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【目 的】

Hsp25は低分子量熟シ ョックタンパクの一つで,熟

ショック,酸化ス トレスや有害な化学物質などにより惹

起される細胞傷害か ら細胞を防御する役割を担ってい

る.さらにス トレス状態のみならず,正常状態において

も発現 し,細胞増殖,維持,発生過程に関与 しているこ

とが知られている｡

顎関節症の患者の関節内視鏡所見および病理学的所見

から,顎関節滑膜に炎症反応の存在が指摘されてお り,

顎関節症の病態の理解には正常滑膜組織の構造を理解す

ることが重要である.､｡顎関節滑膜表層を覆う表層細胞は,

電子顕微鏡的観察からマクロファージ株細胞の滑膜A細

胞と線維芽細胞様細胞の滑膜B細胞から構成されること

が知られているが,光線顕微鏡レベルでこの 2種類の細

胞を区別することは困難だった｡その理由の一つとして

これら細胞を特異的に染色することが不可能だったこと

があげられる｡

近年,ラット顎関節滑膜B細胞がHsp25を発現し,さ

らに特徴的な細胞質突起 を有 していることが報告され,

Hsp25が顎関節滑膜B細胞のマーカー物質であることが

示唆された｡しかしなが ら,このHsp25が他の動物の顎

関節滑膜B細胞のマーカー物質となりうるのか,他の動

物でも滑膜B細胞は特徴的な細胞質突起を有するのか,

さらに滑液か ら吸収するのではな く滑膜B細胞 自身が

Hsp25を産生しているかは不明である｡

そこで本研究では,以上のことを明らかにすることを

目的として,マウス顎関節滑膜組織を対象に,光顕なら

びに電顕的免疫細胞化学的手法,またマウスcRNA プ
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ローベを独自に作製し,I.nSl'tuhybridization法を用い

て検討した｡

【方 法】

実験動物として4週齢の正常雄性 ICRマウス8匹を

用いた｡ 8%抱水クロラール麻酔下で 4%パラホルムア

ルデヒド固定液にて潅流固定したo100/.EDTA溶液で脱

灰 した後,免疫細胞化学用に厚さ30pmの矢状断クリオ

スタット切片を作製した｡免疫染色は抗Hsp25ポリクロー

ナル抗体を用いたABC法にて行った｡反応部位の可視

化はDAB発色またはス トレプ トアビジン･FITCにて行

い,光線顕微鏡または共焦点レーザー顕微鏡にて観察し

た｡また,免疫染色した一部の切片はオスミウム後固定

級,樹脂包埋 し,透過型電子顕微鏡を用いて観察した｡

さらに3匹のマウスをRNasefreeの条件下で潅流固定

し,厚さ5mmの矢状断パラフィン切片を作製し,DIG

標識したcRNAプローブを用いて1.nSl.tuhybridization

を行った｡Hsp25mRNAのシグナルは抗DIGモノクロナー

ル抗体を用いた免疫染色にて行い,FITCにて可視化し,

共焦点レーザー顕微鏡にて観察した｡

【結果と考察】

滑膜表層細胞層の構造は部位によって著しく異なり,

滑膜細胞が重層上皮棟に配列する部位 と単層に配列する

部位が混在していた｡滑膜表層を構成する特定の細胞に

強いHsp25免疫陽性反応が見られた (図1)0

共焦点レーザー顕微鏡による観察から,Hsp25免疫陽

性細胞は細胞突起をもつ特徴的な形態を呈していた｡重

層上皮棟に配列する部位では,Hsp25免疫陽性細胞は,

関節腔に向かって細胞突起を伸ばしており,樹状突起棟

に枝分かれして滑膜表層で細い細胞突起の叢を形成して

いた (図 2)O一方,単層上皮様を示す部位ではHsp25

陽性細胞から伸びる細長い細胞突起が関節腔内面を被覆

するように走行していた｡

電子顕微鏡による観察から,Hsp25免疫陽性を示す滑

膜細胞にはよく発達 した粗面小胞体 と分泌頼粒が見 ら

れ,線維芽細胞棟の滑膜B細胞であることが示唆された｡

これとは対照的に,Hsp25免疫陽性反応はマクロファー

ジ様の滑膜A細胞にはほとんどみられなかった (図3)0

以上の結果から,Hsp25が少なくともげっ歯類の滑膜

B細胞のマーカー物質として有効であることが示唆され

た｡また,滑膜B細胞は従来考えられたような円形の細

胞ではなく,長い細胞質突起を有し,しばしば関節腔を
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裏打ちすることが確認された｡

I'nsl'tuhybridizationの結果から,強いHsp25mRNAの

シグナルが滑膜表層細胞の細胞質に観察された (図 4)0

滑膜B細胞が滑液を産生 し,吸収する能力を有すること

が知 られているが,この結果は滑膜B細胞 に発現する

Hsp25は,滑液由来ではなく滑膜B細胞 自身が産生 して

いることを示 している｡
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図1.マウス顎関節滑膜のHsp25免疫染色像(DAB発色)｡細胞質突起を持つ細胞が観察される(矢印)0

図2.マウス顎関節滑膜のHsp25免疫染色像 (蛍光抗体法)｡共焦点レーザー顕微鏡による観察で

はHsp25免疫陽性細胞の形態がより明瞭に観察される (矢印)0

図3.マウス顎関節滑膜の免疫電顕像｡滑膜表層細胞層は免疫陽性細胞と免疫陰性細胞から構成

されている｡Hsp25免疫陽性細胞の細胞質は電子密度の濃いHsp25免疫陽性産物で満たされ

ていた｡これらの細胞にはよく発達した租面小胞体と分泌顛粒が見られたことから,線維

芽細胞様のB型滑膜細胞 (B)に分類されることが確認される｡マクロファージ様のA型滑

膜細胞 (A)には免疫陽性反応は見られない｡

図4.マウス顎関節滑膜における,Hsp25mRNAの発現 ()'nsl'tuhybridization法)｡強い

Hsp25mRNAのシグナル (矢印)が,滑膜表層細胞の核をのぞく細胞質に観察される｡(図

1-4は,Andohetal(A.0.B46:949-954,2001)より許可を得て転載)
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