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研究成果の概要： 
・ 人工関節置換術後に問題となる磨耗粉誘発性骨溶解（オステオライシス）における、マク

ロファージ遊走阻止因子（MIF）の関与をマウス頭頂骨オステオライシスモデルを用いて検
討した。チタン粉負荷により MIF mRNA の発現は亢進し、MIF ノックアウトマウスでは野生
型マウスに比べ炎症性サイトカイン発現亢進・オステオライシスともに有意に少なかった。 

・ MIF 中和抗体を惹起する MIF DNA ワクチン接種により炎症性サイトカイン発現亢進は若干
抑制されたが有意差はなかった。 

・ ポリエチレン粉負荷による炎症を NFκB/luciferase トランスジェニックマウスを用いて
in vivo イメージングにより可視化した。発光定量値は炎症性サイトカイン mRNA 相対量、
骨吸収マーカー値と正の相関を示し、このシステムは各種 particle の炎症・骨吸収惹起性
やオステオライシスの薬物療法の in vivo 評価に有用と思われた。 
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１．研究開始当初の背景 
(1) 人工関節置換術は現在広く行なわれ、生
体材料分野の発展に伴い、人工関節の耐久性
も向上してきた。しかし、人工関節置換術後
に生じる磨耗微粒子に由来する骨溶解（オス
テオライシス）及びこれに続くインプラント
のゆるみは大きな問題となっている。このオ
ステオライシスの原因として、人工関節の摺
動面より生じた磨耗微粒子が滑膜の細胞を
刺激して、TNF-αや IL-1 などの骨吸収性サ
イトカイン等の産生をうながし、これらは骨
芽細胞・ストローマ細胞による破骨細胞分化
を促して、インプラント周囲の、関節液・磨

耗粉がアクセスしうる部位でのオステオラ
イシスを生じさせるという機序が提唱され
ている。マクロファージ遊走阻止因子（MIF）
は炎症・細胞増殖・血管新生などにおいて重
要な役割を果たす因子として注目されてい
る。我々は MIF に着目し、種々の病態におけ
る骨吸収への本因子の関与について一連の
研究を行なってきた。 
 
(2) サイトカインの活性を抑制するにあた
り、中和抗体を用いた治療法はすでに抗 TNF-
α抗体の臨床応用などがなされているが、重
篤な副作用、コスト高、および抗―抗体の産



生による効果の減弱等の問題点も指摘され
ている。サイトカインの活性を抑えるのに、
中和抗体の外部からの投与に替わる方法と
して、変異サイトカインをワクチンとして投
与することにより生体内に抗サイトカイン
自己抗体を惹起する能動的抗体療法の試み
がなされている。われわれは MIF に対する中
和抗体を生体内に生成させる MIF-DNAワクチ
ンを開発し、この接種によりマウス関節炎、
骨粗鬆症、および敗血症モデルの発症・程度
が有意に抑えられることを報告した。 
 
(3) 近年、蛍光や発光を高感度で検出する
in-vivo イメージング技術が急速な進歩を遂
げている。しかしながら摩耗粉刺激に由来す
る炎症及びオステオライシスの評価に関し、
イメージングを用いた報告はほとんどない。
Nuclear factor kappa B（NFκB）は炎症を
つかさどる代表的転写調節因子である。現在
ほとんどの炎症性サイトカインは NFκBによ
り何らかの転写制御を受けることが判明し
ており、また破骨細胞分化の機序にも NFκB
は大きく関与し、オステオライシスの病態に
おいて NFκBは重要な役割を果たすと言える。
われわれはここに着目し、NFκB/luciferase
トランスジェニックマウス（以下 NFκB/luc
マウス）の頭頂骨上に摩耗粉を負荷すること
により、生じる炎症反応を可視化する可能性
を着想した。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は以下の３つである。 
 
(1) チタン粉がもたらす骨吸収におけるマ
クロファージ遊走阻止因子（MIF）の in vivo
での関与を検討すること。 
(2) MIF-DNA ワクチン（MIF-DV）接種の磨耗
粉誘発オステオライシモデルに対する効果
を検討すること。 
(3) NFκB/luc マウスに摩耗粉を負荷するこ
とにより、生じる炎症反応を可視化すること、
および可視化した発光の定量値が実際の炎
症反応を反映するかを検討すること。 
 
３．研究の方法 
以下すべての動物実験は北海道大学動物実
験委員会の承認後、同ガイドラインに従い施
行された。 
(1) 
①実験材料 Johnson Mathey Chemicals (Ward 
Hill, MA, USA)よりチタン粉を入手し、乾
燥・紫外線滅菌施行後に使用した。 
②マウス頭頂骨骨吸収モデル 
全身麻酔下にて 6-7 週齢の雌 Balb/C マウス
の頭頂骨の骨膜を剥離し、同皮質骨上に 30mg
チタン粉を散布し、皮膚を閉創した。対照と
してチタン粉を散布せず同処置を行ない

Sham 手術とした。また 8 週令野生型（WT、
Balb/C）および MIF ノックアウトマウス
（MIF-KO）を用い上記モデルにて反応を比較
検討した。 
③評価 
処置後 1週間にて以上の動物を屠殺し、ホル
マリン固定標本を hematoxylin/eosin（HE）
染色、酒石酸抵抗性酸性フォスファターゼ
（TRAP）染色、MIF に対する免疫染色を行な
った。 また、頭頂骨を摘出しリアルタイム
PCR にて MIF、TNF-α、IL-1β、IL-6、RANKL
の mRNA 発現を検討した。内部コントロール
と し Glyceroaldehyde-3- phosphate 
dehydrogenase (GAPDH)を用いた。 
 
(2) 
MIF DNA ワクチン（MIF DV）および、コント
ロールワクチン（CV）としてプラスミド単独
を用いた。これらを生後 4 週令 Balb/C マウ
スに接種し、6 週後に頭頂骨上に 5mg のポリ
エチレン粉（PE）負荷ないしは sham 手術を
施行し、CV-sham 群、CV-PE 群、MIF DV-sham
群、MIF DV-PE 群の 4 群に分け、手術後１週
にて屠殺しリアルタイム PCRにより骨吸収因
子（TNF-α、IL-1β、IL-6, COX-2）mRNA の
定量を行った。ポリエチレン摩耗粉として、
Ceridust 3615 (Clariant Japan, 平均粒径
7μm)を滅菌乾燥させて用いた。 
 
(3) 
①マウス 
NF κ B/luc マ ウ ス は 米 国 Caliper 
Lifesciences 社より購入した。 
②マウス頭頂骨摩耗粉負荷モデル 
ポリエチレン粉は II で使用したものを用い
た。生後 7-8 週令の NFκB/luc マウスを用い、
全身麻酔下に頭頂骨上にポリエチレン摩耗
粉 5mg を負荷後、皮膚を縫合した。 
③イメージングおよびアッセイ 
マウスは d－ルシフェリン溶液 2mg を尾静脈
より注射後、IVIS imaging system （200 
series、XENOGEN）により頭部の化学発光の
検出・定量を行った。この後、頭頂骨を摘出
し、一部はルシェラーゼ活性検出キット
（Picagene）によりルシフェラーゼ活性を、
一部はリアルタイム PCRにより骨吸収性因子
（TNF-α、IL-1β、RANKL、COX-2）および GAPDH
の mRNA を定量した。骨形態計測は、摘出頭
頂骨の矢状縫合中央部にて前額面の非脱灰
研磨標本を作製し、Villanueva bone stain
染色を施したのち破骨細胞数、破骨細胞面、
eroded surface の算定を行った。 
④統計 
統計学的には ANOVAおよび相関分析を用いた。
いずれも p<0.05をもって有意差ありとした。 
 
４．研究成果 



(1) ③WT マウスに認めた TRAP 陽性細胞の出現は
MIF-KO ではほとんど認めなかった。また WT
のチタン粉-頭頂骨界面にける肉芽腫性瘢痕
組織は免疫組織学的に IL-1βおよび RANKL 陽
性であったが、これらの染色性は MIF-KO で
は弱かった(図３A-F)。 

①sham では炎症組織形成、MIF 陽性細胞、お
よび破骨細胞形成を認めなかった（図 1 
A,C,E）。一方チタン粉負荷後 7 日において、
炎症性線維組織の過形成がチタン粉と頭頂
骨の間に観察された (図 1 B)。これら炎症性
線維組織内には MIF陽性細胞(図 1 D) および
TRAP 陽性である破骨細胞が多数認められた
(図 1F)。 
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 図 1．チタン粉負荷後７日目の組織像。（A）HE 染色, sham  

(B)HE染色,チタン粉負荷 (C)MIF 免疫染色, sham (D)MIF

免疫染色, チタン粉負荷 (E) TRAP 染色, sham (F)TRAP

染色, チタン粉負荷 

 
図 3．チタン粉負荷後７日目の組織像。（A,B）HE 染色 

(C,D)IL-1β免疫染色 (E,F)RANKL 免疫染色 (G,H) TRAP 

染色 
 

②チタン粉投与後の頭頂骨では MIF，TNF-α，
IL-1β，IL-6，RANKL の mRNA 発現が有意に亢
進していた増加した（図２A-E） 

 
④同様に摘出頭頂骨のリアルタイム PCR解析
において IL-1βおよび RANKL mRNA 発現は
MIF-KO は WT に比べ有意に低かった(図 4A,B)。  
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 図 4．リアルタイム RT-PCR (A)IL-1βmRNA (B)RANKL 

mRNA  
  
 ⑤摘出した頭頂骨を MMAにて包埋後非脱灰標

本を作製し、矢状縫合部を除いた、チタン粉
を含む界面の肉芽腫性瘢痕組織と接する頭
頂骨表面における、単位面積あたりの骨吸収
面・破骨細胞数・および破骨細胞面を比較し
たところ、いずれも WT に比べ MIF-KO では有
意に低値であった(図 5A-C)。 

 
 
 
 
 
 

 図 2．リアルタイム RT-PCR。(A）MIF mRNA (B)TNF-αmRNA 

(C)IL-1βmRNA (D)IL-6 mRNA (E) RANKL mRNA  



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 5．骨形態計測.(A)ES/BS (B)Oc.N/BS (C)Oc.S/BS 

 
(2) 
CV群ではPE負荷によりmRNAは有意な増加を
示した。MIF-DV 群ではこの増加は CV 群に比
べ抑制傾向を示したが CV 群との間に有意差
はなかった。磨耗粉誘発性オステオライシス
モデルにおける骨吸収因子誘導に対する
MIF-DV 接種は予防効果は若干あるが統計的
に有意ではなかった(図 6A-D)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 6．リアルタイム RT-PCR (A) TNF-αmRNA (C)IL-1β

mRNA (D)IL-6 mRNA (E) COX-2 mRNA 

 

(3) 
①ポリエチレン粒子 5mg 負荷後 7日目のマウ
スの頭頂骨を組織学的に検討したところ、中
央部前額断面像において矢状縫合部を中心
とした線維性の肉芽組織の形成を認め、これ
は主に骨表面に接した部位での破骨細胞の
形成を伴っていた(図 7A,B)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 7. NFκB/luc マウスに対しポリエチレン粉負荷後７

日目の組織像。(A) HE 染色. (B) TRAP 染色.  

 
②ポリエチレン粉負荷後 7日目にバイオイメ
ージングで検討したところ、頭部に化学発光
を認めた(図 8A)。5mg 負荷後経時的に発光量
を追跡したところ、SHAM 群と比べ負荷後 3日

目より発光量は有意に増加し、発光量は負荷
後 7日目で最大であった(図 8B)。ポリエチレ
ン粉負荷量を変化させたところ、2mg 以上の
負荷により発光量は有意に増加し、5mg 投与
群が最も発光量が多かった(図 8C,D)。 
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図 8．(A) 5mg ポリエチレン粉負荷後各時期に施行した

in vivo イメージング。(B) (A)の定量解析(*p<0.05, 

**p<0.001, ***p<0.0001). (C) 各量のポリエチレン粉

負荷後７日目に施行した in vivo イメージング。(D) (C)

の定量解析(*p=0.0005, **p<0.0001). 

 

③IVISによる化学発光の定量値と実際の頭頂
骨のルシフェラーゼ活性は有意な相関を認
め、発光定量値はルシフェラーゼ活性を反映
していることが判明した(図 9A,B)。 
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 図 9.(A)頭頂骨のルシフェラーゼアッセイ(* p<0.05, 

**p<0.0001). (B) 発光定量値とルシフェラーゼ活性の

相関(r=0.833, n=19, p<0.0001). 
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④骨吸収性因子の mRNA は、すべて経時的に
有意な上昇を示した。発現量のピークは、負
荷後 8 日―10 日であった (図 10A)。これら
骨吸収因子の mRNA 発現量と化学発光のイメ
ージング定量値はいずれも正の相関を認め
(図 10B)、発光定量値は骨吸収因子 mRNA 発現
量を反映することが示された。 
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図11. (A) ポリエチレン粉負荷後７日目に回収した頭頂

骨を骨形態計測により測定した骨吸収マーカー値

(N.Oc/BS, Oc.S/BS, ES/BS. *p<0.05, ** p<0.005). (B) 

発光定量値と骨吸収マーカー値の相関(N.Oc/BS; 

r=0.848, p=0.0002, Oc.S/BS; r=0.862, p<0.0001,  

ES/BS; r=0.837, p=0.0003).  
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