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研究成果の概要（和文）：人工関節周囲感染（periprosthetic joint infection: PJI）の病態解明を目的に、
オートファジー機構とその関連分子に着目し、PJI組織と関節リウマチ（rheumatoid arthritis: RA）滑膜組
織、変形性関節症（osteoarthritis: OA）滑膜組織と比較しながら病理組織学的な解析を行った。PJI組織で
は、RAのような炎症性滑膜組織同様、OA滑膜組織よりもオートファジー機構が活発に機能し、病態形成に関与し
ていることが明らかとなった。今後はこのオートファジー機能の制御によりPJIに伴う生体組織損傷を低減でき
る可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：To clarify disease mechanism responsible for periprosthetic joint infection 
(PJI), pathobiological analyses were planned. The study focused on the autophagy mechanism and the 
comparative analyses were performed with synovial tissues of PJI, rheumatoid arthritis (RA), and 
osteoarthritis (OA). It became evident that autophagy mechanism was more active in PJI tissues, as 
well as RA synovial tissues, than those of OA, indicating autophagy mechanism was intensively 
involved in the pathogenesis of host response in PJI. The data indicated regulation of autophagy 
mechanism had a potential to reduce the unfavorable local host response leading to tissue 
destruction by overshooting of host defense.

研究分野：整形外科学

キーワード： 人工関節周囲感染　オートファジー　炎症性滑膜組織
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研究成果の学術的意義や社会的意義
PJIの治療は、これまで手術治療と薬剤治療の組み合わせを中心に行われてきた。抗菌薬耐性を含め難治性とな
ると治療に苦慮することが多い。今後、オートファジー機構を利用しながら菌体成分に対する過剰な生体反応を
制御することで、従来の治療法にない新境地を開く可能性がある。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
 
(1) 人工関節インプラント感染症（prosthetic joint infection: PJI）は深刻な合併症である。
難治性となった PJI では、患者、家族への精神、肉体、経済・社会的負担は極めて大きい。その
克服は大きな課題であった。PJI 治療への取り組みは、手術方法の改良や、抗菌剤を用いた薬物
療法、またそれらの組み合わせによるものが主体で、生体反応面から病態を解明し、それを治療
につなげようという試みはなかった（引用文献 1）。 
 
(2)種々の炎症病態や免疫応答に深く関与する自然免疫受容体の Toll 様受容体（Toll-like 
receptor: TLR）と Nod 様受容体（Nod-like receptor: NLR）が選択的オートファジー（ゼノフ
ァジー・リソファジー）（以下 オートファジー）機構と密接に関連する可能性が示唆されてい
た（引用文献 1, 2, 3, 4）。自然免疫受容体とオートファジー機構の関連性から、病原体微生物
やその菌体成分、また過剰な生体防御の結果として炎症反応過程で生じる生体構成成分に対す
る PJI の組織反応は明らかではなかった。 
 
２．研究の目的 
 
(1) PJI 組織、関節リウマチ（rheumatoid arthritis: RA）、変形性関節症（osteoarthritis: OA）
の滑膜組織を手術検体として採取し、微細形態観察によるオートファジー機構の発現動態を解
析し、PJI、RA, OA 各組織における微細形態学的特徴を明らかにする。 
 
(2) 上記の微細形態学的特徴の解析とあわせて、PJI、RA, OA 各組織におけるオートファジー関
連分子の発現動態を免疫組織学、蛋白発現レベルで解析し、PJI 組織におけるオートファジー関
連分子の発現動態を明らかにし、RA 並びに OA 滑膜組織との差異を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
 
(1)オートファジーの超微細形態観察 
 標本を緩衝グルタルアルデヒド溶液で固定し、四酸化オスミウム溶液で固定、勾配エタ
ノールで脱水し、Epon812 で包埋、極薄切片標本を作製し、クエン酸鉛と酢酸ウラニルで
処理後、透過型電子顕微鏡で観察した(引用文献 5)。 
 
(2) 病理組織学並びに蛍光二重染色による免疫組織化学的解析 
PJI、RA、OA 各組織からホルマリン固定・パラフィン包埋標本を作成し二重免疫蛍光染色
を行った。一次抗体にオートファジー関連分子に対して、anti-WIPI-2、anti-LC3、anti-
Atg5、また、細胞の同定に anti-CD68(マクロファージマーカー)、anti-TEM-1（線維芽細
胞マーカー）を用い、anti-mouse IgG-Alexa 488 と anti-rabbit IgG-Alex 546 を蛍光
二次抗体に用いて標識し、陽性細胞を同定、定量的に観察し、細胞局在も評価した(引用
文献 2,3)。好中球は細胞核形態を指標とした。また Krenn 分類を用い、ヘマトキシリン・
エオジン染色による病理組織学的評価も併せて行った(引用文献 6)。 
 
(3)透過型電子顕微鏡による免疫組織学的超微細形態観察 
ホルマリン固定・パラフィン包埋標本を作成した PJI、RA、OA 各組織に対して ABC 法を
用いて、anti-LC3、anti-Atg5 を一次抗体として免疫組織染色を行った。スライドグラス
上の切片を標本として、緩衝グルタルアルデヒド溶液で再固定し、四酸化オスミウム溶
液でさらに固定後、勾配エタノールで脱水し、Epon812 で包埋、極薄切片標本を作製し、
クエン酸鉛と酢酸ウラニルで処理後、透過型電子顕微鏡で観察した。 
 
(4)ウェスタンブロット法による蛋白発現解析 
採取検体を小切片として OCT コンパウンドに包埋後、-80°に冷凍保存した。クライオスタット
法で薄切切片を作成後、組織溶解・核酸蛋白分離液で蛋白分画を採取した。これを SDS page に
て電気泳動法によって展開し、ニトロセルロース膜に転写後、anti-WIPI-2、anti-LC3、anti-
Atg5 を一次抗体、さらに標識二次抗体を反応させて評価した(引用文献 7)。 
 
４．研究成果 
 
(1) オートファジーの超微細形態観察: 
PJI 並びに RAの各組織では、OA滑膜組織と比較して、多数のオートファゴゾーム構造が観察さ
れた。オートファゴゾーム形成を示す細胞の主体はマクロファージで、その細胞質内にオートフ
ァゴゾーム、オートファゴゾーム前駆体、ミエリン構造様物質が観察された（図１）。一方、線
維芽細胞ではオートファゴゾーム構造を示す細胞はわずかであった。PJI 組織では、多数の好中



球浸潤も観察され、細胞質内にオートファゴゾームを形成する細胞のほか、ネトーシスの所見を
示す好中球が観察された（図２）。明らかなネトーシス現象は RA や OA では確認されず、これは
PJI に特異的な微細形態所見であった。RA 滑膜組織では滑膜 A 細胞にもオートファゴゾームや
その前駆体構造が観察された。 
 
(2) 病理組織学並びに蛍光二重染色による免疫組織化学的解析 
病理組織学的に、PJI 組織は、好中球浸潤を伴い、マクロファージや線維芽細胞が多く観察され
る肉芽腫様滑膜組織で、浮腫、出血、血管新生、線維化など、炎症の程度、時期によって、種々
の急性期から亜急性期の炎症像が観察された。リンパ球や形質細胞浸潤を認めることもあった。
RA 滑膜組織は、滑膜表層細胞の重層化を伴い、間質にはマクロファージ、線維芽細胞、血管新
生のほか、リンパ球、肥満細胞浸潤が認められた。好中球浸潤は明らかではなかった。OA 滑膜
組織では、滑膜の著しい重層化は観察されず、単層ないしは２から３層の滑膜表層細胞が認めら
れるものが主体であった。滑膜間質では、マクロファージや線維芽細胞が観察されたが、細胞数
は RA 滑膜組織と比較して少なく、血管新生も顕著ではなかった。Krenn 分類では、RA 滑膜は 
Krenn 分類 3ないし４、OA 滑膜は１ないし 2に分類され、炎症の程度は RA 滑膜組織が OA滑膜
組織と比較して強かった。 
免疫組織学的解析では、オートファジー関連分子、WIPI-2、LC3, Atg5 が PJI 並びに RA滑膜組
織に高頻度に観察され、PJI 組織では、多核分葉好中球、CD68 陽性マクロファージ、RA 組織で
は CD68 陽性マクロファージを主体に局在していた（図３）。OA 組織では WIPI-2、LC3, Atg5 の
発現は弱く、陽性細胞は CD68 陽性マクロファージが主体であった。  
 
(3) 透過型電子顕微鏡による免疫組織学的超微細形態観察 
PJI 並びに RA滑膜組織では、LC3 と Atg5 に反応性を有する細胞内の胞体構造が確認され、オー
トファゴゾーム、粗面小胞体などの胞体構造に一致する局在を示した。OA 滑膜組織では細胞内
の胞体構造の免疫反応性は弱かった（図４）。 
 
(4) ウェスタンブロット法による蛋白発現解析 
組織中の蛋白発現は、PJI 組織並びに RA滑膜組織で、OA滑膜組織と比較して、WIPI-2、LC3、
Atg5 が強発現していた（図５）。 
以上 (1)から(4)の結果から、PJI 組織では、炎症性の RA 滑膜組織同様、オートファジー機構
が活発に機能し、PJI の病態形成に関与していることが明らかとなった。今後、PJI 組織で活発
に機能しているオートファジー機構の分子発現について、今回検索した分子以外の検索をすす
め、in-vitro でもオートファジー機構の分子動態の解析を進めることによって、PJI 組織におけ
る細胞反応を制御する一助となる知見が得られる可能性が示唆された。さらにこの分子動態と
自然免疫受容体の分子動態の解析を進めることで、菌体や菌体由来成分、さらに炎症反応過程で
生じる生体構成成分に対するオートファジー機構や自然免疫受容体機能の反応性を制御し、感
染に関連して生じる過剰な生体反応と、それに伴う組織破壊を抑制する治療法の開発の一助と 
なる可能性も示唆された。 
 
 

 
図 1：PJI 組織中のマクロファージに認められる autophagic vesicle。 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 2：PJI 組織中で観察される好中球のネトーシス。核クロマチンが溶解し中等度電子密度の微
細顆粒状から均質構造物となり、さらに細網を形成している。 
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図 3：PJI 組織におけるオートファジー関連分子 WIPI-2 蛍光免疫染色像。CD68 陽性マクロフ
ァージとの二重染色陽性像（A）、TEM-1 陽性マクロファージとの二重染色陽性像（B）。浸潤した
多数のマクロファージで強陽性像を認めた。 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 4： 抗 Atg5 抗体を用い、戻し電顕法にて検討した PJI 組織パラフィン切片の免疫組織標本
の超微細形態観察。マクロファージ様細胞では胞体の膜構造に陽性所見を認めた。 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 5: ウェスタンブロット法による組織中の WIPI-2 の発現。PJI 組織で強い発現を認めた。 
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