
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１１５０１

基盤研究(C)

2014～2012

人工関節感染症における自然免疫系受容体ＴＬＲとＮＬＲの機能解析

Analyses of innate immune sensors, TLR and NLR, in periprosthetic infection.

４０２４１７０７研究者番号：

高木　理彰（Takagi, Michiaki）

山形大学・医学部・教授

研究期間：

２４５９２２５２

平成 年 月 日現在２７   ６   ４

円     4,100,000

研究成果の概要（和文）：感染性人工関節周囲組織と非感染性弛緩人工股関節周囲組織におけるToll様受容体(TLR)、N
od様受容体(NLR)の発現様式について、TLR1, TLR2, TLR6並びにNLRP3の組織学的局在を明らかにし、マクロファージ、
線維芽細胞、好中球に発現していることを明らかにした。またグラム陽性球菌菌体成分であるリポタイコ酸（Lipoteic
hoic acid: LTA）を用いてマクロファージの刺激試験を行い、TLR2、NLRP3、TNF-αおよびIL-1βのmRNA発現が亢進す
る一方で、骨溶解を誘導する催炎性サイトカインTNF-αおよびIL-1βの分泌には乖離が生じることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We have demonstrated that TLR1, TLR2, TLR6 and NLRP3 expressions on macrophages, 
fibroblsts and neutrophils in the periprosthetic tissue from infected and aseptic loose hip joints. mRNA 
expression of TLR2, NLRP3, TNF-α and IL-1β on phagocytes stimulating by LTA-coating titanium particles 
were ehnanced, whereas, reinforced secretion of IL-1β was not detected in spite of marked release of 
TNF-α.

研究分野： 整形外科学

キーワード： 人工股関節の弛み　自然免疫　TLR　NLR
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１．研究開始当初の背景 
 人工関節インプラント感染症の予防、治療
は、従来、外科的手技とあわせて抗菌薬を主
体とした薬物による殺菌、静菌作用によるも
のが主体であった。しかし、抗菌薬によって
死滅した菌体成分や生体防御に際してアポト
ーシスを起こした局所の細胞の構成成分に対
しても、Toll様受容体（TLR）を介した自然免
疫機構が過剰な宿主反応を引き起こすことが
明らかになり、感染症の病態に対する概念が
大きくかわりつつある（Liu-Bryan R, Arthritis 
Rheum 52, 2005）。これに伴って、自然免疫防
御機構を考慮した治療戦略が模索されている。 
 
２．研究の目的 
インプラント感染症の成立、波及に関与する
TLR、NLR 反応系関連分子の非感染性弛緩人
工関節周囲組織および感染組織中の発現様
式、また、細胞培養系において、菌体成分刺
激によりマクロファージや、好中球を主体と
する顆粒球がどのような細胞、分子動態を示
すかを明らかにする 
 
３．研究の方法 
 非感染性弛緩人工関節周囲組織、感染性人
工関節周囲組織および変形性股関節症滑膜組
織における TLR 、NLR 並びにアダプター分子
の蛋白レベルでの組織局在を検索し、病態間
の差異を明らかにする。また、マウスを用い
た細胞培養系において、菌体成分刺激によ
り、マクロファージを主体とする免疫担当細
胞がどのような細胞、分子動態を示すかを検
索する。これらにより、インプラント周囲組
織の TLR、NLR 反応系の分子動態とその特性
を明らかにする。 

【病理組織学的検討】 

 非感染性弛緩人工関節、感染性人工関節で
再置換術を行った際,人工関節周囲組織を採
取した。また比較検討するため,変形性関節
症(OA)の滑膜組織を採取した。採取した組織
は OCTコンパウンドに包埋後,厚さ 6μmの新
鮮凍結切片を作製した。各一次抗体として,
マクロファージマーカー、D68, TLR1, TLR2, 
TLR6, NLRP3, TNF-α, IL-1βを用い,ABC 法
にて免疫組織学的検討を行った。 

 

【菌体成分刺激試験】 
 マクロファージ培養系細胞のRAW264.7を用
いてTitanium ( Ti ), LTA付着Ti( Ti + LTA ) 
を添加後、TLR1、TLR2、TLR6、NLRP3、ASC、
caspase1、TNF-α、IL-1β、mRNA の発現量と
培養上清へのTNF-α、IL-1βの分泌量につい
て、経時的な検索を行い、両群の結果を比較
する。 

 
４．研究成果 
【病理組織学的検討】 

無菌性弛緩人工股関節周囲組織では、マク
陽性マロファージを主体とした異物肉芽腫
が形成され、間質および表層再生滑膜に
CD68 陽性細胞が認められた。CD15 陽性
細胞は間質の新生血管周囲にわずかに認め
られた。TLR1, TLR2, TLR6, NLRP3, 
TNF-α, IL-1β１は炎症細胞中の単核球お
よび多核球細胞と表層滑膜細胞に強く発現
していた。感染症性人工関節周囲組織では
血管新生が豊富で、種々の炎症性細胞が確
認されたが、CD68 陽性細胞はわずかで
CD15 陽性細胞が新生血管周囲に認めら
れた。TLR1, TLR2, TLR6, NLRP3 は好中
球または単球に強く発現し、TNF-αと
IL-1βは新生血管周囲組織で中等度の染色
性を示した。 
 

 
【異物貪食実験】 
qRT-PCR 法では Ti 刺激により TLR2 と
TNF-α の mRNA 発現が亢進し、Ti+LTA
刺激により NLRP3 と IL-1β の mRNA 発
現が増強した。 
 

 
ELISA 法では Ti+LTA 刺激により TNF-α
の分泌量は増加したが、IL-1β の分泌は検
出されなかった。 
 



LTA 付着 Ti の刺激により TLR2 および
NLRP3反応系のmRNA発現が亢進する一
方で、TNF-αと IL-1βの分泌量には乖離
が生じた。この現象は IL-1β誘導性の急性
炎症をともなわない非感染性弛緩人工関節
の病態に合致したものと考えられた。 
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