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研究成果の概要（和文）：　本研究の目的は人工関節置換術後の無菌性緩みに対する新規治療方法の開発とし
て、炎症性骨吸収におけるマクロファージ、樹状細胞、好中球の機能を解明することである。人工的に作成した
超高分子量ポリエチレンとヒトマクロファージを用いた網羅的遺伝子発現解析では、これまで未報告の炎症性サ
イトカインが多数同定された。その中で２つの破骨細胞誘導因子を同定し、さらにIL-27が炎症性骨吸収の抑制
因子であることを報告した。これらの知見は、無菌性緩みをはじめとする炎症性骨吸収メカニズムの解明に寄与
するのみでなく、将来的に検査・治療応用に繋がるものである。

研究成果の概要（英文）： The objective of current study is to investigate role of macrophages, DCs 
and neutrophils in pathogenesis of inflammatory osteolysis as a step to develop therapy for aseptic 
loosening. Transcriptional profiling of macrophages exposed to polyethylene UHMWPE uncovered large 
number of inflammatory genes that were not identified before in macrophages response to implant wear
 particles. Bioinformatic analysis identified IL-27 as regulatory factor in inflammatory osteolysis 
in addition to 2 novel osteoclastogenic factors that promote inflammation and bone resorption in 
vitro and in vivo. The current data provide novel and fundamental knowledge on cellular and 
molecular pathogenesis of osteolysis leading to aseptic loosening. Such findings shed the light on 
new molecular candidates for therapeutic intervention and diagnostic application. Continuing 
research on our identified molecules as therapeutic targeting may aid in the design of novel 
medications for prevention of implant loosening.

研究分野：免疫学

キーワード： 人工股関節置換術後の無菌性緩み　マクロファージ　サイトカイン

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　人工股関節置換術は股関節が高度に破壊された症例に対して行われる手術である。一般的に人工股関節の術後
耐用年数は10年～20年とされるが、人工関節の「緩み」は、長期使用により関節面から発生する摩耗粉がマクロ
ファージなどの免疫細胞を活性化し、最終的に局所的な骨溶解が引き起こされることで起こる。現在の所、「緩
み」に対する治療方法は再手術しかないのが現状である。
　そこで本研究では、摩耗粉と反応するマクロファージと、それに関連する因子を調べ、そのメカニズムを解析
した。本研究成果から、再手術に頼らない、人工股関節の「緩み」に対する治療方法を将来的に確立することが
出来ると考えている。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
人工関節置換術は関節が高度に障害された場合の一般的治療法であり、国内で年間 17万件以
上が行われている。一方、術後長期間経過すると関節面で発生するポリエチレン摩耗粉により、
免疫細胞の活性化による炎症反応と、破骨細胞の活性化による骨の吸収が引き起こされ、結果的
に人工関節のゆるみが発生する。 
現在の所、マクロファージや好中球、樹状細胞などの免疫細胞がゆるみを引き起こす分子メカ
ニズムについては不明な点が多い。このため人工関節のゆるみに対する治療法は、再手術しかな
く、これは患者に多大な負担を強いるものである。 
 
２．研究の目的 
このような背景から申請者は、免疫細胞が骨吸収を引き起こす分子メカニズムを解明し、人工
関節のゆるみに対する新規治療法を開発することを本研究の目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) ポリエチレン摩耗粉と反応させたヒトマクロファージ由来因子の同定 
まず申請者は、人工関節関節面に最もよく使用されている材質である超高分子量ポリエチレ
ン (ultra-high molecular weight polyethylene、以下 UHMWPE)と健常ヒトマクロファージとの
共培養を行い、RNA シークエンス解析を用いた網羅的遺伝子発現解析を行った。コントロールと
して UHMWPE の代わりにリポポリサッカライド (lipopolysaccharide、以下 LPS)を使用し、健常
マクロファージと共培養を行った。これら 2 つのグループに対して RNA シークエンス解析を行
った。マクロファージを選択した理由は、樹状細胞・好中球ではｑRT-PCR にて炎症性サイトカ
インや骨吸収関連マーカーがほとんど上昇しなかったためである。 
RNA シークエンス解析からヒトマクロファージ由来の骨吸収関連因子をいくつか同定した。こ
れらの因子に対して、最初の実験と同様に健常ヒトから得たマクロファージと網羅的遺伝子発
現解析で同定した因子を共培養し、培養 8 日目にマクロファージから誘導された破骨細胞数を
計測した。ネガティブコントロールとして、マクロファージ分化に必須であるマクロファージコ
ロニー刺激因子 (以下、MCSF)を用いた。ポジティブコントロールとして破骨細胞分化の必須因
子である receptor activator of NFkB ligand (以下、RANKL)を用いた。さらに誘導された破骨
細胞が骨吸収能を持つかどうかを検討するために、象牙質切片上に上記同様に共培養する骨吸
収アッセイを用いて検証した。 
 
(2) ビタミン E添加ポリエチレン摩耗粉に着目した抗炎症反応因子の同定 
次に申請者は、抗酸化剤であるビタミン Eを添加した UHMWPE (以下、VE-UHMWPE)とマクロフ
ァージとの反応に着目した。近年、VE-UHMWPE を人工関節摺動面素材に使用することにより、従
来の UHMWPE で引き起こされる関節摩耗粉による人工関節の緩みが減弱されるとの報告が散見さ
れ、すでに臨床応用されている。しかしながら、その分子生物学的機序については不明のままで
ある。申請者はビタミン E添加により、マクロファージ/破骨細胞による人工関節周囲の骨吸収
が抑制されており、そこに何らかの因子の介入があると仮説を立て、研究を開始した。 
 上述の実験と同様に、健常ヒトマクロファージを単離し、そこに人工的に作成した VE-UHMWPE、
UHMWPE、LPS をそれぞれ共培養した。培養 8日目に RNA を抽出し、それぞれのグループで RNA シ
ークエンス解析を行った。解析結果から、骨吸収抑制に働くと考えられる因子を同定した。この
因子について、マウス頭頂骨粗鬆骨モデルを用いた動物実験と、in vitro での破骨細胞誘導数
の計測と象牙質切片上での骨吸収窩測定を行った。 
 
(3) ポリエチレン摩耗粉と反応させたヒトマクロファージ由来ケモカインの同定 
 (1)の実験によって得られた、UHMWPE と健常ヒトマクロファージを用いた RNA シークエンス解
析において、骨吸収に関連すると思われるケモカインを一つ同定した (以下、この因子を X と
する)。この因子 Xについて、前述のモデルマウスと in vitro での実験を用いて、骨吸収に対す
る反応を検証した。 
 
(4)  ポリエチレン摩耗粉と反応させたヒトマク
ロファージ由来サイトカインの同定 
 (1)の実験によって得られた、UHMWPE と健常ヒ
トマクロファージを用いた RNA シークエンス解析
において、骨吸収に関連すると思われるサイトカ
インをいくつか同定した。これらのサイトカイン
は、骨吸収に関連する疾患である関節リウマチと
悪性腫瘍骨転移のデータベース上にある遺伝子プ
ロファイルを参照にして同定した。同定した因子
について、前述の破骨細胞誘導数を計測すること
により、最も破骨細胞を誘導した因子に焦点を当
てて、in vitro、in vivo での機能解析と、RNA シ
ークエンス解析によるメカニズム解析を行った。 



 
４．研究成果 
(1) ポリエチレン摩耗粉と反応させたヒトマクロファージ由来因子の同定 
結果を図 1に示す。図 1から、1218 の遺伝子が
発現上昇しており、1126 の遺伝子が発現低下して
いることが明らかとなった (P<0.01)。また一般的
に炎症反応を惹起する LPS 群と比較して、図 1Dか
ら明らかなように UHMWPE のみで上昇する因子が
293 個存在した。これらの中から申請者は、関節リ
ウマチにおいて発現上昇を認める TNF スーパーフ
ァミリー15 (以下、TNFSF15)とケモカイン (C-C モ
チーフ)リガンド 20 (以下、CCL20)に着目した。関
節リウマチは関節における滑膜増殖・骨破壊を引
き起こす自己免疫性疾患であるが、関節における
骨破壊においては、病的骨吸収が起こるという点
で人工関節の緩みと共通点がある。最初の実験と
同様に健常ヒトから得たマクロファージと
TNFSF15 及び TNFSF15+CCL20 とを共培養した結果
を図 2 に示す。図 2A、B から、TNFSF15 及び
TNFSF15+CCL20 が MCSF 単独群と比較して有意に破
骨細胞を誘導し、その破骨細胞が骨吸収能を示す
ことがわかる。そしてこれらの因子が人工関節の
緩みに関与している可能性が高いことが示された 
(Terkawi et al., 2018 Acta Biomaterialia)。 
 
(2) ビタミン E添加ポリエチレン摩耗粉に着目した抗炎症反応因子の同定 
結果を図 3に示す。図 3Cより、VE-UHMWPE 群単独で有意差を認める因子が 83個あることがわ
かる。また、図 3Dから VE-UHMWPE 群において最も発現上昇を認めるパスウェイが Wnt シグナル
パスウェイであることを示している。この Wnt シグナルパスウェイはインターロイキン 10、ベ
ータ型変異増殖因子 (TGF-β)、インターロイキン 27 (以下、IL-27)の産生により抗炎症作用に
関連する経路として知られている。この結果からも、ビタミン E添加により抗炎症反応が惹起さ
れていることが示唆された。これら 3つの因子の中でも、とりわけ IL-27 が我々の研究結果から
VE-UHMWPE 群で有意に上昇していることが判明した (p=0.0084)。そこで申請者は IL-27 が VE-
UHMWPE の作用機序に重要な役割を持つと仮説を立て、IL-27 に着目した研究を行った。 

この仮説を検証するために、申請者
はマウス頭頂骨粗鬆骨モデルを用い
た。これは、マウス頭頂骨皮下に摩耗
紛や組換えタンパク質などを移植し、
1 週間後に頭蓋骨を摘出する。摘出し
た頭蓋骨について、骨吸収領域の定量
評価、炎症細胞の浸潤、破骨細胞の浸
潤 (酒石酸抵抗性酸性ホスファター
ゼ染色、以下 TRAP 染色)を行い、骨吸
収効果を検証するものである。本実験
では、UHMWPE・IL-27 共に投与しない群
(Sham 群)、UHMWPE のみを移植する群 
(UHMWPE 群)、UHMWPE・IL-27 を共に移
植する群 (IL-27 群)の 3 群間で骨吸
収を比較した。その結果を図 4に示す。



図 4A から、UHMWPE を移植することにより有意に骨吸収領域が上昇するが、IL-27 の投与により
それが抑制されることがわかる。また図 4C、D から、UHMWPE 投与により TRAP 染色域の増大(破
骨細胞浸潤の増大)を認めるが、IL-27 投与によりそれが有意に抑制されることがわかる。以上
の結果からマウスでの IL-27 の骨吸収抑制効果が示唆された。さらに in vitro 環境での効果を
検証するために、前述の破骨細胞誘導アッセイ及び、骨吸収アッセイを用いて IL-27 の破骨細胞
抑制効果を検証した。その結果を図５に示す。 

図 5A から、ヒト健常マクロファージに RANKL を加え、破骨細胞を誘導しているが、IL-27 の
投与によりその数が優位に減少することがわかる。また図 5B より、象牙質切片上での骨吸収域
の低下も認められる。さらに共培養において一般的な炎症性サイトカインである腫瘍壊死因子
α(TNF-α)と CCL20 の発現をみたところ、IL-27 の投与により有意に減少することがわかる。 
 以上の in vivo、in vitro での実験結果から、IL-27 が VE-UHMWPE 使用時における骨吸収抑
制効果の一因であることが判明した (Terkawi et al., 2019 Acta Biomaterialia)。 
 
(3) ポリエチレン摩耗粉と反応させたヒトマクロファージ由来ケモカインの同定 
結果を図 6に示す。図 6Aから、因子 Xをマウス頭頂骨に移植することにより、有意に骨吸収
域が増加した。さらに頭頂骨の HE 染色 (図 6B 下段)では、因子 X の移植により有意に TRAP 染
色域が増加した。また、同じくマウス頭頂骨を用いた実験で、因子 X の抑制剤を移植したとこ
ろ、コントロール群と比較して有意に骨吸収域が低下した (図 7A)。さらに組織標本では、TRAP
染色域が有意に低下し、骨吸収低下と矛盾ない結果であった (図 7B)。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

次に、in vitro での因子 Xの効果を検証した (図 8)。健
常ヒトマクロファージに MCSF と RANKL を加え、さらに因子
Xを投与したところ、投与しない群と比較して有意に誘導破
骨細胞数が増加した (図 8A)。誘導された破骨細胞に対し
て、Actin 染色を行ったところ、破骨細胞に典型的である、
細胞周囲が赤く染色された (図 8B)。また、象牙質切片上で
同様の共培養を行ったところ、因子 Xを加えた群において有
意に骨吸収域が増加した。 
以上の考察から、マクロファージ由来ケモカインである因
子 Xは MCSF、RANKL 存在下に、マクロファージから破骨細胞
への分化を増強する作用があることが示された。本研究に関
しては、現在論文投稿中である。 
 
 



(4)  ポリエチレン摩耗粉と反応させたヒトマクロファージ由来サイトカインの同定 
まず、(1)の実験に使用した RNA シークエ
ンスデータから発現上昇している因子を抽
出し、それらと関節リウマチ・悪性腫瘍の骨
転移の遺伝子プロファイルを比較すること
により、14個のマクロファージ由来分泌因子
を同定した (図 9)。 
得られた 14 個の因子に対して、in vitro
における破骨細胞誘導数に基づくスクリー
ニングを行った (図 10)。これにより、因子
Y が RANKL に次いで破骨細胞を誘導すること
が判明した。象牙質切片上での培養でも、骨
吸収を示した (図 10 右)。そこで、因子 Yに
焦点をあて、その機能解析を行った。 
前述と同様のマウス頭頂骨粗鬆骨モデルを
用いて、因子 Y の骨吸収に関する効果を検証
した。結果を図 11 に示す。マイクロ CT によ
る骨吸収域評価では、因子 Y を移植すること
により、骨吸収域が有意に増加し (図 11 左
上)、骨密度は有意に低下した (図 11 右上)。
組織標本に関しては、HE 染色でマウス頭頂骨
上の炎症細胞の浸潤が有意に増加し (図 11左
下)、TRAP染色域も有意に増加した (図11右)。 
 次に、因子 Y の破骨細胞誘導メカニズムを
解明するため、健常ヒトマクロファージと因
子 Yを共培養させたものに対して、RNA シーク
エンスによる網羅的遺伝子発現解析を行っ
た。その結果を図 12 に示す。解析のうち、有
意に発現上昇している遺伝子は 94 個であっ
た。この 94 個に対して、Gene Ontology 
Enrichment Analysis (GO enrichment 解析)
を行った。この結果、KEGG パスウェイにおい
て、破骨細胞分化が有意に増加しており、その
破骨細胞分化に関与する因子として、因子Wと
因子 Z を同定した (それぞれ log2 fold 
change = 9.8, 8.9)。因子 Yとヒトマクロフ
ァージを 24 時間共培養したものに対して、因
子 W、Zの遺伝子発現を確認したところ、因子
Zが有意に増加をした。このことから、因子 Z
は因子 Y による破骨細胞分化の初期の段階に
関与することが示唆された。 
 今後、24時間刺激のみでなく、3日、6日刺
激と共培養時間を変化させ、同定した因子の
遺伝子発現とタンパク質発現を確認してい
く。また、因子 Y の siRNA を用いて、破骨細
胞形成が抑制されるかどうかを確認する。最
後に、同定した破骨細胞分化経路に関与する
抑制剤と、前述のモデルマウスを用いて、骨吸
収抑制効果を検証する予定である。研究が終
了次第、論文投稿を予定している。 
 
(5) 研究総括 
 申請者はこれまで、マクロファージ由来分
泌因子に着目して、人工関節置換術後のゆる
みに関与する因子を同定し、そのメカニズム
の解析を行ってきた。 
現在の所臨床応用可能な薬剤の開発には至
っていないが、今後さらなる研究を行い、効果
的な治療法開発を目指す予定である。 
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