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学位 論文内容の要旨

【背景と目的】人工関節置換術は関節機能を回復させ，活動的かつ生産的な生活を取り戻すこと

ができ，リハビリテーション医学の見地からも重要な治療の1っと考えられているが，人工関節

の耐用年数は一般に15年～20年と言われている，人工関節摺動面で発生したポリエチレン摩耗粉

は骨溶解を引き起こし無菌性のインプラントの弛みを続発させる磨耗粉誘発性骨溶解を起こす，

骨溶解は拡大しメカニカルス卜レスによって固定性を失い，再置換手術を余儀なくされる．骨溶

解のプロセスはマクロファージが微粒子の摩耗粉の貧食し炎症誘発性のサイ卜カインとメディエ

ーターの遊離を誘発し破骨細胞への分化を引き起こし，破骨細胞が働くことにより骨吸収が促進

される，NFだBは炎症に関与する重要な情報伝達分子であり，炎症性メデエイターの産生と破骨

細胞分化に関与することから，人工関節のインプラント周囲の骨溶解で重要な役割を演ずると考

えられている，近年，in vivoにて螢光あるいは発光を検出し，それらを定量化することを，高感

度のイメージング技術が生物学領域において応用されている．本研究の目的はNFだBDレシフェ

ラーゼトランスジェニックマウスを用いることにより微粒子誘発性頭頂骨溶解モデルにおける骨

吸収をin vivoにて評価する手法を確立することである，

【材料と方法】7～8週令のNF咒BDレシフェラーゼトランスジェニックマウスを実験動物として

用いた．ポリエチレン粉（平均粒径7u m）を前述の実験動物の骨膜を剥離した頭頂骨に埋植した，

対照群には頭頂骨の外科的展開のみを施行した．ポリエチレン粉5mg埋植後7日目に頭頂骨を摘

出し，脱灰標本をHematoxilin‐E08in染色およびTlartrate‐re8istantacidph08phatase染色を施

し組織学的検討を行った．inviv0での発光量の定量評価にはIVISイメージングシステムを用い，

上記マウス頭頂骨溶解モデルの発光量の経時的変化の検討とポリエチレン粉の量依存性の検討を

行った．また，頭頂骨におけるルシフェラーゼ活性分析とRT‐PCRを用いて骨溶解関連遺伝子の

NFだB，TNF‐a，RANKL，IL．1ロ，COX．2のmRNAの発現を検討した．ポリエチレン粉埋植

7日後に摘出した頭頂骨に対しては非脱灰標本による骨形態学的定量評価，っまり，破骨細胞数，

破骨細胞面の周長，吸収面の周長に関し，骨形態計測を行った，

【結果】組織学的検討では，ポリエチレン粉5mgを埋植したマウスは埋植後7日目の頭頂骨の矢

状縫合領域に広範囲の骨吸収が観察され，TRAP染色陽性の破骨細胞が多数認められたー方，対

照群では骨吸収は観察されず破骨細胞は少数であった．Invivoでの発光量の経時的変化は，ポリ

エチレン粉5mgを埋植したNFにBルレシフェラーゼトランスジェニックマウスマウスは埋植後，

発光量は経時的に増加し7日目でピークに達したのに対し，対照群の発光量はわずかであり経時

的な増加も認めなかった．埋植後7日日の発光量の量依存性の検討では，2mgを埋殖した群で
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発光は明らかとなり，5mgを埋植したマウスでピークに達し，10mgを埋植したマウスでは減少

した，ポリエチレン粉5mgを埋植したマウスの頭頂骨のルシフェラーゼ活性は，埋植後7日目，

10日目，14日日に埋植後O日に比し，有意に増加し，7日目にピークを認めた．また，in vivo

発光量と頭頂骨のルシフェラーゼ活性との間に有意の正の相関を認めた．骨吸収関連遺伝子の発

現 の検討 ではNFにBのmRNAのレベルは埋植後3日目から14日目に有意に増加し，TNF一0，

RANKL，IL-1ロ，COX-2のmRNAに関してもその発現は埋植後有意に増加した．またinvivo

発光量とmRNAのレベルの相関に関しては，これらの骨吸収メディエーターのすべてのmRNA

レベルと発光量との間には有意の正の相関を有していた，骨形態学的骨吸収を評価では，ポリエ

チ レン粉 埋植後7日目で は，破 骨細胞面数，破骨細胞面積，骨吸収面は有意に増加し，

これら破骨細胞面数，破骨細胞面積，骨吸収面とinuvoにおける発光量との聞には有意の正の相

関性を有していた，

【結論】これまでの過去の研究により人工関節の摺動面で発生するポリエチレン摩耗粉の生物学

的反応が骨溶解を引き起こし，THAの長期予後を左右する重要な因子の1っとなることが明らか

になっている，っまり，摩耗により関節包内に貯まったポリエチレン摩耗粉はマクロファージに

貪食され，この際マクロファージは種々のサイトカインを産生し，これらのサイトカインが破骨

細胞の分化を促進して骨吸収が増大する．この骨吸収の増大がインプラント周囲骨組織の骨溶解

を進行させ，THAの弛みが生じる主因となる．そこで研究者はNF咒Bルレシフェラーゼトラン

スジェニックマウスを用い，微粒子誘発性頭頂骨溶解モデルにおけるinuvo骨吸収評価を検討し

た．その結果，本評価系においてinvivo発光量は微粒子による頭頂骨の破骨細胞の出現および骨

吸収の亢進とともに増加し，さらに発光量は局所ルシフェラーゼ活性を反映することが明らかと

なった．また，頭頂骨骨溶解領域における骨吸収メディエーターの遺伝子発現を検討した結果，

invivo発光量はTNF‐a，RANKL，IL‐1ロ，COX．2の遺伝子発現と強い正の相関を認めた．さ

らに骨形態学的検討によりinvivo発光量は破骨細胞数ならびに骨吸収域面積との問に有意の正

の相関を示していた，以上により，NFにBルレシフェラーゼトランスジェニックマウスを用いた本

頭頂骨溶解モデルは微粒子誘発性骨溶解現象のinvivo評価手法として種々の治療効果を評価す

るために有用な評価系の1っと考えられた．
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学位論文審査の要旨

学 位 論 文 題 名

司

政

則

憲

In Vivo ImaglngofPartiCle‐InduCedInnammationandOSteolySiS

    intheCalVariaeofNFKB／LuCiferaSeTranSgenlCMiCe

    （NF阿B/Luciferaseトランスジェニックマウスを用いた

    磨 耗 粉 誘 発 性 骨 溶 解 の invivoイ メ ー ジ ン グ ）

  人工関節置換後において摺動面で発生したポリエチレン摩耗粉は骨溶解を引き起こし、無菌性
のインプラントの弛みを続発させる微粒子誘発性骨溶解を起こす。この治療は大きな臨床課題と

して認識されている。骨溶解の機序に関する最近の研究によれば、マクロファージが摩耗粉微粒
子を貧食して炎症誘発性のサイトカインやメディエーターを産生し、それによって破骨細胞分化

が促進され、その結果として破骨細胞による骨吸収が進行する。NF笂Bは炎症に関与する重要な
情報伝達分子であり、炎症誘発性のメディエイターの生産と破骨細胞形成を促進することから、
人工関節のインプラント周囲の骨溶解で重要な役割を演ずるものと考えられている。申請者はこ

のNFにBに着目し、NFだB7ルシフェラーゼトランスジェニックマウスを用いることによって、
微粒子誘発性溶解モデルにおける骨吸収をin vivo光イメージングにより評価する手法を開発す
るための基礎研究を行なった。

  本研究ではNFだB7ルシフェラーゼトランスジェニックマウスの頭頂骨を外科的に露出した

後、エンドトキシンフリーのポリエチレン粉（平均粒径7u m)を埋植した後、invivoにてIVISイ
メージングシステムを用いて頭蓋骨部の発光量を10日間にわたってinvivo計測した。その後、

屠殺後に摘出した頭頂骨標本に対して脱灰標本における破骨細胞の組織学的観察(HEおよび
TRAP染色）を行い、またルシフェラーゼ活性を計測した、さらにNFだBおよぴ骨吸収関連遺
伝子発現を測定し、また非脱灰標本を用いた骨形態の計測を行って、それらのin vivo発光量との

相関性を検討した。
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  その結果、組織学的検討ではポリエチレン粉5mgを埋植したマウスでは埋植後7日日の頭蓋骨

の矢状縫合領域に広範囲の骨吸収が観察され、TRAP染色陽性の破骨細胞が多数認められた。ー

方、頭蓋骨の外科的展開のみを行ったshamマウスでは、骨吸収は観察されず破骨細胞は少数で

あった。5mgのポリエチレン粉を埋植後、invivo発光量は経時的に増加し7日目でピークに達し、

その 後に減 少した。発光量は、埋植量0.5mgから5mgの間で埋植量依存性が認められた。さら

にin vivo発光量と頭蓋骨のルシフェラーゼ活性との間に有意の正の相関を認め、またNFKBお

よ び 骨 吸 収 関 連 遺 伝 子 であ る TNF-a、RANKL、 IL-1ロ 、 COX-2の mRNA発 現 量と invivo発

光量との間にも有意の正の相関を認めた。さらに骨形態学的検討では破骨細胞数、破骨細胞面積、

骨吸収面積とin vivo発光量との間に、有意の正の相関を認めた。本研究は、NFE Bl]レシフェラ

ーゼトランスジェニックマウスにおいてポリエチレン粉埋植によるin vivo発光量は局所ルシフ

ェラーゼ活性を反映し、頭蓋骨ポリエチレン粉埋植部におけるNF KBおよび骨吸収メディエー

ターの遺伝子発現や形態学的骨吸収との問に有意の正の相関性を有することを明らかにし、NFだ

B7ルシフェラーゼトランスジェニックマウスを用いた本頭蓋骨溶解モデルは微粒子誘発性骨溶

解現象のin vivo評価手法として種々の治療効果を評価するために有用であることを初めて示し

た。

  口頭発表の後、生駒副査から骨表面における埋植ポリエチレン粉の分布状況、発光量が埋植後

5日よりも10日で減少する理由、頭蓋骨と関節近傍骨との差異、このモデルの臨床応用の方向性、

等ついて質問があった。ついで岩崎副査からこのモデルおよび臨床におけるポリエチレン粉の形

状の差異とその効果、等について質問があった。主査はルシフェラーゼ量と発光量の相関に不均

一性が存在する理由、NFにBを微粒子誘発性溶解の指標に選んだ理由、等について質問を行った。

安田副査からは本モデルにおいてin vivo発光量の長期的変化に影響を与える因子、等について質

問があった。いずれの質問に対しても申請者は、自己の研究結果と文献的考察に基づぃて概ね妥

当な回答を行った。

  本研究はNFだB/ルシフェラーゼトランスジェニックマウスを用いることによって、頭頂骨に

おけるポリエチレン粉誘発性骨融解をin vivo光イメージングにより検出することが可能である

ことを初めて報告し、またこのモデルが微粒子誘発性骨溶解に対する種々の治療効果を評価する

ために有用な評価系になり得る可能性を示して国際的に高い評価を得た。審査員一同は、これら

の成果を高く評価し、申請者が博士（医学）の学位を受けるのに十分な資格を有するものと判定した。
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