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緒言 

顎関節において比較的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)の滑膜には, 毛細血管

の増生や炎症性細胞の浸潤といった滑膜炎所見が認められる 1-2). また, IDやOA-TMJ患者滑液中では, 代

表的な炎症性サイトカインである Interleukin-1 (以下 IL-1と略) や tumor necrosis factor - (以下 TNF-と

略) が検出されると報告されている 3,4). IL-1やTNF-は, 多様な作用を有し, 滑膜組織細胞やマクロファ

ージに作用し, 炎症性因子や細胞外基質分解酵素の産生を促進すると報告されており 5,6), 関節疾患の炎

症病態形成や組織破壊に関与すると考えられている 7,8). そこで, 顎関節の炎症病態形成メカニズムを解

明する一環として, ヒト顎関節滑膜由来線維芽細胞様細胞に IL-1と TNF-を作用させ網羅的な遺伝子発

現解析を行った. 本研究では, 網羅的遺伝子発現解析により発現上昇を認めた CSF について注目した. 

Colony stimulating factor (以下 CSF と略)には macrophage colony stimulating factor (以下 M-CSF と略), 

granulocyte macrophage colony stimulating factor (以下 GM-CSF と略), granulocyte colony stimulating factor (以

下 G-CSF と略) の 3 つのサブセットが存在する. これら CSF は, マクロファージおよび顆粒球の増殖因

子として発見され 9), その後, マクロファージや好中球の分化促進等, 多様な作用を持つことが報告され

ている 10).  

顎関節滑膜の表層には, 線維芽細胞様細胞とマクロファージ様細胞が存在しており, 線維芽細胞様細

胞は滑液の産生や細胞外マトリックスの産生, マクロファージ様細胞は異物の除去などを行っていると

いわれている 11). 両細胞は顎関節の恒常性の維持を行うとともに, 炎症の病態形成にも重要な役割を担

っていると考えられている 11-13). 関節リウマチ等の関節疾患病態形成において, マクロファージ様細胞と
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線維芽細胞様細胞でのクロストークについて研究が行われている 14,15). しかし, 顎関節滑膜でマクロファ

ージ様細胞と線維芽細胞様細胞とのクロストークに関する報告はない.  

そこで, 本研究では, 顎関節滑膜炎の病態形成機序の検討を目的に以下の 2 つの研究を行った. 初めに,

ヒト顎関節線維芽細胞様細胞の網羅的な遺伝子発現解析により発現上昇した CSFの遺伝子発現量, タン

パク質産生量およびタンパク質産生経路ついて検討を行った. 次に, ヒト末梢血より分離した単球とヒ

ト顎関節線維芽細胞様細胞の共培養を行い, 両細胞のクロストークによる炎症病態形成メカニズムにつ

いて調査した. 

 

材料および方法 

1. ヒト顎関節線維芽細胞様細胞, および単球の培養 

1 ) ヒト顎関節線維芽細胞様細胞の培養 

ID 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, 

滑膜組織から out growth 法を用いて, 線維芽細胞様細胞 (以下滑膜線維芽細胞と略) を得た. 培養は 10％ 

fetal bovine serum (以下 FBS と略) (Cell Culture Technologies 社製) および 100 U/ml penicillin G (明治製薬会

社製), 100 µg/ml kanamaycin (明治製薬会社製), 250 ng/ml fungizone (Gibco 社製) を含む Ham’s F12 培地 

(Wako 社製) にて, 37℃, 5％CO2条件下で行った.本研究にはインフォームドコンセントを行った ID患者 3

名から得た滑膜線維芽細胞を使用した. 本実験は日本大学松戸歯学部倫理委員会(認証番号：EC10-037 お

よび EC15-039)の指針に従って行った.  

得られた滑膜線維芽細胞は, IL-1, TNF-の単独刺激および IL-1と TNF-の共刺激を行い, DNA 
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microarray, real-time polymerase chain reaction (PCR), enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) 法および

mitogen-activated protein kinase (MAPK) , nuclear factor-kappa B (NFB) 阻害薬を用いた実験に使用した.  

2 ) 単球の培養 

本実験で用いた単球は, ヒト末梢血より CD14 マイクロビーズを用いて分離した単球を LONZA 社より

購入した. 培養は 10％ FBSおよび 100 U/ml penicillin G, 100 µg/ml kanamaycin, 250 ng/ml fungizone を含む

RPMI 1640 培地にて, 37℃, CO2条件下で行った. 

2. total RNA の抽出 

滑膜線維芽細胞を 100 mm ディッシュ内に 1×106 cells 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. その後, 滑膜線維芽細胞を 0.1 ng/ml IL-1, 10 ng/ml 

TNF-および 0.1 ng/ml IL-1と 10 ng/ml TNF-の共刺激を 2, 4, 8 時間行い, TRIzol Reagent (Thermo Fisher 

Scientific 社製) にて細胞溶解し, AGPC 法を用いて Total RNA を抽出した. また, 刺激を加えない細胞か

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℃下で保存した. 

3. DNA microarray 解析 

 滑膜線維芽細胞を IL-1および TNF-で 4 時間刺激した後, 抽出した Total RNA を使用した. Total RNA

の純度および品質はRNA 6000 Nano Gel System を用いてAgilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies 社

製) にて測定し, DNA microarray 解析に使用可能であることを確認した. DNA microarray 解析は, 以下の

如く Affymetrix 社の通法に従って行った. すなわち, Total RNA 7~8µg を用いて, One-Cycle cDNA Synthesis

法により double-stranded cDNA を作製し, GeneChip Sample Cleanup Module kit (Affymetrix 社製) を用いて

精製した. 精製した cDNA から in vitro transcription にて biotin-labeled cRNA を増幅して精製し, DNA 
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microarrayに十分な cRNA を得た. 次に cRNA10 µgを断片化し, hybridization cocktail を作製し, Affymetrix 

Human Genome Focus Array (probe set; 8793, Affymetrix 社製) に添加し, 45℃で 16 時間 hybridization を行っ

た. Hybridization 終了後, Array を Fluidics station (Affymetrix 社製) に設置し, 洗浄および streptavidin 

phycoerythrin (SARP: Molecular Probes) を用いた染色を行った. スキャナー (Affymetrix 社製)で画像を取

り込み, Affymetrix Microarray Suite にて蛍光強度の測定を行った. データ解析には GeneSpring 解析ソフト

(Agilent Technologies 社製)を用いた. 

4. Real-time PCR 法 

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

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 20 µl とし, PCR 反

応溶液を作製した. DNA Engine Opticon 1 (Bio Rad 社製) 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 16)を用いて計算した. Real-time PCR 法にて使用した primer は Table 1 に示す. 
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5. Enzyme Linked Immunosorbent Assay  

Enzyme Linked Immunosorbent Assay (以下 ELISA と略) 法を用いた CSF タンパク質産生量の測定には, 

滑膜線維芽細胞を 24-well plate に 5.0×104 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, IL-1および TNF-

を作用させ, 培養上清中の GM-CSF, M-CSF, G-CSF は ELISA kit (R&D Systems)を用いて測定した. また, 

滑膜線維芽細胞, 単球の単独培養および共培養時の培養上清中の IL-1, IL-6 および IL-8 は ELISA kit 

(R&D Systems)を用いて測定した. 

6. 阻害薬実験 

滑膜線維芽細胞を 24-well plate に 5.0×104 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. MAPK および NFB 阻害薬の

影響を検討するため, ERK1/2 阻害薬である 40 µM PD98059 (Enzo 社製), p38 阻害薬である 10 µM 

SB203580 (Enzo 社製), JNK1/2 阻害薬である 10 µM SP600125 (Enzo 社製), NFkB 阻害薬である 10 µM 

APDC (Enzo 社製) をそれぞれ滑膜線維芽細胞に 15 分間作用させた. その後, 37℃, 5％CO2条件下で 0.1 

ng/ml IL-1, 10 ng/ml TNF-, をそれぞれ 3 時間および 8 時間作用させた. 培養上清は使用するまで-80℃

で保存した. 

7. 共培養 

滑膜線維芽細胞と単球の共培養は, 24-well plate を使用し, 滑膜線維芽細胞および単球をそれぞれ同一

well内に 2.5×10cells/wellで播種した. 3日ごとに培養上清を回収し, 新たな培地に交換し, 12日目まで培

養した. 滑膜線維芽細胞および単球の単独培養は, 24-well plate に 5.0×104 cells/well で播種した. 培養 3 日
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目および 9日目の各培地を位相差顕微鏡にて観察した. 培養は 10％ FBSおよび 100 U/ml penicillin G , 100 

µg/ml kanamaycin , 250 ng/ml fungizone を含む RPMI 1640 培地を使用し, 培養上清は使用するまで-80℃で

保存した. 培養上清中のタンパク質は ELISA kit (R&D Systems) を用いて測定した. 

8. 免疫細胞化学染色 

培養 6 日目の単球を用いて, 免疫組織化学染色を行った. 免疫細胞化学染色には一次抗体に, CD14 

(1H5D8; Abcam 社製) および CD68 (KP1; Abcam 社製) を用いた. まず, 単球を 10% 中性ホルマリンで 30

分間固定. その後, ブロッキングおよび透過処理を行なった. 一次抗体を, 固定した単球に滴下し, 60 分

間室温にてインキュベート後, 二次抗体を滴下し, 60 分間暗所で室温にてインキュベートした. 染色後の

観察は, 偏光顕微鏡 ( 高級システム偏光顕微鏡 BX51-P, OLYMPUS) を用いた. 

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. 滑膜線維芽細胞における IL-1および TNF-の影響 

1. DNA microarray 解析 

ID 患者 3 名から得た滑膜線維芽細胞について, IL-1, TNF-, 共刺激および無刺激時の遺伝子発現を調

べた. DNA microarray 解析で発現が低く, 信頼性の低い遺伝子を除外した信頼可能な, 遺伝子は 8133 遺

伝子中 5737 遺伝子であった. IL-1刺激により 2 倍以上発現変動した遺伝子は 564 遺伝子であり, そのう

ち, 2倍以上発現上昇した遺伝子が 283遺伝子, 2倍以上発現減少した遺伝子が 281遺伝子であった. TNF-

刺激により 2 倍以上発現変動した遺伝子は 576 遺伝子であり, そのうち, 2 倍以上発現上昇した遺伝子が

315 遺伝子, 2 倍以上発現減少した遺伝子が 261 遺伝子であった. 共刺激により 2 倍以上発現変動した遺伝

子は 670 遺伝子であり, そのうち, 2 倍以上発現上昇した遺伝子が 398 遺伝子, 2 倍以上発現減少した遺伝

子が 272遺伝子であった. 刺激により 2倍以上発現上昇した遺伝子には各刺激で共通する遺伝子が多く認

められ, いずれの刺激においても共通して発現上昇した遺伝子は 185 遺伝子認められた. 一方, 各刺激で

共通して 2 倍以上発現減少した遺伝子は少なく、57 遺伝子であった (Figure 1).     

Table 2 に各刺激で発現上昇した上位 35 遺伝子を示す. 発現上昇した上位遺伝子には過去に報告してき

た CCL20 を始めとして chemokine superfamily が多く認められた 7,8). Chemokine 以外で最も発現上昇率が

高かったのは GM-CSF であった. GM-CSF は IL-1刺激, TNF-刺激で 3 位, 共刺激では 2 位であった. CSF

ファミリーである M-CSF は IL-1刺激では 27 位, TNF-刺激で 22 位, 共刺激において 34 位であった. 

G-CSF は共刺激のみ認められ 28 位であった. そこで, GM-CSF, M-CSF, G-CSF について検討を行うことと

した. 



9 
 

 

      

 

 



10 
 

2. CSF の経時的遺伝子発現 

GM-CSF, M-CSF, および G-CSF 経時的遺伝子発現を real-time PCR 法を用いて測定した. 各遺伝子の遺

伝子発現を Figure 2 に示す. GM-CSF, M-CSF および G-CSF の遺伝子発現上昇はいずれも, 共刺激＞IL-1

刺激＞TNF-刺激の順であった (Figure 2 (a)-(c)). また, GM-CSF, G-CSF は刺激後, 経過時間に依存して, 

遺伝子発現の上昇を認めた (Figure 2 (a), (c)). M-CSF の遺伝子発現は, 刺激後 4 時間で最も発現が上昇し, 

その後発現の減少を認めた (Figure 2 (b)). また, GM-CSF, G-CSF 遺伝子発現において, 共刺激時の発現上

昇には, IL-1と TNF-の相乗効果が認められた. M-CSF遺伝子発現では, IL-1と TNF-の相乗効果は認め

られなかった. 
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3. CSF タンパク質産生量 

GM-CSF, M-CSFおよびG-CSFの経時的なタンパク質産生量を測定した. タンパク質産生量は刺激後, 8, 

24, 48 時間の培養上清を用いて測定した. 経時的タンパク質産生量を Figure 3 に示す. GM-CSF および

G-CSF タンパク質産生量は刺激後, 経過時間に依存して産生量の上昇を認めた (Figure 3 (a), (c)). また, 

GM-CSF と G-CSF タンパク質産生は共刺激＞IL-1刺激＞TNF-刺激の順であった (Figure 3 (a), (c)). 

M-CSF タンパク質産生量は刺激 24 時間において各刺激で同程度の産生量を認め, プラトーであった 

(Figure 3 (b)). 
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次に, IL-と TNF-の刺激濃度による CSF 産生量を調べた結果を Figure 4 に示す. GM-CSF, M-CSF およ

び G-CSF タンパク質産生は IL-1, TNF-の刺激濃度依存的な産生量の上昇を認めた. GM-CSF と G-CSF

は TNF-刺激と比較して IL-1刺激による産生量の方が高かった (Figure 4 (a) , (b) , (e), (f)). M-CSFは無刺

激時においても産生が認められた (Figure4 (c), (d)). 
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4. IL-1および TNF-刺激時の CSF 産生経路 

IL-1および TNF-刺激時の CSF 産生のおけるシグナル伝達経路を MAPK 阻害薬および NFB 阻害薬

を用いて検討した (Figure 5). 各阻害薬を 15 分作用させた後, IL-1および TNF-を 3 時間および 8 時間作

用させた. GM-CSFは IL-1刺激時にPD98059, SB203580, SP600125, APDC阻害薬による産生量の減少を認

めた (Figure 5 (a)). TNF-刺激時では PD98059, SB203580, APDC 阻害薬による産生量の減少を認めた

(Figure 5 (b)). M-CSF および G-CSF 産生量は刺激後 3 時間では検出限界以下であった. そのため, M-CSF

おおよび G-CSF 産生は刺激後 8 時間で検討を行った. M-CSF 産生は刺激後 8 時間で産生を認め, IL-1お

よび TNF-a 刺激で PD98059, SP600125, APDC 阻害薬による産生量の減少を認めた (Figure 5 (c), (d)). しか

し, G-CSF 産生は刺激後 8 時間においても検出限界量以下であった (data not shown). 
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Ⅱ. 滑膜線維芽細胞と単球の共培養による影響 

1. 単球の免疫組織化学染色 

ヒト末梢血より分離した単球がマクロファージに分化するか確認するため, マクロファージマーカー

であるCD14およびCD68による免疫組織化学染色を行った. 結果を Figure 6に示す. 単球は培養後, 円形

状と紡錘形状を呈する 2 種類の細胞形態が認められた (Figure 6 (a), (b)). 両細胞はマクロファージマーカ

ーである CD14 および CD68 に陽性であった (Figure 6 (a-f)).  
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2. 線維芽細胞様細胞および単球の共培養 

培養 3 日目と 9 日目の位相差顕微鏡像を示す (Figure 7). 本研究に用いた滑膜線維芽細胞は紡錘形を呈

し, 過去に報告されている免疫組織化学染色を用いた培養ヒト顎関節由来滑膜線維芽細胞と類似してい

た 17). 滑膜線維芽細胞は培養 3日目, 9日目において明らかな形態の変化は認められなかった (Figure 7 (a), 

(d)). 単球は, 播種後 24 時間では単球はプレートに完全に付着しておらず, 浮遊細胞を多く認めた (data 

not shown). プレートへの付着が認められたのは培養 3 日目以降であった. 培養 3 日目の培地では円形状

を呈する細胞が主体であったが, 培養 9 日目では紡錘形を呈する細胞の割合の増加が認められた (Figure 

7 (b), (e)). 共培養時の滑膜線維芽細胞は単独培養時と比較して樹状の形態を呈していた. 共培養後 3 日目

と 9日目における単球の形態的な変化は認められなかったが, 単球は培養 3日目で滑膜線維芽細胞への付

着が認められた (Figure 7 (c), (f)).   
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3. 共培養時における IL-1, IL-6 および IL-8 タンパク質産生 

滑膜線維芽細胞と単球の単独培養時と共培養における炎症性サイトカインの産生量を比較した 

(Figure 8). 共培養時における IL-1, IL-6 および IL-8 のタンパク質産生量は単独培養時と比較して高かっ

た. IL-1は, 滑膜線維芽細胞の単独培養では検出されず, 単球の単独培養では, 培養 3 日目で少量の産生

が認められた. 共培養時は単独培養時と比較して培養 3 日目において著しく高い IL-1産生量が認められ

た. その後, 6 日目, 9 日目にも産生量は減少した. 12 日目では検出することはできなかった (Figure 8 (a)). 

IL-6 は滑膜線維芽細胞の単独培養時に産生を認め、単球培養時において産生は認められなかった. 共培養
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時は滑膜線維芽細胞の単独培養時と比較して高い IL-6産生量が認められた (Figure 8 (b)). IL-8は滑膜線維

芽細胞および単球の単独培養時に産生を認めた. 共培養時は滑膜線維芽細胞および単球の単独培養時と

比較して高い IL-8 産生量が認められた(Figure 8 (c)). 
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考察 

Ⅰ. 滑膜線維芽細胞における IL-1および TNF-の影響 

IL-1や TNF-は, 多様な生物活性を有する炎症性サイトカインであり, ID や OA-TMJ 患者の顎関節滑

液中から検出されることから顎関節疾患への関与が示唆されている 3-8). 本研究では, 顎関節における炎

症病態形成メカニズムを解明する一環として, 滑膜線維芽細胞に IL-1および TNF-を作用させ, 網羅的

な遺伝子発現解析を行った. 遺伝子発現解析の結果, 遺伝子発現上昇した上位遺伝子中には CCL20 をは

じめとする Chemokine superfamily の遺伝子が多く認められた. Chemokine は主に, 白血球を組織中へと遊

走させるサイトカインで, 炎症病態形成に関与すると報告されている 18). IL-1や TNF-によるこれらケ

モカイン産生上昇については過去に報告されており, 顎関節疾患に関与することが示唆されている 8,7). 

発現上昇した遺伝子中, ケモカイン以外の遺伝子中, 最も上昇率の高かったのは GM-CSF であった.  

GM-CSF は CSF の一員であり, その他に M-CSF, G-CSF が存在する. これら CSF はマクロファージや顆粒

球の増殖因子として発見され 9), その後, 多様な作用を持つことが明らかとなった 10). ID や OA 患者の関

節滑液中にも GM-CSFや M-CSFが検出されると報告されている 19,20). そこで, 本研究では CSFsについて

検討を行った.  

GM-CSFはマクロファージの増殖因子としての作用以外にも, マクロファージをM1型マクロファージ

に分化させることが報告されている 21). マクロファージには 2つのサブセットが存在し, 組織炎症の際に

IL-1や TNF-などを産生し, 炎症病態亢進に関与する M1 型マクロファージと, 組織修復の際に抗炎症

性サイトカインである IL-10 などを産生する M2 型マクロファージに分類される 22,23). 顎関節滑膜組織に

はマクロファージ様細胞が存在することから滑膜線維芽様細胞が産生する GM-CSF はマクロファージ様
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細胞の分化に影響を与えることが考えられた. そのため, IL-1や TNF-刺激により産生された GM-CSF

はマクロファージ様細胞に作用し, M1 型マクロファージへと分化させ, M1 型マクロファージの IL-1や

TNF-の産生により, また滑膜線維芽様細胞が GM-CSF を産生するといった炎症状態における悪循環形

成に関与する可能性がある. 

 M-CSF はマクロファージを M2 型マクロファージに分化させることが報告されている 21)一方で, 炎症

時の組織中では, Chemokine と共に破骨細胞の増殖や成熟にも関与することが報告されている 23, 24). 本研

究では M-CSF は無刺激時においても産生されること, IL-1および TNF-刺激により M-CSF の産生が上

昇することが分かった. また, 滑膜線維芽様細胞は IL-1および TNF-刺激により Chemokine を産生する

ことが報告されている 8,7). そのため, M-CSF は産生された環境により異なる作用を持つ可能性が考えら

れた. 滑膜組織において炎症時に Chemokine と共に産生された M-CSF は骨破壊に関与し, 恒常的に産生

された M-CSF はマクロファージ様細胞を M2 型マクロファージへの分化に関与するものと考えられた.  

関節疾患における, G-CSFに関する報告は少ないが, マウスへのG-CSF投与は関節炎を悪化させること, 

G-CSF 欠損マウスは, 関節炎に抵抗性を示すことが報告されており, 関節疾患のバイオマーカーとして

注目されている 26,27). 本研究でも, IL-1やTNF-刺激により, 滑膜線維芽細胞はG-CSFを産生したことか

ら, 顎関節疾患においてもバイオマーカーになりうる可能性がある.  

CSFの発現および産生については, GM-CSFやG-CSFは無刺激時においては産生されず, IL-1やTNF-

刺激により産生が認められた. GM-CSF および G-CSF の遺伝子発現量, タンパク質産生量は共刺激, IL-1

刺激, TNF-刺激,の順で, いずれも経時的な発現および産生上昇を認めた. また, 共刺激時においては

IL-1と TNF-の相乗的な効果が認められた. 一方, M-CSF にはこのような相乗的な効果や持続的な発現
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や産生は認められなかった. 本研究では, 持続的な発現や相乗効果のメカニズムについての検討はおこ

なっていないが, 顎関節滑液中に IL-1や TNF-が共存する場合, 相乗効果により GM-CSF や G-CSF は過

剰に産生されるため, 単独で存在した時と比較して炎症病態がより亢進するものと考えられた. 

炎症性サイトカインの発現において MAPK 経路および NFB 経路は,中心的な役割を果たす. そこで, 

滑膜線維芽細胞の CSF 発現にも MAPK および NFB 経路を介しているのか検討するため, MAPK および

NFB 阻害薬を用いた実験を行った. IL-1または TNF-刺激による GM-CSF 産生経路には, ERK, 

p38MAPK および NFB を介し, IL-1刺激時では JNK 伝達経路も関連していると示唆された. M-CSF の産

生経路には, IL-1刺激, TNF-刺激ともに, ERK, JNK および NFB 活性化を介していることが示唆された. 

一方, p38MAPK 阻害薬作用時では GM-CSF が産生減少したのに対し, M-CSF では産生の上昇が認められ

た. p38MAPK は RNA 結合タンパク質をリン酸化し, mRNA の安定性を亢進すると報告されており 28,29）, 

GM-CSF と M-CSF 産生の違いには, p38MAPK による mRNA の安定化が関与しているのではないかと示

唆された. また, 無刺激時における M-CSF の産生はほとんど産生が認められず, Figure4 (c), (d) と異なる

結果となった. その原因は, それぞれの実験に使用した滑膜線維芽細胞のドナーが異なるためと考えら

れ, 滑膜線維芽細胞が恒常的に産生する M-CSF の産生量には個人差があるのではないかと示唆された. 

G-CSF は阻害薬作用後 8 時間においても検出限界量以下であった. G-CSF は刺激後 24 時間以降で急激に

産生の上昇が認められることから, G-CSF の産生には IL-1や TNF-刺激の直接的な影響ではなく, 2 次的

なサイトカインの影響により産生されることが示唆された. そのため, G-CSF のシグナル伝達経路の検討

には, 刺激濃度や刺激時間のさらなる検討が必要と考えられた.  
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Ⅱ. 滑膜線維芽細胞と単球の共培養による影響 

顎関節滑膜組織の表層は, 滑膜線維芽細胞とマクロファージ様細胞が存在する. マクロファージ様細

胞は骨髄中の単球由来と報告されており, CD68 陽性所見を示し, 滑膜炎症時に細胞の増加が認められる

12,13). また, マクロファージ様細胞と滑膜線維芽細胞のクロストークは関節リウマチの発症に関与してい

ると報告されており 14,15), 両細胞のクロストークによる病態形成の研究は顎関節の炎症病態形成メカニ

ズムを解明する上でも重要である. そこで, 本研究では滑膜線維芽細胞とヒト末梢血から分離した単球

を共培養し, 両細胞のクロストークによる炎症病態形成メカニズムについて検討を行った. 

本研究で用いた単球は, 円形状と紡錘形状を呈する 2 種類の細胞形態が認められた. マクロファージは

M1 型と M2 型に大別され, それぞれの細胞形態は M1 型が円形状, M2 型は紡錘形状を呈すると報告され

ている 23). また, 両細胞はいずれも, 滑膜組織に存在するマクロファージ様細胞のマーカーとして報告さ

れている CD14, CD68 に陽性であった 13). そのため, 本研究で用いた単球は, 滑膜組織に存在するマクロ

ファージ様細胞と類似した性質を保持していると考えられた. 

次に, 単球と滑膜線維芽細胞によるクロストークによる影響を検討するために, 単球と滑膜線維芽細

胞を共培養し, 産生される炎症性サイトカインを測定した. 本研究では顎関節滑液中に検出されると報

告されている IL-1, IL-6および IL-8産生量について検討を行った 4). IL-1の産生量は, 単独培養時ではほ

とんど検出できなかったのに対し, 共培養の培養上清中では高い値を示した. 同様に, IL-6 や IL-8 は単独

培養時においてもわずかではあるが低い産生量を示し, 共培養時で産生量の上昇を認めた. そのため, 滑

膜線維芽様細胞と単球の共培養は何らかの影響により炎症性サイトカインの産生を引き起こすと考えら

れた. IL-1は, 不活性型である前駆体（pro-IL-1,31kDa）として合成された後, インフラマソームが活性
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化されることで, カスパーゼ 1が活性化し, 成熟 IL-1として細胞外へ産生される 30,31). インフラマソーム

は転写促進とは別に, 病原菌やウィルス, 尿酸等の刺激によって活性化すると報告されている 30). 当教室

での以前の研究では, IL-1, IL-17 および TNF-刺激により滑膜線維芽細胞の IL-1の遺伝子発現の上昇は

認められたが, 培養上清中に IL-1タンパク質は検出することができなかった 8,32). 本研究では, 滑膜線維

芽細胞と単球の共培養により, IL-1タンパク質を検出することができた. IL-1を放出した細胞は滑膜線

維芽細胞と単球のどちらかまたは両方なのかは不明であるが, 滑膜線維芽細胞と単球のクロストークに

よりインフラマソームが活性化された可能性があり, 本研究で用いた実験モデルは顎関節疾患における

IL-1産生を介した炎症病態を検討する上で有用と考えられた. 

IL-6 や IL-8 も同様に, 共培養時において産生量が高かった. IL-6 は OA-TMJ 患者滑液中に検出されるこ

とや, 破骨細胞形成に関与することから炎症病態形成に重要な役割を担っていると報告されている 33). 

滑膜線維芽細胞は恒常的に IL-6 を産生するが, 過剰な産生は破骨細胞形成および骨吸収を引き起こす可

能性が示唆される. 本研究では滑膜線維芽細胞の単独培養時と比較して, 共培養時に高い産生が認めら

れたことから, 滑膜線維芽細胞と単球のクロストークによって IL-6 の過剰な産生を引き起こすことが示

唆された. また, IL-8 は滑膜線維芽細胞や単球などから産生され, 主として滑膜組織への好中球の遊走に

関与することが報告されている 18). IL-8 産生量においても, 共培養時に滑膜線維芽細胞と単球の単独培養

時と比較して, 高い産生が認められた. IL-8 は代表的なケモカインであり, 血管新生も誘導すると報告さ

れている 17). これらの事から, 単球と滑膜線維芽細胞との細胞接触は顎関節の炎症病態を亢進させるこ

とが示唆され, 共培養することにより, 顎関節における炎症環境をより反映すると思われた.  

本研究において, 滑膜線維芽細胞は IL-1や TNF-刺激により CSF を産生することを明らかにした. ま
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た, 滑膜線維芽細胞と単球の共培養により, 炎症性サイトカインである IL-1, IL-6および IL-8が産生され

ることを明らかにした. IDや OA-TMJ 滑膜組織において, IL-1や TNF-により, 滑膜線維芽細胞はケモカ

インや CSF を産生する. CSF は炎症時に遊走されるマクロファージなどの炎症性細胞に作用し, 破骨細胞

の増殖や, M1 型マクロファージへの分化を介して炎症病態を亢進することが示唆される. また, 炎症時

に滑膜組織に遊走されてきた単球は, 滑膜線維芽細胞との細胞間接触や液性因子を介した相互作用によ

り, IL-1, IL-6 および IL-8 の産生を介し, 炎症状態の増幅がなされることが示唆された. 

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, 滑膜線維芽細胞に IL-1および TNF-を作用

させ, 網羅的な遺伝子発現解析を行った. また, 滑膜線維芽細胞と血漿由来単球との共培養を行い, 以下

の結果を得た. 

1）DNA マイクロアレイ解析の結果, 発現上昇した上位遺伝子中に CSF が認められた. 

2）GM-CSF, G-CSF 遺伝子発現の上昇は, 共刺激＞IL-1＞ TNF-の順であった. 一方, M-CSF 遺伝子発現

は刺激後 4 時間がピークであった.  

3) GM-CSF, G-CSF遺伝子発現の上昇は共刺激時において IL-1とTNF-の相乗的な効果が認められた. 一

方, M-CSF 遺伝子発現には共刺激時において IL-1と TNF-の相乗的な効果は認められなかった. 

4）CSF タンパク質産生は IL-1および TNF-の刺激濃度依存的に産生量の上昇を認めた. M-CSF は無刺

激時においてもタンパク質産生を認めた.  

5）IL-1および TNF-刺激滑膜線維芽細胞の GM-CSF 産生は, PD98059 (ERK1/2 inhibitor),SB20358 (p38 

inhibitor),APDC (NFkB inhibitor)により減少した. また, IL-1刺激時では,SP600125 (JNK1/2 inhibitor)によ
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る GM-CSF の産生量の減少も認められた. 

6）IL-1および TNF-刺激滑膜線維芽細胞の M-CSF 産生は, PD98059 (ERK1/2 inhibitor), SP600125 (JNK1/2 

inhibitor), APDC (NFkB inhibitor)により減少した. また, IL-1刺激時では,SB20358 (p38 inhibitor), による

M-CSF の産生量の上昇が認められた. 

7）末梢血から分離した単球は, 円形状および紡錘形状を呈する 2 種類の細胞形態が認められた. 両細胞

は免疫組織化学染色にて CD14 および CD68 陽性所見を認めた. 

8）IL-1IL-6 および IL-8 産生は滑膜線維芽細胞と単球の共培養では, 単独培養に比べて, 著しい産生上

昇を認めた.  

 以上の結果より, IL-1や TNF-によって滑膜線維芽細胞は GM-CSF 等を産生することによって, 滑膜

組織中のマクロファージの成熟化を誘導すること, 滑膜線維芽細胞と単球の接触は IL-1等の炎症性サイ

トカイン産生を上昇させることが示唆された.  
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A Study of Inflammatory relative factors using Synovial Fibroblasts from the human Temporomandibular Joint 

-DNA microarray analysis and co-culture of both synovial fibroblasts and monocyte- 
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Abstract 

Synovitis, an inflammatory disorder of the synovial membrane, frequently accompanies internal derangement 

(ID) and/or osteoarthritis (OA) in the temporomandibular joint (TMJ) and has been suggested to be a key feature of 

intracapsular pathological conditions of the TMJ. The aim of this study was to investigate putative factors 

associated with TMJ inflammation.  

First, we investigated IL-1 and/or TNF--responsive genes of synovial fibroblasts from patients with TMD 

using microarray analysis, because IL-1 and TNF- are detected in TMJ synovial fluids from patients with ID 

and/or OA. Granulocyte macrophage colony stimulating factor (GM-CSF) was one of the genes whose expression 

was strongly up-regulated in synovial fibroblasts by IL-1 and/or TNF-. The gene expressions of macrophage 

colony stimulating factor (M-CSF) and Granulocyte colony stimulating factor (G-CSF) were also up-regulated by 

IL-1and/or TNF-. Gene expression and protein production of GM-CSF and G-CSF, but not of M-CSF, were 

synergistically increased in synovial fibroblasts stimulated with IL-1 and TNF-. M-CSF protein was only 

detected in the conditioned medium of the non-stimulated control in which GM-CSF and G-CSF were not detected. 

In addition, MAPK and NFB inhibitors inhibited IL-1and TNF- stimulated production of GM-CSF and 
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M-CSF.  

The synovial membrane is composed of fibroblast-like cells (synovial fibroblasts) and macrophage-like cells. 

Synovial fibroblasts and monocytes/macrophages are believed to interact and to play a critical role in the 

development of synovial inflammation. Second, we investigated the protein production of pro-inflammatory 

cytokines in co-culture of synovial fibroblasts isolated from the TMJ and monocytes isolated from peripheral blood. 

Monocytes that had attached to the plastic surface after culture for 3 days in RPMI containing 10% FBS, exhibited 

two types of morphologies: “fried egg” and “spindle-like”. Both types of monocytes stained positive for the 

macrophage-specific markers CD14 and CD68. Synovial fibroblasts were co-cultured with these monocytes for 12 

days. Synovial fibroblasts or monocytes were also cultured alone for 12 days. The protein production of IL-1, IL-6 

and IL-8 was greatly increased in the co-culture of synovial fibroblasts and monocytes compared to each 

monoculture. 

 These results suggest that expression of CSFs in synovial fibroblasts is one of importance factor associated 

with inflammatory progression of the intracapsular pathological conditions of the TMJ, and interaction between 

monocytes/macrophages and synovial fibroblasts is may contribute to promote the inflammatory condition in the 

TMJ. 

 


