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研究成果の概要（和文）：顎関節を構成する主要な細胞外基質であるproteoglycanとcollagenは，組織の形態維
持，機械的特性，脆弱性および顎関節症などの病的変化において重要な役割を担っている．本研究では，ラット
の切歯部バイトプレーンおよび軟食摂取を利用して関節荷重を増減させる2つの実験モデルを用い，円板組織の
機械的特性に関わる主要な細胞外基質の局在と発現にどのような変化が生じるのかについて検討した．その結
果，咬合改変に伴う関節荷重の増減は，関節円板の細胞外基質の発現に影響を及ぼすことが明らかになった．

研究成果の概要（英文）：The expression and assembly of the extracellular matrix are profoundly 
associated with mechanical properties and pathological responses of the temporomandibular joint 
(TMJ). To understand the adaptive responses and pathological processes of the TMJ disc to joint 
loading, we examined the expression of proteoglycans and collagens at the mRNA levels in rat TMJ 
discs in response to altered joint loading caused by anterior bite plane and soft diet. Biochemical 
and quantitative real-time RT-PCR indicated that GAG content and versican, biglycan and decorin mRNA
 levels increased in the bite plane groups. GAG content and all proteoglycan and collagen expression
 levels decreased significantly in the soft-diet group. These results indicate that joint loading 
influences proteoglycan and collagen mRNA expression in the TMJ disc, which has important biological
 significance for adaptation to complicated biomechanical requirements and for tissue maintenance in
 the TMJ disc.

研究分野： 歯科矯正学

キーワード： 関節円板　細胞外基質　コラーゲン　咀嚼機能　関節荷重

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
近年，顎関節症患者の増加とその若年化傾向が歯科学全体での大きな問題となってきており，その原因の究明が
求められているが，現在までのところ，顎関節症の発症に関する正確なメカニズムは不明である．本研究では、
関節に加わる荷重の増減あるいは咀嚼機能の変化が顎関節の機械的特性に関わる細胞外基質の形成に大きな影響
を及ぼすことが明らかになった．本研究で得られた研究成果は，学術的意義が高いだけでなく、顎関節症の発症
メカニズム解明ひいては顎関節症の治療の一助になるものと考えられる．

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 近年，顎関節症患者の増加とその若年化傾向が歯科学全体での大きな問題となってきており，

その原因の究明が求められている．また，矯正歯科の領域においても顎関節症の一つである下顎

頭の退行性変化によって，重度の骨格型の下顎後退症，あるいは非対称を引き起こすことが報告

されているが，それに対する有効な治療方法も確立されていない．現在までのところ，顎関節症

の発症に関する正確なメカニズムは不明である．各関節症の発症メカニズムに関しては，近年，

顎関節症のような慢性疾患では，環境と宿主という２つの因子間における相互バランスの破綻に

よって発病するという考えが提唱されてきており，環境要因として，ブラキシズム等のパラファ

ンクション，慢性的外傷，ホルモンバランスの破綻，咬合異常等が危険因子として指摘されてい

る．一方，宿主要因として，軟食摂取あるいは咀嚼機能の低下による顎関節組織の脆弱化，すな

わち組織のメカニカルストレスに対する抵抗性の低下が指摘されているが，この点に関する基礎

的知見は極めて乏しい．顎関節は，骨，軟骨，線維性結合組織，靱帯といった様々な結合組織か

ら構成されている．これら結合組織の主要な細胞外基質は，collagenと proteoglycanであるが，

これらの細胞外基質は細胞の増殖・分化・遊走過程，あるいは組織の形態維持，機械的特性，脆

弱性および病的変化において重要な役割を担っていることが知られている． 

 

２．研究の目的 

 顎関節を取り巻く力学的環境要因が顎関節の主要な細胞外基質の発現にどのような影響

を及ぼすのかについて，関節荷重を増大および減弱できる２つの in vivo 実験系を用いて，

細胞外基質の遺伝子発現を解明することを目的とした．  

 

３．研究の方法 

(1) 咬合挙上による関節荷重増大実験 

生後 7 週齢雄性 Wistar 系ラットの上顎切歯部にレジン製咬合挙上装置（anterior bite 

plane）を装着し，顎関節部への関節荷重を増大させた（図 1）．実験期間は 1，2，3，4

週とした．  

(2) 軟食摂取による関節荷重減弱実験 

 実験動物としては，生後 4 週齢の雄性 Wistar 系ラットを用いた．ラットは固形飼料群と

粉末飼料群の 2 群に分け，固形飼料群では，通

常の固形飼料（CLEA Rodent Diet CE-2）を用

いた．粉末飼料群は，固形飼料を 50 mesh の篩

にかけて 300 μm 以下になるように調整し，実

験に用いた．実験期間は 1 か月，2 か月とした．  

(3) 組織試料の作製（n=5） 

 各実験期間終了後，顎関節部組織を摘出し，

通法に従い，パラフィンに包埋した．組織片は

厚さ 7 µm の連続切片を作製した．関節円板の

形態変化は関節円板の厚径を計測することで

確認した．Sun ら（2009）の方法に従い，0.04% 

Toluidine Blue（pH 4.1）染色した組織像を用

いて，関節円板の前方肥厚部，中央狭窄部およ

び後方肥厚部の厚径を計測した． 

(4) GAG 含有量の定量（n=5） 

各実験期間終了後，顎関節より関節円板を採取して、パパイン処理を施した試料から

GAG 含有量の測定を行った．  

(5) Collagen 含有量の定量（n=5）  

GAG 含有量と同様の手順でパパイン処理した試料に 6N HCL を加え 110℃に加熱し加

水分解後，pH 指示薬としてフェノールレッドを加え 6N NaOH により中和し，試料を作

図 1 切歯部咬合挙上装置の模式図  
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製した．その後 Ehrlich 試薬による比色反応を吸光度計で計測した．吸光度は 550 nm の

値を計測した．また，定量に際して，L-trans-hydroxyproline を連続希釈調整し，外的標

準の設定を行った． 

(6) DNA 含有量の定量（n=5） 

GAG 含有量と同様の手順で，関節円板から DNA を抽出した．パパイン処理した試料に

Hoechst 33258 を添加し，速やかに蛍光プレートリーダー（Infinit F200，TECAN）で計

測した．  

(7) 関節円板の細胞外基質mRNA発現の定量（n=5） 

 各実験期間終了後，採取した関節円板から，RNeasy mini Kit（Qiagen）を用いて total 

RNA を抽出し， RT 法により total RNA から cDNA の調整を行った．その後、TaqMan 

probe 法による quantitative real-time RT-PCR を行い，proteoglycan と collagen の定量

を行った．  

(8) 免疫組織化学 

免疫組織化学染色は，Vectastain ABC kit（Vector Laboratory 社）を用いて行った． 

抗体は，versican を認識するマウス抗ウシ versican 抗体（5D5）を用いた． 

 

４．研究成果 

(1) 体重変化 

 実験期間を通じて対照群と実験群で統計学

的に有意な体重差は認めなかった． 

(2) 咬合挙上による関節荷重増大実験 

① 組織所見 

前方肥厚部の厚径は対照群と比べ，実験群

で減少し，特に 21 日目以降で有意な厚径の減

少が認められた．中央狭窄部の厚径は，対照群

と実験群を比較して有意差は認められなかっ

た．後方肥厚部の厚径は，実験群で経時的に増

加傾向が認められ，14 日目以降で対照群と比

較し，有意な厚径の増加を認めた（図 2）． 

② 関節円板における DNA と GAG 含有量 

 関節円板における DNA 含有量の変化は，

対照群，実験群ともに実験期間 21 日目までは

増加傾向を示したのに対し，実験期間 28 日目では減少傾向を示した．実験期間を通して，

対照群，実験群の間に有意差は認められなかった（図 3）．関節円板における GAG 含有量の

変化は，実験期間を通し，対照群では減少傾向を示したのに対し，実験群では増加傾向を示

した．14 日目以降で実験群の GAG 含有量は対照群に比べて有意に増加した（図 4）． 

 

図 3 咬合挙上による関節円板のGAG 量の変

化（
＊

P ＜ 0.05） 
図 4 咬合挙上による関節円板のGAG 量の変

化（
＊

P ＜ 0.05） 

図 2 咬合挙上による関節円板後方部の

厚径変化（ ＊P ＜ 0.05 ） 
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③ 関節円板の Proteoglycan mRNA 発現 

Proteoglycan における mRNA 発現は，

biglycan の 14 日目以降，decorin の 28 日時点，

versican の 21 日目以降で，対照群と比較して有

意に高い値を示した（図 5）． 

④ 関節円板の collagen mRNA 発現 

 対照群ではⅠ型 collagen とⅢ型 collagen の

mRNA 発現が加齢に伴い増加する傾向がみられ

た（図 6）．一方実験群では両 collagen の発現は

対照群に比べて低く，特に28日でのⅢ型collagen

の発現低下が顕著であった． 

⑤ 関節円板の versican の局在 

 関節円板後方肥厚部の厚径が顕著に増加した

実験期間 28日の versicanに対する免疫組織化学

的染色の低倍率像では，対照群の関節円板後方肥

厚部の上層域，下層域および前方肥厚部で

versican に対する強い免疫反応を認め，関節円板

後方肥厚部中央では，免疫反応が弱かった（図 7）．

これに対し，実験群では関節円板後方肥厚部全体

で免疫反応を認め，後方付着部ならびに前方付着

部において強い免疫反応を認めた．高倍率像で

は，対照群と比較し，実験群で versican に対する

強い免疫反応を認め，特に基質線維に沿って顕著

であった． 

  

 

２）軟食摂取による関節荷重減弱実験 

① 関節円板における DNA と GAG 含有量 

 関節円板における DNA 含有量の変化は，

図 6 関節円板の collagen mRNA発

現 

図 5  関節円板の Proteoglycan の

mRNA発現（ 
＊

P ＜ 0.05） 

図 7 咬合挙上 4 週における抗 versican 抗体に対

する免疫組織像（a）対照群の低倍率像．（b）対照

群の関節円板後方肥厚部の高倍率像．（c）実験群

の低倍率像．（d）実験群の関節円板後方肥厚部の

高倍率像．F：関節窩，C：下顎頭， AB：前方肥厚

部， IZ：中央狭窄部，PB：後方肥厚部，PA：後方

付着部 
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対照群，実験群ともに実験期間 21 日目までは増加傾向を示したのに対し，実験期間 28 日

目では減少傾向を示した．実験期間を通して，対照群，実験群の間に有意差は認められなか

った．関節円板における GAG 含有量の変化も，実験期間を通し，実験群では減少を示した．  

② 関節円板の proteoglycan mRNA 発現 

Proteoglycan の mRNA 発現は，biglycan，decorin，total versican (isoforms V0, V1, V2, 

V3) とも実験期間を通じて，対照群と比較して有意に低い値を示した．（図 8）． 

 

４．本研究課題の位置付けと今後 

本研究では，生力学環境変化に対する関節円板の

反応性を明らかにすることを目的とし，ラット咬

合改変および軟食摂取の 2 つの実験モデルを用

い，関節円板の反応性を免疫組織学的，および分

子生物学的に検討した， 

 本研究から得られた知見は，顎関節の細胞外基

質の反応特性および顎関節の形態維持おける咀

嚼機能の役割が明らかになるとともに，組織の器

質変化に伴う関節円板の変形・転位を主徴とする

顎関節症の機序の解明の一助になるものと考え

られる． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 8  軟食摂取による関節円板の

proteoglycan の mRNA 発現（ 
＊

P ＜ 

0.05） 

Decorin 

Biglycan 

Total versican 
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