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研究成果の概要（和文）： 
ラットの舌に LPS（Lipopolysaccharide）とアジュバンドを混合して投与することで舌炎症モ
デルを作製してみたところ、投与後 8日目くらいから顕著な血管の造成が見られた。舌にアデ
ノシンレセプターを阻害する試薬を事前に投与してから、LPSとアジュバンドを投与した場合
では血管の造成は有意に減弱したことから、アデノシンレセプターがこのモデルにおける血管
造成に重要な役割を果たしていることを明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）： 
To	 make	 the	 model	 of	 tongue	 inflammation,	 inject	 the	 LPS	 with	 incomplete	 Freund’s	 

adjuvant.	 About	 8days	 after	 the	 injection,	 the	 luminal	 areas	 of	 blood	 vessels	 were	 

increased.	 But	 inject	 antagonists	 of	 adenosine	 receptors	 before	 to	 inject	 the	 LPS	 and	 

incomplete	 Freund’s	 adjuvant,	 the	 ratio	 of	 blood	 vessels	 in	 the	 lingual	 tissue	 was	 

remarkably	 reduced.	 These	 results	 show	 that	 adenosine	 receptors	 are	 very	 important	 roll	 

of	 vascular	 endothelial	 growth.	 
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１．研究開始当初の背景 
舌炎は口腔内での病態のうちきわめてあり
ふれたものであるが、そのメカニズムなどに
関しては、まだよくわかっていなかった。 
 
２．研究の目的 

舌炎の際に舌内でどのようなことが起きて
いるのかを解析するために、まず動物を使っ
た舌炎症モデルを作成する。 
次にそのモデルを用いて、実際にどのような
ことが起きているかを形態的、分子生物学的
に解明する事を目的とした。 
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３．研究の方法 
ラットの舌に LPS（Lipopolysaccharide）と
アジュバンドを混合して投与することで舌
炎症モデルを作成する。 
その後、炎症を起こしている舌の薄切標本を
作製して、どのような変化が起きているかを
解析する。 
また炎症を起こした舌より RNAを抽出し、
そこから逆転写酵素を用いて cDNAを作製
して real-time PCRの手法を用いて、各遺伝
子の発現パターンを解析する。	 
	 
４．研究成果	 
(1)舌炎モデル動物の確立	 
LPS とアジュバンドを混合してラットの舌に
投与し、数日経過後に舌の薄切標本を作製し
て HE 染色ならびに抗 OX6 抗体を用いての免
疫染色をおこなってみたところ、投与後から
血管割合ならびに OX6 陽性細胞数が増え始め、
投与後 8日目に血管造成ならびに OX6+細胞数
が有意に増加している事が判明した。	 
この結果により、LPS とアジュバンドを混合
してラットの舌に投与するという系を舌炎
症動物モデルとして用いる事ができること
が判明した。（図 1）	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	 
	 

(2)血管造成因子産生細胞の同定	 
上記のモデルを使用して、その際に血管造成
に関与している細胞腫の同定を行うべく、
LPS+アジュバンドを注入後 8日目の個体の薄
切切片を血管造成因子である VEGF、マクロフ
ァージのマーカーである抗 ED1 抗体、抗 ED2
抗体、そして MHC	 classII に対する抗体であ
る抗 OX6 抗体、そしてランゲルハンス細胞の
マーカーである抗 Langerin 抗体を用いて蛍
光免疫染色法で染色してみた。その結果 ED1、
ED2、OX6、Langerin に対して陽性な細胞が
VEGF も共発現していることが判明した。	 
これらのことからマクロファージ、ランゲル
ハンス細胞、MHC	 classII 陽性細胞といった
抗原提示細胞がこの実験系において血管造
成因子である VEGF を発現し、舌炎における
血管造成に大きく寄与していることが判明
した。（図 2）	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
(3)血管造成におけるアデノシンレセプター
の寄与	 
これまでにアデノシンレセプターの A2A、A2B
の活性化が血管造成に大いに関与している
事が報告されている。当実験系におけるアデ
ノシンレセプターの関与を明らかにする目
的でアデノシンレセプターの A2A	 を特異的に
ブロックするアンタゴニスト ZM241385、A2B
を特異的にブロックするアンタゴニスト
MRS1754 を事前に舌に投与してから LPS+アジ
ュバンドを投与して 8日目の個体から薄切標
本を作製して HE 染色をおこなって観察をし
てみた。その結果アンタゴニストを投与しな
かった個体と比較して有意に血管の造成が
抑制されていることが判明した。（図 3）	 
同時にこの舌のサンプルより mRNA を抽出し
て cDNA を作製して real-time	 PCR 法により
VEGF 遺伝子の発現量を定量したところ、A2A
をブロックした場合には有意に、A2Bをブロッ
クした場合には有意ではないが、抑制されて
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図 2　ED1、ED2、OX6、Langerin と VEGF の共発現

Bl
oo

d 
ve

ss
el

s 

0.0

1.0

2.0

3.0

4.0

5.0

6.0

* 
* 

control Day 1 Day 3 Day 8 Day 15 

O
X

6+ c
el

ls 

(%)

0.0

1.0

2.0

3.0

4.0

5.0

X10(num./mm2) 

control Day 1 Day 3 Day 8 Day 15 

* 

図 1　LPS+ アジュバンドによる
血管造成ならびにOX6 陽性細胞数の変化　



いることが判明した。（図 4）	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
(4)アデノシンレセプターアンタゴニストの
抗原提示細胞の流入への寄与	 
先程と同様にアデノシンレセプターの A2A	 を

特異的にブロックするアンタゴニスト
ZM241385、A2Bを特異的にブロックするアンタ
ゴニストMRS1754を投与してからLPS+アジュ
バンドを投与して 8日目の個体から薄切標本
を作製して ED1、ED2、OX6、Langerin に対す
る抗体を用いて免疫染色をおこない、各抗体
に対する陽性細胞数を比較してみたところ、
ED1、Langerin 陽性細胞数は A2A、A2Bのどちら
をブロックしても有意に減少した。ED2 陽性
細胞数は A2Bをブロックした場合には有意に
減少を見せたが、A2Aをブロックした場合には
減少傾向はあったものの有意差は見られな
かった。OX6 陽性細胞数は A2A、A2Bのどちらを
ブロックしても減少傾向は見られたものの
有意差は見られなかった。（図 5）	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
以上の事より、LPS+アジュバンドを投与され
ることにより ED1、ED2、OX6、Langerin 陽性
細胞であるような抗原提示細胞の流入が活
発になり、それらの細胞表面の TLR4 が活性
化し、その下流でアデノシンレセプターA2A
そして A2Bが活性化され、その結果として血
管造成因子 VEGF 遺伝子の発現が増加して血
管が造成されてくるというメカニズムが考
えられる。	 
これまでの細胞を用いた in	 vitroでの報告
では、LPS を投与しただけでは VEGF の発現は
見られず、アデノシンレセプターをアゴニス
トを用いて活性化してやらなければ、VEGF は
発現してこないという報告が存在している。
一方今回の我々実験系ではアゴニスト投与
によるアデノシンレセプターの活性化が無
くとも、LPS の投与のみで VEGF の発現、なら
びに実際の血管造成の亢進が確認された。そ
してアデノシンレセプターをアンタゴニス
トを用いてブロックしてやることで血管造
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図 3　アデノシンレセプターアンタ
ゴニストの血管造成に及ぼす影響
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図 5　アデノシンレセプターアンタゴニストの抗原提示細胞数に及ぼす影響
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図 4　アデノシンレセプターアンタ
ゴニストの VEGF 遺伝子発現に及ぼす
影響



成の抑制が確認されている。	 
この結果は舌においても VEGF の発現、そし
てそれに伴う血管造成にアデノシンレセプ
ターの関与が必要であるが、舌においては既
にアデノシンレセプターが活性化されてい
る可能性が示唆される。舌においてはアデノ
シンレセプターが普段から活性化された状
態にあるのか、それともまだ判明していない
活性化経路が存在しているのかを明らかに
するのが今後の課題であると考えている。	 
	 
またアデノシンレセプターアンタゴニスト
を投与してアデノシンレセプターA2A、A2Bをブ
ロックする事で VEGF 遺伝子の発現ならびに
血管造成を抑制できていることより、これら
の薬剤を投与することで舌炎に対する有効
な薬剤となりうることを示唆している。	 
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