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開口制限が成熟ラット顎関節に及ぼす影響

大阪大学大学院歯学研究科

歯学臨床系専攻 (口腔外科学第二)

松本 章子



<緒言>

開口障害は,顎関節症をはじめとする顎関節疾患や,様々な口腔外科疾患において高

い頻度でみられる症状の一つである。開口障害が生 じている期間は様々で長期に及ぶこと

もあり,さ らに開口障害の結果 ,軟食 しか摂取できない場合もある。このような長期間に

わたる顎運動の制限や負荷の軽減は顎関節に影響を及ぼす ことが考えられる。膝や股関節

などの荷重関節では,実験的に不動化や運動制限,神経切除を行 う研究が数多く行われて

お り,周 囲の靭帯,筋で廃用性萎縮を生じたり 1),骨量減少を引き起 こす 2)こ とが明らか

にされている。顎関節における研究については,過去数例のサル 3～ 6),ゥサギ 7),

ラット
8,9)を
用いた不動化実験で,下顎頭に組織変化が生じる事が報告されている。 しか

し,お もに下顎骨の変化について調べられてお り軟組織の変化について言及 したものは少

ない。顎関節は側頭骨下顎省に下顎骨下顎頭が陥入する骨構造をとっている。そ して骨の

外側は軟骨で被覆されている。 この軟骨層は,表層か ら内側に向かって増殖層,分化層 ,

肥大層と呼ばれる分層に区分できる。下顎省と下顎頭の間には,密な膠原線維か ら構成さ

れる関節円板が介在 してお り上関節腔と下関節腔が形成されている。関節包は,顎関節の

外側を被覆する膠原線維を多 く含む線維性結合組織で,脂肪細胞 と多 くの動静脈,神経 を

含んでいる。そのため,関節包は,下顎頭の外側および前方,後方への運動を制限する働

きをするだけではなく,関節成分に栄養を供給 し,運動などの生理的機能を調節する上で

も重要な役割を果たす
1°
と考えられる。

顎関節の神経支配については,神経特異蛋白 protein gene product 9.5(PGP 9.5)11)

や,知覚神経に多く含まれる substance P(SP)と calcitonin gene一 related peptide

(CGRP),交感神経節後線維に多く含まれる neuropeptide Y(NIY),副 交感神経節後

線維に多 く含まれる vasoact市 e intestinal polypeptide(VIP)19な どの神経ペプチ ドに対

する抗体を用いた免疫組織化学的検討や酵素 トレーサー法,神経切除実験によって,知覚



神経,交感神経,副交感神経が,関節包,関節円板,滑膜に分布する事が,ヒ ト lЭ,ラ

ット
14～ 20,ヒ

ッジ
20等の顎関節で報告されている。 これ らの神経ペプチ ドは,局所の血

流,骨等の調節因子 としての役割を果たす 25～ 2的 と報告されてお り, ヒトの顎関節の滑液

29に
も存在 している。また,実験動物の炎症モデルで, これ らの神経ペプチ ドの濃度が ,

三叉神経節
30,顎
関節において変化する

31～ 3,こ とも知 られている。 しかしなが ら顎運動

を抑制 した場合での変化については未だ研究が行われていない。

本研究では,開 口制限が顎関節に及ぼす影響を明 らかにするため,成熟ラットを用い

て開口制限モデルを作成し,開 口制限が顎関節の骨・軟骨 ,関節円板,関節包に及ぼす影

響について検討 した。



<材料と方法>

1.動物と飼料

実験には,生後 9週齢の雄性 Sprague―Dawley系 ラット (体重 310± 20g)

(日 本 SLC,静 岡)を用いた。固形飼料 (MF;オ リエンタル酵母工業,東京)を与え ,

自由飲水させて,6～ 8日 間順化 したのち生後 10週齢で実験に供 した。液体飼料として

調整栄養食品エンリッチ (ダイナボット,大阪)2倍希釈液を吸水瓶にて投与 した。粉体

飼料は固形飼料 と同じ成分の飼料を粉体 としたものを用いた。なお,本実験は大阪大学歯

学部動物実験ガイ ドラインに従って行った。さらに倫理規定を設けて体重が処置時の体重

の 10%以上の減少を認めた時に実験は中止とすることとした。

2。 開口制限法

ラットを抱水クロラール (0.04 mg/kg)腹腔内投与で全身麻酔 したのち,以下の 3通

りの固定方法を用いて開口を制限 した。

1)歯牙固定 (n=8):

レジン系接着セメン ト (ス ーパーボン ドC&B;サ ンメディカル,滋賀)を用いて,咬

合位で上下切歯を固定 した。飼料 としては処置 1日 前から液体飼料を投与 した。

2)顎外固定群 (n=3):

布 と即時重合 レジンで作製 した抑制具を頭部に装着 して,顎運動を制限した。飼料 と

して処置 1日 前か ら液体飼料を投与 した。

3)外科的開口制限 (左側頬骨―下顎骨間結索)(n=16):

抱水クロラールにて全身麻酔 したのち,1/8万 エピネフリン含有 2%リ ドカイン (歯科

用 キシロカイン注射液 2%;ア ス トラゼネカ,大阪)0。4 mlを 用いて局所麻酔を行 った。

術後摂食 しやすいように下顎切歯を歯肉縁上でダイヤモン ドポイント (松風,京都 )を 用



いて削合 した。左側顔面皮膚に切開を加え咬筋を剥離 し頬骨 と下顎骨を露出させたのち ,

下顎骨に歯科用のステンレスバー (松風 ,京都)を用いて小孔を形成 した。ウレタンゴム

製矯正用パワーチェーン (FoM.Ringlet,closed type;ロ ッキーマウンテンモ リタ ,

東京)を 咬筋下に通 し断端の下顎骨側はステンレスワイヤー (径 0。 3 mnl,三 金工業 ,

東京)を 小孔に通 し結繁し,頬骨側はシリコンチューブ (径 0.5 mnl,信 越ポ リマー ,

東京)で結繁固定 した (図 1)。 創部を縫合 したのち,感染予防のため抗生剤 (FMOX,

0.08g/kg;塩野義 ,大阪)を 筋注 した。外科的処置前 1日 間は,液体飼料 と固形飼料の

併用投与を行い,外科的処置後 3日 間は液体飼料を用いて,4日 後からは粉体飼料を用い

て飼育を行った。

3.開 口制限実験スケジュール

実験動物としては,生後 10週齢 ラット33匹 を用い,以下の実験群に区分 した。実験

群 1は ,開 口制限を行わず固形飼料を投与 した (固形飼料非制限群 )。 実験群 2は ,開 口

制限を行わず粉体飼料を投与 した (粉体飼料非制限群 )。 実験群 3に は,外科的開口制限

を行い粉体飼料を投与 した (粉体飼料制限群 )。 実験群 1に は,実験期間を通 して固形飼

料を投与 した。実験群 2は ,4日 間液体飼料を投与 したのち,粉体飼料で飼育 した。実験

群 3では, 1日 間液体飼料を固形飼料と併用投与 したのち開口制限処置を行 い,その後 3

日間は液体飼料のみで飼育した。4日 後からは実験期間終了までは粉体飼料を投与 した。

開口制限処置よ り 2,4,6週 間経過 した各時点で実験群 1各 3匹 ,実験群 2各 4匹 ,実験

群 3各 4匹 の顎関節を組織学的検索に供 した (図 2)。

4.実験動物の処理 と組織学的検索

実験スケジュールにしたがって,抱水クロラール (0.04 mg/kg)腹腔内投与による全
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身麻酔を行い,経心臓的に 0.02Mリ ン酸塩緩衝液 (PBS)で灌流脱血 した後,灌流固定

液 (4%パ ラホルムアルデヒド,0。 lMリ ン酸緩衝液 ,pH 7.4)で 固定を行った。その後

すみやかに頭部を摘出し,24時間同固定液で浸漬固定を行った。顎関節を一塊として摘

出後,脱灰液 (10%エチ レンジアミン 4酢酸 2ナ トリウム,pH7.4)に 浸漬 し,4℃ にて

3～ 4週間脱灰処置を行った。脱灰終了後,30%シ ョ糖含有 0.02 M PBSに 4℃ で 24時間

浸漬 した。OCTコ ンパウン ド (SAKURA Fine technical Co,CA,UoSoA.)に て包埋後 ,

クリオスタット (LEICA CM3050;Leica lnstruments GrllbH,Nussloch,Germany)

を用いて厚さ 16μ mの矢状断連続凍結切片を作成 した。切片は MAS(Matsunami

adhesive slide)コ ー ト付きスライ ドグラス (松波 ,大坂)に貼付 し,ヘマ トキシリン・

エオジン(HE)染色を施 した。

5。 免疫組織化学染色

免疫組織化学染色には高分子ポ リマー法 (EnVision+法 34,35))を用いた。

神経特異蛋白 PGP 9.5に 対するウサギポ リクローナル抗体は,Chemicon(CA,

UoSoA。 )よ り購入 した。神経ペプチ ドSP,CGRP,NPY,VIPに 対するウサギポ リクロー

ナル抗体は,Oncogene research products(N眈 ,U.SoA.)よ り購入 した。4%パ ラホル

ムアルデヒド固定組織の凍結切片を 0.05Mト リス塩酸緩衝液 (TBS,pH7.6)で洗浄後 ,

0。 3%H202メ タノールに 30分浸漬 し,内 因性ペルオキシダーゼを不活化 した。TBS洗浄

後,2%normal swine serum(DAKO,Copenhagen,Denmark)含 有 0.05 M TBSを

用いて PGP 9。 5,SP,CGRP,NPYあ るいは VIPに 対する抗体 をそれぞれ 1/5000,

1/3000,1/4000,1/5000,1/3000に 希釈 したのち 4℃ にて 48時間作用させた。反応後

0.1%Tween20含有 0.05M TBS(TBST)にて洗浄 し,5倍希釈の EnVision十試薬

(DAKO)を 4℃ で 24時間反応させた。 3,3'―ジアミノベンチジン発色液 (Stable DAB;



Research Genetics,AR,UoSoA.)にて発色させたのち,メ チルグリーンにて対比染色 し,

上昇アルコールにて脱水 , リモネン (Hemo―De;フ ァルマ,東京)にて透徹後 ,Entellan

(Merck,KGM,Darmstadt,Germany)に封入 し光学顕微鏡 (Nikon Microphoto―

Ⅸ A;Nikon,東京)で観察 した。

6.組織像の計測法と統計処理

HE染色を施 した顎関節の組織像を顕微鏡から CCDカ メラ (C5810-01;

Hamamatsu photonics,静岡)を介 しパーソナルコンピューターに取 り込み,画像解析

ソフ トMac Scope(三 谷商事 ,東京)を 用いて,関節矢状断の連続切片中央付近の下顎

頭の前方部,中央部 ,後方部を計測点 とし,軟骨層 (表層 ,増殖層,分化層十肥大層)を

計測 した (図 3A,B)。 関節円板の厚径は,軟骨層と同様に関節矢状断を作成 し下顎頭中

央部で計測 した。各動物あた り 3枚の組織切片を用いて計測 し,平均値土標準偏差を求

めた。計測値は,Scheff's F testを 用いて検定を行った。



<結果>

1.開 口制限モデル作成

顎運動を抑制するため,接着用 レジンセメン トを用いて上下切歯部で歯牙固定を行っ

た場合,100%(8/8)の 動物において切歯の萌出が阻害され,そ こか ら顎骨に感染が波

及 した。その結果,摂食障害を引き起 こして,実験開始時の体重 と比較 して 2週間以内

に顕著な体重減少が認め られ,実験中止時,平均で 70%に まで減少 した。顎外固定を行

った動物は常に固定装置を除去 しようとする動作を繰 り返 し,ス トレスのため摂食不良と

なった。そのため固定 3日 後の平均体重は固定開始時の 80%に まで減少 した。外科的開

口制限法として,ウ レタンゴム製パワーチェーンを頬骨と下顎骨間に装着 した場合,顎運

動が抑制されたにもかかわ らず 2週間での平均体重は処置時の体重の 95%の 状態 を保つ

ことができた。 この固定法における開口制限量を知るため,麻酔下で開口量を測定 した。

処置前 40gの 力を加えた最大開口量は平均で 18。 3mmで あったが,ウ レタンゴム製パワー

チェーン装着後に同じ 40gの 力で牽引し強制的に開口させた場合の最大開口量の平均は

5。4mmであった。

2.開 口制限が体重に及ぼす影響

開口制限モデル作成実験の結果 ,外科的開口制限法では 2週間の経過観察中顕著な体

重変化をきたさずに安定な開口制限を得 られることが明らかになった。そこでこの方法を

用いて開口制限実験を行い経時的な体重変化を観察 した。開口制限を加えずに固形飼料を

投与 した群 (実験群 1)あ るいは粉体飼料を投与 した群 (実験群 2),開 口制限を加えて

粉体飼料を与えた群 (実験群 3)のすべてにおいて体重減少は認めなかった。処置 6週後

での体重は,実験群 2,3でやや低値を示 したが実験群間で有意差は認めなかった (図

4)。



3.開 口制限が下顎頭骨 0軟骨層に及ぼす影響

開口制限が下顎頭に及ぼす影響を知るため,下顎頭中央部矢状断で切片を作成 し組織

学的検索を行った。下顎頭の骨構造 については,固形飼料の実験群 1と 比較 して,粉体飼

料の実験群 2,3の骨髄腔が拡大 していた。特に実験群 3に おいて,経時的に骨髄腔の拡

大が強くなり,下顎頭部での骨基質の減少が認め られた。さらに実験群 3の 開口制限処

置 6週後の動物において,破骨細胞の出現を伴った骨吸収と線維性組織の増殖が認めら

れた (図 5)。 なお,実験群 2で も破骨細胞は散見された。軟骨の観察において,実験群

1で は,正常な軟骨構造である表層 ,増殖層,分化層,肥大層が認められたが,開 口制限

6週後の実験群 3では,軟骨層が非薄化 してお り,特に前方部では軟骨層のうち分化層 と

肥大層が縮小していた (図 5)。 そこで,2,4,6週 の検体につき,下顎頭の前方,中央 ,

後方部における軟骨厚径の計測を行 った。前方部において,開 口制限処置 2週後に計測

した下顎頭軟骨層の厚径の平均値は,実験群 1,2,3の右側でそれぞれ 122μ m,68μ m,

56μ mで左側では,158μ m,70μ m,54μ mで あ り,粉体飼料群で顕著に両側軟骨層の厚

径が減少していた (図 6)。 処置 4,6週後の結果 も同様であり 1群 と比較 して 3群では両

側とも軟骨厚径は減少 してお り,有意差 (P<0.05,P<0.01)が認められた。粉体飼料

を投与 し開口制限 しない実験群 2と 開口制限 した実験群 3と の比較では,左右両側 とも

実験群 3の方が低値を示 したが,有意差が認め られなかった。関節矢状断面の中央部に

おいても処置後 2,4週後は,前方部 と同様に実験群 1に比較 して実験群 2,3で低値を示

した。6週後での下顎頭軟骨の平均厚径は,実験群 1,2,3の 右側でそれぞれ 145μ m,

150μ m,96μ mであり,左倶1で は 142μ m,150 μ nl,80 μ nlと ,こ の部位では,粉体飼料

による軟骨層の減少はみ られなくなったが,開 口制限群 (実験群 3)で の軟骨厚径の減少

は持続 していた。後方部において,処置 6週後での軟骨層の厚径は実験群 1,2,3の右側

は,それぞれ 212μ m,215μ nl,187 μ nl,左側は 203μ m,250μ m,195 μ nlで あり実験期



間を通 じて実験群間で明らかな差を認めなかった (図 6)。 下顎頭前方部における軟骨層

厚径で変化がみられたため,軟骨層を更に増殖層と分化層 +肥大層に区分 して検討 した

(図 7)。 実験群 2に おいて,実験開始 2週後よ り分化層 +肥大層は減少傾向にあ り,こ

の変化は食餌形態の変更により早期に生じるものであった (図 7B)。 増殖層でも実験群

2と 3で は厚径は,実験期間を通 じ非薄化傾向を示していた (図 7A)。 したがって,軟

骨の変化はこれ ら 3層 すべてで生 じていることが明らかとなった。

4.開 口制限が関節円板に及ぼす影響

開口制限が関節円板に及ぼす影響を知るため,関節矢状断面の組織切片を用いて組織

化学的変化の検討および関節円板厚径を計測を行 った。実験群 1の 正常ラッ トの関節円板

の中央部を構成する線維束は太 く,屈曲が少ない状態で密に前後方向に配列 していた。実

験群 2,3に おいても形状の変化や線維配列の乱れおよび線維の剥離等の変化を示す組織

所見はみ られなかった。処置 2週後において,実験群 1,2,3右側での関節円板厚径は ,

それぞれ 55μ m,51μ m,37μ m,左側では 58μ m,65μ m,38μ mで実験群 3が最 も低値を

示 した (図 8)。 4,6週後の計測においても各実験群の関節円板厚径はば らつきを示 した

が,実験群 3においてその変化は最 も顕著であった。

5。 開口制限が関節包組織に及ぼす影響

顎関節の神経線維は血管 と伴走 して関節包に入 り滑膜 と線維膜の間で細 い枝 に分枝 して

いる。関節包は関節外側で発達 し,神経線維 もこの部で豊富である 15,23,30。 開口制限が顎

関節の神経・血管に及ぼす影響を知るため,神経・血管分布が豊富な関節包外側で矢状断

面を作成 し組織変化を観察 した (図 9a,b)。 固形飼料で飼育 した実験群 1,すなわち ,

正常ラッ トの左側関節包において,関節包の上部ならびに中央部は線維性結合組織を主体



とする構造であり,上部で脂肪細胞が散在 していた。中央部では,彎曲した線維束が平行

して走行 してお り,実験期間を通 じて変化を認めなかった (図 9c,e)。 関節包下部には ,

小動静脈と太い神経束が数多くみられた (図 9g)。 開口制限を行わず粉体飼料を投与し

た実験群 2においても同様の所見であった。一方,開 口制限した実験群 3の左側では,

2週後,顕著な変化は認められなかったが (図 9d), 6週後には,関節包の中央部の彎曲

した線維成分が減少しており,代わりに胞体の明るい脂肪細胞が増加し,細 い血管の増殖

もみられた (図 9f)。 これらの変化は反対側関節包でも認められた。また,実験群 3の関

節包下部では,4週 をピークとして拡大した血管が散見された。開口制限にともなう神経

分布,神経束の変化はみられなかった (図 9h)。

6。 開口制限が関節包の神経に及ぼす影響

開口制限にて組織変化を生じた関節包中央部と血管・神経が豊富である関節包下部にお

ける神経線維 と神経ペプチ ドの発現を免疫組織化学染色にて検討 した。実験群 1において ,

神経特異蛋白 PGP 9.511)は ,関節包の上部 ,中央部,下部の結合組織および血管周囲に発

現がみとめられ,一部は数珠状の腫脹 (varicosity)を 伴った細径の線維として発現がみ

られた (図 10a)。 実験群 2で も,PGP 9.5陽 性線維は同様の分布を示 した。実験群 3の

関節包中央部では,線維性結合組織が脂肪細胞で置き換わってお り,同部で蛇行 した線維

状に PGP 9.5陽 性線維がみられた。実験群 1,2と 比較 して数は,左右側 ともにやや増加

していた (図 10b)。

神経ペプチ ドSP10は ,いずれの実験群でも関節包下部の神経束 とその周囲結合組織で

発現 してお り (図 10c,d),関節包の上部 ,中央部ではその発現がみ られなかった。また ,

実験期間中発現が変化することもなかった。

神経ペプチ ドCGRPl旬ま,関節包の上部 ,中 央部,下部の血管周囲の結合組織 と下部
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の神経束周囲の結合組織で発現を認めた。実験群 3においては,関節包の中央部の血管

周囲と脂肪細胞周囲で発現 してお り,処置 4週後より免疫陽性線維の増加を認めた (図

10e,f)。 関節包下部においては,4週以降,開 口制限を行った実験群 3では陽性線維が

増加 し,実験群 2では減少する傾向がみられた。

神経ペプチ ドNPYlのは,実験群 1に おいて,関節包下部の結合組織周囲,下部の動脈

壁周囲,関節包中央部で網 目状に varicosityを 伴って発現が認められた。一方,開 口制

限を行った実験群 3では,関節包中央部で処置 4,6週後には,血管周囲に網 目状の発現

が多 く認め られるようになった (図 10h)。 実験群 2での発現はやや低下 した。

神経ペプチ ドVIP19は ,関節包下部の一部の動脈壁周囲に限局 してみられた (図 101,

j)。 実験群 2では処置 4,6週でやや発現が低下 し,実験群 3では増加する傾向がみ られた。

表 1は ,関節包の中央部と下部における神経線維 と各種神経ペプチ ドの発現につき,免疫

組織化学染色結果を表にまとめたものである。開口制限による脂肪化 と血管の増加がみ ら

れた関節包中央部において,SP,VIPは発現 していなかった。実験群 3で は,PGP 9.5と

CGRP,NPYの 発現増加がみ られた。関節包下部では,検討 したすべての抗体で発現がみ

られた。PGP 9.5と CGRP,NPY,VIPの 染色において,抗体反応陽性線維は実験群 2で

は減少 し,実験群 3では増加する傾向がみ られた。なお,左右差はみられなかった。



<考察>

成熟 ラットを用いて,開 口制限実験を行い,顎関節の組織学的変化につき検討 した。そ

の結果 ,開 口制限には頬骨と下顎骨をウレタンゴム製パワーチェーンを用いる外科的固定

法が適 してお り,こ の開口制限法を施 したラッ トでは下顎頭軟骨の局所的非薄化をきたす

こと,関節円板には器質的変化はないこと,関節包では脂肪細胞,血管,神経線維の増加

をきたす ことが明らかになった。

顎関節の不動化実験 としては,サル 3～ 6),ゥサギ 7),ラ ット 8,9)を用いた研究が行われて

いる。サルにおいては,顎 を中心咬合位で不動化するため,サルを首枷付き mOnkey

cageに 入れ,head capの左右側に骨釘を打ち込む顎骨骨折用創外固定器を用いた方法 3)

と歯牙を鋼線で結繁固定する方法
4～ 6)が
行われている。ウサギでは,口 蓋 と下顎骨を鋼線

で結繁して顎関節を不動化する外科的処置
7)が
行われている。ラットにおいては,head

cap9,鋼線による歯牙結繁 8)に て顎関節不動化実験が行われている。 ヒ トの咬合を考え

ると実験動物 としてはサルが最も適 した実験動物 と思われるが,個体数の確保の問題や顎

運動抑制に対する系統的な研究を行 う上で困難な点も多い。これに対 して ,ラ ットの場合 ,

顎運動はヒトと同様に下顎頭が前方滑走を行 う
37)こ とが知 られてお り,個体数の確保 ,

発育成長において個体差が少ないなど下顎頭前方滑走を抑制する開口制限モデル作成にあ

たっては多 くの利点がある。ラットを用いた顎関節の研究は,幼若動物での関節の発達に

関するもの
14,19,23),正

常動物の関節円板や関節包に関するもの
15,17,21,22),関

節炎を惹起 し

た動物での神経ペプチ ドの定量を行ったもの
30～ 30,特 に関節炎の惹起に関するものが数

多 く行われている。 しかしながら,顎運動を制限 して,関節に対する影響を検討 した研究

は,極めて少ない。その理由として,小動物では開口制限が困難なことが挙げられる。本

研究においても,サル ,ウサギ,ラ ットで行われた head capと鋼線による開口制限を試

みたが,いずれの方法も経 口では,栄養摂取が不良とな り,体重の減少をきた して実験継
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続が困難であった。鋼線の場合 ,径が太いと頬骨の剪断が起 こり,細 いと鋼線の剪断を生

じた。幼若ラットを用いた開口制限の実験系
9)で
は,咬合床を咬ませた状態で head cap

を頭部にはめて固定 し経管チューブで流動餌を与えているが,やはり体重の急激な減少を

きたす と思われ,実験期間はわずかに 4日 間であった。そ こで,組織親和性の高いシリ

コンチューブとウレタンゴム製矯正用パワーチェーンを組み合わせた固定方法を考案 した。

実験に使用する動物の週齢に関 しては,ラ ッ トの顎関節の軟骨内骨化が終了するのは生後

3ヶ 月 38,39)で ぁるが,軟骨層の厚径は生後 50-60日 後までには一定 となる 40,41)。 それ以

前の成長期のラッ トに咬合異常
40,顎
運動制限
9,短
期間外力を作用

4め
させた場合,影

響力が大きいことなどから 10週齢の成熟 ラットを用いることとした。本研究においては

開口制限の条件として,処置後の開口量が,処置前の 1/3以下に抑えられていること,

処置後の体重減少が処置前の 10%を超えないこと,2週間以上開口制限状態を維持できる

ことを目標 としたが,本研究での外科的開口制限法はこの条件を満たすものであった。す

なわち開口制限処置 2週後での体重の減少は 5%であり,ラ ットの最大開口量約 20mm4→

を約 5mnlに 制限することができた。過去 に報告 されたサルの系 3～0で は,中心咬合位で

咬合 してお り強度の固定を行っている。また,ウサギでの鋼線による固定 のでは,開 口制

限量が明らかにされていない。ラットの実験系
8,9)に おいても強度の歯牙固定を行ってい

る。これに対 して,今回作成 したラットの実験系は,過去の報告 と異な り開口量を一定 に

制限する特徴があり, しかも小動物において栄養状態の影響が少なく長期実験に耐える初

めての開口制限実験系といえる。

この実験モデルを用いて,固形飼料で通常の飼育をした実験群 1,開 口制限を行わず粉

体飼料を投与した実験群 2と の間で,顎関節の骨・軟骨構造の比較検討を行った結果,6

週間開口制限を行った実験群 3の ラット下顎頭では,骨髄腔の拡大 と破骨細胞の出現を認

め,骨融解像を呈 した。下顎頭の軟骨に関 しては,開 口制限処置 2週後の時点で,関節
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の前方 と中央部で,顕著な軟骨層厚径の減少をきたした。 この軟骨変化は同じ粉体飼料を

投与 した実験群でも認められたが,その程度は,実験期間を通じて常に開口制限群でよ り

強 く認め られた。同様の下顎頭軟骨の変化はウサギを用いた実験でも観察されている。 こ

の場合,上下顎を鋼線で固定 してお り,3週後には,左右の下顎頭軟骨厚径は対照の 1/2

まで減少 した
7)と
報告されている。より強固な顎外固定を行ったサルでは,顎関節では退

行性変化が顕著であ り,軟骨層の消失に続いて骨組織の破壊にまで至っている。小川ら "

は 4日 間の上下顎固定でも,ラ ット下顎頭軟骨層が減少 したとしている。また ,

Shimaharaら 8)が行った歯牙結繁による顎運動制限では 3週で骨髄腔の拡大がみ られ,5

週では下顎頭の扁平化 と形態異常が出現 している。 したがって,下顎頭軟骨層の減少は ,

顎運動制限によって出現する共通の早期変化 といえる。

一方,下顎頭軟骨層は顎運動の制限を行わなくても食餌を軟飼料にするだけで減少する

ことが報告されている。Kiliaridisら
45)は ,成長期のラットを用いて固形飼料を与えた

群と軟飼料を与えた群での関節軟骨を比較研究 してお り,軟飼料摂取動物では,下顎頭の

前方で軟骨層が薄 くな り,後方で厚 くなると報告 している。Bouvier46)が行った成長期

および成熟ラットに軟飼料を与えた実験でも,下顎頭中央部の軟骨層の減少が認め られた。

また,固形飼料と軟飼料を投与 した動物で,下顎頭でのプロタイプ Iコ ラーゲンとタイプ

Ⅱコラーゲンの発現様式が異なること,軟飼料群では軟骨芽細胞数が減少する 4つ ことが

報告されている。本研究において開口制限を行わずに粉体飼料を投与 した実験群 2で も ,

開口制限群と同様に下顎頭軟骨層の前方 と中央部で厚径が減少することが明らかとなった。

また,深沢 40は 閉口運動に関与する筋肉群を切除し 9週間飼育 した結果,下顎頭軟骨の

厚径が減少したとしている。 したがって,ラ ットが固形飼料を前歯部で破砕 し,自 歯で咀

嗜する際に加わる生理的咬合圧が下顎頭軟骨構造の維持に重要であるものと思われる。一

方,山本 49は ,ラ ッ トを用いて実験的に片側性の咬合異常を惹起させた下顎頭を観察し ,
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咬合の挙上側 と非挙上倶1の両方で軟骨層の非薄化 を生ずること,また,強制持続開口を行

った群でも,厚径の減少を認めたとしている。咬合挙上と強制開口では,いずれも下顎頭

は側頭骨に圧接された形とな り,下顎頭に対 して過度の機械的負荷が加わって,下顎頭軟

骨層が退行性変化をきたすものと思われる。本研究における開口制限群では,ウ レタンゴ

ム製固定装置の働きで,一定以上の開口を制限している。安静時は装置による牽引力は働

いていないが,開 口運動時には,装置の弾性反発力で下顎頭に過剰の負荷がかかるものと

思われる。 したがって,開 口制限 し粉体飼料を投与 した実験群 3で は,生理的咬合圧の低

下と開口制限による過剰の機械的負荷がともに作用する可能性がある。 このどちらがよ り

軟骨層の非薄化に重要な役割を果たすかは不明であるが,開 口制限時の軟骨変化には, こ

れ ら複数の因子が関与するものと思われる。

下顎骨は,内軟骨性骨化にて成長する 50。 軟骨増殖層は細胞分裂にて新 しい軟骨細胞

を供給 してお り,こ れらの細胞が下層にいくに従って分化 ,肥大化 して,肥大軟骨細胞層

が形成される。肥大軟骨細胞の間隙に存在する軟骨基質に,骨髄側か ら骨芽細胞が侵入 し ,

肥大軟骨細胞の骨化が起こる
51,50と
されている。成長 した動物の下顎骨においては,軟

骨細胞の分裂 と肥大軟骨細胞の骨化のバランスで軟骨層の厚径は維持される
38～ 41,50)と

考

えられている。本研究において,軟骨層を増殖層,分化層 +肥大層に区分 し,そ の厚径を

計測 したが, これ らの層はすべて非薄化することが明 らかとなった。ただ,分化軟骨細胞

と肥大軟骨細胞はその細胞径が大きく,こ れ らの細胞層が占める割合が高いため,分化層

十肥大層での減少が軟骨層全体の非薄化に大きく貢献 したものと思われる。軟骨層厚径の

減少は,軟骨細胞の分裂能が低下する場合 ,あ るいは軟骨層での骨化が克進する場合に生

ずる
40と されているが,本研究の結果では,分化層 +肥大層だけでなく増殖層でも厚径

が減少 してお り,開 口制限にて,軟骨前駆細胞の分裂能が低下 し,さ らに幼弱軟骨細胞の

分化,肥大化の過程 も阻害されたと考えられる。一方 ,開 口制限 6週後のラット下顎頭で
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は破骨細胞 と骨吸収が確認された。このような環境では軟骨か ら骨への置換が克進すると

は考え難い。 したがって,骨髄側からの骨化が克進 したのではなく軟骨形成が強く抑制さ

れたことで,軟骨層の非薄化をきたしたものと考えられる。

軟骨細胞の増殖が抑制される機構として,栄養補給の低下が考えられる。関節頭軟骨は

無血管性の組織であり,栄養は滑液の拡散 にて供給 されてお り,グルコースなどの低分子

量の栄養素や酸素は,関節運動の影響を受けることはないが,他の栄養素は関節運動によ

って加えられる周期的な負荷 (pumping)に よって供給をうける 53)こ とが報告されている。

顎関節の場合,開 閉口運動によって滑液中の栄養素が軟骨内に送 り込まれる一方で,軟骨

内の代謝物が滑液中に排泄されると考え られるが ,開 口制限処置は, この pumpingに よ

る下顎頭軟骨への栄養供給に対 して抑制的に働 くと思われる。以上より,開 口運動の制限

は栄養補給面でも下顎頭軟骨層の形成に抑制的に作用するものと考えられた。開口制限に

より,実験期間を通 じて前方な らびに中央部での軟骨層非薄化はみ られたが,粉体飼料で

開口制限を行わなかった実験群 2では軟骨層中央部で,4,6週後の回復がみられた。こ

の実験群 2では,下顎頭への生理的咬合圧は軽減するが開口運動は阻害されていない。そ

のため滑液からの栄養補給は維持されてお り, しだいに軟骨層が回復するものと思われる。

全身的栄養については,本実験モデルで開口制限を行っても 6週後までの観察で体重変化

の減少はみられてお らず,全身的な栄養が軟骨層非薄化の要因とは考え られない。

関節円板に関して,組織学的な変化はいずれの群でも認められなかった。関節円板の

厚径を関節中央部で計測 したが,開 口制限を行った実験群 3においても,期間を通じて

関節円板の肥厚や非薄化は明らかでなかった。 これは,実測値のばらつきに起因するもの

であり,結果には示 していないが,中 央部で厚径が低値の検体でも前方部を観察すると厚

径の増大がみられた。また,外側の組織上で円板が肥厚 していた場合,内側の円板は逆 に

非薄化 している検体 も観察された。 したがって,開 口制限は関節円板の厚径に顕著な影響
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を与えるというよ りは,む しろ,その位置異常を生じさせる可能性が高いと考えられた。

ヒ トの顎関節においては,神経線維は血管と伴走 して関節包に入 り滑膜 と線維膜 との

間で細 い枝 に分枝 し,特 に後方,外側部で不完全な神経叢を呈 し,こ れか ら出る細 い枝が

関節包内に分布 している
30。
関節包は関節外側で発達 し,神経線維もこの部で豊富であ

る。 ヒ トでは,関節包後方部は三叉神経第三枝の耳介側頭神経か らの関節枝 ,前方部は ,

咬筋神経,後深側頭神経か ら関節枝が分布 している 30。 ラットにおいても顎関節に分布

する知覚神経はすべて三叉神経由来
1°
と考えられてお り,関節前方ならびに後方部か ら

血管 とともに侵入する
17,23)。
また,顎関節の自律神経線維は,関節に分布する動静脈の

血管壁周囲に網 目状に豊富に存在する
18,20)と
されている。本研究では,関節での神経・

血管分布の豊富な関節包に着 目し,開 口制限が神経,血管の分布に及ぼす影響を明 らかに

するため,関節包への血管の侵入部位を含む連続的な矢状断面での検索を行った。実験群

1,2の 関節包断面を観察 した結果 ,関節包の上部 と中央部では,線維性結合組織が主体

をな してお り,下部では,血管が豊富で,神経束の断面も数多 く認められた。開口制限し

た実験群 3で も関節包の上部 と下部では,他の実験群と同様の組織像を呈 したが,関節

包中央部では,線維性結合組織が減少 し,かわ りに脂肪細胞の増加が認め られた。また ,

脂肪細胞に近接 して細い血管の新生が認め られた。粉体飼料で開口制限を行わなかった実

験群 2では,こ のような組織変化は認め られてお らず,線維性結合組織の減少 と脂肪細

胞の増加は開口制限に特有の関節包の組織変化 と考えられた。また,開 口制限が,関節包

下部での小動静脈の分布や形態 に大きな影響を及 ぼすことはないと考えられた。

顎関節と神経ペプチ ドとの関連性については,数多 くの報告がなされている。例えば ,

アジュバン ト性の顎関節炎を惹起 したラッ トでは,後根神経節での SPと CGRP濃度が

上昇 してお り,ラ ッ ト顎関節の炎症性疾患 に神経系が重要な役割 を果たす 30と されてい

る。一方,生後のラット顎関節において,吸啜や咀疇といった機能的な刺激が,神経線維
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の発達に関与する
19'23)と の報告 もあり,顎運動が逆に神経線維の発達や分布に影響を及

ぼすことも考えられる。そこで,開 口制限動物において,各種神経ペプチ ドを有する神経

の分布につき,神経・血管が豊富な関節包で検討を行った。その結果,開 口制限によって

大きな組織変化を示 した関節包中央部において,一部の知覚神経が含有する神経ペプチ ド

である CGRPは ,脂肪細胞間隙と血管周囲で,ま た交感神経が含有する NPYは血管壁周

囲で検出された。CGRPは血管に対 して強い拡張作用を示す 12,28)こ とが知 られている。

一方,脂肪細胞には知覚神経が分布 50し てぉ り,神経毒であるカプサイシンで知覚神経

を脱神経 した場合,加齢による脂肪増殖が減少する 5,こ とか ら,CGRPが 脂肪細胞の増

殖促進因子 として作用する可能性 も示唆されている。 したがって,開 口制限ラッ トの関節

包でみ られた CGRPを含む神経線維の増加は,脂肪細胞の増加 と新生血管の拡張に関与

している可能性がある。また,同 じく開口制限動物で発現 した交感神経が含有する神経ペ

プチ ドNPYは ,本来血管の収縮を増強する 50と されているが,最近,血管内皮細胞に対

する増殖促進作用を示す
5の ことも明らかにされている。 したがって,NPY陽 性神経線維

が関節包中央部で血管形成に働 くとも考えられる。

関節包下部は,血管の豊富な部位で,検討 したすべての抗体 と反応する神経の存在が確

認された。NPY,VIPと いった交感神経,副交感神経に多 く含 まれる神経ペプチ ドは小

動脈の血管壁で検出され,SPは 比較的太い神経束の断面で検出された。開口制限群では

神経ペプチ ドを有する神経が増加 し,開 口制限を行わずに粉体飼料を投与 した動物では ,

発現が減少する傾向がみられた。開口制限群では,神経ペプチ ドを有する神経が増加する

傾向を示 した。この場合,神経特異蛋自 PGP 9.5の 発現も増加 した。 したがって,HE

染色像では明らかでなかったが,開 口制限動物においては,関節包下部でも新たな

CGRP,NPY,VIPと いった神経ペプチ ドを含有する神経線維が増加するものと思われた。

一方,開 口制限を行わずに粉体飼料を投与 した動物では,CGRPと NPYの発現が減少す
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る傾向がみ られた。その理由は明らかでないが,次のように説明できるかも知れない。す

なわち,SP,CGRPな どの神経ペプチ ドは神経細胞で合成されてお り,神経線維が分布

する組織 との間で輸送が行われていること,ラ ット膝関節からの求心性線維の一部は,通

常の関節運動によって活性化されること
58～ 60)が
示唆されている。したがって,ラ ットの

顎関節においても,固形飼料の咀囀による刺激で関節包に分布する神経が活性化され,そ

の結果,神経細胞内で神経ペプチ ドが合成され,神経線維内のペプチ ド量が維持されてい

る可能性がある。 この場合,粉体飼料に変えることで末梢か らの刺激が減少すると神経細

胞での合成が低下 し神経線維の神経ペプチ ド量も減少するものと思われる。実際,開 口非

制限で粉体飼料の実験群 2では,神経ペプチ ドの発現減少にもかかわ らず ,PGP 9。 5は

影響を受けなかった。 したがって,実験群 2では神経線維数が減少するのではなく,神経

線維に分布する神経ペプチ ド量が減少 した可能性が考え られる。免疫組織化学染色で明ら

かとなったもうひとつの注 目すべき点は,SP陽性線維が,実験群 3の脂肪化組織で発現

しなかったことである。SPは炎症にともなって発現する神経ペプチ ドで,こ の発現は顎

関節炎の滑液中にみ られ,疼痛 と密接に関係する 29と されている。本研究では,血管 ,

神経が豊富な関節包下部では検出されたが,開 口制限でその発現に変化はなかった。した

がって,開 口制限による顎関節の変化は,炎症を伴わない病的変化であり,通常開口制限

を行っても顎関節での疼痛が少ないという臨床所見 とよく合致 している。

本研究では,ウ レタンゴム製パワーチェーンを片側の頬骨―下顎骨間に結繁固定 して開

口制限を行ってお り,開 口制限の原因がたとえ片側性でも,両倶1の関節に影響が及ぶこと

も明らかとなった。顎関節に生 じた主な変化は,下顎頭軟骨層の非薄化 と関節包の脂肪化

と血管形成であり,骨変化は軽度であったが開口制限を継続すると骨組織の退行性変化は

さらに進展するものと思われる。 したがって,た とえ顎骨骨折,顎関節脱自,顎変形症の

術後で開口制限を継続的に行 う場合でも,固定期間に対する配慮が必要と思われる。また ,
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顎関節疾患のなかで最も頻度が高い顎関節症では,症状が悪化すると強い開口制限に加え

て疼痛を伴 うことがある。顎関節症には,複数の因子が関与してお り,開 口制限モデル単

独でその病態を再現できるものではないが,今後 ,本研究で示 した開口制限モデルを軸 と

して,顎関節での炎症モデルなど複数の系を導入することで,ヒ トにおける顎関節症をよ

り反映する実験系の確立が可能 と思われる。
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<結語>

成熟ラットを用いて開口制限モデルの作成と開口制限が顎関節に及ぼす影響につき検討

を行い,以下の結果が得られた。

1.ウ レタンゴム製パワーチエーンを頬骨と下顎骨に固定する外科的開口制限法を用いる

ことで,長期実験に耐えうる開口制限モデルを作成した。

2.外科的開口制限法を用いて開口制限を行った結果,下顎頭前方部の軟骨層の非薄化と

骨吸収が両側性に認められた。軟骨層では,増殖層,分化層+肥大層で厚径の減少傾向

がみられた。

3.開 口制限を加えず,粉体飼料を与えて下顎頭への負荷を軽減しても軟骨層は減少し,

下顎頭前方部に破骨細胞の出現と骨吸収を認めた。

4。 開口制限にて,関節円板に器質的変化を生ずることはなかった。

5。 開口制限にて,関節包中央部での線維性結合組織の脂肪化と血管形成が認められた。

6。 開口制限にて,関節包中央部での神経特異蛋白 PGP 9。 5と神経ペプチ ドCGRP,NPY

の発現増加が認められた。

7.関節包中央部では,神経ペプチドSPは発現しておらず,開 口制限を行った動物で発

現することもなかった。

以上より,頬骨と下顎骨をウレタンゴム製パワーチェーンで牽引固定する外科的固定法

を用いることで一定の開口制限が得られること, この実験的開口制限モデルにおいて下顎

頭軟骨の非薄化と骨吸収をきたすこと,関節円板には器質的変化はないこと,関節包では

線維性結合組織の減少と脂肪細胞,血管,神経の増加をきたすことが明らかとなった。
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図の説明

図 1 外科的開口制限法

全身麻酔下に,ラ ット左側顔面皮膚に切開を加え咬筋を剥離 し頬骨 と下顎骨を露出させ

た。下顎骨にステンレスバーを用いて小穴を形成 し,ウ レタンゴム製矯正用パワーチェー

ンをステンレスワイヤーとシリコンチューブにて結繁固定 した。 z:頬 骨, ma:下顎骨 ,

p:パ ワーチェーン, w:ワ イヤー, s:シ リコンチューブ, cOn:下 顎頭

図 2 開口制限実験スケジュール

生後 10週齢ラッ ト33匹 を用い,開 口制限を行わず固形飼料を投与する実験群 1(固 形

飼料非制限群),開 口制限を行わず粉体飼料を投与する実験群 2(粉体飼料非制限群),外

科的開口制限を行い粉体飼料を投与する実験群 3(粉体飼料制限群)に グループ分けした。

実験群 1に は,実験期間を通 して固形飼料を投与 し,実験群 2は ,4日 間液体飼料を投与

したのち粉体飼料で飼育 した。実験群 3で は,1日 固形飼料 と液体飼料を併用投与 したの

ち開口制限手術を行い,そ の後 3日 間は液体飼料で飼育 した。4日 後か らは実験期間終了

時まで粉体飼料を投与 した。実験開始時よ り 2,4,6週 後 に実験群 1各 3匹 ,実験群 2各 4

匹,実験群 3各 4匹の顎関節を組織学的検索に供 した。

図 3 下顎骨軟骨層の厚径測定部位 と軟骨の組織像

全身麻酔下に経心臓的に PBSで灌流脱血 した後,灌流固定を行い,顎関節を一塊 とし

て摘出した。脱灰後,矢状断連続凍結切片を作成 し,HE染 色を施 した。 A.下顎骨軟骨

層の厚径は①前方部,②中央部,③後方部で計測した。B.下顎頭軟骨層は表層,増殖層,

分化層+肥大層に区分した。 斜線部は関節腔を示す。a:関節円板, c ar:軟骨層,
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図 4 開口制限がラットの体重に及ぼす影響

図 2で示したスケジュールで開口制限実験を行った。実験開始時点から 6週間の体重を

測定 し,その平均値±標準偏差 (g)を 求めた。

図 5 開口制限がラット下顎頭組織像に及ぼす影響

固形飼料非制限の実験群 1(a,d),粉 体飼料非制限の実験群 2(b,c),外科的開口制限を

行った粉体飼料制限の実験群 3(c,f)の ラット下顎頭につき骨・軟骨層の組織 を,開 口制

限開始より 2週(a,b,C),6週 (d,e,f)後に観察 した。

バー :looμ m,棒線部が軟骨層を示す。矢印 :破骨細胞,矢頭 :骨融解部位

図6 開口制限が下顎頭軟骨に及ぼす影響

下顎頭軟骨の厚径を図 3で示した①前方部,②中央部,③後方部で開口制限処置 2,4,

6週後に計測した。実験群間で計測値の検定 (Scheff's F tcst)を 行った。前方部では,実

験群 1と実験群 2,3の間で有意差が認められた。

*P<0.05, **P<0.01

図 7 開口制限が下顎頭軟骨の増殖層,分化層 +肥大層に及ぼす影響

A.開 口制限処置より 2,4,6週後の下顎頭軟骨増殖層の厚径を前方部で計測 した。 B.

開口制限処置より 2,4,6週後の下顎頭軟骨分化層十肥大層の厚径を前方部で計測 した。

実験群間で計測値の検定 (Scheff's F test)を 行った。 2週後の左側増殖層において実験群

1と実験群 3の 間で有意差を認めた。 4週後の右側分化層 +肥大層 , 6週後の左側分化層
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+肥大層において実験群 1と 実験群 3の 間で有意差を認めた。*P<0.05

図 8 開口制限が関節円板に及ぼす影響

固形飼料非制限の実験群 1,粉体飼料非制限の実験群 2,粉体飼料制限の実験群 3の ラ

ット関節円板につき,開 口制限処置6週後にその厚径を図 3に示した左側下顎頭中央部②

で計測 した。

図 9 開口制限が関節包の組織像に及ぼす影響

ラット関節包を外側で連続的に矢状切断 し (a)組織切片 (b)を 作成 した。固形飼料非

制限の実験群 1(c,c,g),粉 体飼料制限の実験群 3(d,f,h)の 関節包矢状断面中央部の組

織像を実験開始 2週 (c,d),6週 (c,f)後に観察 した。また,関節包下部での組織像は ,

6週 (g,h)後 に観察 した。バー:50μ m,実線 :矢状断面,破線内 :関節包 ,

con:下顎頭,cap:関 節包,fa:脂肪細胞,m:筋 ,ne:神経束 ,t:倶1頭骨,矢印 :血管

図 10 開口制限が関節包神経に及ぼす影響

実験開始 6週後の固形飼料非制限の実験群 1(a,c,e,g,i),粉 体飼料制限の実験群 3(b,

d,f,h,j)の ラット関節包につき,神経特異蛋自 PGP 9.5(a,b),知覚神経が含有する神経

ペプチ ドSP(c,d),知覚神経が含有する神経ペプチ ドCGRP(e,f),交感神経が含有する

神経ペプチ ドNPY(g,h),副 交感神経が含有する神経ペプチ ドVIP(i,j)の 抗体反応陽

性線維の発現を免疫組織化学染色で検索 した。PGP 9.5,CGRP,NPYは 関節包中央部で ,

SP,VIPは 関節包下部での組織像を示 した。陽性線維は彎曲した褐色線維として,あ るい

は類円形の褐色の神経束として検出された。fa脂肪細胞 ,ve:血管,ne:神経束
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表の説明

表 1 関節包における神経特異蛋白と各種神経ペプチ ドの発現

+:抗 体反応陽性,  一 :抗体反応陰性

″ :抗体反応陽性線維の増加,ヽ :抗体反応陽性線維の減少
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表 1関節包における神経特異蛋白と各種神経ペプチ ドの発現
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