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研究成果の概要（和文）：開口制限を呈する新しい疾患である咀嚼筋腱・腱膜過形成症について次のような解析を行っ
た。当大学の倫理委員会の承認を得た研究として、手術対象の同患者（疾患群）および顎変形症患者（対照群）の側頭
筋腱組織を採取して、光学あるいは電子顕微鏡による観察と元素分析法による元素の種類の分布について解析を行った
。組織学的観察では疾患群で石灰化を認めた。疾患群において、腱表面における粒子様物質の散在がみられた。粒子様
物質に対して行った測定では、カルシウムおよびリンに加えケイ素が検出され、元素マッピングにおいて、粒子様物質
周辺の腱組織および粒子様物質に集積するケイ素がみられた。

研究成果の概要（英文）：Masticatory muscle tendon-aponeurosis hyperplasia (MMTAH) is a new disease entity 
associated with limited mouth opening. In this study, we analyzed the microstructural characteristics of 
muscles and tendons in MMTAH by electron microscopy and energy dispersive X-ray analysis to determine the 
elemental composition. Histological analysis was performed to detect the calcification. Transmission 
electron microscopy and scanning electron microscopy were conducted to clarify the microstructural 
characteristics of muscles and tendons. Energy dispersive X-ray microanalysis was performed to identify 
the distribution of elements. Mineralized nodules were observed in tendon tissues of MMTAH as compared 
with facial deformity. Electron microscopy revealed that the muscle and tendon tissues in MMTAH showed 
degenerative changes and distinctive histological findings as compared with tissues in facial deformity. 
We found that Ca, P, and Si were detected only in MMTAH.

研究分野： 口腔外科
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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するために、筋の伸
展を妨げて開口制限を呈する疾患で、遺伝的
要因や環境的要因の関与が示唆されている
が、その成因についてはいまだ不明である。
以前は、難治性の顎関節症あるいは筋突起過
長症などと誤診され、適切な治療が行われな
いことも少なくなかった。2008 年の日本顎
関節学会学術大会シンポジウムでは全国か
ら集計され 143 症例のデータをもとに、名
称・診断・治療・病理所見などについて討論
され、咬筋前縁部の張り出しの触知と MRI
による診断の有用性と、腱・腱膜切除術で高
い治療結果を得られることが確認された。ま
た、我々は術後の開口訓練を適切に行えば長
期的にも良好であることを報告した。しかし
ながら本疾患の特徴である腱および腱膜の
過形成の病態および成因は明らかになって
いない。必ず両側性に発症することや学童期
より発症する症例もあることから、何らかの
遺伝的要因があり、そこに環境要因が相乗し
て発症するのではないかと考えている。 
２．研究の目的 
咀嚼筋腱・腱膜過形成症の患者の腱組織に

おいて、特異的に発現するタンパク質を同定
し、電子顕微鏡により組織学的解析を行い、
病態解明のための有用なデータを得ること
を本研究の目的とする。 
３．研究の方法 
＜プロテオーム解析＞ 
咀嚼筋腱・腱膜過形成症患者 3名（疾患群）

と開口制限のない顎変形症患者3名（対照群）
の側頭筋腱を採取した（本学倫理委員会承認
番号 595）。採取組織を SK ミル(トッケン社)
で凍結破砕し、抽出バッファー（7M urea, 2M 
thiourea, 30mM Tris, 3% CHAPS, 1% Triton 
X-100)にて溶解後、Slide-A-Lyzer Dialysis 
Cassettes kit,3.5K MWCO, 0.5-3 ml（PIERCE）
にて脱塩を行った。凍結・乾燥後に再溶解し、
PIERCE 660nm Protein Assey（PIERCE）にて
蛋白定量を行い 1㎎蛋白量に調整した。等電
点電気泳動は Immobiline Dry Strip pH3-11 
18cm(GE Healthcare)を用いて Ettan IPGphor 
II (GE Healthcare)にて以下のプログラムで
試行した。100V、2 時間 (step-and-hold); 
500V、 1 時間(gradient);1000V、 1 時間 
(gradient); 8000V、1時間(gradient);8000V、
40 時間(step-and-hold)。その後、SDS 電気
泳 動 を ExcelGel SDS XL 12-14% 245 ×
180cm(GE Healthcare)を用いて Multiphor ll 
2-D (GE Healthcare)にて以下のプログラム
で試行した。1000V、20mA、40W、45 分間;1000V、
40mA、40W、5 分間;1000V、40mA、40W、160
分間。CBB G-250 にて染色を行ったものを
GS-800 Calibrated Densitometer(BIO-RAD)
にてスキャナし、PDQuest (2-D Anaiysis 
Software Version 7.3）にて画像解析を行い
両者間の蛋白スポットの差異解析を行った。
スポットに有意な濃度差を認める蛋白群に

関して MALDI/TOF MAS（AXIMA-GFR、島津製作
所）による Peptide Mass Fingerprinting
（PMF）分析を行った。 
＜電子顕微鏡解析＞ 
① 対象 
疾患群は本疾患患者のうち、側頭筋腱膜部

分切除術を行った 6 名（女性 6 名；平均年
齢 44.7 歳，術前最大開口域 20 ～ 32 mm）
である。対照群は外科矯正手術を行った、開
口制限のない顎変形症患者 6 名（男性 2 名，
女性 4 名；平均年齢 26.3 歳）とした。両群
ともに、他の内科的基礎疾患・関節疾患・代
謝性疾患を有さないものとした。組織検体と
しては、筋突起周辺の側頭筋腱組織を採取し
た。組織学的観察および元素組成分析は、全
検体に対して行った。透過型電子顕微鏡を用
いた構造観察と卓上電子顕微鏡を用いた表
面構造観察は、対照群 1 検体、疾患群側頭筋
腱検体 2検体に対してのみ行った。 
② 組織学的観察 
 筋を含む腱組織を 10％中性緩衝ホルマリ
ンにて 48 時間固定し、エタノール系列にて
脱水後、パラフィン包埋とした。滑走式ミク
ロトームで厚さ2.5 μmに薄切 し た 組 織 
に 対 し、Hematoxylin-Eosin（H-E）染 色、
Toluidine blue 染色、Von kossa 染色、Azan
染色を行い、光学顕微鏡にて観察した。 
③ 透過型電子顕微鏡による観察 
 筋組織を 2.5％グルタールアルデヒド
（0.1M リン酸緩衝液）および 1％四酸化オス
ミウム（0.1M リン酸緩衝液）にて固定し、エ
タノール系列にて脱水後、エポン樹脂包埋し
た。組織超薄切片を作成し、酢酸ウラン飽和
液ならびにクエン酸鉛液にて電子染色を施
した後、透過型電子顕微鏡 JEM-1010 型（日
本電子）にて、筋線維ならびに脈管周囲組織
を中心に観察を行った。 
④ 卓上電子顕微鏡による観察 
 腱組織を 10％中性緩衝ホルマリンにて固
定し、エタノールで脱水後、組織表層にオス
ミウム蒸着処理を行い、卓上電子顕微鏡 
Miniscope TM - 1000S（日立製作所）にて腱
表面構造の観察を行った。 
⑤ 元素組成分析 
  腱組織の元素組成分析には、組織学的・
免疫組織化学的観察と同じパラフィン包埋
標本を使用した。滑走式ミクロトームで厚さ
2.5 μm に薄切した組織を、脱パラフィン処
理した。あらかじめ行った H-E 染色、Von 
Kossa 染色の結果から元素組成分析を行う
部位を決定した。この観察試料を、走査型電
子顕微鏡用のアルミニウム製試料台上に、カ
ーボンテープを用いて固定し、エネルギー分
散型 X 線分析装置 SwiftED3000 （日立製作
所）を用いて、加速電圧 15 kV の設定にて電
子線を照射した。電子線を受けた試料から分
光された X 線強度を定性的に分析し、元素情
報を得るEDSスペクトル測定により構成元素
の分析を行った。また、この測定により得ら
れた各元素の出力を、元素マッピングとして



カラーイメージ表示した。なお、EDS スペク
トルのキャリブレーション用試料として、本
装置付属の標準試料である銅メッシュを用
い、スペクトルのピーク位置を補正したもの
を使用した。 
４．研究成果 
＜プロテオーム解析＞  
96 のスポットに対して解析を行った結果、

29 を同定し、発現量に違いはみられた蛋白質
は 4 つであった（図１・２）。コントロール
群と比較して疾患群で増加したものは
ChainB,Crystal Sstracture of Fibrinogen 
fragment D 、β-crytsallin Ａ４であり、
減少したものは myosin light chain４、
collagenα２(Ⅵ)であった（図３）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
＜電子顕微鏡解析＞ 
１） 組織学的観察所見 
 H-E 染色像では、全例で筋および腱組織の
構 造 的な異 常 は認め な かった 。 ま た
Toluidine blue 染色、Azan 染色では、硝子

軟骨や膠原線維、筋線維において疾患群と対
照群との相違はみられなかった。しかし Von 
Kossa 染色では、疾患群の腱組織全例におい
て、長径 1 ～ 10 μm 程度の石灰化物と考え
られる粒子様物質がみられた（図４）。 
 
 
 
 
 
 
 
２）透過型電子顕微鏡による観察所見 
 疾患群の筋線維横断面において、対照群に
はみられない変性した紋様がみられ、周囲血
管内腔の狭小化や血管内皮細胞の変性がみ
られた（図５）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
３）卓上電子顕微鏡による観察所見 
  疾患群において、腱表面における粒子様
物質の散在がみられた（図６）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
４）元素組成分析の結果 
  元素組成分析におけるEDSスペクトル測
定の結果、全例で炭素原子の検出ピークがみ
られ、アルミニウム原子の検出ピークも散見
された。疾患群の腱組織にみられた粒子様物
質に対して行った測定では、全例でカルシウ
ムおよびリンが検出された。また疾患群 6 
例中 4 例の粒子様物質に対して行った測定
では、カルシウムおよびリンに加えケイ素が
検出され、元素マッピングにおいて、粒子様
物質周辺の腱組織および粒子様物質に集積
するケイ素がみられた（図７）。疾患群の粒
子様物質周辺以外の腱組織および対照群の
腱組織では、ケイ素の集積はみられなかった。 
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