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研究成果の概要（和文）：

顎関節円板細胞の細胞性格を特定し、顎関節症の一因とされる女性ホルモンに対する反応を検
討した。雌性マウス顎関節円板細胞にテロメラーゼ遺伝子を導入し、不死化顎関節円板クロー
ン細胞株を作製し、細胞性格を評価した。また、エストロゲン、リラキシン、プロゲステロン
を添加した条件下での女性ホルモン受容体と MMP9/13 の発現量を生化学的に評価した。不死
化顎関節円板クローン細胞は、細胞形態、増殖率、生化学的性質から、軟骨細胞様あるいは線
維芽細胞様のいずれかの性質をもつものの 2 種類に分類され、2 種類のクローン細胞はエスト
ロゲンとリラキシンに対して各々異なった反応を示し MMP9/13 を産生することが明らかとな
った。
研究成果の概要（英文）：

The purpose of this study was to immortalize and characterize TMJ disc cell clones, and to determine 
their responses to estrogen, relaxin and progesterone. TMJ disc cells from female mice were isolated, 
and immortalized by human telomerase reverse transcriptase. Clones demonstrating successful 
immortalization were characterized for fibroblast and chondrocyte markers. Chondrocyte-like and 
fibroblast-like disc clones show different baseline and hormone-stimulated expression profiles of ESRs, 
RXFPs and MMP9/13.  
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１．研究開始当初の背景
日本における成人の顎関節症の罹患率は、

男性では 9.9%、女性では 17.3%であることが
臨床調査により報告された(Okabe Y et al., 
2004)。顎関節症は、顎関節頭、顎関節窩、関
節円板、滑膜の顎関節領域を含めた顎顔面部
のさまざまな領域に臨床症状が現れる、多因
子性複合疾患である。顎関節症は、男性より
女性において、重篤な臨床症状が現れやすく、
とりわけ妊娠適齢期においてその傾向は顕

著である(Von Korff M et al., 1988; LeResche L 
et al., 1997)。顎関節症の罹患率と症状の重症
化において性差があることから、女性ホルモ
ンが疾患の発症と進行に関わる可能性が考
えられている。妊娠と出産に関わる女性ホル
モンであるエストロゲンとリラキシンは、妊
婦において関節部の弛緩を高めることがこ
れまで報告されており、顎関節の過大な弛緩
は顎関節障害に関わるとされる(Calguneri M 
et al., 1982; LeResche L et al., 2005; Hirsch C et 
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al., 2008)。線維軟骨組織である顎関節円板は、
関節機能に関わる重要な組織であり、顎関節
疾患の増悪において顎関節円板の病的破壊
が進行する。したがって、顎関節円板は、顎
関節疾患の病態を解明する上で、重要な標的
組織である。しかし、顎関節円板は顎関節疾
患の病態の重要な鍵であるのに関わらず、組
織を構成する細胞の種類や細胞性格につい
て特定されていない。さらに、女性ホルモン
に対する顎関節円板細胞の反応機構は、未だ
に不明である。

２．研究の目的
本研究の目的は、顎関節円板細胞の細胞性
格を特定し、それらの女性ホルモンに対する
反応機構について明らかにすることである。
具体的には、第一に、マウス顎関節円板細胞
の不死化細胞クローンを作製し、細胞のサブ
タイプとそれらの細胞性格を特定する。第二
に、女性ホルモンであるエストロゲン、リラ
キシン、プロゲステロンに対する不死化顎関
節円板細胞クローンの各サブタイプの細胞
反応の違いについて分子細胞学的に検討す
る。

３．研究の方法
【1.マウス顎関節円板細胞の不死化細胞クロ
ーンの作製】
12 週齢雌性マウスから顎関節円板を採取し、
関節円板組織から関節円板細胞を分離した。
初代培養細胞に、ヒト・テロメラーゼ逆転写
酵素(hTERT)cDNA 発現ベクターを導入し、
薬剤耐性選択を経て、hTERT発現ベクターの
安定発現細胞クローンを作製した。ゲル電気
泳動を用いて、テロメア・ラダー（テロメア
伸長）の出現を確認し、Telomere repeat 
amplification protocol (TRAP) 法を用いて、ク
ローン細胞における hTERT の酵素活性の上
昇を確認した。

【2.不死化顎関節円板細胞クローンの細胞性
格の特定】
確立された不死化クローン細胞は、以下の
1)-3)の項目について、解析を行った。
1) 細胞形態
2) 細胞増殖率（細胞増殖曲線）
3) 単層培養およびマイクロマス（凝集）培養
下における細胞性格の特定

以下の因子の発現について、定量 PCRによる
mRNAレベル、ウエスタンブロッティングお
よび細胞免疫染色によるタンパク質レベル
での発現解析を行った。
①軟骨細胞様マーカー:  
Cartilage oligomeric matrix protein (COMP)、コ
ラーゲン X  
②線維芽細胞様マーカー:  

Vimentin、線維芽細胞特異タンパク-1(FSP-1)  
③コラーゲンⅠ/Ⅱ

【3.不死化顎関節円板細胞クローンの女性ホ
ルモンに対する細胞反応】
エストロゲン (0.05ng/ml)、リラキシン
(0.1ng/ml)またはプロゲステロン(10ng/ml)を
添加した条件で、各顎関節円板クローン細胞
を培養し、各々の条件において、エストロゲ
ン受容体 ESR1/2、リラキシン受容体 Rxfp1/2、
プロゲステロン受容体PGRおよび PGRMC1、
基質分解酵素MMP9/13の発現変化について、
定量 PCRにより mRNAレベルを、ウエスタ
ンブロッティングによりタンパク質レベル
を解析した。

４．研究成果
【1. 不死化顎関節円板細胞クローンの確立】
hTERT 発現ベクターを導入された 36 の顎関
節円板細胞クローンのうち、4 クローン（ク
ローン#1、#2、#6、#11）は、ゲル電気泳動
においてテロメア・ラダーの出現（テロメア
伸長）が認められ、TRAP 法により高いテロ
メラーゼ活性が認められた。これらの 4クロ
ーンは、継代数が 50 以上の条件であるのに
関わらず、高いテロメラーゼの酵素活性とテ
ロメア伸長を示したことから、不死化顎関節
円板細胞クローンの作製に成功したことが
示された。

【2. 不死化円板細胞クローンの細胞性格】
①不死化顎関節円板細胞クローンの細胞形
態および細胞増殖
不死化顎関節円板細胞クローンは、細胞の
形態および増殖から、軟骨細胞様あるいは線
維芽細胞様のいずれかの性質をもつものの 2
種類に分類された。クローン#2 と#6 は線維
芽細胞様の形態、クローン#1と#11は軟骨細
胞様の形態を示した。単層培養において、線
維芽細胞様クローンは軟骨細胞様クローン
と比較して、高い細胞増殖率を示した。
②不死化関節円板クローン細胞の軟骨細胞
様および線維芽細胞様の細胞性格
 マイクロマス（凝集）培養下にて、クロー
ン#1と#11は、クローン#2と#6と比較して、
軟骨細胞様マーカーである COMP（クローン
#2、#6の 3.5倍）とコラーゲン X（クローン
#2、#6の 11倍）の高い mRNA発現レベルを
示し、ウエスタンブロッティング法によりタ
ンパク質レベルにおいても同様の傾向が認
められた。培養クローン細胞の蛍光免疫染色
により、COMP はクローン#1、#11 のみに発
現が観察された。単層培養と 1週間のマイク
ロマス培養を比較した結果、2 タイプの全て
のクローンにおいて軟骨細胞様マーカーの
発現量が増加するが、この傾向は、クローン
#1と#11において顕著に認められた。



クローン#1と#11において軟骨細胞様マー
カーの高い発現レベルと対照的に、クローン
#2と#6においては、クローン#1、#11と比較
して、線維芽細胞様マーカーである Vimentin
（クローン#1、#11の 1.5倍）と FSP1（クロ
ーン#1、#11の 2.5倍）の高い mRNA発現量
が認められた。また、タンパク質レベルにお
いても、mRNAレベルと同じ傾向が認められ、
免疫染色により、FSP1 はクローン#2、#6 に
おいてのみ発現が認められた。
③不死化クローン細胞のコラーゲン I および
Ⅱの産生能
コラーゲン・アッセイにより各クローンの
コラーゲン・タンパク質の産生能について検
討した結果、クローン#2、#6と比較して、ク
ローン#1、#11 は、産生する総コラーゲン量
の多いことが認められた。定量 PCRにより、
クローン#1と#11のコラーゲンⅡmRNA発現
量は、クローン#2、#6 よりも 2 倍多かった。
コラーゲンⅠに関しては、mRNAとタンパク
質レベルともに、クローンの 2タイプの間に
差が認められなかった。したがって、コラー
ゲンⅠに対するコラーゲンⅡの mRNA 発現
量の比は、クローン#2、#6よりもクローン#1、
#11において大きいことが示された。

【3.  女性ホルモンに対する顎関節円板細胞
クローンの細胞反応】
①エストロゲン
 軟骨細胞様クローンであるクローン#1、
#11 および線維芽細胞様クローンであるクロ
ーン#2、#6は、エストロゲン処理前、2種類
のエストロゲン受容体 ESR1、ESR2の mRNA
発現量に関して有意差は認められなかった。
エストロゲン処理（エストロゲン濃度 0.05 
ng/ml）により、クローン#1、#11では、処理
前と比較して ESR-1 （50倍）、ESR-2 （34.1
倍）の mRNA発現量が増加し、クローン#2、
#6 と比較して、ESR1、ESR2 の mRNA 発現
量の増加が認められた。ウエスタンブロッテ
ィングを行い、タンパク質レベルでの ESR1、
ESR2の変化は mRNAレベルと同様であるこ
とが認められた。また、エストロゲン処理
により、軟骨細胞様クローンであるクロー
ン#1、#11 における MMP9（68.1 倍）の
mRNA 発現量は処理前と比較して有意に
増加し、クローン#2、#6のmRNA発現量
の変化（9.7 倍）と比較しても、クローン
#1、#11のMMP9のmRNAレベルは増加
した。ウエスタンブロッティングから、
MMP9/13 の産生が促進されることが示さ
れた。

②リラキシン
 リラキシン処理（リラキシン濃度 0.1 
ng/ml）は、mRNA レベルおよびタンパク質
レベルにおいて、2 種類のリラキシン受容体

RXFP1と RXFP2の発現量をクローン#2と#6
において上昇させた。しかし、クローン#1、
#11 に対して、リラキシン処理は、RXFP1、
RXFP2 の発現レベルに影響を与えなかった。
リラキシン処理は、線維芽細胞様クローンで
あるクローン#2、#6 の MM9、MMP13 の
mRNA レベル及びタンパク質レベルの発現
量を増加させ、リラキシン受容体と MMPsの
発現変化に相関があることが示唆された。

③プロゲステロン
プロゲステロン処理（プロゲステロン濃度

10ng/ml）は、2タイプのクローンに対してと
もに、プロゲステロン受容体のひとつである
PGRの発現には影響しなかったが、PGRMC1
の発現レベルを上昇させ。MMP9 および
MMP13 の発現レベルを減少させた。ウエス
タンブロット法により、これらの mRNA発現
レベルの変化の結果はタンパク質レベルの
変化と一致した。

【考察および結論】
本研究課題では、ヒト・テロメラーゼ遺伝子
の強制発現により不死化顎関節円板クロー
ン細胞を作製し、細胞形態、増殖率および生
化学的性質から、顎関節円板細胞は軟骨細胞
様あるいは線維芽細胞様のいずれかの性質
をもつものの 2種類に分類されることを明ら
かにした。さらに、女性ホルモンに対して、
顎関節円板を構成する 2種類の関節円板細胞
はエストロゲンおよびリラキシンに対して、
各々異なった反応を示し MMP9/13 を産生す
ることが明らかになった。
 顎関節円板は、女性ホルモンであるエスト
ロゲン、リラキシンおよびプロゲステロンの
標的組織である(Kapila S et al, 2009a; Kapila S 
et al., 2009b; Wang W et al., 2009; Hashem G et 
al., 2006)。われわれの研究結果から、線維芽
細胞様円板細胞クローンと軟骨細胞様円板
細胞クローンはこれらのホルモンに対して
異なった細胞反応を示したが、このことは、
2 タイプの顎関節円板細胞が、女性ホルモン
が関わる関節円板の病的破壊において、多様
な役割を果たす可能性が示唆された。以上の
ことから、本研究課題で確立された 2タイプ
の顎関節円板細胞クローンは、その病態の解
明を行う上で、顎関節疾患における顎関節円
板細胞の細胞応答を解明する重要なリソー
スとなり、これまで不明であった顎関節円板
クローン細胞について、われわれは国内外で
初めて報告した。
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