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研究成果の概要（和文）：顎関節内障病態形成に関与する因子の検索を目的として，ヒト培養顎

関節滑膜細胞に interleukin (IL)-1βおよび tumor necrosis facto (TNF)–αを作用させる in 

vitro 滑膜炎モデルを用いて，網羅的に遺伝子発現量およびタンパク質産生量を解析した。ま

た，in vivo ラット顎関節滑膜炎モデルを作製し，マイクロアレイ解析で候補にあがった病態

関連因子を検証した。病態形成に関与する因子の検索は新規の診断および治療の開発に有意義

である。 

 
研究成果の概要（英文）：Synovitis that often accompanies intracapsular pathologic 
conditions is characterized by chronic inflammatory changes in the temporomandibular 
joint (TMJ). We have investigated of IL-1β or TNF-α-responsive genes in synoviocytes 
for putative genes associated with the synovitis using microarray analysis because IL-1b 
and TNF-a elevated in synovial fluids obtained from TMJ with pathologic conditions. Then, 
the protein levels of IL-1β or TNF-α-responsive factors have been investigated in 
synovitis models in vitro and in vivo. 
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１．研究開始当初の背景 
 近年，全ヒトゲノムの解読も終わり，ポス
ト・ゲノム研究が進行し，各疾患の分子標的
治療法が期待されている。しかし，顎関節内
障の治療は痛みの軽減や開口障害の回復を目

的とした対症療法が主体である。滑液解析か
ら発症および病態形成に関与する因子も報告
されているが，分子生物学的研究は立ち後れ
ている。そこで，顎関節内障の分子生物学的
研究推進のため，培養顎関節滑膜細胞系で病



 態関連因子を網羅的に解析後、パスウェイ解
析で分子間相互作用を明らかにする。 (6) 顎関節滑膜炎モデルラットの作製 

 Lewisラットの顎関節腔内に IL-1βを注入
し，24 時間後組織学的に観察した。対照は顎
関節腔内に生理食塩水を注入した。 

 
 
 

 ２．研究の目的 
(7) 組織学的検索 (1) 顎関節内障病態のゲノミクス研究 
 実験終了後，灌流固定を行い、顎関節はホ
ルマリン固定，蟻酸による脱灰を行った。パ
ラフィン包埋後，薄切切片を作製し，
Hematoxylin-Eosin 染色を行った。また，
Histofin SAB-PO kit を用いて免疫組織化学
染色を行った。 

 顎関節内障病態関連遺伝子の検索を目的
に，顎関節内障患者由来滑膜細胞（滑膜細胞）
に顎関節内障患者滑液で上昇していうる
IL-1βまたは TNF-αを作用させ，GeneChip
解析を行う。 
 

 (2) 顎関節内障病態のプロテオミクス研究 
  顎関節内障病態関連物質の検索を目的に，

滑膜細胞に IL-1βまたは TNF-α刺激を行い，
antibody array解析等でタンパク質を測定す
る。 

 
４．研究成果 
(1) IL-1βによる影響 
① IL-1β刺激顎関節滑膜細胞の  
     遺伝子発現プロファイリング (3) in vivo 顎関節滑膜炎モデルでの検証 
 顎関節滑膜細胞を IL-1βで４時間刺激した
時の遺伝子発現変動を調べた。顎関節内障患
者５名から採取した滑膜細胞５例は，個別に
GeneChip で発現量を測定し，student t-test
を用いて発現変動のある遺伝子を検索した。  

 GeneChip 解析や antibody array 解析の結
果，顎関節病態関連因子として候補に上がっ
たものが，in vivo でも発現上昇しているか
検証を行う。 
 
 
 
３．研究の方法 
(1) 顎関節滑膜細胞の分離・培養 
 関節鏡視下洗浄療法の際に採取した顎関
節滑膜組織から，out growth 法にてヒト顎関
節滑膜細胞を分離し，培養を行った。 
 
(2) GeneChip 解析 
 滑膜細胞に IL-1βまたは TNF-α刺激を行
い，total RNA を抽出後，in vitro 
transcriptionを行い，GeneChipへhybridize
した。洗浄・染色後，蛍光強度をスキャナー
で測定した。GeneSpring を用いて，遺伝子発
現解析を行った。 

 
 約 8500 遺伝子中 IL-1βによって有意に発
現変動したのは 170 遺伝子で，発現上昇した
のは 139 遺伝子，発現減少したのは 31 遺伝
子であった。  

(3) 経時的発現量の測定  
 遺伝子発現の経時的変化は RT-PCR, real 
time-PCR を用いて，タンパク質の産生量の経
時的変化は ELISA 法を用いて測定した。 

 

 
(4) Pathway Analysis 
 Ingenuity Pathway Knowledge Database を
用いて，発現変動が認められた因子の分子間
相互作用を調べた。 
 
(5) Anitbody Array 
 滑膜細胞に TNF-α刺激を行い，培養上清を
採取し，antibody array (RayBio, chemokin 
array) に hybidize し，通法に従い，X線フ
ィルに感光した。Pheretix 2D Evolution を
用いてスポットを定量した。 

 IL-1βによる発現上昇率の高い Rank top 
10 の遺伝子を示した。Top 10 には chemokine
遺伝子が多く認められた。 
 



 ② Pathway 解析 
 IL-1βによって発現変動したのは 170遺伝
子について Pathway 解析を行った 
 

  
 

 
  

 
 
 IL-1β刺激８時間まで CCL20 mRNA 量は経
時的に上昇した。  

   
 
 
 
 

  
 
 NFκBを中心とするnetworkが形成された。
そこで，NFκB signaling pathway を調べた。 
 
 

 

 
 
 
 

 
 
 
 
 

 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 滑膜細胞は IL-1β刺激により NFκB 
signaling が亢進していることが認められ
た。 
 
③ IL-1β刺激滑膜細胞における 
  CCL20 (MIP3α)発現変動 
 GeneChip 解析の結果，最も発現上昇したの
は CCL20 (MIP3α)であった。そこで，CCL20
について経時的な遺伝子発現およびタンパ
ク質産生量を測定した。 

 
 
 

 
 IL-1β刺激48時間まで培養上清中のCCL20 
タンパク質量は経時的に上昇した。 
 
④ IL-1β刺激滑膜細胞における 
  COX 遺伝子発現および PGE2 産生 
 GeneChip 解析の結果，発現上昇 top 10 に
はいていた PTGS2 (cyclooxygenase-2;  
COX-2)について経時的な遺伝子発現および
PGE2 産生量を測定した。 
   

 
IL-1β刺激により COX-2 mRNA 量は上昇が認
められ，刺激４時間がピークであった。一方，
COX-1 mRNA 量は変わらなかった。 
 
 次 に ， COX に よ っ て 産 生 さ れ る
Prostaglandin E2 (PGE2)量について測定し
た。 
 



 
 
 
 

 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 滑膜細胞培養上清中の PGE2 は IL-1β刺激
時間に応じて上昇した。 
 
⑤ IL-1β刺激滑膜細胞における 
      CCL2 (MCP-1)発現変動 
 GeneChip 解析の結果，IL-1β刺激滑膜細胞
で発現が高い遺伝子上位に，CCL2 (MCP-1)が
認められた。 
 
IL-1β刺激滑膜細胞で発現が高い遺伝子 

 

 

 
 CCL2 (MCP-1)について経時的な遺伝子発現
量およびタンパク質産生量を測定した。 
 

 
 

 
 

 
 
 
 滑膜細胞５例いずれも IL-1β刺激４時間
が CCL2 遺伝子発現のピークであった。 
 
 
 
 
 

 
 

 
 

 
 

 
 IL-1β刺激 24 時間まで培養上清中の CCL2 
タンパク質量は経時的に上昇した 
 
⑥ IL-1β誘導顎関節滑膜炎モデルラット 
 培養ヒト顎関節滑膜細胞を用いたin vitro
滑膜炎モデルの結果が生体内でも起こるの
かを調べるために，ラット顎関節腔内に IL-1
βを投与し，顎関節部を組織学的に関節した。 

 

HE 染色. A, C：control，B,C：IL-1β 
 IL-1βを投与した顎関節滑膜部位では毛
細血管の拡張，滑膜表層の肥厚化等滑膜炎症
状が認められた。 
 
 次に，GeneChip 解析で発現上昇が認められ
た COX-1, COX-2, MCP-1 の免疫組織化学染色
を行った。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 E, G, I: control，F, H, J: IL-1β 
 E, F: COX-1, G, H: COX-2, I, J: MCP-1 



 IL-1βを投与した顎関節滑膜部位では, 
COX-1, COX-2, MCP-1 陽性細胞が認められた。
生理食塩水を投与した control では COX-1 陽
性細胞が確認されたが，COX-2, MCP-1 陽性細
胞は認められなかった。 
 
 
(2) TNF-αによる影響 
① TNF-α刺激顎関節滑膜細胞の 
     遺伝子発現プロファイリング 
 顎関節滑膜細胞を TNF-αで４時間刺激し
た時の遺伝子発現変動を調べた。顎関節内障
患者３名から得られた滑膜細胞３例は個別
に GeneChip で発現量を測定し，発現解析は
３例の平均値で行った。 

 
 約 8500 遺伝子中 TNF-αによって発現変動
したのは245遺伝子で，発現上昇したのは196
遺伝子，発現減少したのは 49 遺伝子であっ
た。 

 

 

 

 

TNF-αによる発現上昇率の高い rank top 10
の遺伝子を示した。Chemokine 遺伝子が多く
認められた。 
 
② TNF-α刺激滑膜細胞における 
        CCL20 (MIP3α)発現変動 
 GeneChip 解析の結果，最も発現上昇した
IL-1βと同様に CCL20 (MIP3α)であった。そ
こで，CCL20 の経時的な遺伝子発現およびタ
ンパク質産生量を測定した。 

  

TNF-α刺激８時間まで CCL20 mRNA 量は経
時的に上昇した。 

 
 
 
 
 

 
 

 
 
 
 

 TNF-α刺激 12 時間まで CCL20 タンパク質
量は上昇し，48 時間までプラトーであった。 
CCL20 タンパク質産生量は，IL-1β刺激に比
べて TNF-α刺激ではは少なかった。 
 
③ Antibody Array 解析 
 GeneChip 解析の結果， TNF-α刺激で多数
の chemokine遺伝子が発現変動した。そこで，
TNF-α刺激した滑膜細胞の培養上清を採取
し，Chemokin Antibody Array でタンパク質
産生量を測定した。 

   Control              TNF-α 
 
 スポットを定量化した。 

 
 
 
 
 
 
 
 

 

 TNF- α 刺 激 滑 膜 細 胞 で は ９ 種 類 の
chemokine タンパク質産生量が増加していた。
これらの chemokine は GeneChip 解析で遺伝
子発現が上昇していた。 
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