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研究成果の概要（和文）： 本研究は顎関節の線維性癒着の発症原因における線維細胞（fibrocyte）の関与について明
らかにすることを目的とした。
　マウス生体内において線維細胞の顎関節病変部位への遊走過程をリアルタイムに観察するため、赤色蛍光強発現マウ
スから線維細胞の単離・培養とヨード酢酸ナトリウムのマウス顎関節部への投与による変形性顎関節炎発症モデルマウ
スの作製を試みた。さらに培養細胞実験を行い顎関節部位での炎症時周囲組織から産生される遊走因子によって線維細
胞が患部に遊走される可能性を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：The aim of our research is to clarify whether fibrocytes participate in fibrous 
adhesion in temporomandibular joint (TMJ). For in vivo imaging of fibrocytes homing to TMJ tissues, we 
isolated adhesive mononuclear cells containing fibrocytes from bone marrows of fluorescent transgenic 
mice and administered monosodium iodoacetate into the upper compartment of mouse TMJ in order to generate 
a mouse model of TMJ osteoarthritis. Moreover, we gained fibroblast-like cells from TMJ tissues and 
showed the possibility that fibrocytes were homed to inflamed TMJ sites by migratory factors secreted 
from TMJ tissues stimulated with inflammatory cytokines.

研究分野：口腔生化学　細胞生物学　
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１．研究開始当初の背景 
顎関節症を含む顎関節・咀嚼筋の疾患ある

いは障害は幅広い年代において自覚症状が
あり、重症化症例では疼痛や顎運動不全によ
り日常生活に大きな影響を及ぼす。そのため
低浸襲で患者自身の負担の少ない新しい原
因療法の開発が期待されている。 
臓器の線維化は機能不全につながる大きな
病態である。この病態に関与する細胞として
線維細胞（fibrocyte）と呼ばれる細胞が存在
する。線維細胞はマクロファージと線維芽細
胞の両方の性質をもつ骨髄由来白血球系細
胞で、これまでに肺、腎臓および心臓などの
線維化病変に対しては報告があるが、顎関節
疾患についてはまだない。近年、リウマチ関
節炎において活性化した線維細胞が病気の
進行に影響を及ぼすことが報告されており①

顎関節疾患においても関与している可能性
は十分に考えられる。 
 
＜引用文献＞ 
①Galligan et al. Fibrocyte activation in 
Rheumatoid arthritis. Rheumatology, 
2010; 49:640-651.  
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、炎症や骨折などの損傷後に
おこる顎関節病変に対して、以下の２点であ
る。 
（１）骨髄由来白血球系細胞である線維細胞
が骨髄から末梢血を経由して患部に遊走し
周囲組織からの環境因子刺激により分化・形
質転換しながら顎関節での線維性病態に関
与する。 
（２）（１）の結果を受けて、線維細胞が顎
関節疾患の新規治療標的細胞となる可能性
を探索する。 
 
３．研究の方法 
（１）赤色蛍光強発現トランスジェニック
(TG)マウスからの骨髄採取と FACS を用いた
fibrocyteの単離・培養 
 
赤色蛍光強発現 TG マウスの下肢脛骨および
大腿骨から骨髄を採取し、血球系細胞分離用
試薬を用いて単核細胞層を回収し、フィブロ
ネクチンコートした培養用シャーレに播種
し培養する。一定期間培養後シャーレ底面に
接着した細胞を再び収集し磁気ビーズ付き
リンパ球・単球特異的抗体を用いてその中に
含まれている Tcell, Bcell, 単球をそれぞれ
除去する。その後さらに FACS により
fibrocyte の指標とされている CD34, CD45, 
collagen typeI 陽性の細胞を選別する。 
 
（２）単離・培養した fibrocyteのアジュバ
ンド誘導性リウマチ関節炎発症マウスへの
移植と顎関節とその他の関節部位での動向
観察 

 
単離・培養したfibrocyteをマウス大腿骨骨
髄へ移植し、リウマチ関節炎誘導試薬を顎関
節の関節腔内に投与してリウマチ関節炎を
発症させる。一定期間飼育後IVIS○R imaging 
system により顎関節部位での移植した
fibrocyteの動向を観察する。また同部位の
組織切片を作製、免疫染色を行い移植した
fibrocyteがリウマチ関節炎部位に遊走され
たことを確認する。 
 
（３）顎関節部位での fibrocyteの分化・活
性化における分子メカニズム（ケモカイン/
ケモカイン受容体の同定など）の解明 
 
fibrocyte はいくつかのケモカイン受容体を
発現していることが報告されている①。マウ
スでは肺、皮膚、腎臓などにおいてそれぞれ
特異的なケモカイン/ケモカイン受容体シス
テムがありそれらが病態に関与しているこ
とが明らかにされているが、顎関節を含め関
節部位には報告がない。従って実験方法（２）
により作製された顎関節部位組織切片から
レーザーマイクロダイセクション装置を利
用して顎関節部位に遊走された fibrocyteを
回収する。回収した fibrocyteを用いてサイ
トカイン・ケモカインチップを行うことによ
り fibrocyteが顎関節機能障害を引き起こす
原因となるモデル分子を選別する。これらの
分子の遺伝子発現ベクターを構築し移植前
の細胞に強制発現または siRNAなどを利用し
た発現抑制などを行い fibrocyteが顎関節に
遊走およびその後の分化・活性化のメカニズ
ムについて明らかにする。 
 
＜引用文献＞ 
①Keeley et al. The role of fibrocytes in 
fibrotic diseases of the lungs and heart. 
Fibrogenesis and Tissue Repair, 2011; 4:2.  
 
４．研究成果 
＜研究の主な成果＞ 
 
（１）赤色蛍光強発現 TG マウスからの
fibrocyteの単離・培養 
 
研究当初計画した方法に則って赤色蛍光強
発現マウスから骨髄を採取し密度勾配遠心
分離試薬を用いて fibrocyteの単離を試みた。
その結果、CD45, collagen type I 陽性で接
着性細胞を確認することができた。ただし実
際マウスに投与し生体内で観察できるだけ
の十分な量の細胞数を確保することが難し
かった。そこで骨髄のほかにもこれまでに
fibrocyte の単離が報告されている末梢血、
脾臓それぞれについても報告されている方
法に基づいて単離を行ったが骨髄の場合と
同様の結果となった。(図１) 
 



図１：赤色蛍光強発現マウス骨髄単核細胞由
来接着性細胞の顕微鏡像（上：位相差像、下：
蛍光像） 
 
（２）顎関節炎発症モデルマウスの作製と評
価 
 

計画を立案した当初はリウマチ関節炎誘
導試薬を投与することで顎関節炎を発症さ
せることを予定していたが、その後ラットに
おいてヨード酢酸ナトリウムを顎関節の上
関節腔に投与することによって、より簡便で
効果的に変形性顎関節炎を惹起させる方法
が報告された①。従って同様にヨード酢酸ナ
トリウム溶液をマウス顎関節腔に投与して
変形性顎関節炎モデルマウスの作製を試み
た。安定して顎関節炎を発症させるための至
適投与試薬濃度の決定や確実に上関節腔内
に試薬を投与する技術の確立に努めた。 

 
＜引用文献＞ 
①Wang et al. Progression of Cartilage 
Degradation, Bone Resorption and Pain in 
Rat Temporomandibular Joint 
Osteoarthritis Induced by injection of 
Iodoacetate. PLoS One, 2012; 7(9):e45036. 
 
（３）マウス顎関節周囲組織細胞の採取およ
び培養 
 

（１）、（２）の実験と並行して in vitro
レベルにおいて顎関節部位での炎症時血球
系細胞がどのようなメカニズムで遊走され
その後どのような影響を及ぼすのかについ
て検討を行った。 
初めにマウス顎関節周囲組織を採取しアウ
トグロース法にて細胞を獲得した。血球系細
胞と区別するため、顎関節周囲組織は EGFP
強発現マウスの顎関節から採取した。採取し
た細胞を蛍光顕微鏡で観察したところどの

細胞も緑色の蛍光を発していることを確認 
し た 。 ( 図 ２ ) 採 取 し た 細 胞 の
characterizationをするためRT-qPCR法にて
Ⅰ型コラーゲンα１、ビメンチンの mRNA 発
現を確認したところ、マウス線維芽細胞株で
ある NIH3T3細胞よりも高い発現量を示した。
従って得られた細胞は線維芽細胞様の性質
をもつことが示唆された。 

図２：EGFPマウス顎関節周囲組織から採取し
た細胞の顕微鏡像（上：位相差像 下：蛍光
像） 
 
（４）マウス顎関節周囲組織由来細胞の
IL-1β刺激によるケモカイン産生と血球系細
胞の遊走促進効果 
 

図３：IL-1β刺激した顎関節周囲組織由来細
胞の培養上清に対する RAW264.7cellsの遊走
能の評価 



 
（３）で採取した細胞(TMJSCs)を炎症性サイ
トカインである IL-1βにて刺激し、その培養
上清に対してマウス単球/マクロファージ系
細胞株であるRAW264.7細胞を用いmigration 
assayを行った。IL-1β刺激後２４ｈの培養上
清への RAW264.7cellsの遊走能がコントロー
ルと比較して促進されることが明らかとな
った。（図３） 
近年、ヒト顎関節滑膜細胞への IL-1β刺激に
おいて遊走因子のひとつである MCP-1の産生
が増加することが報告されている①。そこで、
今回採取したマウス顎関節由来細胞に IL-1β
刺激を行った際の MCP-1の産生を RT-qPCR法
と ELISA法にて解析したところ、有意に産生
が亢進した。 
MCP-1 に対するレセプターは CCR2 であり、
fibrocyte においても発現していることが報
告されているため、本研究の結果から顎関節
での炎症時周囲組織からの産生が亢進され
る MCP-1によって fibrocyteの遊走が促進さ
れる可能性は十分に示唆される。 
 
＜引用文献＞ 
① Ogura et al. MCP-1 Production in 
Temporomandibular Joint inflammation. 
Journal of Dental Research, 2010; 
89(10):1117-1122. 
 
＜得られた成果の国内外における位置づけ
とインパクト＞ 
 

本研究成果により、炎症時 fibrocyte が

MCP-1 の産生亢進により顎関節部位に遊走さ

れることが予想される。これまでに他の臓器

において fibrocyteは線維化に関与している

ことが報告されていることから、病的な顎関

節の線維性形質変化の原因細胞の候補とし

て挙げられる可能性は高い。さらなる解析が

進めば fibrocyteを標的細胞とした新たな低

浸襲治療法の確立にもつながる基礎研究と

して大変意義深い。 
 
＜今後の展望＞ 
 
マウス骨髄単核細胞からの接着性細胞の獲

得 は で きた が 今後 さら に 精度 の 高い

fibrocyte を単離する必要がある。また、顎

関節部位へ到達後の fibrocyteの分化・活性

化の分子メカニズムについても明らかにす

ることで新規顎関節疾患原因療法および治

療薬の開発につながるものと確信できる。 
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