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ラット骨髄由来初代培養マクロファージの

チタン穎粒貧食能の検討

玉木 康信 1)高木 理彰 1)佐々木 幹 1)
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【目的】チタン穎粒に対する骨髄マクロファージの貧食能について検討した。

【方法】ラット大腿骨骨髄細胞を培養 し、チタン穎粒貧食能とRT PCR法によるジアシ

ルグリセロールキナーゼ(DGK)ζ matr破 metalloproteinase(MMP)9,cathe
psin Kの 解析を行った。

【結果】培養開始後 72時間まで骨髄由来初代培養細胞では 99%以上の細胞が EDl陽 性

でチタン穎粒貧食能を有 していた。チタン穎粒貧食によりDGK ζの発現は抑制

され、MMP 9, cathepsin Kの 発現は増強された。

【考察】初代培養骨髄マクロファージは、摩耗粉に対する in―Vitroの 評価に有用でイン

プラント周囲組織の病的なリモデ リングや骨吸収に関与するメディエーターや蛋

自分解酵素の産生に寄与 していた。今回、チタン穎粒を貧食 した骨髄マクロ

ファージにDGK ζの発現を初めて確認した。チタン穎粒の貧食によりDGK ζ

の経時的な発現の抑制が認め られ、虚血心筋壊死組織周囲マクロファージの

DGK ζ発現克進の報告と比較すると、病態の違いによって DGK― DGシ グナル

伝達系の反応に差異があると思われた。
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緒 言

人工股関節全置換術は末期変形性股関節

症や炎症性股関節疾患に対する有効な治療

手技の一つとなった。しかし、人工股関節

全置換術後に生じるインプラントの非感染

性の弛みは、多くの病理的、臨床的研究に

もかかわ らず、いまだ未解決の問題であ

る、弛みに伴って発生 し進展するインプラ

ント周囲の骨溶解現象(オ ステオライシス)

および病的骨吸収 による広範な骨欠損 は、

再置換術の際に大きな障害因子 となってい

る。

人工股関節の弛みについては多 くの研究

報告がある。イ ンプ ラン トの材質 39)ゃ 形

状、固定方法な どの物理工学 的な 問題 と

骨・イ ンプラン ト境界面に生 じる生体反応

4,8,11,14,16,18.20,21)は 弛みのメカニズムを理解

す るうえで重要であ り、Goldring S.R.ら



によ る介在 肉芽組織 の解 析 8)に 始 ま り、

Kim KJ.ら に続 くin― vivo,in― vitroの 解

析 18-22)が 盛んに行われてきた。そのなか

で、われわれはイ ンプラン トに対する生体

反応機構 に着 目し、以前よ リイ ンプラン ト

周囲の摩耗粉 による炎症性の異物肉芽反応

について検討 してきた 22.3436,38ヽ 弛みのメ

カニズム に関与す る生物学 的因子 の検索

は、骨・イ ンプラン ト間の炎症性介在肉芽

組織 を用いて多 くの研究がなされ、手術時

に得 られる介在肉芽組織や再生関節包 を用

い て さ ま ざ ま な 検 討 が 行 わ れ て き た

29,32,33.47)。 弛みを生 じた人工股関節周囲の

炎症性介在肉芽組織では、種々の大きさの

イ ンプラン ト摩耗粉 とそれを貧食 した多数

のマクロファージが観察 され、摩耗粉 に対

する宿主マクロファージの貧食に始 まる異

物肉芽反応が生 じている 8.11.12.り。また、こ

れ ら炎症性介在肉芽組織 における核酸およ

び蛋自質 レベルの検討によ りinterleukin

(IL)-lβ 8,16,52)、 IL-652)、  prOstaglandin

E2(PGE2)8,18,19)、   maCrOphage― colony

stirnulating factor(h/1 CSF)50)、  matrix

metlloproteinttes(MMPs)32,45,47)、 cathe

psin K23)の 病的産生が報告 されている。

マクロファージに着 目したイ ンプラン ト

摩耗粉 に対する細胞性反応に関する研究は

in Vitroで も盛んに行われてきた。これ ま

での報告は、マクロファー ジ系の細胞株 を

用 いた実験系 13,30,40)ゃ 、末梢血単球を使用

した もの 2,27.28.39)に 限 られていた。

人工股関節のイ ンプラン トは骨髄、骨組

織 と接 してお り、本研究では、人工股関節

における弛みのメカニズムを解明するため

に、初代骨髄 由来 マ クロフ ァー ジに着 目

し、分離 。培養 した細胞 にチタン穎粒 を添

加することによ り病的骨吸収 とオステオラ

イ シス に関与す る とされ る因子 の検討 を

行 つた。病的な細胞外基質の分解克進や骨

吸収に関与するMMP 945)と 酸性条件下の

破骨細胞刷子縁で類骨基質の分解 に関与す

る cathepsin K 17,23,51)、 さらにジアシルグ

リセ ロール(DG)を リン酸化 しホスファチ

ジン酸に変換し、prOtein kinase C(PKC)を 間

接的に制御 し 9,10シ グナル伝達系に関与す

る 9,10と されている、ジアシルグ リセ ロー

ルキナーゼ(DGK)9,10の なかで貧食細胞機

能への関与が示唆されている49)DGKζ の

動態 を mRNAレ ベルで経時的 に検討 し

た。

方 法

1.細胞培養

8週齢 ,雌 Wistarラ ッ トか ら、両側大腿

骨を無菌的に採取 した。大腿骨の近位およ

び遠位端 を切除 し、18G針 を付けたシ リン

ジか ら Dulbecco′ s modified Eagle me―

dium(DMEM,Gibco,Ltd.,NY,USA)を

用いて骨髄腔 を洗い流 した。得 られた細胞

浮遊液 を200G、 7分間遠沈 し、上清 を吸引

除去 した。沈殿 した細胞 に 10%ウ シ胎児血

清(Gibco,Ltd.)含有 DMEM25mlを 添加

懸濁 し、2枚 重ね に した レンズペーパー

(01ympus optical,Co.,Lは ,Tokyo,Japan)を

用いて細胞浮遊液 を濾過 した。濾過 した細

胞懸濁液 に M CSF(Kyowa Hakko KogyO

Co.,Ltd。 ,Tokyo,Japan)を 10ng/1nl l恭 カロし

41),75cm2の フラスコ(Falcon,Becton
Dickinson Labware,NJ,USA)に 播種後、

37℃ 、5%二 酸化炭素含有大気、湿度 100%

で培養 した。72時 間後、上清 を吸引除去 し

て 4℃ リン酸緩衝液 (Gibco,Ltd。)で フラ

ス コを 3回 洗浄後 , 0.25% tripsin―

ethylenedianlinetetraacetic acid(Sigrna―

Aldrich,Co.,Ltd.,Irvine,UK)を 添加 し、

壁吸着性細胞分画 を回収 した 37,43)。 得 られ

た壁吸着性細胞分画を 4× 105/mlの 密度で

再び播種 し、細胞機能について解析 した。

つ
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2.培養細胞の表現形質

壁吸着性細胞分画 を 24,48,72時 間後 に

単球。マクロファージマーカー EDl(mouse
allti rat CD68 antibody,艶 rotec,Oxfora UK)

を用いて免疫細胞化学的に検討 し、EDl陽
性率を算定 した 43)。

壁吸着性細胞 における墨汁およびチタン

穎粒 に対する貧食能を検討 した。

墨汁は墨汁添加後、24,48,72時間で、貧

食能 を観察 した。貧食 した細胞数 を計算 し

て %表示 とした。

平均粒子径 5.59μ  m、 比表面積 0.72m2/
mlの チタン穎粒(Kyocera Co"Ltd,Osaka
Japan)を 使用 した。今回、エ ン ドトキシンに

対して処理を行わなかった 115、

チタン穎粒は 135℃,15分間オー トクレーブ

処理後、DMEMで0.15%(weight%)に 濃度調

整 した。添加直前に30分間超音波破砕処理

によ り均等に穎粒 を分散 し壁吸着性細胞分

画 に添加 した。貧食 した細胞数を計算 して

%表示 とした。チタン穎粒添加群では、チ

タン穎粒添加後 0.5,1,3,6,12時 間で観察 し

た。

3. reverse transcription polymerase chain

百actbn(RT―PCR)および定量的 rea!― ume poly

merase chain reactio(PCR)

チタン穎粒添加後 0.5,1,3,6,12時 間で

ISO― GEN Kit(Nippon Gene,Co.,Ltd。
,

Toyama,Japan)を 用 い total RNAの抽

出を行 った 38)。  super script TM Ⅲ First

strand synthesis system (InvitrOgen

Corp.Ca lifornia,USA)を 使用 してRNA
を逆転写 しcDNAラ イブ ラリーを作成 し

た 38)。

Light Cycler*(Roche l)iagnostics,

Manheim,Germany)を 使用 し,特 異的プ

ライマーを用いて PCRを 行 った(表 1)。

内部標準 として Glyceraldehyde 3 phos
phate dehydrogenase (GAPDH)、 外部標準

としてhuman β actinを 使用 して標準化

した 38)。

5′
―ATGGGAAGCTGGTCATCAAC 3′

3′
―GTGGTrCACACCCATCACAA 5′

5′CCACCGAGCTATCCACTCAT 3′
3′
―GTCCGGTTTCAGCATGT π T-5′

5′
―CAGCTTCCCCAAGATGTGAT 3′

3′
―GGACTCCAGCGTCTATCAGC 5′

5′
―CTGCCCCAAGGTGAAGAGCTZ-3′

3′
―GCTGTCTCCTGGTCCTCACGT-5′

表 1特 異的プライマー

GAPEIH

MMP9

cathep山 K

DGK― ζ

結  果

1.培 養細胞の表現形質

壁吸着性細胞分画は、EDl陽 性率 99.55
± 0.14%であり培養72時 間まで維持されていた

(図 1)。

図 1 マクロファージマーカー BDl
陽性細胞像・72時 間(× 1000)

図 2墨 汁貧食像・72時 間(X1000)
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表 2 培 養細胞 の表 現 形質

播種後 24,48,72時 間におけるEDl陽性率と墨汁添加後 24,48,72時 間後における墨汁貧

食細胞の%表示

24時間 48時間 72時間

EDl

墨 汁

99.55± 036

9923± 077

99.39± 0.44

99.51± 0.50

99.72± 039

9927[上 0.74

チタン穎粒添加後 0.5,1,3,6,12時 間におけるチタン穎粒貧食細胞の%表示

05時間 1時間 3時間 6時間 12時間

チタン  9951± 0.85 99.55± 079 99,67± 0.58 99.58± 0,72 99.29± 12214

貧食能では、99.34± 0.12%が 墨汁貧食能

を有 し、添加後 72時間まで貧食能が維持さ

れていた(図 2)。

チタン穎粒貧食では、99.52± 0.13%に 貧

食を認め、添加後 12時間まで維持されてい

た(表 2、 図 3)。 24時間以後、細胞融解が認

められ、生細胞数の減少が認められた。

2.RT― PCRお よび定量的 ma!― timePCR

生細胞数の維持されていたチタン穎粒添加

後 12時間までについて解析を行った。

チタン穎粒添加群 /コ ン トロール群の比で

検討すると、骨髄由来初代培養細胞において

MMP 9の mRNAは 、チタン穎粒添加後 6時

間をビークとして最大 6.7± 6.7倍 まで、

cathepsin Kの mRNAは 5.8± 2.1倍 まで

経時的に発現の克進が認められた(図 4、 5)。

チタン穎粒添加後 12時間ではMMP 9は 3.4

± 1.0倍、cathepsin Kは 4.8± 2.2倍 と滅

少傾向が認められた(図 4、 5)。 また、DGK

この mRNAは 、チタン穎粒添加後 0.5時間

のO.86± 0.28倍か ら経時的に抑制されチタ

ン穎粒添加後 12時間で 0.42± 0.093倍 まで

低下 していた(図 6)。

mRNAレ ベルでのMMP9の発現(チタン

穎粒添加群 /コ ントロール群)*く0.05

05時間 1時間 3時間 6時間 12時間

図5 mRNAレ ベルでのcathepsin Kの 発現

(チタン穎粒添加群!コ ントロール群)*〈0.05
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図3チタン穎粒貧食像。12時間(× 1000)
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考  察

本研究の骨髄由来初代培姜細胞は、マクロ

ファージマーカーEDlが日性で72時間の培

養期間中、EDlに 対する陽性反応が離持さ

れていた。

また、墨汁およびチタン穎粒の異物貧食能も

維持されていた。本培養系ではM CSFを 添加

し、単球・マクロファージ系細胞を誘導し、壁

吸着能、フィルター濾過を用いることにより、

骨髄マクロファージを高率に純度よく分離・培

養・維持することが可能であった37‐43L

骨インプラント間の炎症性介在肉芽組織に

観、マクロファージと比較するとマクロファー

ジに類似した細胞株は、題瘍欄胞が起源であそ

の表現形質が正常の生体反応と異なる一ミあり
72“ 2、 また、in VIroの実験系でチタン頴粒

を添加することによりMMP9の発現丸進2●が

報告され、粗粛マクロファージの前駆細胞とし

て使用される末梢血単球は、小型で細胞質に乏

しく、細胞の分化、形態、機能の面272843●ゆ、

およびin vitrOでの回収率において、インプラ

ント周囲の大型で細胞質に富み旺盛な異物貧食

能を有すマクロファージとは性質が異なると思

われる。マクロファージは、M CSFを用いる

ことにより高率かつ容易にin viroの 実験に用

いることで有用な培養系であると考えられる。

これまでin VIroでのチタン穎粒添加による

マクロファージのcatheぃin Kの発現動態に

ついては不明であった。cathepsin Kは 、破骨

細胞に局在 し、酸性条件下で骨基質を分解 し骨

吸収に関与するとされている :75L

一方、オステオライシスを生じた介在肉芽組

織のマクロファージにもcathepsin Kの局在

が報告され、マクロファージcathepsin Kが

インプラント周囲の骨吸収に関与する可能性が

指摘されている2乳 本研究では初代培養骨饉マ

クロファージにチタン顆粒を添加することによ

り経時的に cathepsin Kの 発現が丸進してお

り、in宙 troの実験系で初めて穎粒添加による

骨饉マクロファージのcathe"in Kの 動態が明

らかになった。

また、弛みを生じたインプラント周囲の痛的

な組胞外気質の分解九進と骨吸収に関与する

MMP9の 発現が、インプラント周囲の介在肉

芽組織内とマクロファージで報告されている
1546)

今回の培養骨饉マクロファージにチタン願粒

を添in vitrOの研究でも、MMP9の mRNAの
発現が丸進していた。

弛みを生したインプラント周囲組織のpH測

定インプラント周囲環境の酸性変化、インプラ

ントに接した炎症性介在内芽組織内のマクロ

ファージにcathepsin Kの 発現が確認されてい

る23、

またMMP9の発現が確認され、脱灰され脆

弱化したオステオライシス周囲骨組織に接して

異物を貧食したマクロファージ、骨組織の形態

学的、機能的検討23工慇、さらには、Mudy C R

らによる末梢血単球による骨吸収の検討 26)、

Blair HCら による醸性条件 ドにおけるマクロ

ファージの骨吸収'と いったin vitrOで の検討

も報告されている。in viv。 ,in vitroの 報告

から病的な細胞外基質の分解に始まる高回転型

のインプラント周囲IIInの病的なリモデリング

を引き起こし、インプラント周囲の組織 .骨質

の脆弱化を引き起こし
4M640、

マクロファージ

による直接的な骨吸収、結合組線の脆弱化が行
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われ、インプラント周囲オステオライシス、弛

みの発生や進展に関与する可能性が考えられ

た。

これまでインプラント周囲オステオライシス

に関連したDGKの報告はなく、本研究では、初

代培養骨髄マクロファージにチタン穎粒を添加

することにより経時的にDGKの発現が抑制さ

れておりin vitroの 実験系で初めてチタン穎粒

添加による骨髄マクロファージのDGKの動態

が明らかになった。

DGKのアイソザイムであるDGK ζは、虚血

心筋壊死組織周囲に集まるマクロファージに発

現の克進が認められ、ホスファチジン酸を介し

たスカベンジャーとして働き40、 線維性およ

び療痕性の組織治癒過程を促進し、硬い組織を

形成していると考えられる。

一方、骨髄マクロファージによるチタン穎粒

貧食では、経時的にDGK ζの発現が抑制され、

DGKに よリリン酸化される細胞内の DGの濃

度が相対的に上昇している可能性が示された。

DGは conventiOnal PKCや novel PKCの 活

性化に働き細胞外基質蛋自分解酵素MMP9と
MMP2の 発現克進に関与する可能性が指摘さ

れている 24・ 53)。

オステオライシスにおける脆弱な人工関節周

囲の炎症性肉芽組織形成の場面でDGK一 ζの

抑制に連動したDGの相対的細胞内濃度の上昇

が細胞外基質の病的分解を助長し、人工関節周

囲のオステオライシスの病態形成と関係してい

る可能性があると思われた。

今後、マクロファージの摩耗粉貧食における

trall∝ ription factors nuclear factor κ B NF―

κB)6,31.40)、  receptor activator of nuclear

factor κ Bligand(RANKL)5,31)と 合わせて、

DGK―DGのシグナル伝達系の詳細な解析も必

要と考えられた。

結  語

1.ラ ット大腿骨骨髄細胞をフィルター濾過

し、M CSF添加、壁吸着能を利用する本培養

系は、骨髄マクロファージを純度よく分離・培

養可能であった。

2.骨髄由来初代培養マクロファージは、マク

ロファージマーカー EDlの発現 と旺盛な異物

貧食能を維持 してお り、in vitroの 系 としてイ

ンプラン ト摩耗粉に対する貧食細胞機能評価に

有用であつた。

3.チタン穎粒貧食によリインプラン ト周囲の

骨吸収や結合組織の病的改変に関与すると考え

られる MMP9,cathepsin Kの 発現が克進 し、

組織治癒過程に関与すると考えられるDGK ζ

の発現は抑制されていた。

本研究は平成 16年度財団法人 日本股関節研

究振興財団の研究助成による。
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