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研究成果の概要（和文）：感染性人工関節周囲組織におけるToll様受容体ファミリー(Toll-like receptor, 

TLR)の TLR2, 4, 5, 9の発現を明らかにし、その主たる細胞は好中球、マクロファージであることを

示した（研究業績欄 文献 7，9）。さらにグラム陰性桿菌由来の菌体成分 LPSを用いた刺激実験で、

マクロファージにおいて TLR4 発現が抑制される一方で、TLR2 の発現が亢進する現象を明らかに

した（研究業績欄 文献 9，11）。 

研究成果の概要（英文）： We have demonstrated that TLR2, 4, 5 and 9 expressions on 

neutrophils and macrophages in the tissue from infected totally replaced hip joints. 

Expression of mRNA and protein level of TLR4 on phagocytes stimulating by LPS-coating 

titanium particles were downregulated, but that of TLR2 were upregulated. 
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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と関連分子の感染組織中の発現様式、
また、マウスを用いた動物モデルと細胞培養
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 

 感染性人工関節周囲組織における TLR  
 にア プ ー分子の    ルでの組織局
在を 索し、 感染性  人工関節周囲組
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織、 形性関節症  に関節リウマ   組
織と  しながら、各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 当細胞がどのような細胞、
分子動 態を示すかを 索する。これらによ
り、感染によるインプラント周囲組織の TLR 
とア プ ー分子の動態 とその特性を明ら
かにする。 

【病理組織学的 討】 

 感染性人工関節にて再置換術を行った際,
人工関節周囲組織を採取した。また   討
するため, 感染性  人工関節周囲組織,
 形性関節症(OA)の  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CD68,
好中球マーカーCD15,TLR2,TLR4,TLR5,TLR9
を用い,ABC法にて免疫組織学的 討を行っ
た。 

 

【菌体成分刺激試験】 
 ラット大腿骨からフィル ー濾過法にて、
骨髄細胞を採取し、M-CSF (10ng/ml) 存在下
に3日間培養する。さらに骨髄  細胞  
特異カラムを用いて、マクロファージ分画を
作製する。Titanium ( Ti ), LPS付着Ti( Ti + 
LPS ) を添加後、CD68、CD15、TLR1、TLR2、
TLR3、TLR4、TLR5、TLR6、 TLR7、TLR9、MyD88、
TIRAP、TRAM、TRIF、SARM、TNF-α、IL-1β、
IL-6、IL-12、CD40、CD80、 CD86、IRF、IFN-γ
の各分子の共局在、mRNA の発現量について、
添加前、添加後 15 分、30 分、1 時間、2時
間、3 時間、6 時間、12 時間での経時的な 
索を行い、両群の結果を  する。 

４.研究成果 
【病理組織学的 討】 

 感染性人工関節周囲組織において,多形核
細胞の浸潤が認められ,ほとんどが CD15陽性
細胞であった。 感染性人工関節周囲組織で
は細胞質に富む単核細胞浸潤が認められ,ほ
とんどが CD68陽性細胞であった。OAの  
組織では炎症性細胞浸潤やリンパ球集簇は
ほとんど認められず,いくつかの単核細胞浸
潤が認められた。また,感染性人工関節周囲
組織において,TLR2,TLR4,TLR5,TLR9陽性の
多形核細胞浸潤とわずかな単核細胞浸潤が
認められ, 感染性人工関節周囲組織では
TLR2, TLR4, TLR5, TLR9 陽性の単核細胞浸
潤が認められた。OAの  組織で TLR2, TLR4, 
TLR5, TRL9陽性細胞は内皮細胞にわずかに認
められるのみであった。 

 
【菌体成分刺激試験】 
 骨髄細胞由来培養細胞において、CD68 陽性
細胞にサイトカイン、TLR4及 各ア プ ー
分子の共局在が蛍光二重免疫染色で認められ
た。 

 mRNA発現量はTi + LPS群でサイトカインお
よ TLR2の著名な亢進を認めた。TLR4 はTi + 
LPS群でのmRNAの発現は抑制された。 

 Western blotでは、Ti + LPS群でサイトカ
インの発現が認められたが、TLR4の発現はわ
ずかに認められたのみであった。 

 LPS付着Ti顆粒が骨髄細胞由来マクロファ
ージに認識されると、TLR4の発現は抑制され、
その一方でTLR2の発現は亢進する。TLR反応系
を介した炎症反応が生じるとともに、それに
対応して過剰な生体反応防御機構が存在する
ことが示唆された。 
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