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Abstract 

Synovitis often accompanies intracapsular pathological condition such as disk displacement (DD)/internal 

derangement (ID) and osteoarthritis (OA) of the temporomandibular joint (TMJ). Tumor necrosis factor-α (TNF-α) 

and interleukin (IL)-17 have been detected in synovial fluid from patients with rheumatoid arthritis (RA) and/or 

osteoarthritis (OA), and are key mediators of the intracapsular pathological state of the knee joint. The aim of this 

study was to investigate the roles of TNF-α and IL-17 in ID and/or OA of TMJ.  

The TNF-α-stimulated protein production profile, was analyzed in synovial fibroblasts using an antibody array. 

The synovial cells were stimulated by TNF-α for 4 hours, and the release of chemokines into the supernatant was 

determined using a human chemokine antibody array. The result of the antibody array indicated that TNF-α had a 

net stimulatory effect on chemokine levels. A total of seven chemokines were significantly upregulated, and the 

expression of these genes was analysed by a real time-polymerase chain reaction. Following stimulation with 
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TNF-α for 2, 4, or 8 hours, expression of the seven chemokine genes was upregulated compared with untreated 

controls.  

IL-17 is an inflammatory cytokine produced primarily by Th17 cells that plays critical roles in the pathogenesis 

of numerous autoimmune and inflammatory diseases. Here, we investigated the roles of IL-17A in ID using 

genome-wide analysis of synovial fibroblasts isolated from patients with ID. IL-17 receptors were expressed in 

synovial fibroblasts as assessed using real-time PCR. Microarray analysis indicated that IL-17A treatment of 

synovial fibroblasts up-regulated the expression of IL-6 and chemokines. Real-time PCR analysis showed that the 

gene expression of IL-6, GROα, IL-8, and MIP-3α was significantly higher in IL-17A treated synovial fibroblasts 

compared to non-treated controls. IL-6 protein production was increased by IL-17A in a time- and a 

dose-dependent manner. Additionally, IL-17A simulated IL-6 protein production in synovial fibroblasts samples 

isolated from three patients. Furthermore, signal inhibitor experiments indicated that IL-17-mediated induction of 

IL-6 was transduced via activation of NFκB and phosphatidylinositol 3-kinase/Akt. 

These findings indicate that TNF-α and IL-17A may be responsible for inflammation through cytokines with 

ID and/or OA of the TMJ. 
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緒言 

滑膜は側頭骨関節面, 下顎頭関節面, ならびに関節円板を除く非加重部構造を被覆する組織で, 滑液分

泌や細胞外基質の産生など, 顎関節の恒常性維持に重要な組織である. 顎関節症の咀嚼筋障害以外の病

態で高頻度に発生する顎関節円板転位障害 (internal derangement: 以下 ID と略) および変形性顎関節症 

(osteoarthritis of the temporomandibular joint: 以下 OA-TMJと略) の両者において滑膜の炎症所見が確認さ

れている 1,2). 一方, 炎症性サイトカインである tumor necrosis factor-alpha (TNF-α) や interleukin-17 (IL-17) 

は ID患者やOA-TMJ患者滑液中で検出されており 3-6), 顎関節の炎症病態形成において重要な因子である

可能性が示唆されている. TNF-αや IL-17は, 関節リウマチ (rheumatoid arthritis: 以下 RAと略) や変形性

関節症 (osteoarhrthritis: 以下 OA と略) 患者の滑液中でも高濃度で検出され, 関節の炎症や組織破壊に関

与すると報告されている 7-9). そこで, 本研究では, 顎関節炎症病態への TNF-αまたは IL-17の影響につい

てそれぞれ検討を行うこととした. 

TNF-αは代表的な炎症性サイトカインであり, RA の病態形成に重要な役割を担っている 10). また, 

TNF-αに対する抗体は RAの治療薬として効果を得ている 11). 当講座では, 顎関節の炎症病態関連因子の

検索を目的に, IDおよびOA-TMJ患者の滑膜から得た培養ヒト顎関節滑膜細胞 (滑膜細胞) に TNF-αを作

用させ, 網羅的遺伝子発現解析を行ってきた. 滑膜細胞に TNF-αを作用させると多数の炎症性遺伝子の

上昇を認めること, 遺伝子発現上位群には, 多形核白血球, 単球およびリンパ球の遊走, 活性の誘導や血

管新生に関与するケモカインが多く含まれることを報告してきた 12, 13). しかし, 生体内で働くのは遺伝
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子ではなくタンパク質であるため, タンパク質産生を検討する必要があると考えるが, ELISA法等を用い

て１つ１つのタンパク質量を測定するためには膨大な量のサンプルが必要となる. 最近では, プロテオ

ーム解析の開発が進み, RAの領域ではタンパク質に関しても遺伝子同様に網羅的な解析が多く行われる

ようになっている 14, 15). 現在, 顎関節領域における網羅的なタンパク質の解析については, サイトカイン

用 antibody arrayを用いた ID患者の滑液解析を行った報告 1件のみであった 16). そこで本研究では, IDお

よびOA-TMJにおける滑膜炎の発生メカニズムを解明するために, TNF-α刺激滑膜細胞におけるケモカイ

ン産生を antibody arrayを用いて検討した.  

	 一方, IL-17は近年注目されているサイトカインであり, Tリンパ球のサブセットである Th17より産生

され, 自己免疫疾患や炎症性疾患において重要な役割を担っていることが報告されている 17, 18). IL-17 は

IL-17A (一般的に IL-17と表記される) から IL-17Fまで 6つのファミリー分子が同定されている 19, 20). ま

た, IL-17レセプター (IL-17R) には 5つのファミリー分子が存在し, IL-17Aおよび IL-17Fは, IL-17RAお

よび IL-17RCのヘテロ 2量体に結合することが知られている 19, 20). IL-17は RA等自己免疫疾患の病態形

成との関わりが注目されており, 膝関節滑液中の IL-17濃度と疾患の重症度は相関することが指摘されて

いる 21, 22). In vitro における実験では, IL-17は滑膜過形成, 軟骨組織破壊, 血管新生に関わることも報告さ

れている 23-26). 近年, 顎関節領域でも ID や OA-TMJ 患者の滑液中で IL-17 が検出されることが報告され

たが, 顎関節疾患における IL-17 の役割に関する報告はない. そこで, IL-17A 刺激滑膜細胞の網羅的遺伝

子発現解析を行なった.  
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	 本研究の目的は, 滑膜細胞に対する TNF-αや IL-17A の影響を解析し, 顎関節の炎症病態形成機序を検

討することである. 
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材料および方法 

1. ヒト顎関節滑膜細胞の培養  

	 IDおよび OA-TMJ患者の顎関節上関節腔鏡視下洗浄療法 1) 施行時に, 関節円板後部軟組織表層から滑

膜組織を採取した. 35 mmディッシュ内に, 滑膜組織から out growth法で滑膜細胞を得た. 培養は 10% 

fetal bovine serum (以下 FBSと略) (Cell Culture Technologies社製, Gravesano, スイス) および penicillin G 

100 U/ml (明治製薬社製, 東京, 日本), kanamaycin 100 µg/ml (明治製薬社製), fungizone 250 ng/ml (Gibco社

製, NY, アメリカ) を含む Ham’s F12 培地 (和光純薬工業株式会社製, 大阪, 日本) にて, 37℃, 5% CO2条

件下で行った. 培地交換は週に 2回行い, 実験には継代 6-8代の細胞を用いた. 本研究にはインフォーム

ドコンセントを行った患者 4名から得た滑膜細胞を使用した. 本実験は日本大学松戸歯学部倫理委員会 

(認証番号: EC07-004および EC10-037) の指針に従って行った.  

2. Antibody array法  

	 滑膜細胞を 100 mmディッシュ内に 1 x 106  cells/wellで播種し，コンフルエント確認後，24時間後に 2％ 

FBS および抗菌薬を含む Ham’s F12 培地に交換し，さらに 24 時間培養した. 過去の報告を参考に 12) 10 

ng/ml TNF-α (PEPROTECH社製，NG，アメリカ) で 4時間刺激後，細胞培養上清を回収し，使用するま

で-80℃で保存した. 培養上清中のケモカインタンパク質発現を human chemokine antibody array (Ray Bio

社製，GA，アメリカ) を用いて検出した. 各ケモカイン抗体がプロットされたメンブレンを, blocking 

buffer を用いてブロッキングした. TNF-α刺激時または無刺激時の滑膜細胞培養上清にメンブレンを浸漬
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し , 室温で 4 時間反応させた . メンブレンを biotin-conjugated antibodies に 2 時間浸漬し , その後

HRP-conjugated streptavidinに 2時間浸漬した. Immuno Star Reagent (和光純薬工業株式会社製) 発光溶液を

用い発光反応を行い, その後 10分間フィルムに感光させ現像した.  

現像したフィルムは AlphaImager 3400 (Alpha Innotech 社製，CA，アメリカ) にて画像を取り込み, 

Phoretix 2D Evolutionを用いてスポットの濃度を測定した. 各 array間のハイブリダイゼーション効率の差

を補正するため, positive controlを基準として normalizationを行った. Arrayには各ケモカインに対し 2つ

のスポットが用意されているため, 各ケモカイン量は 2つのスポットの平均値とした.  

3. Total RNAの抽出  

	 滑膜細胞を100 mmディッシュ内に1 x 106  cells/wellで播種し, コンフルエント確認後, 2％FBSおよび抗

菌薬を含むHam’s F12培地で24時間培養した. TNF-α刺激の場合は, 10 ng/ml TNF-αを, 2，4および8時間作

用させ, TRIzol Reagent (Life Technologies 社製，MD，アメリカ)にて細胞を溶解し，AGPC法によってtotal 

RNAを抽出した. IL-17A刺激の場合は, 過去の報告を参考に26) 10 ng/ml IL-17Aを2, 4, 8, 12, 24時間作用さ

せ, RNeasy Mini kit (Qiagen社製, CA, アメリカ) を用いてtotal RNAを抽出した. また，無刺激の細胞から

もtotal RNAを抽出し，controlとした. 抽出したRNAは使用するまで-80℃で保存した. 

4. DNA microarray 解析  

	 滑膜細胞を IL-17A (10 ng/ml) で 4時間刺激したのち抽出した total RNAを使用した. Microarrayに用い

る total RNAの純度および品質は, RNA6000 Nano Gel Systemを用いて Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent 
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Technologies社製, CA, アメリカ) で確認した. DNA microarrayは Agilent社のプロトコールに従って行っ

た. 抽出した total RNA を Quick Amp Labeling Kit を用いて Cy3 ラベル後, SurePrint G3 Human Gene 

expression 8x60K v2 Microarray (Agilent 社製) に添加した. Array のスキャンは Agilent DNA Microarray 

scannerを用いて行った. 遺伝子発現解析は Gene Spring GX software (Agilent社製) を用いて行った. 各サ

ンプル間での比較を目的に, シグナル値の normalizeを行った. コントロール群と IL-17A刺激群間で 2倍

以上または 1/2以下に発現変動した遺伝子を IL-17Aによって発現変動した遺伝子とした. Microarray data

は National Center for Biotechnology Information Gene Expression Omnibus (GEO Series GSE74668; 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov./geo/) へアップロードした. 

5. Signaling pathway解析  

	 Signaling pathway解析は Ingenuity Pathway Analysis (IPA) (Ingenuity® Systems社製, www.ingenuity.com, 

CA, USA) を用いて行なった. DNA microarray解析により, 無刺激滑膜細胞 (対照群) と比較し 2倍以上ま

たは 1/2 以下に発現変動した遺伝子の accession number および expression ratio を Ingenuity Pathway 

Knowledge data Baseへアップロードし, 分子間相互作用およびシグナル伝達経路を解析した. 

6. Real-time PCR法  

	 Total RNAを0.1 µg/mlに調整し, GeneAmp RNA PCR kit (Thermo Fisher Scientific社製, MA, アメリカ)を

用いてcDNAを作製した. cDNA溶液2 µl, 上流および下流のprimer (20 µM) を各0.4 µl, DyNAmo 

SYBERGreen qPCR Master mix (Thermo Fisher Scientific社製) を10 µl, 滅菌精製水を7.2 µlを加えて全量を
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20 µlとし, PCR反応溶液を作製した. DNA Engine Opticon 1 (Bio Rad, CA, アメリカ) にて, 95℃で5分間加

熱後, 94℃15秒, 55℃30秒, 72℃30秒を40サイクル行いDNAを増幅し, SYBR Greenによる蛍光強度をモニ

ターした. GAPDHをコントロールとしてΔΔCT法を用いて計算した27). Real-time PCR法により得られた

PCR産物はMidori Green Direct (NIPPON genetics社製, 東京, 日本) を用いて染色し, 1.5%アガロースゲル

にて電気泳動を行なった. PCR法にて使用したprimerは表1に示す. 

7. Enzyme Linked Immunosorbent Assay (以下 ELISAと略 ) 

	 ELISA法によるタンパク質量の測定には, 滑膜細胞を 24 well plateに 5.0 x 104 cells/wellで播種し, 24時

間後にコンフルエントを確認し, 2% FBSおよび抗菌薬を含む Ham’s F12培地に交換後, さらに 24時間培

養した. その後, 過去の報告を参考に 26) 1, 10, 50 ng/ml IL-17Aで 24時間, または 10 ng/ml IL-17Aで 4, 8, 12, 

24時間刺激し, 各培養上清を回収した. 培養上清中のタンパク質量は IL-6 ELISA kit (R&D社製, MN, ア

メリカ) を用いて測定した. また, 細胞数は COULTER COUNTER (Beckman Coulter社製, 東京, 日本) を

用いて測定した. 

8. Kinase阻害薬実験  

	 滑膜細胞を 24 well plateに 5.0 x 104 cells/wellで播種し, 24時間後にコンフルエントを確認し, 2% FBSお

よ び 抗 菌 薬 を 含 む Ham’s F12 培 地 に 交 換 後 , さ ら に 24 時 間 培 養 し た . interleukin-1 

receptor-associated-kinase-1/4 (IRAK-1/4) の阻害薬 IRAK-1/4 inhibitor (20 µM) (Merck KgaA社製, Darmstadt, 

ドイツ), phosphoinositide 3-kinase (PI3K) の阻害薬 LY294002 (20 µM) (Merck KGaA 社製), transforming 
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growth factor-β-activated kinase 1 (TAK1) の阻害薬 (5z)-7-oxozeaenol (1 µM) (Merck KGaA社製) および 

inhibitor of the NFκB kinase β subunit  (IKKβ) の阻害薬 PS-1145 (10 µM) (Cayman Chemical社製, MI, アメリ

カ) をそれぞれ添加し, 30分後 10 ng/ml IL-17Aで刺激した. また, 阻害薬を添加せず 10 ng/ml IL-17A刺激

を行った. 8時間後, 各細胞培養上清を回収し, 上清中の IL-6タンパク質量を IL-6 ELISA kitを用いて測定

した. 阻害薬の効果を阻害率とし, [100 - (IL-17A刺激による IL-6タンパク質産生量/阻害薬添加 IL-17A刺

激による IL-6タンパク質産生量)] で示した. 

9. 統計解析  

	 統計解析はANOVA解析を行った後, Student-Newman-Keuls (SNK) 法を用いて群間比較を行った. 
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結果 

Ⅰ . TNF-α刺激滑膜細胞におけるケモカイン産生  

1. Antibody array解析  

	 ID 患者より得られたヒト顎関節滑膜細胞を TNF-αで 4 時間刺激し, 上清中のケモカインの解析を行っ

た. Human chemokine antibody arrayで同定できる 38種類のケモカインの表と無刺激時および TNF-α刺激

時の現像後の写真を図１に示す. 無刺激時と比較して TNF-α刺激時ではスポットが濃い傾向を示した. 

無刺激時においても monocyte chemotactic protein 1 (MCP-1)，Eotaxin-3，regulated upon activation, normally 

T-expressed, and presumably secreted (RANTES), interleukin 8 (IL-8)，growth-regulated gene product (GRO) の

スポットが鮮明に検出された. TNF-α刺激時に特にスポットが強く検出されたのは GRO，IL-8，MCP-1, 

macrophage inflammatory protein 1-β (MIP-1β)，RANTESであった.  

	 Phoretix 2D Evolutionを用いて定量した値から無刺激時とTNF-α刺激時のケモカイン産生量を比較した. 

1種のケモカインに対し 2つずつあるスポット間で差が大きいもの, スポットの中心部に脱落があるもの

を除外し, 信頼できるスポットのみを選択した. TNF-α刺激時, 高いタンパク質産生上昇率を認めたケモ

カインは 7種類であった (図 2). TNF-α刺激時のタンパク質産生上昇率は macrophage inflammatory protein 

3-α (MIP-3α) が最も高く，次いで GROα，IL-8，MCP-1，RANTES, interferon-gamma-inducible protein 10 

(IP-10), Fractalkineの順であった (図 2).  
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3. Signaling pathway解析  

	 IL-17A刺激により発現変動した遺伝子群を IPAを用いて, signaling pathway/分子間相互作用を検討した. 

IL-17Aの cannonical pathway を表示したところ, IL-17A刺激により多数のケモカインの発現上昇が認めら

れた (図 6). また, IL-17Aのレセプターである IL-17RAおよび IL-17RCは滑膜細胞において恒常的に発現

を認め, IL-17Aによる遺伝子発現変動は認められなかった (図 6a). IL-17Aにより発現上昇を認めた遺伝

子群の分子間相互作用では, NF-κBを中心としたネットワークが構築された. このネットワーク中に IL-6

やケモカインが認められた (図 6b).  
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4. IL-6, MIP-3αα , GROα , IL-8  

DNA microarray  signaling pathway , IL-17A 4 . , 

IL-6, MIP-3α, GROα IL-8 real-time PCR

. IL-17A 2, 4, 8, 12, 24 , . , IL-6, GROα

IL-8 IL-17A 4, 8, 12, 24  ( 7a, c, d). , 

MIP-3α IL-17A 8, 12, 24  ( 7b). 
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5. IL-17A  

IL-6 RA , . 

IL-17A IL-6 , IL-6

. 1, 10, 50 ng/ml IL-17A 24 , , IL-17A

IL-6 . , 1 ng/ml IL-17A

 ( 8). , 10 ng/ml IL-17A 4, 8, 12, 24 , , 

IL-6  ( 9). , 3

, 10 ng/ml IL-17A 24 , IL-17A

IL-6 ( 10). 
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6. IL-6 IL-17A  

Signaling pathway , IL-17A NF-κB

. , IL-17A IL-6 NF-κB

. IL-17A , LY294002 (PI3K inhibitor), (5z)-7-oxozeaenol (TAK1 inhibitor), 

PS-1145 (IKKβ inhibitor) IL-17A , IL-6 . 

, IRAK-1/4 inhibitor IL-6 . , IL-6 LY294002

48.1 %, (5z)-7-oxozeaenol 96.6%, PS-1145 37.0%  ( 11). 
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考察  

Ⅰ . TNF-α刺激滑膜細胞におけるサイトカイン産生  

培養ヒト顎関節滑膜細胞の遺伝子発現解析では，TNF-α刺激時の遺伝子発現上昇率上位群にケモカイン

が多く含まれていた 13). そこで, 今回はケモカイン antibody arrayを用いて TNF-α刺激滑膜細胞における

ケモカイン産生量の検討を行った. 本研究に用いた滑膜細胞は vimentin, prolyl 4-hydroxylase, HSP27を発

現し, HLA class Ⅱ抗原の発現は認められず, 免疫組織学染色を用いた培養ヒト顎関節由来滑膜細胞につ

いての報告 28, 29) と類似していた. 

Antibody array は現在多くの種類が開発されており, 少量のサンプルで多くのタンパク質を同時に測定

可能であるため, 多くの分野で使用されている 30-32). 今回の研究で使用した antibody array は最近の報告

によりその有用性と信頼性が確認されている 32). TNF-α刺激滑膜細胞では MIP-3α等数種のケモカインタ

ンパク質産生量は 4時間から上昇するという報告があるため 12, 33), antibody arrayでは TNF-αで 4時間刺激

した時のサンプルについて測定を行った. 今回用いた antibody arrayの結果 38種類のケモカインが測定で

きた. さらに, TNF-α刺激時にケモカインが多く産生されていることが視覚的に確認できた. 視覚的な差

だけでなく, 定量を行うために Phoretix 2D Evolutionを用いた. 定量化にあたり, antibody arrayのスポット

が均一で脱落が無く, かつ 1種のケモカインに対する 2つのスポット間に差が少ないケモカインのデータ

のみを信頼に値するデータとして選択した. さらに TNF-αで産生量の増加を認められたケモカインは 7

種類であった. RA 患者の滑膜線維芽細胞, 歯肉線維芽細胞および血管内皮細胞で TNF-α刺激時の DNA 
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microarray解析で遺伝子発現上位にケモカインが多いとの報告がある 34-36). よって, 間質細胞は TNF-α刺

激によって種々のケモカイン発現を上昇させることが示唆された. 

Antibody arrayでは 4時間刺激時のみの測定であったので, 遺伝子発現解析では経時的に 2, 4および 8

時間 TNF-αで刺激した. 遺伝子発現変動のパターンは IL-8, MCP-1 および RANTES は継時的な遺伝子発

現上昇を認め, MIP-3α, IP-10および Fractalkineは 4時間がピークで, GROαは 4時間で遺伝子発現上昇率

がいったん低下し再上昇を認めた. TNF-α刺激滑膜細胞ではケモカイン以外に IL-1β等の他のサイトカイ

ンも産生される. ケモカイン遺伝子の産生上昇の継続や再上昇には, TNF-α刺激によって産生された他の

サイトカインからの影響の可能性が示唆された. 

ケモカインは 7-16 kDa の分泌タンパク質で，N 末端側にある 2 アミノ酸形成モチーフで CXC，CC，

CX3CおよびCの 4つのサブファミリーに分類される 37). 今回タンパク質産生量と遺伝子発現量を測定し

た 7種類のケモカインは, MIP-3α, MCP-1および RANTESは CCケモカインに, GROα, IL-8および IP-10

は CXCケモカインに, Fractalkineは CX3Cケモカインに分類される. その働きは, CCケモカインは主に単

球, CXCケモカインは主に好中球, CX3Cケモカインは主にNK細胞の遊走および活性を誘導する. さらに, 

N 末端に ELR (Glu-Leu-Arg) モチーフをもつ CXC ケモカインは血管新生に関与すると報告されており, 

GROαおよび IL-8が ELRモチーフを有する 37). また, MCP-1も血管内皮細胞を遊走させ血管新生を引き

起こすといわれている 38). ケモカインにより炎症性細胞は成熟化し, 成熟化した炎症性細胞は炎症性サ

イトカイン 39) および活性酸素等 40) を産生するとの報告がある. 本研究の結果から, TNF-α刺激滑膜細胞
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Ⅱ . 滑膜細胞に対する IL-17Aの影響  

	 近年の研究により IL-17Aは RAのような自己免疫疾患および慢性炎症性疾患において重要な役割を持

つことが報告されてきた. そこで, IDおよび OA-TMJにおける IL-17Aの影響を検討した. IDもしくは

OA-TMJ患者より採取した滑膜細胞を IL-17Aで刺激し, 遺伝子発現解析を行なった. はじめに, 滑膜細胞

が IL-17シグナル伝達の起点となる IL-17Rファミリーを発現しているかどうかを調査したところ, 滑膜

細胞において IL-17RA-E全ての IL-17Rの発現を認めた. 近年の研究では IL-17RCは多くの splice variants

をもつことが報告されている 44, 45). 本研究において, IL-17RCのプライマーについて NCBIのブラスト検

索を行なったところ, IL-17RCとのみ相同性を有しているという結果を得ている. 図 4の電気泳動像で, 

IL-17RCの PCR産物に 2つのバンドが認められるが, これは IL-17RCの splice variantsである可能性が示

唆された.  

	 次に, DNA microarray解析をおこなった. 無刺激時の滑膜細胞と比較し IL-17A刺激滑膜細胞において 2

倍以上の発現変動を認めた遺伝子は 1,710遺伝子だった. また, IL-17Aにより発現変動した遺伝子群を

IPAへアップロードし, 生物学的機能および分子間相互作用を検討した. その結果, IL-17Aによって発現

変動した多くの遺伝子は “inflammatory response” や “immunological disease” 関連遺伝子に分類された. 

そして, 多形核白血球の遊走や活性化に関与する, ケモカインスーパーファミリーメンバーを多く認め

た. 本研究では, 発現上昇率の高い GROα, IL-8およびMIP-3αについて経時的遺伝子発現を real-time PCR

法を用いて検討した. IL-17Aによる GROα, IL-8および MIP-3αの遺伝子発現上昇は 24時間まで継続して
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いた. IL-17Aは RAの病態形成において炎症性細胞遊走の中心的役割を持つことが報告されている 46). 炎

症性細胞は異物排除に必要な細胞ではあるが, 炎症性サイトカインや細胞外基質分解酵素を産生するこ

とから, 病態形成促進を引き起こすと考えられている. 炎症性細胞は ID患者の滑膜組織および滑液中で

検出されているため 47, 48), IL-17Aは顎関節症において多形核白血球遊走を通して炎症誘導に関与してい

ることが示唆された. 一方, MIP-3αは IL-17を産生するTh17を誘導することが報告されている 49). さらに, 

MIP-3αによって誘導された Th17は顎関節症の滑膜組織において IL17Aを増加させていると考えられる. 

	 滑膜細胞の IL-6の経時的遺伝子発現は real-time PCR法で IL-17A刺激後 4時間から 24時間まで発現量

の上昇が認められた. また, IL-6タンパク質産生量は時間依存的および IL-17Aの濃度依存的に上昇を認め

た. さらに, IL-17Aによる IL-6タンパク質産生量上昇は, 3名の患者より採取した滑膜細胞すべてにおい

て認められた. IL-6は RA患者の滑液中で高濃度で検出されること 50, 51), IL-6は破骨細胞形成に関与する

ことから 52), RAの骨破壊において重要な役割を担っていることが報告されている 53, 54). また, 近年 IL-6

がCD4陽性 T細胞の Th17 への分化へ関与していることが報告された. IL-6の可溶性レセプターの抗体は

RAの治療薬として効果を上げている. 顎関節領域でも IDおよび OA患者の滑液中では IL-6が上昇して

いることが報告されている 6, 55). よって IL-17Aは滑膜細胞の IL-6を上昇させることにより顎関節部の炎

症および骨破壊に関与する可能性が示唆された.  

	 ケモカインや IL-6の発現は signaling pathway解析から, 主として NF-κBの活性化が関与していると考

えられる. IL-17Aのレセプターは IL-17RAと IL-17RCのヘテロ 2量体であり 20), アストロサイト等にお
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いて NF-κBの活性化を誘導することが報告されている 56, 57). IL-17Aによる NF-κB活性化は, IL-1βおよび

TNF-αの NF-κB活性化経路と一部共有のシグナル伝達因子を介していると考えられている 58). 我々は以

前, IL-1βおよび TNF-α刺激滑膜細胞における遺伝子発現解析を行なっており 59, 60), IL-17Aにより発現上

昇する遺伝子の多くは IL-1βおよび TNF-αにより発現上昇する遺伝子と共通している. そこで, IL-17Aの

NF-κB活性化経路を調査するため, IL-17A刺激滑膜細胞の IL-6産生における NF-κB伝達経路阻害薬の効

果を検討した. その結果, IL-17A刺激滑膜細胞において LY294002 (PI3K inhibitor), (5z)-7-oxozeaenol (TAK 

1 inhibitor) および PS-1145 (IKKβ inhibitor) で IL-6阻害を認めたが, IRAK-1/4 inhibitorでは阻害を認めな

かった. そのため IL-17Aのシグナル伝達経路は IL-1βと同様に TAK1およびその下流の NF-κB活性化経

路を介していることが示唆された. また, TNF-αのNF-κB活性化経路は PI3K/Aktシグナルを介しているこ

とが報告されており 61), IL-17A刺激滑膜細胞では LY294002 (PI3K inhibitor) によって IL-6産生は低下し

たことから, PI3K/Aktシグナルも関与していることが示唆された. PI3K/Aktシグナルは, p53の阻害, 

Bak/Baxが誘導するアポトーシスおよび AP-1の活性化を阻害することで, 細胞の生存に関与しているこ

とが報告されている 62). また, TAK1阻害薬は IKKβ阻害薬よりもさらに強い IL-6阻害作用を認めた. 

TAK1シグナルはNF-κBの活性化に加え, MAPKシグナル経路など他のシグナル伝達経路と関連している

ことが報告されている 63). 以上のことから, 滑膜細胞において IL-17Aは NF-κB以外にも複数のシグナル

伝達経路を介し, IL-6の産生に関与していることが示唆された (図 13). 
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結語 

	 本研究では顎関節の炎症病態関連因子の検索を目的に, 滑膜細胞に TNF-αまたは IL-17Aで刺激を行い, 

網羅的発現解析を行い, 以下の結果を得た. 

1) Human chemokine antibody arrayで同定できる 38種類のケモカインのうち, 無刺激時と比較して TNF-α 

  刺激滑膜細胞で, 増加が認められたケモカインは 7種類であった. そのうち, TNF-α刺激時のタンパク 

	 質産生上昇率は MIP-3αが最も高く，次いで GROα，IL-8，MCP-1，RANTES, IP-10, Fractalkineの順で 

	 あった.  

2) Antibody arrayで TNF-α刺激によりタンパク質産生上昇率を確認した MIP-3α, GROα，IL-8，MCP-1， 

	 RANTES, IP-10および Fractalkine遺伝子発現量は TNF-α刺激によって上昇していた. 

3) 滑膜細胞では, IL-17Rファミリー (IL-17RA-E)のすべての発現を認めた. 

4) DNA microarray解析の結果, 27,583遺伝子のうち, 無刺激時と比較し IL-17A刺激により 2倍以上発現 

  変動した遺伝子は 1,710遺伝子であった. そのうち発現上昇した遺伝子は 389遺伝子で, 発現減少した 

  遺伝子は 1,321遺伝であった. 

5) Signaling pathway解析の結果, IL-17Aにより発現上昇を認めた遺伝子には IL-6やケモカインがあり, こ 

  れらの遺伝子の発現変動には NF-κB複合体の関与が認められた. 

6) 滑膜細胞では, IL-6, GROαおよび IL-8の遺伝子発現量は IL-17A刺激 4, 8, 12, 24時間において遺伝子 

  発現量上昇を認めた. また, MIP-3αの遺伝子発現量は IL-17A刺激 8, 12, 24時間において遺伝子発現量 
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  上昇を認めた. 

7) 滑膜細胞では, IL-17Aの濃度依存的に IL-6タンパク質産生量の上昇を認めた. また, IL-17A刺激時間依 

  存的に IL-6タンパク質産生量の上昇を認めた.  

8) LY294002 (PI3K inhibitor), (5z)-7-oxozeaenol (TAK1 inhibitor), および PS-1145 (IKKβ inhibitor) を作用さ 

  せたところ IL-17A刺激時と比較し, IL-6の産生量の減少が認められた. 一方, IRAK-1/4 inhibitor作用時 

  では IL-6の産生量減少は認められなかった.  

	 以上の結果から TNF-αや IL-17Aはヒト顎関節滑膜細胞においてサイトカインやケモカイン等の発現を

上昇させることで, 関節腔内の炎症病態を形成増幅すると推察された. 

 

本論文は, 参考文献 1「抗体アレイを用いた TNF-α刺激ヒト顎関節滑膜細胞のケモカイン産生解析」日本

顎関節学会雑誌, 2014および, 参考文献 2「Gene Expression Profiling of IL-17A-treated Synovial Fibroblasts 

from the Human Temporomandibular Joint」Mediators of Inflammation掲載予定, をまとめたものである. 
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