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研究成果の概要（和文）：日本で顎関節症は歯科三大疾患の一つで患者数が多い。診断のためにX線写真やMRIな
どの画像検査を行うことが多いが、顎関節の構造が複雑なため正確な病態把握は難しかった。我々はこれまでに
顎関節症の治療で関節洗浄治療を行った後の洗浄液中に含まれる細胞成分をcell block tissue array標本を作
製して病理検査を行い、細胞レベルで顎関節部の病態を調べる検査方法を開発してきた。顎関節の病態をさらに
詳しく調べるためには、分子細胞レベルで検査を行う必要がある。そこで本研究では、顎関節部の病態を遺伝子
レベルで調べるための検査方法を検討し、一連の検査手技を確立した。

研究成果の概要（英文）：Temporomandibular joint (TMJ) disorder (TMD) is one of the three major 
dental diseases in Japan, and there are many patients with TMD. Although diagnostic imaging tests 
such as radiography and MRI are often performed, it is difficult to understand accurate disease 
condition because the structure of the TMJ is too complicated. We have examined the pathology of the
 TMJ at the cellular level by preparing a cell block tissue array specimen of cell components 
contained in the joint lavage fluid after treatment. In order to investigate the pathology of the 
TMJ more closely, it is necessary to examine at the molecular cell level. Therefore, in this study, 
we examined the examination method to investigate the condition of the TMJ at the gene level and 
established a series of examination techniques.

研究分野： 病理学（口腔病理学）

キーワード： 顎関節症　関節洗浄　遺伝子検査
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
顎関節症は日本顎関節学会によりⅠ～Ⅴ

型に症型分類され、同学会による「顎関節症
診療に関するガイドライン」を参考として診
断および治療が行われることが多い。すなわ
ち、患者の口腔内診査や問診、触診に種々の
画像検査（エックス線写真や磁気共鳴画像装
置 (MRI)）を加え総合的に診断が行われる。
しかし、顎関節は他の関節と比べて解剖学的
に複雑な構造を有し、病態把握が難しい。そ
のため、症型の特定が困難な症例や疼痛の原
因が明かでない症例も多い。また、結晶性関
節炎や発症初期の滑膜軟骨腫症では石灰化
物や軟骨が小さいため画像検査での検出が
難しく、顎関節症と誤診されることも少なく
ない。 
 我々これまでに、治療に用いられた顎関節
洗浄液を検体として用い、cell block tissue 
array(CBTA)標本を作製し、関節腔内に含ま
れている細胞成分について病理組織学的に
調べる検査方法を確立した。それにより、顎
関節症の症型分類に加えて、慢性炎症、急性
炎症、急性および慢性炎症の移行期、変形性
関節症の疑い、初期滑膜軟骨腫症の診断が可
能であった。しかし、さらに詳細な診断のた
めには、分子細胞レベルで顎関節症の病態を
調べることが重要であると考えられた。 
 
２．研究の目的 
本研究では、①顎関節洗浄液の細胞成分と

液体成分の同時分析方法を確立し、画像所見 
と臨床所見を併せた顎関節症の総合的診断
システムを構築する、②in vitro において顎 
関節症の各症状の発症機序について分子細
胞学的に解明する、③本研究で得られた顎関
節症の総合的診断システムの臨床応用へ向
けた準備を行う、以上の 3 点を目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) 検体採取 
当初、研究分担者（口腔外科）が顎関節症

患者から顎関節洗浄液を検体として採取す
る予定であった。しかし、諸事情（異動、長
期出張、退職たど）により十分な関節洗浄液
の採取が困難となった。そこで、顎骨内に生
じた嚢胞性疾患で生検を行った患者の嚢胞
内容液を関節洗浄液にみたて、液状検体の分
子レベルでの検査方法の開発に利用可能か
を予備実験で調べた後、本実験に用いた。 
 
(2) CBTA 標本の作製と染色 
 採取した液状検体をホルマリン固定した
後、遠心により細胞成分を回収し、1%アルギ
ン酸ナトリウムおよび 1M 塩化カルシウムを
添加してゲル化させた。凝固物を包埋カセッ
トに入れて脱水、パラフィン浸透した後、パ
ラフィン包埋を行い薄切して cell block 
tissue array 標本を作製した。薄切切片は通
法により HE 染色を行った。 
 

(3) 酵素免疫吸着測定法(ELISA)による液状
検体中の炎症性サイトカイン濃度測定 
 炎症の病態をタンパクレベルで判定する
ことが可能か、インターロイキン(IL)-6 濃度
を ELISA 法で定量して調べた。この際、液
状検体採取後にタンパク成分が変性するの
を防ぐために、採取後直ちにプロテアーゼイ
ンヒビターを添加した。 
 
(4) パラフィン包埋切片からの total RNA 抽
出と次世代シーケンスによるトランスクリ
プトーム解析 
病態をさらに遺伝子レベルで解析する技

術開発のため、ホルマリン固定パラフィン包
埋(FFPE)試料から 4 µm 厚の薄切切片を約
10 枚用意し、キシレンで脱パラ後に AllPrep 
DNA/RNA Mini Kit (Qiagen)を用いて total 
RNA を抽出した。抽出した RNA は分光光度
計（Nanodrop）と Agilent 2100 Bioanalyzer
で遺伝子の断片化等を調べ、解析可能かどう
か品質検定を行った。 
 品質検定に合格した Total RNA はイルミ
ナ社 TruSeq RNA Access Sample Prep Kit
を用いて標準プロトコルに従い、下記の要領
でシーケンス用ライブラリ調整を行った。 
(a) RNA 断片化 
(b) 逆転写/2nd鎖 cDNA 合成 
(c) 3’A 付加 
(d) アダプターライゲーション 
(e) 1st PCR 増幅 
(f) 1st ハイブリダイゼーション 
(g) 1st キャプチャー 
(h) 2nd ハイブリダイゼーション 
(i) 2nd キャプチャー 
(j) 2nd 増幅 
引き続き、次世代シーケンサーHiSeq を使用
し、下記の条件でシーケンス解析を行った。 
RNA-Seq 
解析方法：Paired End 
読み取り塩基長：100 塩基/1 リード 
取得データ数：2,500 万リードペア（5,000
万リード）/1 検体 
取得データ量：5Gb/1 検体 

 
(5) データ解析 
 Linux OS 上で遺伝子解析用ソフト
（PRINSEQ、TopHat、Bowtie、SAMtools、
Cufflinks 等）を用い、データ解析を行った。
ヒト参照塩基配列には hg19 を用いた。 
 
(6) 次世代シーケンスのためのデータ解析用
オペレーションシステム(OS)の開発 
 次世代シーケンスを用いることで 3万以上
の mRNA 発現量を網羅的に調べることが可
能となる。次世代シーケンスでは遺伝子の塩
基配列データのみが得られるため、遺伝子発
現について解釈するためにはデータ解析が
必要となる。しかし、データ解析ソフトは非
常に高額であり、制約も多い。一方、フリー
ソフトを組み合わせて使用する場合は自由



度が高いが、Linux OS 上でのデータ解析環
境の構築は専門知識を要する。そこで、必要
な解析用ソフトが OS と同時にインストール
される、次世代シーケンスのデータ解析に特
化した OS を開発し、研究目的で自由にダウ
ンロードできるようにウェブ上で公開した。 
 
(7) 一連の研究結果をもとに口腔外科の臨床
歯科医師（研究分担者）と協力し、顎関節洗
浄液による「分子細胞レベルでの総合的診断
システム」について考え、実際に本検査法を
顎関節症検査に臨床応用する場合に起こり
うる問題点についても考慮して実際の導入
に向けた検討を行った。 
 
４．研究成果 
(1) 予備実験 

既に他の研究目的で 2014 年 1 月から嚢胞
内容液を採取しており、予備実験で過去の研
究で用いた顎関節洗浄液と性状や炎症の程
度を比較した。嚢胞内容液の方が細胞成分は
やや多く含まれている場合もあったが、ほぼ
同等であった。そこで、予備実験に用いた検
体も含め、2014 年 1 月から 7 月に岩手医科
大学歯科医療センターを訪れ、嚢胞あるいは
嚢胞性腫瘍の臨床診断により生検を行った
患者のべ 17 例（男性 10 例、女性 7 例、8～
70 歳までの平均 48.2 例）を対象とし、液状
検体（平均 0.5ml）を採取した。 

予備実験で
関節洗浄液の
CBTA 標 本
（上図）と嚢
胞 内 容 液 の
CBTA標本(下
図 )を比較し
たところ、炎
症を伴ってい
る場合はいず
れも同等な炎
症細胞像を示
した。また、
17例全てで炎
症性細胞が観
察可能で、顕

微鏡観察により好中球、リンパ球、形質細胞、
好酸球などの同定が可能であった。以上より、
関節洗浄液の分子レベルでの検査方法の開
発において、嚢胞内容液は関節洗浄液のかわ
りに利用可能であると考えられた。 
 
(2) ELISA 法による IL-6 の定量 
検体の粘稠性が低い場合には検量線を用

いた ELISA 法で液体成分中の IL-6 濃は定量
可能であったが、粘稠性が高い場合には種々
の程度に希釈しても計測が困難であった。顎
関節洗浄液の液体成分でも高い粘性を伴う
場合があることが分かっており、関節洗浄液
中の細胞成分と液体成分の同時分析方法の
確立は困難であると考えられた。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(3) FFPE 切片からの RNA 抽出 
 液体成分中の炎症性サイトカイン定量は
粘性の高さから困難な症例があったため、
FFPE 切片を用いて細胞性分注の RNA 発現
解析が可能か検討した。6 例の FFPE 切片か
ら抽出した total RNA 8 サンプルの品質検定
を分光光度計（Nanodrop）と Agilent 2100 
Bioanalyzer で行ったところ、抽出された
RNA 量は 0.035～4.814 µg、平均 1.449µg で
あった。また、200 ヌクレオチド以上の RNA 
断片の割合を示す DV200 指標は 22～72%、
平均 41.75%で、次世代シーケンスによる網
羅的遺伝子解析が可能な 30%以上は 4 例、
30％未満で解析不可だったものが 3 例、30%
以上だが収量不足で解析不可だったものが 1
例であった。 

Bioanalyzer による Electropherogram 

 上図は DV200 = 72 で RNA の断片化が最
も少なく、下図は DV200 = 22 で RNA の断
片化が最も進んでいたサンプルの品質結果
である。RNA の断片化が進んでいる場合は
18S RNAと28S RNAのピークがほとんど確
認できなかった。 
 品質検定に合格した total RNA4 検体をサ
ンプル調整し、次世代シーケンスのトランス
クリプトーム解析を行った。いずれも問題な
くシーケンスデータが得られた。 
 
(4)データ解析 
 次世代シーケンスで得られた塩基配列の
RAW DATA の一部を以下に示す。 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 引き続き、Linux OS 上でフリーの遺伝子
解析ソフトを立ち上げ、 
1.クオリティコントロール（PRINSEQ） 
2.マッピング（TopHat、Bowtie、SAMtools） 
3.発現定量（Cufflinks） 
4.発現比較（Cuffdiff） 
5.可視化（CummeRbund） 
の順にデータ解析を行った。これにより、
FFPE 切片から抽出した検体における
mRNA 発現量を網羅的に算出することがで
き、そのための一連の解析ワークフローも完
成させることができた。（↓可視化の一例） 

 
(5) DIAGNO Linux の開発 
 現在、次世代シーケンスで得られたデータ
を自前で解析するためには、高額な市販の解
析ソフトを購入するか、Linux OS に種々の
解析用フリーソフトをインストールし、
index ファイル、アノテーションファイル、
レファレンスファイル等をそれぞれ異なる
データベースから取得して読み込ませ、コン
ソール上でコマンドを入力しながら解析し、
解析結果の最適化までの一連の解析ワーク
フローを自ら構築する必要がある。IT やバイ
オインフォマティクスの専門家でなければ
敷居が高い作業である。遺伝子診断システム

を構築するためにはカスタマイズ不可能な
市販の解析ソフトでは難しく、フリーソフト
を適宜組み合わせた方が良い。そこで、我々
が今回のデータ解析に使用した解析用フリ
ーソフトを予めプレインストールした
Ubuntu Linix ベースの DIAGNO Linux を、
IT 企業の Pax Creation（東京都、目黒区）
に受託してディストリビューションとして
まとめた。また、研究代表者が立ち上げた本
研究のためのウェブサイトで無償公開し、自
由に研究利用できるようにした。 
(http://www.diagnolinux.com) 

 
(6) 顎関節洗浄液による「分子細胞レベルで
の総合的診断システム」の実際の導入に向け
た検討、まとめ 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

研究代表者は平成 24 年～25 年度若手研究
B「関節洗浄液を用いた顎関節疾患のための
病理診断システムの構築」で、関節洗浄液中
に含まれる上関節腔内の細胞成分を調べる
ことで顎関節局所の病態を把握し、臨床診断
が同じ症例間でも、顎関節局所の病態は多用
であることを明らかにし、その結果を踏まえ
て関節洗浄液中の細胞成分から顎関節症の
診断を行うための一連の病理診断システム



を構築した。本研究ではさらに分子細胞レベ
ルで関節洗浄液を解析することでより詳細
な診断システムの構築を目的とした。 

ELISA 法による液体成分中のタンパク分
析は粘稠性が高い場合に困難であったため、
洗浄液中の細胞からRNAを抽出してmRNA
の網羅的遺伝子発現解析を行い、より詳細な
検査のための技術開発を行った。 
当初はこれまでに行ってきた研究と同様

に実際の顎関節症患者から関節洗浄液を採
取する予定であったが、分担研究者（口腔外
科）が病棟担当となり、1 年で外来担当へ戻
ったがその後 1 年間の海外出張となった。さ
らに顎関節症を専門とする他の口腔外科医
が退職し、十分な症例数の顎関節洗浄液を採
取することは困難となった。関節洗浄液のか
わりに嚢胞内容液を用いることで、ホルマリ
ン固定した液状検体中の細胞から RNA を抽
出して分子病理学的な解析を行う技術開発
は行えたが、in vitro 研究は困難であった。
本研究に使用可能な滑膜細胞を探したがヒ
ト材料では関節炎を伴ったリウマチ患者か
ら採取した初代培養細胞しかなかった。マウ
スの正常滑膜細胞も入手可能であったが、タ
ンパクや遺伝子解析に用いる抗体、プライマ
ーなどの実験試薬を全て変更する必要があ
り、次世代シーケンスを行う場合には遺伝子
の参照配列そのものも変更する必要があり、
限られた研究期間内では難しかった。 
 一方、遺伝子検査の技術開発ではまとまっ
た成果が得られた。ホルマリン固定試料では
遺伝子の断片化が生じて遺伝子解析が困難
となるが、実際にどの程度まで次世代シーケ
ンスによる網羅的遺伝子発現解析が可能か
検討できた。また、FFPE 試料から遺伝子を
抽出してシーケンスを行い、さらにそれらの
データ解析フローを確立した。実際に本検査
システムを完成させるためには、患者の関節
洗浄液を用い、本研究で得られた解析方法を
実践し、実際に病院での検査業務を行わなく
てはならない。その際に必要な遺伝子解析用
の Linux OS も開発でき、市販の解析ソフト
を導入して継続的に使用するよりはかなり
安価に、また一からフリーソフトを用いて遺
伝子解析システムを構築するよりは容易に、
診断システムのための遺伝子解析環境を構
築できるようになった。病院業務内で歯科医
師が、顎関節症患者の関節洗浄液から作製し
た CBTA 標本から RNA を抽出して分子病理
学的診断を行えるようにするためには、最終
的にコマンドラインではなくグラフィカル
ユーザーインターフェースで操作可能なも
のにし、さらに遺伝子解析結果にアノテーシ
ョンを付加（意味づけ）する機能も実装しな
くてはならない。 
 ホルマリン固定では遺伝子が断片化する
が、非ホルマリン固定液である PAXgene 
Tissue Container を用いることで未固定の
新鮮細胞（組織）と同様な遺伝子の抽出が可
能となる。 

左図 
PAXgene 
Tissue 
Container 
(QIAGEN) 
 
 
 
 
 

 
本研究ではヒト組織を用いて PAXgene 固

定を行い（RNA ではなく）DNA を抽出して
品質検定を行い、エクソーム解析を行った。
その結果、ホルマリン固定した試料よりも品
質が高く、新鮮試料とほぼ同等の遺伝子解析
結果が得られた。本研究ではエクソーム解析
のためのデータ解析フローも構築したため、
将来的には顎関節症患者において一遺伝子
多型を調べて診断や治療に応用できるよう
になるかも知れない。しかし、PAXgene は 2
種類の液からなり、1 液（固定）に 2～24 時
間浸漬後、2 液（安定化）へ交換する必要が
ある。溶液の順番を誤って間違えた場合、
DNA の抽出は不可能であった（HE 染色、免
疫染色は問題なく行えた。）また、container
に含まれている各溶液量が少ないため、関節
洗浄液をそのまま入れず、遠心して細胞成分
のみを入れなくてはならない。これらの外来
診療時に術者が行うのは難しく、スタッフ間
の連携が重要になる。 
 今後は、以上の点を中心に「関節洗浄液を
用いた顎関節疾患のための病理診断システ
ム」の運用を検討していく。 
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