 

跛行 31 秒以上 
足上げ 5 秒以内 

3 以下、どちらかの症状 
足上げ、その後跛行 
三足歩行 5 秒以内 

4 6 秒以上の三足歩行 
 
 
2.2.2.3 正常ウサギ膝関節における Gel-200 の滞留性評価 
  
2.2.2.3.1 実験動物 

15～18 週齢雌性日本白色種ウサギ（Healthy、オリエンタル酵母工業（株））30 匹を用い

た。使用動物は全て入手時に一般状態観察を行い、異常のない動物について 5 日間以上の

予備飼育を行った。予備飼育時に異常の認められなかった全例を試験に使用した。当該実

験は、生化学工業株式会社動物実験倫理委員会により審査・承認された後、すべての動物

は動物愛護･福祉の精神に則った適切な環境下で飼育･管理された。 
 

2.2.2.3.2 投与 
全身麻酔には、ケタミン、キシラジン及び生理食塩液を等量混和したもの（以下、ケタ

ミン）を用いた。ウサギをケタミン麻酔下（1 mL/body、静脈内）で背位固定し、両後肢膝

関節周辺を広くバリカンで剃毛・アルコール消毒した後、両後肢膝関節内に Gel-200 を関

節あたり 50 µL/kg の容量で関節内に投与した。 
 

2.2.2.3.3 剖検及び残存率評価 
Gel-200投与後1、3、5、7、14及び28日に剖検した。ケタミン麻酔下で放血により安楽死

させ、両後肢膝関節を摘出した。関節液は、2 mLの生理食塩液で2回洗浄することで関節

洗浄液として回収した。各個体から採取された滑膜組織には、2 mg/mLのプロテアーゼK
溶液を5 mL添加し、55ºCで40時間消化した。関節洗浄液中及び滑膜組織中におけるGel-200
の残存率は、投与されたGel-200量とGel-200の架橋構造の一部であるtrans-ケイ皮酸の定量

値を用いて算出した。内部標準には、2-メチルケイ皮酸を用いた。trans-ケイ皮酸は、関節

洗浄液及び滑膜消化液からアルカリ条件下で抽出した後、40ºCに保温したODS（Octa Decyl 
Silyl）カラムを用いたHPLCにより定量した。関節洗浄液の分析には、移動相として0.01N 塩
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酸及びアセトニトリルを用い、グラジエント条件は33%アセトニトリルを初期条件とし、

その後、10分間かけて55%アセトニトリルとなるリニアグラジエントを設定した。滑膜消

化液の分析には、移動相として0.01N 塩酸及びアセトニトリルを73：27（v/v）で用いた。

いずれも分析波長は280 nmとした。trans-ケイ皮酸の定量には、以下の機器で構成される

HPLCシステムを用いた。 
 

ポンプ：DP-8020（東ソー（株）、東京、日本） 
検出器：DP-8020（東ソー（株）、東京、日本） 
オートサンプラー：AS-8020R（東ソー（株）、東京、日本） 
分析カラム：TSKgel ODS-120T（4.6 mm I.D. × 150 mm、パーティクルサイズ: 5 µm） 
（東ソー（株）、東京、日本） 
 

2.2.2.4 正常ヒト膝関節軟骨細胞を用いた MMPs 産生に対する Gel-200 の作用 
正常ヒト膝関節軟骨細胞（NHAC-Kn、Lonza Walkersville Inc.、Walkersville、MD、US）

は、24 ウェルプレートに 2 × 105 細胞/ウェルで播種し、非働化 10%ウシ胎児血清（FBS、
Sigma-Aldrich Co.、MO、US）含有の DMEM/F-12 培地（Life Technologies Corporation、Carlsbad、
CA、US）で 5%CO2、37ºC の条件下で培養した。24 時間後に培養培地を除去した後、Gel-200
（終濃度 0.1～3.0 mg/mL）調製液を 1 mL 添加し、5%CO2、37ºC の条件下で 30 分間培養し

た。その後、無刺激群を除く各ウェルにリコンビナントヒト IL-1β（rhIL-1β）を終濃度 10 
ng/mL となるように 10 µL 添加し、細胞を刺激した。16 時間後に培養上清を回収し、MMP-1、
-3、-13 濃度を各 ELISA キットを用いて測定した。 
 
2.2.2.5 ヒト滑膜肉腫細胞株を用いた PGE2 産生に対する Gel-200 の作用 

炎症性サイトカインを発現し、炎症の応答解析のモデル系として汎用されているヒト滑

膜肉腫細胞株（SW982、American Type Culture Collection、Manassas、VA、US）を用いた 69)。

SW982 は 48 ウェルプレートに 3 × 104 細胞/ウェルで播種し、非働化 10%FBS 及び 1%ペニ

シリン/ストレプトマイシン含有の RPMI1640 培地（Life Technologies Corporation、Carlsbad、 
CA、US）で 5%CO2、37ºC の条件下で培養した。48 時間後、培養上清を除き、Gel-200（終

濃度 0.003～3.0 mg/mL）及び rhIL-1β（終濃度 10 ng/mL）を含む培地を添加した。42 時間

後に培養上清を回収し、PGE2 濃度を PGE2 EIA kit を用いて測定した。 
さらに、Gel-200 の PGE2 産生に対する作用が HA 受容体である CD44 を介していること

を検証する目的で、SW982 細胞を抗 CD44 ラットモノクローナル抗体（IM-7、終濃度 50 
µg/mL）で 4 時間前処理し、3 mg/mL Gel-200 による PGE2 産生量を測定した。 
 
2.2.2.6 統計解析 
 統計解析は統計支援システム SAS（SAS Institute Inc.）を用いて行った。ウサギ OA モデ

ルにおける軟骨保護作用の肉眼評価及びラット関節疼痛モデルにおける疼痛スコアは、

Wilcoxon 順位和検定を用いて解析した。ウサギ OA モデルにおける関節洗浄液中のタンパ
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ク質量、PGE2 量及び関節液量は、Student t 検定を用いた。in vitro 試験の MMPs 及び PGE2

産生に対する作用は、Williams検定を用いた。各測定値は、平均値 ± 95%信頼区間（95% CI）
で示した。いずれの検定も危険率 5％未満を有意とした。 
 



30 
 

第 3 節 実験結果 
 

2.3.1 ウサギ前十字靭帯切断 OA モデルに対する Gel-200 の作用 
2.3.1.1 軟骨変性の肉眼評価 

試験物質投与後 5 週（術後 9 週）に剖検した大腿骨の軟骨表面の代表例を示す（図 10A）。

インディアンインクで黒く染色された粗造化部位は control 群と比較して Gel-200 群で小さ

かった。その軟骨変性程度は、D.Amiel らが当該モデルに対して HA 製剤を評価している

方法 70)に準じ、大腿骨、脛骨のそれぞれ内側、外側で重度の変性が見られた方のみをグレ

ード 1～4d の 7 段階に盲検下でスコア化した [各群計 12 関節（24 ポイント）を評価]。そ

の結果、Gel-200 群のスコアは control 群のそれと比較して有意に低く、Gel-200 が軟骨変性

の進行を抑制することが明らかとなった（図 10B）。 
 

A. 大腿骨軟骨表面（代表例） 

 

Control            Gel-200 
 

 B. 肉眼スコア 

 
図 10. ウサギ前十字靭帯切断 OA モデルにおける術後 9 週の Gel-200 の軟骨変性

抑制作用 
A: 術後 9 週（試験物質投与後 5 週）における大腿骨軟骨表面の写真（代表例） 
B: 軟骨変性程度の肉眼所見によるスコア 
n = 12 関節（24 箇所）***P < 0.0001 vs. control（Wilcoxon 順位和検定） 
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2.3.1.2 関節液量 
Gel-200 群の関節液量（平均値 ± 95% CI）は 0.558 ± 0.116 mL であり、control 群の関節

液量（0.901 ± 0.122 mL）に比べて有意に低値であった。これより、Gel-200 は PBS と比較

して関節液量の増加を抑制することが明らかになった（図 11）。 

 

図 11. ウサギ前十字靭帯切断 OA モデルにおける術後 9 週の Gel-200 の関節液量に

対する作用 
平均値 ± 95% CI、n = 12、Student t 検定 

 
2.3.1.3 関節洗浄液中のタンパク質量 

control 群の関節洗浄液中タンパク質量（平均値 ± 95% CI）は 15.4 ± 3.1 mg であったの

に対し、Gel-200 群では 9.3 ± 2.6mg であり、control 群のタンパク質量に比べて有意に低値

であった。本結果より、Gel-200 は control と比較して関節液中タンパク質量の増加を抑制

することが明らかになった（図 12）。 

 

図 12. ウサギ前十字靭帯切断 OA モデルにおける術後 9 週の Gel-200 の関節液中タ

ンパク質量に対する作用 
平均値 ± 95% CI、n = 12、Student t 検定 
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2.3.1.4 関節洗浄液中 PGE2 量 

Gel-200 群の関節洗浄液中 PGE2 量（平均値 ± 95% CI）は 278 ± 130 pg であり、control
群の関節洗浄液中PGE2量（519 ± 138 pg）に比べて有意に低値となった。本結果より、Gel-200
は PBS と比較して関節洗浄液中 PGE2 量の増加を抑制することが明らかになった（図 13）。 

 

図 13. ウサギ前十字靭帯切断 OA モデルにおける術後 9 週の Gel-200 の関節洗浄

液中 PGE2 量に対する作用 
平均値 ± 95% CI、n = 12、Student t 検定 

 
2.3.1.5 病理組織学的評価 

滑膜組織は、滑膜上皮細胞の立方化／重層化、上皮下の細胞浸潤、上皮下の線維化／浮

腫、滑膜上皮下出血及び上皮下のカルシウム沈着について評価した。これらの変化は control
及び Gel-200 両群において観察されたが、変化を群間で比較すると、Gel-200 群は control
群と比較していずれの変化も軽度であり、滑膜炎症が軽減されていると考えられた（図 14）。 
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図 14. ウサギ前十字靭帯切断 OA モデルにおける術後 9 週の Gel-200 の滑膜組織に対する

作用 
HE 染色した滑膜組織像の代表例を control 及び Gel-200 両群について示した。 

 
大腿骨は軟骨基質のサフラニン O 染色性の低下／消失領域、軟骨基質の裂隙形成、軟骨

基質の細線維化、軟骨の欠損、軟骨細胞数の減少、軟骨細胞数の増加、軟骨下骨の再構築

像および軟骨基質内への血管進入について評価した。サフラニン O 染色性の低下／消失領

域、軟骨基質の裂隙形成、軟骨の欠損および軟骨細胞数の減少は軟骨変性として、軟骨基

質の細線維化、軟骨細胞数の増加および軟骨基質内への血管進入は軟骨変性に対する変化

として観察され、軟骨下骨の再構築像は力学的負荷による軟骨変性に対する変化として観

察された。これらの変化は互いに相関して観察されることが多く、例えば細線維化が観察

された部位ではサフラニン O 染色性の低下と軟骨細胞の減数も観察された。これらの変化

は control 及び Gel-200 群の両群において観察されたが、変化を群間で比較すると Gel-200
群は control 群と比較していずれの変化も軽度であり、軟骨変性が軽減されていると考えら

れた（図 15）。 
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Control            Gel-200 

図 15. ウサギ前十字靭帯切断 OA モデルにおける術後 9 週の Gel-200 の軟骨変性抑制作用 
サフラニン O 染色した脛骨の組織像の代表例を control 及び Gel-200 両群について示した。 

 
2.3.2 ブラジキニン誘発ラット関節疼痛モデルにおける Gel-200 の疼痛抑制作用 

ラットの歩行状態を 5 段階に評価した疼痛スコア結果を図 16 に示す。Gel-200 群の疼痛

スコアは、投与後 7、14 及び 28 日のいずれの評価時点においても control 群の疼痛スコア

と比べて有意に低値であった。本結果より、Gel-200 は PBS と比較してブラジキニンによ

る関節疼痛を少なくとも 28 日間抑制することが明らかになった。 

 

図 16. ブラジキニン誘発ラット関節疼痛モデルにおける Gel-200 の疼痛抑制作用 
平均値 ± 95% CI、n = 12、Wilcoxon 順位和検定 

 
2.3.3 正常ウサギ膝関節における Gel-200 の滞留性評価 

Gel-200 関節内投与後の関節液及び滑膜組織中の滞留性を評価した。 
関節液中での Gel-200 の投与量に対する残留率（平均値）は、投与後 1、3、5、7、14 及

び 28 日でそれぞれ 46.5、22.6、2.2、0.5、0.0 及び 0.0%であり、投与された Gel-200 の大部

分はほぼ 7 日で関節内から消失した（図 17）。一方、滑膜組織中での Gel-200 の投与量に
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対する残留率（平均値）は、投与後 1、3、5、7、14 及び 28 日でそれぞれ 30.0、17.2、22.1、
27.0、10.2 及び 3.3%であった。 

 

 

図 17. 正常ウサギ膝関節における Gel-200 の滞留性評価 
平均値 ± 95% CI、n = 10 関節 

 
2.3.4 正常ヒト膝関節軟骨細胞を用いた MMPs 産生に対する Gel-200 の作用 

Gel-200 添加による正常ヒト膝関節軟骨細胞への影響を検討するために生細胞数の計測

を行った結果、control 群と各 Gel-200 群の間に有意な差は認められなかった（data not 
shown）。 

MMP-13 濃度は、control 群で 5000.0 pg/mL であったのに対して、0.1、0.3、1 及び 3 mg/mL 
Gel-200 群では、各々3970.1、3133.0、1443.3 及び 1374.1 pg/mL であった。これらは、いず

れも control 群に比べて有意に低値であった。本結果より、Gel-200 は 0.1～3 mg/mL の濃度

で MMP-13 産生抑制作用を示すことが明らかになった（図 18A）。 
MMP-3 濃度は、control 群で 217.7 ng/mL であったのに対して、0.1、0.3、1 及び 3 mg/mL 

Gel-200 群では、各々182.9、154.3、68.2 及び 67.3 ng/mL であった。これらは、いずれも control
群に比べて有意に低値であった。本結果より、Gel-200 は 0.1～3 mg/mL の濃度で MMP-3
産生抑制作用を示すことが明らかになった（図 18B）。 MMP-1 濃度は、control 群で 90.3 
ng/mL であったのに対して、0.1、0.3、1 及び 3 mg/mL Gel-200 群では、各々92.6、95.2、77.5
及び 45.3 ng/mL となり、3 mg/mL 投与群での値のみが control 群に比べて有意に低値であっ

た。これより、Gel-200 は 3 mg/mL の濃度で MMP-1 産生抑制作用を示すことが明らかにな

った（図 18C）。 
Gel-200 の MMPs 産生抑制作用は用量依存的であった。 
  



36 
 

 
図 18. 正常ヒト膝関節軟骨細胞を用いた MMP-1, -3, -13 産生に対する Gel-200 の作用 
平均値 ± 95% CI、n = 6 ウェル（3 試験の代表例を示す） 
***P < 0.001 vs. control（Williams 検定） 

 
2.3.5 ヒト滑膜細胞を用いた PGE2 産生に対する Gel-200 の作用 

Cell counting kit-8 を用いて投与 42 時間後の細胞数を相対評価した結果、control 群と各

Gel-200 群との間に差がみられず、Gel-200 の細胞増殖への影響は認められなかった（data 
not shown）。 

培養上清中 PGE2 濃度（平均値 ± 95% CI）を図 19 に示した。control 群が 145.6 ± 10.1、
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0.003 mg/mL Gel-200 群が 151.0 ± 12.7、0.03 mg/mL Gel-200 群が 118.8 ± 4.9、0.3 mg/mL 
Gel-200 群が 80.2 ± 3.8、3 mg/mL Gel-200 群が 73.9 ± 7.3 pg/mL であった。0.03、0.3 及び 3 
mg/mL の Gel-200 投与群での PGE2 濃度は control 群のそれと比較して有意に低値となり、

Gel-200 がヒト滑膜細胞の PGE2 産生を抑制することが明らかになった。また、Gel-200 の

PGE2 産生抑制作用に用量依存性が認められた（図 19A）。 
抗 CD44 抗体（IM-7、終濃度 50 µg/mL）で前処理した滑膜細胞に対する Gel-200（終濃

度 3 mg/mL）の PGE2 産生に対する作用を検討した結果、抗 CD44 抗体の添加により Gel-200
の PGE2 産生抑制作用が一部阻害されることが明らかになった（図 19B）。 

 
図 19. ヒト滑膜細胞を用いた PGE2 産生に対する Gel-200 の作用 

平均値 ± 95% CI、n = 6 ウェル（3 試験の代表例を示す） 
***P < 0.001 vs. control（Williams 検定） 
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第 4 節 考察 
 
本研究では、光架橋技術によって調製した架橋 HA（Gel-200）の薬理学的特徴を明らか

にすることを目的に、各種動物を用いた OA モデル及び関節疼痛モデルにおける単回膝関

節内投与された Gel-200 の滑膜炎、軟骨破壊及び関節疼痛に対する薬理作用を評価した。

また、各種細胞を用いた in vitro 試験によりそれらの作用に対するメカニズム解析を行った。 
本研究で用いたウサギ前十字靭帯切断 OA モデルは、膝関節内部の前十字靭帯を切断す

ることで動揺関節を作製し、徐々に軟骨破壊を起こさせるモデルであり、この点において

軟骨破壊が経時的に進行するヒト OA に類似する 60)。これまでに当該モデルにおいて週 1
回の頻度で 3 週連続投与された架橋 HA62, 71)あるいは 5 週連続投与された天然の HA61, 62)は

軟骨変性を軽減し、OA の進行抑制に有用であることが報告されている。その作用機序と

して、投与された HA によるクッションあるいは潤滑剤としての機能 72)、一酸化窒素（NO）

産生抑制 73)及び MMPs 産生抑制 74)の関与などが示唆されている。本研究は、単回投与型

HA 誘導体の軟骨変性抑制作用を検証した初めての報告である。今回、当該 OA モデルに

対する Gel-200 単回投与の作用を軟骨変性の肉眼及び病理組織学的評価、滑膜炎の指標と

して関節液量、関節液中のタンパク質量、PGE2 量及び病理組織学的所見から多面的に評価

した。その結果、Gel-200 は PBS と比較して軟骨変性を有意に軽減した。これは架橋され

た Gel-200 が持つ高い粘弾性や関節内で長期間残留することによる持続的な潤滑作用及び

力学的ストレスを軽減する保護効果のほか、HA が有する MMPs 産生抑制作用などの生理

作用が関与しているものと推察された。MMPs は、OA 患者の軟骨及び滑膜細胞に高発現

し、軟骨の主要プロテオグリカンであるアグリカンやコラーゲンの分解を通して軟骨破壊

に関与すると考えられている 75-78)。今回、正常ヒト軟骨細胞培養系を用いて、炎症性サイ

トカインである IL-1β 刺激により誘発される MMPs 産生に対する Gel-200 の作用を検証し

た結果、Gel-200 は、濃度依存的に MMP-1、-3 及び-13 の産生を抑制した。Gel-200 の MMP-1
産生抑制を示す最小有効濃度は 3 mg/mL と MMP-3 及び-13 の有効濃度（100 µg/mL）と比

較して高値であった。HA はその受容体である CD44 を介して p38 分裂促進因子活性化タ

ンパク質キナーゼ （p38 mitogen-activated protein kinase; p38MAPK）のリン酸化を阻害する

ことで抗炎症作用を発揮するとされるが、MMP-1 産生への p38MAPK の関与は小さいとさ

れている 79, 80)。これらのことから、Gel-200 の上記軟骨変性抑制作用は、MMPs 産生抑制

作用を介したものであることが示唆された。さらに、Gel-200 は関節液の貯留及びタンパ

ク質量の増加を軽減する作用を示したことから滑膜炎を抑制したと考えられた。滑膜炎が

軽度の個体は軟骨の変化も軽度であったことから、これら変化は相互に作用することで病

態進行を抑制していると考えられた。病理組織学的所見からもそれらを支持する結果が得

られた。すなわち、Gel-200 を投与されたウサギは軟骨基質中の GAG 及び生存軟骨細胞の

数が比較的保持されており、変性変化が軽度であった。一方、滑膜については、Gel-200
は滑膜上皮細胞の立方化／重層化、上皮下の細胞浸潤、線維化／浮腫、出血を軽減させて

おり、滑膜炎を改善することで血液成分の関節腔内への流入を抑制したことが推察された。

これらのことから、Gel-200 はこれまでに報告されている複数回投与された天然の HA と同
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様の作用を単回投与で発揮し、OA に対する滑膜炎及び軟骨破壊の軽減を示すと考えられ

た。 
ブラジキニン誘発ラット関節疼痛モデルにおいて、Gel-200 の単回膝関節内投与は、少

なくとも投与後 28 日間の持続的な疼痛抑制作用を示すことを明らかにした。当該モデルに

おける HA の疼痛抑制メカニズムは明確ではないが、同モデルにおいて天然の HA が投与

後 72 時間まで疼痛反応を抑制することが報告されており、その作用は滑膜組織中の HA 濃

度に関連するとされている 65, 66)。Gel-200 単回関節内投与後の関節局所（関節液及び滑膜

組織中）における滞留性を検証したところ、投与後 28 日においても滑膜組織中に投与され

た Gel-200 が滞留することが確認された。投与後 28 日の Gel-200 の残存率は 3.3%と低値で

あったが、これは重量にして 50 µg に相当し、滑膜組織の重量を 1 g とすると、50 µg/mL
程度の濃度が見込める。このため、薬理作用発揮に必要な Gel-200 が残存したと考察され

81-83)、長期持続効果を裏付ける結果が得られたものと考えられた。また、ヒト滑膜肉腫細

胞株を用いて、IL-1β 刺激により誘発される PGE2 産生に対する Gel-200 の作用を評価した

結果、濃度依存的に PGE2 産生を抑制した。このことは、Gel-200 の消炎鎮痛作用の作用機

序として、PGE2 産生抑制作用が関与することを示唆している。実際、HA による PGE2 産

生抑制作用は、ヒト滑膜細胞を用いた in vitro 試験 84)あるいは関節リウマチ患者を対照と

した臨床試験においても報告されている 85）。さらに今回、HA 受容体である CD44の抗 CD44
抗体の添加において Gel-200 の PGE2 産生抑制作用が減弱したことから、Gel-200 の上記作

用は物理化学的な粘弾性によるものではなく CD44 を介した生物学的作用であると考えら

れた。 
一方、我々はこれまでに Gel-200 と異なる架橋構造を持つ SYNVISC®の生体適合性を比

較したところ、SYNVISC®投与後にみられる滑膜組織における肉芽腫性炎症が Gel-200 投

与後ではみられないことを報告している 42)。また、OA 患者を対象とした多施設共同、二

重盲検、無作為化、プラセボ対照試験において Gel-200 単回関節内投与後 13 週間の有効性

が報告されている 86)。 
これらのことから、光架橋技術によって調製された Gel-200 は、HA が高分子化されたこ

とにより関節局所での滞留性及び粘弾性が向上し、OA 患者に対して物理化学的及び生物

学的に軟骨保護及び消炎鎮痛作用を発揮する安全性の高い新たな単回投与持続型 OA 治療

剤となりうると考えられた。 
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第 3 章 非ステロイド性抗炎症薬（NSAID）徐放型ヒアルロン酸誘導体の評価 
 
第 1 節 序論 

 
変形性関節症（OA）では、運動療法、物理療法、薬物療法などの保存的治療が主なアプ

ローチとなり、薬物療法では、経口剤や外用剤としてアセトアミノフェン、非ステロイド

性抗炎症薬（NSAID）が、また関節内注射剤としてヒアルロン酸製剤（HA）や副腎皮質ス

テロイド製剤が用いられる。一方、保存療法で症状の改善が得られない、関節破壊が進展

した患者では、手術療法が考慮される。 
薬物療法のうち、経口剤及び外用剤では、NSAID の使用頻度が最も高い。NSAID は OA

の症状改善に有効とされるが、経口剤の場合、長期間の使用により上部消化管障害が増加

するとの報告がある 87)。1990 年代、この上部消化管障害を軽減する目的で多くのシクロオ

キシゲナーゼ-2（COX-2）選択的阻害剤が開発されたが、心血管系の副作用の懸念から、

2005 年までに相次いで市場からの回収或いは開発中止となった 88)。ジクロフェナクナトリ

ウム（DF-Na）を含む経口 NSAID もまた、COX-2 選択的阻害剤と同様の懸念が持たれると

の報告がある 89)。関節注射剤では、代表的なものに副腎皮質ステロイド製剤や HA 製剤が

あり、膝 OA の保存療法のなかでいずれも重要な位置づけにある。副腎皮質ステロイド製

剤は強い抗炎症作用を有し、中等度から重度の膝 OA 患者に対して膝関節内に投与される。

しかし、これを反復投与することについては、望まれる治療効果とは逆に軟骨のプロテオ

グリカン合成抑制、化膿性関節炎など関節破壊が進展する懸念が持たれることから、1 年

間に 4 回以上繰り返して投与を行うことは推奨されていない 90)。一方、関節内ヒアルロン

酸（HA）製剤は、作用メカニズムは十分に解明されていないものの、多くの報告から抗炎

症作用、鎮痛作用及び関節軟骨の保護作用を有することが示唆されている 91)。また、その

粘弾性により、関節の潤滑剤や衝撃吸収剤としての機能も果たす。これらの多面的な作用

により、関節内 HA 注射剤は膝 OA 患者に対して長期間の疼痛緩和効果を示す 92)。但しそ

の効果は、NSAID 経口剤や関節腔内ステロイド製剤と比較して穏やかとされる。 
本研究では上記 OA 薬物療法の課題を解決するため、NSAID の一つである DF-Na を HA

に共有結合により化学的に結合させ、投与局所である関節組織において持続的にジクロフ

ェナク（DF）を遊離させることにより、OA に対して HA と比較して即効的かつ持続的な

消炎鎮痛作用を発揮すること及び安全性においても NSAID で見られる全身性の副作用を

軽減することが期待できると考え、第 3 世代の関節内注射剤として DF 結合ヒアルロン酸

ナトリウム（SI-613、図 20）の創製を着想した。SI-613 は、発酵法により調製された高分

子量 HA（重量平均分子量; 60 万～120 万）の構成糖のひとつであるグルクロン酸残基に 2-
アミノエタノールをリンカーとして DF を共有結合させることで調製した [DF 含量 11.8%

（w/w）]。すなわち、SI-613 は関節注射 HA 製剤と NSAID の双方の利点を併せ持つ薬剤に

なり得ると考え、SI-613 の特性を薬理学的及び薬物動態学的に検討した。 
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図 20. SI-613（N-[2-[[2-[2-[(2,6-dichlorophenyl)amino]phenyl]acetyl]oxy]ethyl]hyaluronamide、
一般名 diclofenac etalhyaluronate）の化学構造式 
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第 2 節 実験材料及び実験方法 
 

3.2.1 実験材料 
第 3 章の実験には下記試薬を購入し、用いた。SI-613 は、生化学工業（株）（東京、日

本）において調製された。 
ジエチルエーテル（富士フィルム和光純薬（株）、大阪、日本） 

 イソフルラン吸入麻酔液（ファイザー（株）、東京、日本） 
ヒアルロン酸ナトリウム（生化学工業（株）、東京、日本） 
ジクロフェナクナトリウム（富士フィルム和光純薬（株）、大阪、日本） 
インドメタシンナトリウム（インダシン®静注用 1 mg、MSD（株）、東京、日本） 
日本薬局方 生理食塩液（（株）大塚製薬工場、徳島、日本） 
High Sensitivity PGE2 Correlate-EIA kit（Assay Designs Inc.、Ann Arbor、MI、US） 
卵白アルブミン（OVA、Sigma-Aldrich Co.、St. Louis、MO、US） 
Freund’s complete adjuvant（FCA、CAPPEL Laboratories Inc.、Cochranville、PA、US） 
 

3.2.2 実験動物 
 5週齢雄性SDラット（SPF、日本チャールス・リバー（株）、東京、日本） 136匹、及び

12～15週齢雄性ニュージーランド白色種ウサギ（SPF、オリエンタル酵母工業（株））72匹
を用いた。使用動物は全て入手時に一般状態観察を行い、異常のない動物について7日間の

予備飼育を行った。予備飼育時に異常の認められなかった全例を試験に使用した。当該実

験は、生化学工業株式会社動物実験倫理委員会により審査・承認された後、すべての動物

は動物愛護･福祉の精神に則った適切な環境下で飼育･管理された。 
 
3.2.3 実験方法 
3.2.3.1 硝酸銀誘発ラット関節炎モデルの作製 

SI-613 の疼痛抑制作用評価には、各種 NSAIDs の疼痛抑制作用評価に用いられている硝

酸銀誘発ラット関節炎モデルを用いた。 
起炎剤には 0.1 mol/L 硝酸銀溶液を注射用水で 1%（w/v）濃度に調製し、0.22 μm フィル

ター（Millex-GV、PVDF、33 mm、メルクミリポア（株））でろ過したものを用いた。導入

麻酔にはジエチルエーテルを用い、全身麻酔には小動物用麻酔器に充填したイソフルラン

吸入麻酔液（濃度 3.0%、流量 2.0 L/min）を用いた。ラットを全身麻酔下で背位固定し、

左後肢膝関節周辺を広くバリカンで剃毛した。膝関節を 70%アルコールで噴霧消毒し、イ

ンスリン皮下投与用針付注射筒を用いて 1%硝酸銀溶液を関節あたり 0.05 mL の容量でラ

ットの左後肢膝関節内に注入し、硝酸銀惹起関節疼痛モデルを作製した。正常群は無処置

とした。硝酸銀注入後、翌日に疼痛スコア及び炎症足への荷重負荷率を指標として、差分

順位付け群分けソフトウェア（（有）ヒューマンライフ）を用いて各試験群に割り付けた。 
 

3.2.3.2 硝酸銀誘発ラット関節炎モデルにおける SI-613 の疼痛抑制作用（用量反応性） 
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SI-613 の用量反応性を検証することを目的に行った。SI-613 [DF 含量; 11.8%（w/w）]は、

硝酸銀溶液注入後翌日の群分け直後に各試験物質を投与した。正常群にはリン酸緩衝生理

食塩液（PBS）を同様に投与した。導入麻酔にはジエチルエーテルを用い、全身麻酔には

小動物用麻酔器に充填したイソフルランの吸入麻酔を用いた。ラットを全身麻酔下で背位

固定し、左後肢膝関節周囲を 70 %アルコールで噴霧消毒し、インスリン皮下投与用針付注

射筒を用いて各試験物質を関節あたり 0.05、0.15、0.5 mg/50 µL（DF 当量で 5.9、17.7、及

び 59 µg）の用量で左後肢膝関節内に単回投与した。対照には PBS を投与した。 
群分け日及び試験物質の投与翌日から 1 日 1 回 3 日間、ラットの歩行状態を観察し、疼

痛の程度を盲検下で下記の 4 段階にスコア化した。 
＜疼痛スコア評価基準＞ 
 0：正常 
 1：軽度の跛行 
 2：重度の跛行 
 3：三足歩行 

 
群分け日及び試験物質の投与翌日から 1 日 1 回 3 日間、ラットの歩行時に炎症足（左後

肢）にかかる荷重を疼痛測定装置（（株）トッケン、千葉、日本）を用いて測定した。具体

的には、ラットが歩行時に炎症足を疼痛測定装置の荷重測定部 2 箇所のいずれかに置いた

状態における測定値（g）を小数点以下 1 桁まで読みとった。この操作を 4 回繰り返し、平

均値を算出した。その平均値及び当日の体重を用いて、下記の計算式より荷重負荷率（%）

を算出した。投与後 3 日の測定終了まで盲検下で実施した。キーオープンは全ての測定終

了後、統計解析前に行った。 
 
荷重負荷率（%）=             ×100（%） 

 
 
3.2.3.3 硝酸銀誘発ラット関節炎モデルにおける SI-613 の疼痛抑制作用 

SI-613 の疼痛抑制作用を構成成分のそれと比較することを目的に行った。SI-613 を関節

あたり 0.5 mg（DF 当量で 59 µg）、または HA を 0.5 mg、または DF-Na (59 µg）と HA（0.5 
mg）の混合物（以下、DFNa+HA）、または PBS を 3.2.3.2 と同様の方法で関節内に単回投

与した。混合物の DF-Na 及び HA 量は、SI-613 に含まれる用量と同じとした。また、DF-Na
水溶液（1 mg/mL）は 2 mg/kg（約 0.3 mg/body）の用量で 1 日 1 回 3 日間経口投与した。

DF-Na の経口投与量は臨床で変形性関節症及び関節リウマチ患者へ処方される 1 日最大量

を 100 mg とした場合、ヒト 50 kg 成人への投与量は 2 mg/kg となる。従って、2 mg/kg に

設定した。疼痛評価は 3.2.3.2 と同様に行った。 
 

3.2.3.4 抗原誘発ウサギ関節炎モデルに対する SI-613 の抗炎症作用 
卵白アルブミン（ovalbumin; OVA）誘発ウサギ関節炎モデルを用いて、SI-613 のプロス

体重（g） 

炎症足荷重平均値（g） 
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タグランジン（PG）E2 産生抑制作用を経口投与 DF-Na、あるいは SI-613 の構成成分であ

る HA 及び DF-Na と比較した。全身麻酔には混合麻酔液 [セラクタール（キシラジン 3.3 
mg/kg）：ベトルファール（酒石酸ブトルファノール 0.4 mg/kg）：ドルミカム（ミダゾラム 
0.4 mg/kg）：生理食塩液 = 2:1:1:2] 2 mL の静脈内注射を用いた。OVA と FCA の油中水型エ

マルジョンを作製し、80 匹のウサギの背部皮内に 5 mg/動物の用量で 13～14 日の間隔で 2
回皮内注射し、感作した。初回感作後 23 日に、1% OVA 溶液を関節あたり 500 µL の容量

で左後肢膝関節に注入し、関節炎を誘発した。関節炎誘発後 2 日に、SI-613 を関節あたり

5 mg、DF-Na（0.59 mg）と HA（5 mg）の混合物、あるいは PBS（対照）を 500 µL の容量

で関節内に単回投与した。DF-Na は、2 mg/kg の用量で経口投与した。投与後 3 時間ある

いは 72 時間にウサギを安楽死させ、膝関節から関節液をインドメタシン添加（20 µg/mL）
生理食塩液で洗浄することで回収した。関節洗浄液中の PGE2 濃度は、High Sensitivity 
Prostaglandin E2 Enzyme Immunoassay Kit を用いて測定した。 

 
3.2.3.5 抗原誘発ウサギ関節炎モデルに対する SI-613 の抗炎症作用（持続性評価） 

3.2.3.4 と同様に抗原誘発ウサギ関節炎モデル 60 匹を作製した。関節炎誘発後 2 日に、

ウサギの膝関節幅をデジタルシックネスゲージ（（株）テクロック、長野、日本）を用いて

測定した。関節腫脹は、炎症足（左）の関節幅から非炎症足（右）のそれを減算すること

で算出した。関節腫脹が 7.3 mm 未満の 15 匹と 10.4 mm 以上の 5 匹は除外し、残る 40 匹

を関節腫脹と体重を指標に 20 匹の 2 群に割り付け、SI-613 を関節あたり 5 mg あるいは PBS
を 500 µL の容量で関節内に単回投与した。膝関節腫脹は、試験物質の投与前（day 0）、投

与後 1、3、7、14、21、28、35 及び 42 日に測定した。 
 

3.2.3.6 SI-613 単回膝関節内投与後の関節組織中及び血漿中 DF 濃度 
3.2.3.4 と同様に抗原誘発ウサギ関節炎モデル 12 匹を作製した。関節炎誘発後 2 日に、

SI-613 を関節あたり 5 mg、または DF-Na+HA（関節あたり 0.59 mg の DF-Na 及び 5 mg の

HA）、または PBS（対照）を 500 µL の容量で関節内に投与した。DF-Na は、2 mg/kg の用

量で経口投与した。試験物質投与後 3 時間あるいは 72 時間の滑膜組織中及び関節洗浄液中

の SI-613 から遊離した DF 濃度は、高速液体クロマトグラフ／タンデム質量分析（liquid 
chromatography-tandem mass spectrometry; LC-MS/MS）で測定した。さらに、試験物質投与

後の DF の全身曝露量を比較するために、血漿中 DF 濃度を測定した。滑膜組織は、40 倍

量（1 g に対して 40 mL）の 10 mM ギ酸アンモニウム（pH 6.0）/メタノール（3:2、v/v）溶

液を添加した後、氷冷下でホモジナイズした。その後、ホモジネート中の遊離 DF は、tert-
ブチルメチルエーテル／1%酢酸（6:1、v/v）溶液で抽出した。関節洗浄液及び血漿中の遊

離 DF は、Oasis HLB cartridge（30 mg/1 cm3、Waters Corporation、Milford、MA、US）に吸

着させ、メタノールで溶出した。内部標準には重水素標識 DF を用いた。得られた抽出液

または溶出液は、40℃に保温した CAPCELL PAK C18 MG HPLC カラム（カラムサイズ: 4.6 
mm × 35 mm、パーティクルサイズ: 5 µm、（株）資生堂、東京、日本）に注入し、移動相

に 10 mM ギ酸アンモニウム（pH 6.0）／メタノール（2:3、v/v）を用いて、流速 0.5 mL/分
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で分離した。分子量計測に、QTRAP® 5500 システム（AB SCIEX、Framingham、MA、US） 
を用いた。DF は、m/z 249.1 及び m/z 250.0（CE: -15V）で検出した。検量線（r > 0.999）は、

滑膜組織で 5～1000 ng/g、関節洗浄液及び血漿で 1～200 ng/mL で作成した。各組織からの

DF の抽出効率は、滑膜組織で 84.2～92.9%、関節洗浄液で 95.2～100.3%、血漿中で 94.2～
96.5%であった。 

 
3.2.3.7 SI-613 単回膝関節内投与後の関節組織中 DF 濃度（長期試験） 

3.2.3.4 と同様に抗原誘発ウサギ関節炎モデル 24 匹を作製した。関節炎誘発後 2 日に、

SI-613 を関節あたり 5 mg、あるいは PBS を 500 µL の容量で関節内に投与した。試験物質

投与後 1、3、7、14、21、28、35 及び 42 日後の関節洗浄液及び滑膜組織中の DF 濃度は

3.2.3.6 と同様に LC-MS/MS で測定した。 
 

3.2.3.8 統計解析 
統計解析は統計支援システム SAS（SAS Institute Inc.）を用いて行った。ラットにおける

疼痛抑制作用は、Williams 検定及び Tukey 検定を用いて解析した。関節液中の PGE2 産生

抑制作用は、Student t 検定、Welch t 検定及び Tukey 検定を用いて解析した。抗炎症作用の

持続性評価は Holm 補正した Student t 検定を用いた。いずれも危険率 5％未満を有意とし

た。疼痛抑制作用及び抗炎症作用結果は平均値 ± 95%信頼区間（95% CI）で、DF 濃度測

定値は平均値 ± 標準偏差で表記した。 
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第 3 節 試験結果 
 
3.3.1 硝酸銀誘発ラット関節炎モデルにおける SI-613 の疼痛抑制作用（用量反応性） 

SI-613 は、関節あたり 0.05、0.15 及び 0.5 mg の用量で有意に疼痛スコアを改善した（図

21A 及び 21C）。また、SI-613 は、関節あたり 0.15 及び 0.5 mg の用量で炎症足への荷重負

荷率を有意に上昇させた（図 21B 及び 21D）。それらの作用は用量依存的であった。 
 

 

図 21.  硝酸銀誘発ラット関節炎モデルにおける SI-613 の疼痛抑制作用（用量反応性） 
平均値 ± 95% CI（n = 9、正常のみ n = 3） 
〇; 対照、●; 0.05 mg SI-613、▲; 0.15 mg SI-613、■; 0.5 mg SI-613、□; 正常 
*P < 0.05、**P < 0.01、***P < 0.005 vs. control（Williams 検定） 

 
3.3.2 硝酸銀誘発ラット関節炎モデルにおける SI-613 の疼痛抑制作用 
 SI-613 の疼痛抑制作用を単回関節内投与された HA 及び DF-Na+HA、あるいは反復経口

投与された DF-Na の作用と比較した結果、SI-613 はそれらと比較して有意に疼痛スコアを

改善するとともに、荷重負荷率を上昇させた（図 22）。試験物質投与後 1 日では、 DFNa+HA
群の疼痛スコアは対照と比較してわずかに改善したが、2 日後以降にはみられなかった。

したがって、SI-613 の単回関節内投与は構成成分である HA、DF-Na+HA と比較して、強
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く持続的であることが明らかとなった。 
 

 
図 22. 硝酸銀誘発ラット関節炎モデルにおける SI-613 の疼痛抑制作用 

平均値 ± 95% CI（n = 9、正常のみ n = 3） 
〇; 対照、●; 0.5 mg SI-613、△; 0.5 mg HA、▲; DF-Na (59 µg) + HA (0.5 mg)、 
□; DF-Na 経口（2 mg/kg、1 日 1 回 3 日間）、■; 正常 
***P < 0.001 vs. SI-613（Tukey 検定） 

 
3.3.3 抗原誘発ウサギ関節炎モデルに対する SI-613 の抗炎症作用 

試験物質投与後 3 時間において、経口投与された DF-Na は、control と比較して関節液中

のPGE2濃度を有意に抑制した（図 23）。試験物質投与後 72時間において、SI-613は、DF-Na、
DF-Na+HA 及び PBS と比較して有意に関節液中 PGE2 の産生を抑制した。一方、DF-Na、
DF-Na+HA の混合液及び対照群の間に有意な差は認められなかった（図 24）。以上より、

単回膝関節内投与した SI-613 は、DF-Na 及び DF-Na+HA と比較して持続的な抗炎症作用

を発揮すると考えられた。 
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図 23. 抗原誘発ウサギ関節炎モデルにおける投与 3 時間後の関節液中 PGE2 に対する

作用 
PBS（対照）は、500 µL の容量で単回関節内投与した。DF-Na は、2 mg/kg の用量で単回

経口投与した。 
平均値 ± 95% CI（n = 10、正常のみ n = 5） 
***P < 0.001 vs. control（Student t 検定） 

 

図 24. 抗原誘発ウサギ関節炎モデルにおける投与 72 時間後の関節液中 PGE2 に対す

る作用 
SI-613（関節あたり 5 mg）、DF-Na（同 0.59 mg）と HA（同 5 mg）の混合物、あるいは

PBS（対照）は、500 µL の容量で単回関節内投与した。DF-Na は、2 mg/kg の用量で単回

経口投与した。 
平均値 ± 95% CI（n = 10、正常のみ n = 5） 
***P < 0.001 vs. control、¶¶¶P < 0.001 vs. DF-Na、###P < 0.001 vs. DF-Na+HA（Tukey
検定） 
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3.3.4 抗原誘発ウサギ関節炎モデルにおける抗炎症作用（持続性評価） 

SI-613（関節あたり 5 mg）は、投与後 1 日から対照群と比較して有意に膝関節腫脹を抑

制した。その作用は投与後 28 日まで持続した。その後、その作用は減弱し、投与後 35 日

及び 42 日では有意な差は認められなかった（図 25）。以上より、単回膝関節内投与した

SI-613 は、投与後 28 日間の持続的な抗炎症作用を発揮すると考えられた。 

 

図 25. 抗原誘発ウサギ関節炎モデルにおける SI-613（5 mg）の抗炎症作用（持続性評価） 

平均値 ± 95% CI（n = 20） 
*P < 0.05、**P < 0.01、***P < 0.001 vs. control（Holm 法により補正した 
Student t 検定）、N.S.：有意差なし 

 
3.3.5 SI-613 単回膝関節内投与後の関節組織中 DF 濃度 

抗原誘発ウサギ関節炎モデルに SI-613 又は他剤（DF-Na 及び DF-Na+HA）を単回投与後

3 及び 72 時間の滑膜組織中及び関節洗浄液中 DF 濃度を LC-MS/MS で測定した。投与後

72時間における滑膜組織中 DF濃度は、他剤群と比較して SI-613 群の方が高かった（表 5）。
また、同時点における関節洗浄液中 DF 量についても SI-613 群の方が他剤群よりも多かっ

た（表 6）。 
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表 5. 抗原誘発ウサギ関節炎モデルにおける滑膜組織中 DF 濃度 

群 採取時間 (h) 動物番号 
滑膜組織中 

DF 濃度(ng/g) 

DF-Na 

3 

1 155.8 

2 52.88 

3 75.83 

72 

1 BLQ 

2 BLQ 

3 BLQ 

DF-Na+HA 72 

1 BLQ 

2 BLQ 

3 48.02 

SI-613 72 

1 15.23 

2 45.47 

3 351.1 

DF-Na は経口投与、DF-Na+HA 及び SI-613 は関節内投与 
BLQ：定量下限未満（< 5 ng/g） 
 

表 6. 抗原誘発ウサギ関節炎モデルにおける関節洗浄液中 DF 量 

群 
採取時間 

(h) 
動物 
番号 

関節洗浄液中 
DF濃度 (ng/mL) 

関節 
洗浄液量 

(mL) 

関節洗浄液中 
DF 量 (ng/関節) 

個別値 

DF-Na 

3 

1 34.58 3.604 124.6 

2 17.44 3.339 58.23 

3 11.84 3.856 45.66 

72 

1 BLQ 3.593 BLQ 

2 BLQ 3.611 BLQ 

3 BLQ 3.474 BLQ 

DF-Na+HA 72 

1 BLQ 3.487 BLQ 

2 BLQ 3.574 BLQ 

3 5.961 3.640 21.70 

SI-613 72 

1 17.71 3.424 60.64 

2 11.39 3.408 38.82 

3 416.0 3.702 1540 

DF-Na 群は経口投与、DF-Na+HA 群及び SI-613 群は膝関節内投与 
BLQ：定量下限未満（関節洗浄液中 DF 濃度として< 1 ng/mL） 
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3.3.6 SI-613 単回膝関節内投与後の関節組織中 DF 濃度（長期試験） 

SI-613 投与後の経時的な滑膜組織中及び関節洗浄液中 DF 濃度は、LC-MS/MS で測定し

た。抗原誘発ウサギ関節炎モデルに SI-613 を関節あたり 5 mg の用量で単回膝関節内投与

した場合、滑膜組織中の DF 濃度は投与後 28 日で 9.754 ng/g、35 日で BLQ（< 5 ng/g）と

なった。また、関節内の DF 量は投与後 21 日で関節あたり 5.940 ng、28 日で定量下限未満

（関節洗浄液中 DF 濃度として< 1 ng/mL）となった。図 26 及び図 27 に抗原誘発ウサギ関

節炎モデルにおける滑膜組織中 DF 濃度推移及び関節洗浄液中 DF 量推移を示す。また、

表 7 に滑膜組織中及び関節洗浄液中 DF 濃度推移から算出した PK パラメータを示す。 

 

 
図 26. 抗原誘発ウサギ関節炎モデルにおける SI-613（5 mg）単回関節内

投与後の滑膜組織中 DF 濃度推移 
平均値 ± S.D.（n = 3） 
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図 27. 抗原誘発ウサギ関節炎モデルにおける SI-613（5 mg）単回関節内

投与後の関節洗浄液中 DF 量の推移 
平均値 ± S.D.（n = 3） 

 

表 7. 抗原誘発ウサギ関節炎モデルにおける SI-613（5 mg）単回関節内投与後の滑膜組織

中及び関節洗浄液中 DF 量の PK パラメータ 

 Cmax 

(ng/g) 
AUC0-28day 

(ng∙day/g) 
AUC0-∞ 

(ng∙day/g) 
t1/2 

(day) 

滑膜組織 311.6 1336 1487 10.8* 

     

 Cmax 

(ng/joint) 
AUC0-21day 

(ng∙day/joint) 
AUC0-∞ 

(ng∙day/joint) 
t1/2 

(day) 

関節洗浄液 4726 7956 8018 7.7$ 
*：SI-613 投与後 14～28 日の値から算出された。 
$：SI-613 投与後 7～21 日の値から算出された。 

 
3.3.7 SI-613 単回膝関節内投与後の血漿中 DF 濃度推移 

抗原誘発ウサギ関節炎モデルに SI-613 又は他剤（DF-Na 及び DF-Na+HA）を投与したと

きの血漿中 DF 濃度を LC-MS/MS で測定し、SI-613 と他剤における DF の全身曝露量を比

較した。表 8 に血漿中 DF 濃度推移から算出した PK パラメータを示す。SI-613 群の DF の

Cmax の平均値は、DF-Na 群と比較し 1/462 であり、DF-Na +HA 群と比較し 1/94 であった。

同様に SI-613 群の血漿中 DF の AUC0-t の平均値は、DF-Na 群のそれの 1/187 の値であり、

また、DF-Na +HA 群の 1/16 であった。 
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 表 8. SI-613（5 mg）投与後の血漿中 DF 濃度の PK パラメータ 

群 
Cmax 

(ng/mL) 
Tmax 

(h) 
AUC0-t 

(ng·h/mL) 
AUC0-∞ 

(ng·h/mL) 
t1/2 

(h) 

DF-Na 621.0 ± 371.6 2.4 ± 3.2 4693 ± 1905 4132¶ 12.8¶ 

DF-Na+HA 125.9 ± 68.5 
0.39 ± 
0.53 

393.4 ± 
167.6 

423.2 ± 
154.5 

3.4 ± 2.0 

SI-613 1.343 ± 0.050 24 ± 0 25.11¶ NC NC 
平均値 ± 標準偏差 (n = 3 or n = 2) 、NC：Not calculated 
¶: n=2 
BLQ: < 1 ng/mL. 
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第 4 節 考察 
 
SI-613 は、HA に NSAID である DF-Na を共有結合により化学的に結合させた HA 誘導体

である。投与局所である関節組織において持続的に DF を遊離させることにより、OA に対

して即効的かつ持続的な消炎鎮痛作用を発揮すること、また安全性面においても NSAID
で見られる全身性の副作用を軽減することが期待できると考え、第 1 世代の天然の HA、

第 2 世代の単回投与型架橋 HA 誘導体に続く第 3 世代の関節注射剤として DF 導入 HA 誘

導体（SI-613）の創製を着想した。すなわち、SI-613 は関節注射 HA 剤と NSAID の双方の

利点を併せ持つ薬剤になり得ると考え、SI-613 の開発研究に着手した。 
SI-613 は、それ自体シクロオキシゲナーゼ（COX）-2 阻害活性を有しないことを確認し

ている（data not shown）。DF のカルボキシ基は、COX-2 の活性部位にある 385 番目のチロ

シン残基及び 530 番目のセリン残基に親和性を示し、COX-2 を阻害するとされ 93)、HA に

化学的に結合された DF は、カルボキシ基を有しないこと及び立体構造的に嵩高であるこ

とから COX-2 に対する親和性が低下しているためと考えられる。 
SI-613 の疼痛抑制作用を検証するため、硝酸銀誘発ラット関節疼痛モデルにおける疼痛

反応に対する SI-613 の作用を評価した。当該モデルは、関節液中 PGE2 濃度が上昇してい

ることが確認されており 94)、各種非ステロイド性抗炎症薬（NSAIDs）及び κ オピオイド

受容体アゴニストの疼痛抑制作用評価に用いられている炎症性疼痛モデルである 95-97)。

SI-613 の膝関節内投与は用量依存的に疼痛抑制作用を示し、一方、SI-613 の構成成分であ

る HA と DF-Na の混合溶液は明確な疼痛抑制作用を示さなかった。これにより、SI-613 の

消炎鎮痛作用は、HA と DF-Na の混合物では達成し得ないこと、つまり DF と HA を共有

結合する意義が明確になった。SI-613 自体が COX-2 阻害活性を有しないことを鑑みると、

これらの結果は、SI-613 が関節内で DF を持続的に遊離し、その DF が消炎鎮痛効果を発

揮したことを示唆している。SI-613 の消炎鎮痛効果の持続性は、炎症作用が比較的長期間

持続する抗原誘発ウサギ関節炎モデルを用いて検証した 98-100)。SI-613 は単回膝関節腔内投

与後 1 日から 28 日まで抗炎症作用を示し、ヒト OA 患者において速効かつ 4 週間の持続的

な消炎鎮痛効果を発揮することが期待された。同病態モデルにおいて関節液中の PGE2 濃

度を低下させたことから、SI-613 の抗炎症作用は PGE2 の産生抑制によるものと推察され

た。SI-613 の持続的な消炎鎮痛効果に対する DF の関与は、同病態モデルにおける滑膜組

織中 DF 濃度測定により考察した。SI-613 単回膝関節腔内投与後の滑膜組織中の DF 濃度

は、投与後 1 日に最大値である 311.6 ng/g に達したのち、緩やかに減少し、投与後 28 日で

は 10 ng/g、投与後 35 日には定量下限未満（< 5 ng/g）まで減少した。つまり SI-613 による

抗炎症作用の持続性と滑膜組織中 DF 濃度に関連性が認められた。滑膜組織中 DF 濃度で

みられたバラつきの詳細な原因は不明であるが、個体差あるいは炎症程度の違いによるタ

ンパク質と DF との相互作用の差異などが考えられた。今回の SI-613 投与後 28 日に滑膜組

織中で検出された DF 濃度（10 ng/g）は、OA あるいは関節リウマチ患者を対象とした臨床

研究における経口 DF 製剤あるいは局所 DF 製剤の反復投与後の滑膜組織中で検出された

DF 濃度（5～35 ng/g）101, 102)と同程度であることも合わせると、SI-613 の臨床における有
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効性は少なくとも 28 日間持続すると考えられた。関節内に投与された HA は、滑膜組織に

浸透した後、長期間留まることが報告されており 103, 104)、今回の DF の長期滞留性には滑

膜細胞に発現している HA 受容体である CD44105, 106)と SI-613 の HA 構造との親和性が関与

している可能性が考えられた。このことは、SI-613 が DF を効果的に滑膜組織にデリバリ

ーしていることを示唆しており、SI-613 の消炎鎮痛作用に HA が重要な役割を果たしてい

ると考えられる。これらのことから、SI-613 による持続的な抗炎症作用は、膝関節組織に

滞留する SI-613 から徐放された DF が COX-2 活性を阻害し、その結果、PGE2 産生を抑制

することによって発揮されると考えられた。 
SI-613 は、持続的な DF の消炎鎮痛作用に加えて、HA と同様の薬理作用を併せ持つこと

が期待されている。このコンセプト検証の一つとして、喜助田らは OA 患者由来滑膜細胞

を用いて SI-613 が内因性 HA の産生促進作用を有することを報告している 107)。その作用

機序は、ヒアルロン酸合成酵素（HAS）の遺伝子である HAS2 mRNA 発現上昇及びヒアル

ロン酸分解酵素（HYAL）の遺伝子である HYAL2 mRNA 発現抑制を介することが示唆され

ている。OA 患者及び関節リウマチ患者の関節液中の HA 濃度とその分子量は健常人のそ

れらと比較して低下していることが知られており 108, 109)、関節内に投与されたあるいは滑

膜細胞に添加された HA は内因性 HA 産生を促進することが報告されている 110, 111)。すな

わち HA の薬理作用の一つに内因性 HA 産生促進作用があり、それが病的関節液の正常化

及び長期間の疼痛抑制作用に繋がると考えられている。以上のことから、SI-613 は DF の

作用のみならず、HA と同様の薬理作用も兼ね備えていると考えられた。 
本研究において、有効量の SI-613 を関節内投与したときの DF の Cmax 平均値は 1.343 

ng/mL であり、DF-Na を経口投与したときの Cmax 平均値（621.0 ng/mL）の 1/462 の低値を

示した。同様に SI-613 投与後の DF の AUC0-t 平均値は 25.11 ng･h/mL であり、DF-Na 経口

投与後の AUC0-t 平均値（4693 ng･h/mL）の 1/187 の低値であった。さらに、臨床において

DF-Na は連日経口投与されること及び DF-Na の局所製剤であるボルタレン®ゲル 1%を健常

人の関節局所に反復塗布（4 g × 4 回、7 日間）したときの DF の Cmax が 15 ± 7.3 ng/mL と

報告されていることを考慮すると 112)、SI-613 投与後の DF の全身曝露は十分低く、DF に

起因した全身毒性を発現する可能性は低いと推察された。 
以上、SI-613 は、DF 徐放誘導体としての強く持続的な消炎鎮痛効果と HA と同様の関節

機能改善効果を併せ持ち、かつ DF-Na の全身性の安全性懸念を低減させた新たな関節注射

OA 治療剤になりうるものと考えられた。 
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総括 
 
OA の治療目標は、症状の軽減と関節機能の維持又は改善である。主な薬物療法である

HA 製剤の関節内投与は、長年の臨床実績からその有効性と安全性が確認されている。し

かし、課題として、一部の HA 製剤で投与後に稀にみられる膝関節局所における重度の急

性炎症反応が発現すること、投与が複数回に渡ることによる感染リスクの懸念と煩雑さ、

疼痛抑制作用が必ずしも十分でないなどの課題があり、安全かつ有効性の高い新たな OA
治療剤の開発が望まれている。本研究は、上記課題を克服することによって、OA 治療に

おける新たな関節注入 HA 誘導体の創製を目的とした。 
第 1 章は、由来の異なる HA 製剤を用いた生体適合性評価及び不純物分析を行うこと

で一部の HA 製剤でみられる急性炎症反応の原因探索を目的とした。鶏冠抽出法あるい

は微生物発酵法で調製された HA 製剤の生体適合性をウサギ膝関節を用いて検証した結

果、いずれも生理食塩液と同様に刺激性を有さず、HA の由来の違いは生体適合性に影響

しないことを明らかにした。一方、鶏冠由来 HA をタンパク質及びジビニルスルホンで

架橋した Avian-CL-HA の関節内投与により、関節液中の細胞数が増加し、偽好酸球浸潤

がみられたことに加え、関節滑膜組織の病理組織学的評価において、マクロファージ、

多核巨細胞、好酸球などから構成される肉芽腫性炎症様の所見が認められた。次いで不

純物分析を行った結果、Avian-CL-HA においてのみ(1→3)-β-D-グルカンが検出された。

(1→3)-β-D-グルカンは、真菌細胞壁を特徴づける主要な構成多糖成分であるほか、ろ過

などに用いられるセルロース膜にも含まれるとされ、免疫賦活化に作用する。症例報告

として、OA 患者に Avian-CL-HA を関節内投与後、重度の急性炎症反応を誘発したケー

スも報告されている。これらのことから、稀にみられる重度の急性炎症反応の原因は、

HA の由来によるものではなく、鶏冠由来タンパクを架橋する Avian-CL-HA 特有の架橋

構造あるいは今回検出された(1→3)-β-D-グルカンが関与していることが推察された。 
第 2 章は、これまでの複数回投与から単回投与を可能とする光架橋技術を用いた新規

架橋 HA 誘導体の創製を目的とした。架橋にはタンパク質を使用せず、光反応性のケイ

皮酸を HA に導入した中間体に紫外線照射することで 2 量体を形成するクリーンな光架

橋技術を用いることで安全性の高い持続型の架橋 HA 誘導体（Gel-200）を創製すること

を着想した。ウサギ OA モデルにおいて、単回関節内投与された Gel-200 は、軟骨破壊及

び滑膜炎症を軽減する作用を有することを肉眼評価、病理組織学的評価及び関節液の生

化学分析により明らかにした。ラット関節疼痛モデルにおいて、Gel-200 の単回関節内投

与は、投与後 4 週間の持続的な疼痛抑制作用を示すことを明らかにするとともに、投与

後 4 週においても滑膜組織中に Gel-200 が滞留することが確認され、長期持続効果を裏

付ける結果を得た。また、正常ヒト軟骨細胞培養系において、Gel-200 は IL-1β により誘

発される MMP-1、-3 及び-13 産生を濃度依存的に抑制した。MMPs は軟骨の主要プロテ

オグリカンであるアグリカンやコラーゲンの分解を通して軟骨破壊に関与すると考えら

れていることから、Gel-200 は高い粘弾性による物理的な保護作用に加え、MMPs 産生抑

制作用を介して軟骨破壊を軽減すると考えられた。さらに、ヒト滑膜肉腫細胞株を用い
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て、IL-1β により誘発される PGE2 産生に対する Gel-200 の作用を評価した結果、Gel-200
は、濃度依存的に PGE2 産生を有意に抑制した。この作用は、ヒアルロン酸レセプターで

ある CD44 の抗 CD44 抗体の添加において有意に減弱したことから、Gel-200 の消炎鎮痛

作用は CD44 を介した PGE2 産生抑制が関与していると考えられた。本研究により、

Gel-200 の単回膝関節内投与は、物理的な作用のみでなくマルチモーダルな生物学的作用

を介して軟骨保護及び持続的な消炎鎮痛効果を発揮することが明らかとなった。その後、

OA 患者を対象とした臨床試験において Gel-200 単回関節内投与後 13 週間の有効性が確

認された。 
第 3 章は、HA に NSAID の消炎鎮痛作用を付与することを企図し、HA と NSAID の双方

の利点を併せ持つ DF 徐放型 HA 誘導体の創製を目的とした。関節炎モデル動物における

SI-613 の消炎鎮痛作用を検証した結果、単回関節内投与した SI-613 の消炎鎮痛作用は、HA
を大きく上回り、HA と DF-Na の混合物では達成し得ないことを明らかにした。SI-613 の

消炎鎮痛作用は、単回投与後 28 日間持続し、薬物動態試験からその作用は主に滑膜組織中

で SI-613 から徐放される DF によるものであると推察された。さらに、SI-613 関節内投与

後の DF の全身曝露量は、DF-Na の経口投与あるいは HA と DF-Na 混合物の関節内投与後

のそれと比較して十分低減されていることを確認した。別途、OA 患者由来滑膜細胞を用

いて SI-613 が内因性 HA の産生促進作用を有することを報告している。本研究により、

SI-613 は、DF 徐放誘導体としての強く持続的な消炎鎮痛効果と HA と同様の関節機能改善

効果を併せ持ち、かつ DF-Na の全身性の安全性懸念を低減させた新たな関節注射 OA 治療

剤になりうるものと考えられた。 
以上の研究結果から、単回投与持続型の架橋 HA 誘導体として Gel-200 の有効性を、

NSAID 徐放型の HA 誘導体として SI-613 の有効性を明らかにした。Gel-200（製品名

Gel-One®）は、2011 年 3 月に FDA から承認され、SI-613 は 2020 年 1 月 6 日に国内製造販

売承認申請が行われた。これらの新規 HA 誘導体の創製は、OA 治療に新たな保存療法の

選択肢を提供するものであり、OA 患者の QOL 向上に貢献できるものと考えられる。 
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