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論文内審の要旨

序輸

入;工;関節の長期成績をtr.おする因子の一つに骨融解説象があり、摩耗粉を重量食したマクロファージ (M<T)が放出するサ

イトカインが骨吸収を促進するとされている。摺草寺商のポリエチレン(PE)が摩耗粉の主成分であるが、 invit拍で効率的

に食食させるは関難である。また、末梢血中 Mq与を使った実験はドナーを饗宇るという r~閣がある。摩耗粉の評価のために

は、入手容易な培養細胞を利用し、様々な摩耗粉に対応可能な培養系の擁立が望まれる。ヒト組織燃性ワンパ臆由来的細胞

U骨37をM争様iこ分化させ、 PEを食食させる実験系を開発した。その結果生じるサイトカイン遺伝子発現の変化をcDNA

マイクロアレイで解析し、骨雇通解関連遺伝子の同定を試みた。

方法

工業的lこ直径品五-8.51'臨 iこ調製されたPE(C.ri出副総15⑥;C-PE) 人工関節周辺組織から抽出したPE(R-PE)を

使用LたoR-PEは組織巷溶解した後、ショ糖・イソプロパノール濃度勾配を利用して抽出した。R-PEの長径は平均2.58]1盟

であった。む曹37はPMA添加培地で培養して分化誘導した。換気口付告のポリプロピレンチ品ープに培地告 10臨1入れ、

U937 3x 10"鏑告加えた。 PEI孟乱1または 0.5醐が臨む添加した。チュープを緩やかに擬重量混和しながら臨時間構獲した。

そむ後、新鮮な培地に交換して静置し、培地中に放出されるサイトカインを経時的に定最し、 PEの有無や種類による濃い

を検討した。また、培養後の細胞から RNAを抽出し、cDNAマイク口アレイで PE食食による遺伝子発現の変化を検討し

た。 DNAチップはTaKaRaIntelliGene Hu血 a翠 Cy拍孟ineCHIPを使用した。

結泉

C-PE と常義した U937 の断面を透過電子顕徴鏡で観察したと ζ ろ、細胞質内I~多数の PE が確認できた。培地中の IL-l

β、IL阻晶、 TNF阻αを経時的に定援したところ、 IL・1β、IL阻自がC目PE鮮で有意に高値を示した。 TNF-aは有意差を示さな

かった。 ζの培護法でむ宮37がPEを寅食するとと及びサイトカイン放出が刺激される ζとが磯認できたため、 R-PEも使

用して検討を加えた。cDNA""イタロアレイでは、 R-PEと培養Lた場合にIL-阜、 CCLムC宜む耳4など呂種類の遺伝下発現

冗進が確認された。。巴PE群では有意とされる遺伝子発現変化が確認で告なかった。C巴PE、耳四PEの量を変えてIL四1β、IL-由、

IL.呂、 VEGFの濃度を測定したところ、いずれも濃度依存性告示した。同濃度で比較すると IL-lβ、IL時、 IL-SはR-PE

群でC-PE群よ担有意に高値であったが、 VEGFはC♂EとR-PEが同等であった。

考察

本方法を採用することで Mφ 様細胞に PE摩耗粉を効率的に食食させることが可能となった。サイトカイン放出に関して

C-PEと耳叩PEを比較すると耳叩PEのほうが強い反応を起こすこと、また容量依存性を示すことから、空襲耗粉の量やサイズ

によ哲組織反応が災なることが予測される。盟RNAレベルでも R-PEのほうが大きな変化を起こすことが確認できた。脅融

鮮への直接の関与は明らかでないが、悪性勝爆の骨病変との関係が知られる CCL4、CXCR4遺伝子の発審議冗進が纏鋭、でき
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たe 本方法l主主翼重量混和しながら培養するた絵、 PEだけでなく骨セメントや金属など他の摩耗粉にも適用可能と考えられる。

PE以外の摩耗粉との比較等についてさらなる研究が必要害であるが、本方法は人ユ関節摩穀粉の評価に有用であると考えら

れた。

論文審査の結果の繋留

人工関節の成績を左右する図子に脅融解現象があり、摩耗粉を食食したマクロ7アージ (Mφ)が放出するサイトカイン

が骨吸収を促進する。摩耗粉の評価のために、 Mφ擦細胞に摩耗粉を食食させる実験系を開発した。その結巣生じる遺伝子

発現の変化を解析し、骨融解関患遺伝子の同定を試みた。径6.5・昌.5胆n1;:機製されたPE(C阻PE)と、人工関節周辺組織か

ら抽出したPE(径平均2.5昌耳臨;R-PE)を使用した。まずPMA添加培地で分化誘導したじ宮37とC-PEをポリプロピレン

チュープiこ入れ、援機混和しながら 8時間培養した。その結巣、 U937はPEを食食し、培地中のIL-l品、 IL-6濃度が上昇

したロ次いでC巴PE、R-PEの違いや容量依存性を評価したところ、 IL四施、 IL品、 IL-阜、 VEGF濃度がいずれも容量依存性

を示し、同 量で比較するとVEGF以外R-PE群で高績であったocDNAマイヂロアレイでPE食食による遺伝子発現の変

化を検討したところ、 EωPEと培養した場合のみILω呂、 CCL4、CXCR4など8穣類の遺伝子発現元進が認められたc本方法

で培養級胞にPEを効率的に食食させることが可能となり、サイトカイン放出・盟RNAレベルでR-PEのほうが大きな反応

を引き起こすことが判明した。以上の研究は摩耗粉評価法の標準化及び骨融解の分T機轡の解明に寄与するところが多い。

したがって、本論文は博士〈医学)の学位論文として価値あるものとみとめる。

なお、本学校授与申請者は、平成20年2月1曹臼実施の論文内容とそれに関連した試問を受け、合格と器、められたもので

ある。




