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研究成果の概要（和文）：インプラント感染症に対する生体反応機構には未だ不明な点が多い。生体反応機構の
解明により感染症の発生や病態の進行を抑制することで、人工関節の長期成績が向上すると期待されている。本
研究では種々の炎症病態に深く関与する自然免疫系受容体、特にマクロファージに発現するToll様受容体
（Toll-like receptor: TLR）とNod 様受容体（Nod-like receptor: NLR）に着目し、感染性人工関節周囲組織
におけるマクロファージサブタイプ分類とそれらにおける自然免疫系受容体、その関連分子の組織局在と機能解
析を行い、人工関節インプラント感染症における生体反応機構を解明した。

研究成果の概要（英文）：One of big problems is periprosthetic joint infection (PJI) in total joint 
arthroplasty. PJI cause a severe loosening of implant. Innate immunity and its effector mechanism 
with immune sensors, Toll-like receptor (TLR) and Nod-like receptor (NLR) at the forefront of host 
defense. We’ve reported the presenting of several TLRs and NLRs in macrophages of septic granuloma.
 We summarized TLRs and NLRs in septic THA. When TLRs recognized abnormal antigens, they stimulate 
production of proinflammatory cytokines and inflammasome. 
Innate sensors including TLRs or NLRs were well-equipped in each subset of macrophage in septic 
loosening tissues around artificial hip joint in different manner depending on the pathologic 
conditions. 

研究分野：整形外科学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

人工関節は、現在、膝関節、股関節を中心

に、少なくとも年間 200 万件以上の手術が世

界中で行われていると推定されている。現在

も、変形性関節症、関節リウマチをはじめ、

末期の関節障害の治療に人工関節はなくて

はならない治療法の一つで、日常生活の質の

向上に大きく貢献している。しかし、インプ

ラント感染症は未だ長期成績に大きく影響

している (Darouiche RO, N Engl J Med 2004）。

米国からの報告では人工関節インプラント

に 関 連 し た 感 染 症 発 生 率 は  2.0% 

(12,000/600,000 件) で、灌流、抜去、再置

換術を必要とすることが多く、時に重度の関

節機能障害を残すため、患者の精神、肉体的

負担、医療費の高額化、社会生産性の喪失な

ど、看過できない社会問題となり、今も増加

傾向を示している。 

これまで、人工関節摩耗粉に対する骨溶解

や周囲結合組織の脆弱化における生体反応

機構に関する研究においてマクロファージ

を中心とした細胞性反応と破骨細胞性骨吸

収機構を解析し、弛緩人工股関節周囲骨組織

の病態解析から周囲骨組織の再生能を生か

した機能再建術やインプラントの選択に応

用してきた(Takagi, JBMR, 2007)。この一連

の研究の過程で人工関節周囲の生体反応に

自然免疫機構が関与することを示し、インプ

ラント感染症におけるTLRを介した自然免疫

系細胞の生体応答を解析する機会に恵まれ、

その成果を報告してきた(Tamaki Y, J 

Rheumatol 2008)。 

 現在、免疫学の分野では、感染症の成立、

病態形成に自然免疫が大きな役割を果たし

ていることが明らかとなりつつある。初期の

生体防御反応に深く関わる自然免疫を担う

受容体の TLR, NLR に大きな注目が集まって

いる。TLR は膜貫通型タンパク質で，細胞表

面やエンドソームに発現し、ヒトでは 10 種

類の TLR の存在が報告されている。細菌、真

菌、ウイルスなどの病原性微生物由来分子、

さらに自己構成成分に対してNLRは細胞質や

インフマゾーム内に存在する自然免疫セン

サーで、NOD1, 2, NLRP3, AIM2 の各受容体が

同定されている。病原性細菌の菌体成分や自

己構成成分を認識し NF- κβ , AP-1, 

caspase-1 の経路を通して TNF-αや IL-1β

の産生を誘導する。菌体成分を用いたリガン

ド刺激ではTLRを介したシグナル伝達間に促

進的ないしは抑制的な相互作用が存在する

こと、また TLR と NLR 経路の協調作用が炎症

反応を増強することも明らかとなっている

(Martinon F, Nature 2006, Jonston LAB, 

Arthritis Rheum 2010 )。インプラント感染

症はバイオフィルム形成性の病態を呈して

遷延化することも少なくない。この過程に

TLR と NLR を介した免疫応答が深く関与する

可能性が示唆され (Tamaki Y, J Rheumatol 

2008)、同時に免疫応答調節分子の使用やイ

ンテリジェントマテリアルの併用によって、

自然免疫応答を制御してインプラント感染

症の発生、炎症の遷延化を抑制できる可能性

が示されつつある。さらにこれまでの研究で、

自然免疫応答の最前線を担うマクロファー

ジは少なくとも３つの大きなサブタイプ（M0, 

M1, M2）に分類され、それぞれ異なった免疫

応答を担当することが明らかになりつつあ

る(Gleisner CA, Frontphysiol 2012、下図)。

このマク

ロファー

ジのサブ

タイプの

割合、機

能の差が、

細菌の侵

入、感染成立の際の異物の感知、さらにそれ

に続く、好中球の感染局所への動員、感染巣

での菌体成分や壊死組織への応答の制御に

大きく影響することが指摘され始め、細菌感

染に対する生体反応の個体差、さらに、それ



に基づいた治療の可能性も指摘されている。 
 
 
２．研究の目的 

本研究では種々の炎症病態に深く関与す

る自然免疫系受容体、特にマクロファージに

発 現 す る Toll 様 受 容 体 （ Toll-like 

receptor: TLR）と Nod 様受容体（Nod-like 

receptor: NLR）に着目し、これらの関連分

子の組織局在と機能解析を行い人工関節イ

ンプラント感染症における生体反応機構を

解明した。 

 
 
３．研究の方法 

１．病理組織学的検索として、股関節ない

しは膝関節手術から得られた感染性人工関

節周囲組織（30 例）、非感染性弛緩人工関節

周囲組織（30 例）、変形性関節症（30 例）、

関節リウマチ由来の滑膜組織（30 例）を用い

た。 

パラフィ

ン包埋組織

切片•HE 染

色 (右図)

による細胞

形態評価と

凍結組織切片•免疫組織染色によりマクロフ

ァージ(CD68)、好中球 (CD15)を同定し、対

象組織の細胞分布を明らかにした。免疫組織

学的検討は、マクロファージ(CD68)、好中球 

(CD15)における自然免疫系受容体TLRs, NLRs

及びそれらの関連分子の、TLRs (TLR1-9) 、

MyD88、TRAF 3/6、IRF、IFN-γ、NLRs (NOD 1, 

2, NLRP3, AIM2) 、caspase-1、TNF-α、IL-1

βの局在の有無を蛍光二重染色法で判定し

た。マクロファージのサブタイプは M0（CD68+, 

MMP8+, CD206-）, M1（CD68+, iNOS+, CD206-）, 

M2（CD68+, CD163+, CD206+, HO-1+）で判定

した。以上の検討から感染性人工関節周囲組

織におけるマクロファージサブタイプ分類

と、合わせてマクロファージにおける自然免

疫系受容体 TLRs, NLRs 及び関連分子の発現

動態を病理学的手法にて明らかにした。 

２．培養細胞解析として、C57BL/6 マウス大

腿骨からフィルター濾過法にて、骨髄細胞を

採取し、M-CSF (10ng/ml)、G-CSF (10ng/ml) 

存在下に３日間培養した。次いで分化誘導し

た培養細胞から選択カラムを用いてマクロ

ファージ分画（M0）、好中球分画を作製し、

さらにIFN-γ刺激でM1マクロファージ、IL-4

刺激で、M2 マクロファージ分画を誘導した。

各分画における CD68, CD11b, CD15, IL-10, 

IL-12 発現率を蛍光抗体標識フローサイトメ

トリー（FACS）で解析し、同時に蛍光二重標

識法を用いて TLRs, NLRs 及びそれらの関連

分子の標識率、標識強度を明らかにした。

mRNA、蛋白レベルの解析として、各細胞分画

から mRNA、蛋白を抽出し、それぞれ RT-PCR

法/PCR 法、免疫ブロット/ ELISA 法を用いて、

TLRs, NLRs 及びそれらの関連分子について 

mRNA、蛋白レベルでの発現動態を明らかにし

た。 

３. 菌体成分刺激試験のため、LPS を水溶性

液体として用いた。液体化した各菌体成分を

マイクロインプラントに 100 μ M/ml, 

1mM/ml, 100mM/ml の濃度で無菌的に塗布、

乾燥させてマウス体内に挿入し、病理組織学

的解析を２、３の方法で解析した。培養細胞

の FACS 並びに mRNA / 蛋白発現解析として、

液体化した各菌体成分を 100 nM/ml, 1μ

M/ml, 100μM/mlの濃度で培養液に添加して、

菌体成分刺激による TLRs, NLRs 及びそれら

の関連分子の発現動態を解析した。 RNA 干渉

法による mRNA、蛋白発現の検討として、菌体

成分刺激による TLRs, NLRs 及びそれらの関

連分子の mRNA の発現動態を解析した。 

 
 
４．研究成果 



感染性人工関節周囲組織は、非感染性弛緩

人工関節周囲組織や変形性関節症由来の滑

膜組織と比較

し、マクロフ

ァージ(CD68、

右図)と好中

球 (CD15)優

位の組織像を

示し、関節リウマチ由来の滑膜組織とも異な

る細胞分布であった。また、マクロファージ

(CD68)、好中球 (CD15)における自然免疫系

受容体 TLRs 

(TLR1-9、右

図; TLR 2)と

NLRs (NOD 1, 2, 

NLRP3, AIM2) 、

それらの関連

分子である MyD88、TRAF 3/6、IRF の発現も

免疫組織化学法と蛍光二重染色法で明らか

にした。さらに、IFN-γ、caspase-1、TNF-

α、IL-1βの発現も明らかにした。マクロフ

ァージのサブタイプは M0（CD68+, MMP8+, 

CD206-）, M1（CD68+, iNOS+, CD206-）, M2

（CD68+, CD163+, CD206+）で判定し、M2

（CD68+, CD163+, 

CD206+, HO-1+）

の存在を明らか

にした (右図; 

M2 マクロファ

ージ)。 

培養細胞解析では、C57BL/6 マウス大腿骨

の骨髄細胞から分化誘導し、抽出したマクロ

ファージ分画が、IFN-γ刺激で M1 マクロフ

ァージ、IL-4 刺激で M2マクロファージ分画

に誘導することを明らかにした。 

各分画における TLRs, NLRs 及びそれらの

関連分子を蛍光二重標識法を用いて明らか

にした。また、各細胞分画から mRNA、蛋白を

抽出し、それぞれ RT-PCR 法/PCR 法、免疫ブ

ロット/ ELISA 法を用いて、TLRs, NLRs 及び

それらの関連分子について mRNA、蛋白レベ

ルでの発現動態を明らかにした。 

菌体成分刺激試験として、LPS を水溶性液

体として用いた感染性人工関節周囲組織に

おいて、マクロファージ(CD68)と好中球 

(CD15)の局在を明らかにした。LPS 刺激によ

り、TLR5、TLR8 の mRNA 発現の上昇がみられ

た。また、NLR、NOD-1、NLRP-3、CASP1 も、

その発現が上昇した。 
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