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研究成果の概要（和文）： 
咀嚼筋腱・腱膜過形成症の検体で解析をしたのは７例であった。腱組織において Tenomodulin
および Smad8 の発現が認められていることを見出し、腱組織の増殖様式はポリクローナルな増
殖であることが示された。また、２次元電気泳動による解析を行った結果、collagen 6A1 の発
現が上昇していた。 
研究成果の概要（英文）： 
We calculated seven samples in masticatory muscle tendon-aponeurosis hyperplasia 
(MATAPHY). We found that both Tenomodulin and Smad8 proteins expressed in MATAPHY’s 
tendon and the proliferation of tendon was a polyclonal fashion. We also demonstrated 
that collagen 6A1 was upregulated in MATAPHY’s tendon by using two dimensional 
electrophoresis system. 
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１．研究開始当初の背景 
咀嚼筋腱腱膜過形成症は，側頭筋の腱や咬
筋の腱膜などが過形成を引き起こすことに
より開口制限を呈する疾患である。臨床的特
徴として，10 代より両側性に発症すること，
長期間にわたる緩徐な開口制限，咬筋の腱膜
過形成が強い場合は下顎角も過形成になり
Square mandible 顔貌を呈することがあげ
られる。2000年にMurakamiらにより，咬
筋および側頭筋の剥離と筋突起および下顎
角切除により改善することが報告された。さ

らに同年，井上らは腱膜の切除が効果的であ
ることを報告した。その後国内でいくつか報
告が相次ぎ，2005 年の日本口腔外科学会に
おいてその疾患名が決定された。しかしなが
ら，本疾患の国外からの報告はいまだなく，
疾患として認識されていないのが現状であ
る。 
本疾患はその概念が提唱されるまでは，難
治性の顎関節症あるいは筋突起過長症と誤
診されることが多かった。申請者が行ったあ
る高校における予備調査では，１学年に２－
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３人は本疾患と考えられる学生が存在する
という結果を得ている。したがって，本疾患
に罹患している患者は多数存在すると考え
られる。申請者らも 2004 年に本疾患の臨床
的特徴を検討し、診断基準と治療法について
報告し（日本顎関節学会），2006年には手術
の 2年から 5年の長期成績が良好であること
を報告している（日本顎関節学会）。さらに
腱分化に関する研究では，分化特異的なタン
パク質である Tenomodulin と腱分化に重要
とされている Smad8 が報告されており，
我々は咀嚼筋腱腱膜過形成症患者より採取
した組織において，免疫組織学的手法を用い
て上記タンパク質の局在を報告した（日本顎
関節学会，2007）。本疾患に有効な治療方法
は手術による腱膜切除であり，術後の開口訓
練を継続すれば予後は良好であると考えら
れるが，腱・腱膜過形成の成因は不明であり，
治療法が科学的根拠に基づいて確立されて
いるとはいい難い。前述のように，本疾患が
顎関節症など別の疾患と誤診されて他の治
療法を施行された場合，治療法によっては不
可逆的変化を及ぼすことになりかねない。し
たがって，咀嚼筋腱腱膜過形成症の病態解明
は急務であると考える。 
２．研究の目的 
本疾患の成因について，Murakamiらは先

天的要因の関与は低く，環境的要因が重要で
あると述べている。一方，井上らは個々の素
因と異常習癖などの環境的要因によって起
こると推測している。しかし，先天的素因か
環境的要因かを判断するには，本疾患がどの
ような病態であるかを明らかにすることが
必要である。本疾患の病態について，組織学
的には腱・腱膜過形成が起こっているとされ
ているが，科学的証拠が不十分で組織学的特
徴に乏しい。そこで我々は，咀嚼筋腱腱膜過
形成症患者の組織学的特徴を分子レベルで
明確にすることを目的とした。 
３．研究の方法 
（１）免疫組織学的手法による分子の発現
パターンの検討を行った。また、HE，アザ
ン，トルイジンブルーの各組織染色を行った
ほか， TeM，GDF5，Smad1, 5, 8を用いた
免疫染色によって，発現の有無や局在を確認
した。免疫染色の試薬はニチレイ社製のヒス
トファイン シンプルステインを使用し，固
定には 10%緩衝ホルマリンを用いた。通法に
従ってパラフィン包埋，脱パラ処理を行った
後，内因性ペルオキシダーゼの除去，そして
バックグラウンドを補正するためさらに１
０％正常ヤギ血清によるブロッキングの処
理を行った。  
（２）細胞のクローナリティー解析；１つ

の細胞が増殖しているのか（モノクローナル
な増殖；腫瘍性増殖）、または多数の細胞が
増殖しているのか（ポリクローナルな増殖；

反応性増殖）を行った。 
細胞を採取する際，できるだけ解析目的以
外の細胞のＤＮＡの混入を避ける必要があ
るためmicrodisectionにより細胞の採取を行
う。手術で切除した組織より 1cm3の腱組織
を採取し，10μmの厚みに薄切し 1.4μmメ
ンブレン上にマウントする．通法に従って
HE染色を行い，P.A.L.M. laser 
microdisection systemを用いて，紡錘形の
腱細胞を含む領域を採取する。この細胞につ
いて DNAを抽出し，DNAを制限酵素 Hpa
Ⅱにて処理する。HpaⅡサイトがメチル化を
受け，不活化されたＸ染色体由来の DNAの
みが切り取られ残る。これに対し，２つの
HpaⅡサイトと CAGリピートとを含む領域
をテンプレートとする PCR(polymerase 
chain reaction)を施行する。PCRのテンプレ
ートとして残存しているのは HpaⅡで切断
されなかった DNAであるから，PCRで増幅
されるのは不活化されていたＸ染色体由来
の DNAのみとなる。この PCR産物について
電気泳動を行う。モノクローナルな場合には
１本のバンドが，ポリクローナルな場合には
２本のバンドが検出される。以上の方法を用
いた。 
検体採取については事前に大学倫理委員
会に申請し、許可を得た（倫理委員会承認番
号５９５）。 
４．研究成果 
咀嚼筋腱・腱膜過形成症の患者は４年間で７
症例であった。 
（１） HE 染色において、左上のエリアが腱

組織，右下のエリアが筋組織で，そ
の間隙には脂肪組織や血管，結合織
などを認めた。 

 
 

 
 
 
 
 
 
 

（２） アザン染色において、青く染まった
膠原線維と赤色の筋組織がお互いに
入り込むように接合している。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

（３） トルイジンブルー染色において、メ
タクロマジーを呈することなく軟骨
基質等の存在は認めなかった。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（４） 側頭筋の検体について、Smad8, 

Tenomodulin の抗体を用いて免疫染
色を行った。各分子はタンパク質レ
ベルで強く発現しており，咀嚼筋
腱・腱膜過形成症患者の腱組織での
発現が確認された（下図）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（５） とくに筋組織と腱組織の境界領域に

おいて発現が認められた。クローナ
リティー解析については、P.A.L.M. 
laser microdissection system を用
いて紡錘形の腱細胞を含む領域を採
取 す る Laser Captured 
Microdissection(LCM)を行い、採取
を数回に分けて行うことでサンプル
量を多く採取できた。このサンプル
について DNA を抽出し、DNA を制限酵
素 HpaⅡにて処理する。HpaⅡサイト
がメチル化を受け、不活化されたＸ
染色体由来の DNA のみが切り取られ
残る。これに対し、２つの HpaⅡサイ
トと CAG リピートとを含む領域をテ
ンプレートとする PCR(polymerase 
chain reaction)を施行する。PCR の
テンプレートとして残存しているの

は HpaⅡで切断されなかった DNA で
あるから、PCR で増幅されるのは不活
化されていたＸ染色体由来の DNA の
みとなる。この PCR 産物について電
気泳動を行う。モノクローナルな場
合には１本のバンドが、ポリクロー
ナルな場合には２本のバンドが検出
される。今回、２検体について行っ
たところ、２検体（#1、#2）ともポ
リクローナルであった（下図）。 

 
 
 
 
 
 
 
（６） 上記タンパク質のみの検討では、病

態解明には不十分であり、腱および
腱膜の過形成にどのようなタンパク
質が関与しているかを検索する必要
が生じたために、２次元電気泳動に
よ る 解 析 を 行 っ た と こ ろ 、
collagen6A1 の発現が上昇していた
（下図）。control として、顎変形症
患者の検体を使用した。また、２つ
のサンプルからタンパク質を抽出し
て，ウエスタンブロッティング法を
行ったところ、１例において発現上
昇していることを確認した。 
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