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Thesis

緒　言

　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
を呈する新しい概念の疾患である．
　開口制限を呈する疾患は顎関節症や筋突起過長症
など種々存在するが，腱ならびに腱膜の変化が主因と
考えられる開口制限を呈する疾患が初めて報告された
のは2000 年のことである 1)．2008 年の日本顎関節学会
学術大会シンポジウムでは，名称・診断・治療・病理
所見などについて検証され 2)，以降，本邦では徐々に
周知されてきたものの国際学会誌上での本邦以外から
の報告は未だみられていない3, 4)．
　本疾患の開口制限は緩徐に進行し，一部の患者では
下顎角の張り出しによる特徴的なsquare mandible 顔
貌を呈することもある．現在最も有効な診断方法は，
咬筋前縁部の張り出しの触知である．治療は全身麻酔
下での腱および腱膜切除術であり，開口訓練を適切
に行えば長期的な予後も良好である 3)．しかしながら，

現時点で病態は不明な点も多く，正確な診断基準も確
立されていない．
　千場らは咬筋腱膜切除標本を組織学的に観察し，
本疾患の腱および腱膜に炎症性変化や基本的構造の
異常はなく，正常な腱組織であることが支持されると
した 5)． しかしながら，臨床的には腱ならびに腱膜切
除中に剪刃で腱を切離する際に音がするほど腱組織が
硬固であり 3)，何らかの病理学的変化が生じている可
能性があると考えられる．また，本疾患は必ず両側性
に発症することや，学童期より発症する症例もあるこ
とから先天的要因があることも考えられる．
　今回我々は，本疾患の病態究明ならびに有用な診
断マーカーを模索することを目的とし，本疾患患者
ならびに対照患者の側頭筋腱組織の二次元電気泳動
を行ない，MALDI/TOF MSによるPMF 分析により
本疾患に特有に発現するタンパク質の同定を行ったの
で報告する．

材料および方法

対象
　疾患群は側頭筋腱切除および咬筋腱膜切除を施行

プロテオーム解析による咀嚼筋腱腱膜過形成症患者の

側頭筋腱に特異的に発現するタンパク質の同定
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【目的】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新しい疾患である．組織学的には正常な腱組織の過形成とされているが，病態
について不明な点も多い．本研究では，腱組織のプロテオーム解析により本疾患に特徴的に発現する
タンパク質を見出し，病態を解明することを目的とした．

【対象と方法】対象は，疾患群として本疾患患者 3 名，対照群として開口制限のない顎変形症患者 3 名
の側頭筋腱組織とした．各組織に対してタンパク質の二次元電気泳動を行い，マトリックス支援レー
ザー脱離イオン化法（Matrix Assisted Laser Desorption Ionization）／飛行時間型質量分析計（Time of 
Flight Mass Spectrometry）（MALDI/TOF MS）を用いたペプチドマスフィンガープリンティング
分析（PMF分析）を行なった．

【結果】同定された24のタンパク質のうち，対照群との比較において疾患群で特徴的な発現がみられた
のは，fibrinogen fragment D，β- crystallin A4，myosin light chain 4の3つであった．

【結語】本研究で特徴的な発現がみられたタンパク質が組織の線維化や腱細胞の機能低下，ストレスに
関与していることから，組織学的には正常に見えても，タンパク質レベルでは正常でないことが考え
られ，これらのタンパク質が本疾患の有用な診断マーカーとなることも考えられた．
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した本疾患患者 3 名（女性 3 名：35 歳，41 歳，44 歳）
とし，対照群は下顎枝矢状分割法による外科矯正法
を行った腱の異常及び開口制限のない顎変形症患者
3名（女性1名：25歳，男性2名：19歳，29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．組織検体は，手術時に切
除した筋突起周辺の側頭筋腱とした．
　なお，本学倫理委員会の承認（埼玉医科大学医学部
倫理委員会承認番号 No.595）を得た上で，該当患者に
対して本研究に関する十分な説明を行い，研究に対す
る同意を得た．
サンプル処理
　 採 取 組 織 に 付 着 し て い る 筋 組 織 を 可 能 な 限 り
除去した後，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, 30 mM Tris, 
3% 3 - (3 -Cholamidopropyl)dimethylammonio〕-1-
propanesulfonate, 1% Triton X -100）に て 溶 解 し た．
その後，遠心分離を40,000 rpm，20℃，60分間行ない，
採取した上清をSlide -A -L yzer Dialysis Cassettes 
kit, 3.5 K 分画分子量，0.5 -3 ml（Thermo Scientific 
Pierce 社）にて透析した．減圧遠心濃縮装置（Thermo 
Scientific 社）にて乾燥させたものを再溶解し，Pierce 
660 nm Protein Assey Kit（Thermo Scientific Pierce 社）
にて蛋白定量を行い，1解析あたり1 mg蛋白量に調整した．
電気泳動
　電気泳動は，Hirosawaらの報告に一部準じた方
法で行なった 6)．一次元電気泳動は膨潤液（8 M urea, 
2% 3 - (3 -Cholamidopropyl)dimethylammonio〕-1-
propanesulfonate, 2% Immobilized pH gradient buffer, 
0.3% dithiothreitol, a few grains of bromophenol blue 
dye）と サ ン プ ル を 混 和 し た も の で Immobilized 
pH gradient (IPG) strips pH 3 −10 L, 18 cm （GE 
Healthcare 社）を12 時間膨潤させた．Ettan IPGphor 
II （GE Healthcare 社）を使用し，プログラムは100 V
で2 時間 （step -and -hold）， 500 Vで1 時間（gradient），
1000 Vで1時間 （gradient）， 8000 Vで1時間（gradient），
8000 Vで40 時間 （step -and -hold）とした．一次元電気
泳動を終えたIPG stripを，最初に平衡化バッファー

（50 mM Tris -HCl pH 8.8, 6 M urea, 30% glycerol, and 
2% sodium dodecyl sulfate, bromophenol blue）に0.2% 
dithiothreitolを 加 え た 溶 液 に 浸 け20 分 間 静 置 し，
次 に4% iodoacetamideを 加 え た 溶 液 で 同 様 に 処 理
し た．二 次 元 電 気 泳 動 はExcelGel SDS XL Gradient 
12−14%，245 cm × 180 cm（GE Healthcare 社）を用い，
Multiphor Ⅱ 2 -D（GE Healthcare 社）にて1000 V，
20 mA，40 Wで45分間，1000 V，40 mA，40 Wで5分間，
1000 V，40m A，40 Wで160分間のプログラムで施行した．
画像解析
　Coomassie Brilliant Blue G -250にて染色を行った
ものをGS-800 Calibrated Densitometer（BIO-RAD 社）

にてスキャンし，PDQuest 2 -DE Gel Analysis software 
（Version 7.10, BIO -RAD 社）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．
インゲル消化，データベース解析
　 切 り 出 し た ゲ ル に50% methanolを100 µL 加 え，
超 音 波 装 置 に10 分 間 か け た 後 に 液 を 除 去 し た．
こ れ を4 回 繰 り 返 し た 後，50% acetonitrile，100% 
acetonitrile，50 mM ammonium bicarbonate，100% 
acetonitrile，50 mM ammonium bicarbonate，50% 
acetonitr i le/50 mM ammonium bicarbonate の
順で，それぞれ100 µLを加えて10 分間室温で放置
し た 後 に 液 を 除 去 し た．そ の 後，100% acetonitrile
を100 µL 加 え， 室 温 で10 分 間 放 置 後 に 液 を 除 去
する操作を2 回行い，最後の液は十分に取り除き
自 然 乾 燥 さ せ た．続 い て，trypsin（Promega 社 ）を
50 mM ammonium bicarbonateで希釈したものを5 µL
加え，密封し37℃で一晩インキュベートした．翌日，
45% acetonitrile/0.1% trifluoroacetic acid を 15 µL を
加え，超音波装置に10 分間かけた後，液を回収する
操作を2 回行い，回収した液を減圧遠心濃縮装置

（Thermo Scientific 社）にて20 分間遠心濃縮後，0.1% 
trifluoroacetic acidを5 µL 加えた．このようにして抽出
したサンプルを MALDI -TOF MS （島津製作所）にて解
析を行ない，得られた結果をデータベース（MASCOT 
(http://www.matrixscience. com/search_form_select.
html)）を用いてタンパク質の同定を行なった．

結　果

　疾患群，対照群ともに症例ごとの泳動パターンには
共通性がみられ，全症例で発現量の違いがみられたの
はスポット5，7，11，14，19，24であった（図1A ～ E）． 
　 差 異 ス ポ ッ ト を 含 め， 切 り 出 し 可 能 で あ っ た
ス ポ ッ ト 全 て をMALDI/TOF MS に よ るPMF 分 析
を 行 っ た 結 果， 全 部 で24の 蛋 白 質 を 同 定 し 得 た

（表 1, 2）．共通して発現していたのは , Ⅵ型コラー
ゲン（スポット1）, アクチン（スポット9, 10）,ミオ
シン（スポット15 ～ 17）,などであった．対照群との
比較において，疾患群で増加したスポット5，7，11，
14は fibrinogen fragment Dと同定され，スポット19は
β- crytsallin A4であった．疾患群で減少したスポット 
24はmyosin light chain 4であった． 

考　察

　プロテオーム解析とは，構造と機能を対象とした
タンパク質の大規模な研究のことであり 7)，特にタン
パク質の機能や疾病との関わりを明らかにするプロ
テオーム研究が注目を集めている 8)．二次元電気泳
動はプロテオーム解析の手法の中心的な役割を担っ
ているが，膜たんぱく質，難溶性タンパク質，超微量
タンパク質などの解析は困難であるとされている．
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腱組織はコラーゲンを主体とする細胞外基質に富む難
溶性の組織であり，我々が渉猟し得た限り，顎口腔領
域以外で腱組織のプロテオーム解析に関する報告は
なかった．
　本研究では，変化のあったタンパク質を除き，同定
されたタンパク質の多くは筋肉もしくは血液由来のも
のであった．これは，腱組織の中に入り込んだ筋組織
や微細血管を完全には除去できなかったことが原因
と考えられる．腱由来と考えられたのはスポット1の
VI 型コラーゲンであった．VI 型コラーゲンはα1（VI），
α2（VI） ，α3（VI）の3つの鎖からなる3 量体であり，

細胞外基質の異なる成分同士や細胞との結合に関与
する 9)．VI 型コラーゲンは非線維性コラーゲンであ
るため可溶化され，観察可能であったと考えられる．
本研究から，プロテオーム解析で腱組織の網羅的な研
究をするためには多くの課題が残ると考えられるが，
本研究のような病態不明の疾患においては，今後の研
究の標的となるタンパク質を探すための一つの手法と
して有用であったと考えられた．
　咀 嚼 筋 腱 腱 膜 過 形 成 症 患 者 で 減 少 が み ら れ た
myosin light chain 4 はmyosin IIの調節軽鎖であり，
そ の リ ン 酸 化 を 介 し てmyosin IIは 活 性 さ れ る 10)．

図 1-1. 対照群ならびに疾患群の電気泳動結果．A：疾患群（44歳，女性），B：対照群（19歳，男性），C ：fibrinogen fragment D.
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myosin IIは細胞骨格の張力を生成する重要なモー
タータンパク質で 11)，腱細胞（線維芽細胞）において
myosin IIは腱のコラーゲン線維の配列や安定，腱の
機械的性質（引張強度，剛性）の生成に必要であり，
Kalsonらは in vitroでmyosin IIを不活化させた腱細胞
は腱組織を収縮させなかったと報告している 12)．今回

の実験でmyosin light chain 4が減少したことはmyosin 
IIの不活化を意味し，本疾患の腱組織にはコラーゲン
線維の異常や収縮機能ならびに機械的性質の低下が起
きていることが考えられた．
　疾 患 群 で 増 加 が み ら れ た β- cr ystal l in A4 は，
主に脊椎動物の水晶体に発現するタンパク質である

図 1-2.	 対照群ならびに疾患群の電気泳動結果．D：β- crystallin A4，E：myosin light chain 4．
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D
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クリスタリン群に属し，哺乳類においてはα，β，γ
に大別される 13)．最近では，クリスタリン群は眼だ
けでなく他臓器においても発現し，様々なストレス
による損傷から細胞を守る重要な役割を担うとされ
ている 14)．Leeらは網膜色素上皮において，光照射に
よりβ- crystallin A3ならびにA4が顕著に増加するこ
とを報告し，これは光による酸化ストレスから組織を
保護するための変化であるとしている 15)．咀嚼筋腱腱

膜過形成症では，ブラキシズムなどの習癖が発症に関
与するという報告がある 16)．クリスタリン群の腱組織
における発現や働きに関しては明らかになっていない
ものの，疾患群でβ- crystallin A4が増加したことは，
本疾患の発症に関わるとされている不良習癖などによ
る機械的ストレスへの防御反応である可能性もある．
一方，長期間に及ぶ開口制限による筋の伸展障害等が
機械的ストレスとなって，結果的な2 次変性としての

表 1.	 同定タンパク質（疾患群）
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増加であることも否定できない． 
　本研究において疾患群で増加がみられた fibrinogen 
flagment Dは，佐藤らも蛍光標識二次元ディファ
レンスゲル電気泳動解析システムによる本疾患患
者の腱組織の解析で同様の増加を報告している 4)．
フィブリノゲンは水溶性タンパク質であり 17)，2つ
のDドメインとその間にある1つのEドメインで構成
されている 18)．トロンビンによりフィブリンへと変
換され，出血などの損傷に対して修復細胞の浸潤，

血管新生，細胞増殖，再上皮化，創傷収縮などの治
癒メカニズムを促進する 19)．しかし，このメカニズ
ムに不均衡が生ずると，過度の瘢痕形成や臓器の線
維化を引き起こし，フィブリノゲンの蓄積は，皮膚，
筋肉など，いくつかの臓器での線維化を促進する因
子とされている 19, 20)．したがって，本疾患にみられる
腱組織の過形成に大きく関与している可能性があり，
疾 患 の 鑑 別 に も 有 用 で あ る か も し れ な い．ま た，
腱組織の変性である tendinosisにおいて，Aströmら

表 2.	 同定タンパク質（対照群）
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は正常な腱組織と比べてフィブリノゲンが顕著に増
加し，これらにより腱のコラーゲン束の凝集が阻害
されると報告している21)．
　今回の研究で3 種類のタンパク質の発現に差がみら
れたが，対象に性差および年齢差があることは考慮
にいれる必要がある．本疾患は緩徐な進行を示すため
手術時の年齢が平均して中年期以降になる．そのため
対照も同世代にできれば望ましいが，手術患者以外か
ら腱組織を採取することは倫理的に困難である．開口
制限がなく手術の際に腱組織の切除が必要となる患
者は顎変形症の他にはなく，現状としてはやむを得
ない．また，性差に関しては，対象患者の年間手術件
数は決して多くないため，本研究の実施時期には図
らずも女性が多くなってしまった．しかしながら，腱
を構成する成分の中で，年齢・性別による変化を受
けるとされている水分，コラーゲン 22)はサンプル処
理の際に除去されている．腱細胞数は加齢に伴い減少
する 22)が，腱細胞内のactinやmyosinは加齢による変
化を受けないとされている 23)．以上のことから，対象
の性差，年齢差を加味した上で，本研究で増減を示
したタンパク質は疾患特有のものと考えられる．
　本研究では，可溶化されないため分析の対象外に
なったコラーゲン群の評価ができないため，その点で
は制限をうけている．しかしながら，今回の実験で特
徴的な出現を示したタンパク質は咀嚼筋腱腱膜過形成
症の病態に関与している可能性を示しており，これら
を診断マーカーとして発展させていくための更なる研
究が行なわれることが望まれる． 

結　語　

　今回の研究により，咀嚼筋腱腱膜過形成症患者の腱
に は fibrinogen fragment D，β- crystallin A4，myosin 
light chain 4の出現に特徴があることがわかり，これ
らが組織の線維化や腱の機能低下，ストレスに関与
していることから，タンパク質レベルでは正常では
なく，これらのタンパク質が本疾患の病態解明や有用
な診断マーカーとなることも考えられた．
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