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研究成果の概要（和文）：In vivo 実験系では，顎関節の過重負荷の増大に伴い，関節円板のGAG量、decorin, 
biglycan，versican, condoroadherinのmRNAとタンパク質発現の増加がみられた。In vitro実験系では，伸展負
荷によってversican, aggrecan, fibromodulin, I型collagenのmRNA発現は増加, tropoelastin, lumican, 
decorinのmRNA発現は減少した． 以上のことから，機械的刺激は，ラット関節円板における細胞外マトリックス
の発現と密接に関連していることが明らかになった．

研究成果の概要（英文）：In vivo study showed that GAG content, mRNA and protein levels of decorin, 
biglycan，versican and condoroadherin increased in response to increased joint loading. In vitro 
study indicated that the mRNA levels of versican, aggrecan fibromodulin and type I collagen 
increased　in response to stretching, while the decorin mRNA levels of lumican, decorin and 
tropoelastin decreased. These results indicate that mechanical stress cause complicated changes in 
extracellular matrix components in TMJ disc. 

研究分野：歯科矯正学
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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 
(1) 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． 
 
(2) 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． 
 
(3)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マトリックスは，
コラーゲンとプロテオグリカンであるが，これ
らの細胞外マトリックスは細胞の増殖・分化・
遊走過程，あるいは組織の機械的強度，病態変
化と密接な関連性を有し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
主要な細胞外マトリックスの発現にどのよう
な影響を及ぼすのかについて，ラットの咬合
改変による関節荷重を負荷する in vivo 実験
系と、ラット関節円板由来培養細胞に機械的
伸展刺激を負荷するin vitroの実験系を用い
て，細胞外マトリックスのタンパク質および
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) In vivo 実験系：生後 7 週齢雄性 Wistar
系ラットの上顎切歯部に咬合挙上装置を装着
し，顎関節部への関節荷重を増大させた．実
験期間は 7,14,21 および 28 日間とし，実験終
了後，関節円板を含む顎関節部を摘出し，パ
ラフィン切片を作製し，組織学的，組織形態
計測学的および免疫組織学的観察を行った．
生化学的分析では，摘出した関節円板を用い
て GAG 含有量，DNA 量およびたんぱく質の発
現（Western blotting）を定量した．また，
各 proteoglycan の mRNA 発現では，関節円板
から抽出した total RNA を 用 い て ，

exonuclease probe（TaqMan probe）法にて定
量を行った．また、mRNA 発現の亢進がみられ
た基質については、28 日群において Western 
blotting も行い、タンパク質発現の検証も行
った。 
 
(2) In vitro 実験系：生後 4 週齢の Wistar
系雄性ラットの関節円板を採取後， 10％ NCS
（ newborn calf serum ）（ Thermo Fisher 
Scientific Inc., Waltham, MA, USA）を添加
した最小必須培養液（MEM，Thermo Fisher 
Scientific Inc.: ペニシリン100 units/ml，
ストレプトマイシン 100 µg/ml，L-グルタミ
ン酸含有）中で 37℃，5％ CO2環境下にて培
養し，3 代継代して関節円板培養細胞として
単離した．単離した細胞は 4 から 6 代継代細
胞を実験に使用した． fibronectin 表面処理
したシリコンチャンバー上に関節円板培養細
胞を 2×105 cells/mL の細胞密度で播種し，
STB-140STREX cell stretch system（Strex 
Inc., 大阪）を用いて伸展刺激を負荷した．
伸展条件は 10％，頻度 1 分間/1 往復とした． 
4 時間と 12時間における伸展群と対照群（非
伸展刺激）の比較を行った． 実験期間終了後，
マイクロアレイによる網羅的解析，
exonuclease probe（TaqMan probe）PCR 法に
よる mRNA 発現の定量および siRNA による
fibromodulin 抑制実験を行った． 
 
４．研究成果 
(1) In vivo 実験系 
①関節円板の厚径は，実験群の前方肥厚部で減
少し，とくに 21 日以降で有意な減少が認めら
れた．中央狭窄部では，対照群と実験群を比較
して変化はなかった．後方肥厚部では，顕著な
増加がみられた（図1）．下顎頭部の組織学的所
見は，実験群において線維層の肥厚，未分化間
葉系細胞層の細胞密度の減少，および軟骨細胞
層の肥厚が確認された．なお，実験群の顎関節
部において，炎症所見は観察されなかった． 

 
図1  咬合挙上28日における関節円板の組織像. （a, 
b）対照群．（c, ｄ）実験群 



② 関節円板における DNA 含有量は，実験期間
を通して，対照群と実験群の間に有意差は認め
られなかった．GAG 量は，対照群と比べ，挙上
後14日以降で有意に増加した （図2）． 

図2 咬合挙上による関節円板のGAG量の変化（平均
±SD, ＊P ＜ 0.05） 

図 3 咬合挙上による関節円板の各 Proteo- glycan
のmRNA発現（平均±SD） 
 
③ 関節円板における各 proteoglycan の mRNA
発現は，biglycan では 14 日以降，decorin で
は 28 日，versican では 21 日以降，および
condoroadherin では 14 日以降で，対照群と比
較して有意に高い値を示した（図3）．また、こ
れらの４つの基質では 4 週群での Western 
blottingの結果から、タンパク質の発現も更新
していることが明らかになった。 
 
④ 関節円板の免疫組織学的観察において，対
照群では中央狭窄部から前方肥厚部において
versican に対する中等度の免疫反応を認めた
が，実験群では後方肥厚部で versican に対す
る強い免疫反応を認めた． 
 
(2)In vitro 実験系 
① 関節円板培養細胞に4時間と12 時間の 10％
伸展負荷を行い，対照群と伸展群の試料に対し
マイクロアレイ解析を行った． 結果として，
versican，aggrecan，fibromodulinの mRNA発現
は4時間と12時間で増加した．I型collagenの
mRNA発現は4時間で増加した．Lumican，decorin，
asporin，tropoelastin，III型collagenのmRNA
発現は 12 時間で減少した．Keratocan の mRNA
発現は4時間で増加し，12時間で減少した． 
 
② Versican の mRNA 発現は，伸展負荷により 4
時間と12 時間でそれぞれ1.7 倍，1.3 倍に増加
した（図 4）．Aggrecan の mRNA 発現は 4 時間で
は変化が認められなかったが12時間では1.5倍
に増加した．TropoelastinのmRNA発現は4時間
では変化が認められなかったが 12 時間では 0.6
倍に減少した．FibromodulinのmRNA発現は4時
間では 3.4 倍に増加し，12 時間では対照群と同
レベルとなった．  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



図 4 伸展負荷による I 型 collagen，tropoelastin
および各proteoglycanのmRNA発現（平均±SD） 
 
I型 collagenの mRNA発現は4時間では1.5倍
に増加し，12 時間では対照群と同レベルとなっ
た（図5）．LumicanのmRNA発現は4時間では変
化が認められなかったが，12 時間では 0.3 倍に
減少した．DecorinのmRNA発現は4時間と12時
間でそれぞれ0.4倍，0.3倍に減少した． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 5 伸展負荷による I 型 collagen，tropoelastin
および各proteoglycanのmRNA発現（平均±SD） 
 
 

③ Fibromodulinのlumicanに対する阻害作用を
検討するため，fibromodulin の mRNA 発現を
siRNA により抑制し，12 時間の伸展負荷による
lumican の mRNA 発現の変化を検討した．その結
果，対照群における fibromodulin の mRNA 発現
は，siRNAによるfibromodulin抑制によって0.1
倍に減少した（図 6）．一方，対照群における
lumican の mRNA 発現は，siRNA による変化が認
められなかった）．また 12 時間の伸展群におけ
る fibromodulin の mRNA 発現は，siRNA による
fibromodulin 抑制によって 0.4 倍に減少した．
しかし12時間の伸展群におけるlumicanのmRNA
発現は，siRNA による fibromodulin 抑制によっ
て1.7倍まで回復した． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 6 対照群における siRNA による fibromodulin
抑制状態での fibromodulin と lumican の mRNA 発

現（平均±SD） 
 
(3) 本研究課題の位置付けと今後 
①in vivo 実験系では、関節円板への過重負
荷の増大に伴い、GAG 鎖の増加および GAG 鎖
の担体である versican、decorin、biglycan
の mRNA 発現の亢進がみられた。この所見は、
圧縮力に対する関節円板の適応反応が選択的
な proteoglycan の発現亢進を介しているこ
とを示しており、世界的にみても初めての新
しい所見と言える。今後は、GAG 鎖の数にバ
リエーションをもたらすと考えられている
versican の isoform （V0, V1, V2, V3）の発
現と GAG 鎖の関係についても検討を加えてい
く予定である。 
 
②in vivo 実験系においては、fibromodulin
の mRNA 発現は 4 時間をピークに増加し，12
時間で変化は認められなかったのに対し，
lumican の mRNA 発現は 4時間で変化は認めら
れなかったが，12 時間で減少したことから，
lumican の mRNA発現にフィードバック調節機
構が働き 12 時間の lumican の mRNA 発現が減
少したという仮説を立てた．この仮説を検証
するために，siRNA による fibromodulin の
mRNA 発現の抑制実験を行った結果，siRNA に
よる fibromodulin の mRNA 発現の抑制下にお
いて，lumican の mRNA 発現は変化がみられな
かったのに対し，伸展群では 1.7 倍まで回復
した．本研究では fibromodulin と lumican の
タンパク質の定量は行っていないが，この解
析によって，伸展負荷による fibromodulin の
mRNA 発現の増加が lumican の mRNA 発現を減
少させるという興味深い結果が得られた．今
後は、タンパク質レベルでも解析も必要と考
えられた。 
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