
Title 歯肉線維芽細胞の機能発現に及ぼすアデノシンの影響
の解析

Author(s) 橋川, 智子

Citation 大阪大学, 1998, 博士論文

Version Type VoR

URL https://doi.org/10.11501/3143891

rights

Note

The University of Osaka Institutional Knowledge Archive : OUKA

https://ir.library.osaka-u.ac.jp/

The University of Osaka



爪
川V

歯肉線維芽細胞の機能発現に及ぼすアデノシンの影響の解析
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学会発表

本論文の要旨は、第 3 8 回秋季日本歯周病学会総会(平成 7 年 1 0 月、小倉)、第 105 回秋

季日本歯科保存学会総会(平成 8 年 1 1 月、広島)、第 40 回春季日本歯周病学会総会(平成 9

年 4 月、郡山)、第 4 0 回秋季日本歯周病学会総会(平成 9 年 1 0 月、広島)、第 1 8 回日本炎

症学会(平成 9 年 1 1 月、東京)において発表した。
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緒

歯周病はデンタルフラークにより歯周組織に惹起される慢性炎症疾患である。炎症歯周組織に

おいては、歯周病原性細菌による直接的な影響に加えて、種々の宿主細胞が慢性的に加えられる

デンタルプラークからの細菌刺激に対して過剰な応答を持続する結果、同組織の破壊が進行して

いくものと考えられる。このような生体内で繰り広げられる応答は、サイトカインをはじめとす

る種々の炎症メディエーターや細胞間の直接の相互作用による制御を受けると今日では考えられ

ている。歯周組織の主要な構成細胞の 1 つである歯肉線維芽細胞は、細胞外基質の産生制御等を

介して同組織の恒常性維持のみならず炎症反応の制御・創傷治癒において重要な役割を演じてい

ると考えられるが、近年の研究成果から歯肉線維芽細胞は歯周病原性細菌由来の菌体成分や各種

炎症性サイトカインの刺激を受けることにより IL-l ， IL-6, IL-8, TNFα 等のサイトカインを産生し、

このことにより同組織での炎症反応の消長や免疫反応の制御にも積極的に関与している可能性が

示唆されている 1-7)。さらに当研究室における研究結果より、 Very Late Antigen インテグリン、

Lymphocyte Function Associated Antigen-l/ Intercellular Adhesion Molecule-l 、 CD44 分子といった複数

の細胞接着分子を介して歯肉線維芽細胞とリンパ球が細胞間接着することによりリンパ球の炎症

歯周組織への定着・集積を歯肉線維芽細胞が介助し得る可能性や、このような異種細胞間相互作

用を通じて歯肉線維芽細胞自身が炎症性サイトカインの産生や細胞外基質の産生を冗進し、その

結果歯周組織の恒常性を破綻させる可能性が明らかにされている 8- 1 3) 。

一方、アデノシンはプリン代謝産物のひとつとして従来位置づけられ、生化学的には細胞内外

のアデノシンーリン酸 (A恥1P)より ect-5 にnucleotidase を触媒にして脱リン酸化されることにより

生成され、その一部はアデノシンキナーゼによりリン酸化され A恥1pへリサイクルされたり、あ

るいはアデノシンデアミナーゼにより脱アミノ化されイノシンへ、そして最終的には尿酸にまで

分解されることが知られている刊。しかしながら、最近の研究結果からアデノシンは単なる代

謝産物として留まるばかりでなく多彩な生物学的活性を有し 15)、抗炎症的なメディエーターの 1

っとしても重要な役割を果たしていることが in vivo , in νitro の実験を通じて報告されている川九

たとえば慢性炎症疾患モデルとして起炎物質である地lcobαcterium buかricum を皮内投与すること

により実験的にアジュバント関節炎をおこしたラットにアデノシンやアデノシンレセプターアゴ

ニストを投与することにより同関節炎の症状が軽減すること向、またリウマチの治療薬として用
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いられている抗炎症薬のスルファサラジンやメトトレキセートを背中に狛 pouch を形成されたマ

ウスに投与すると同組 pouch 中の炎症性細胞数が減少し、その際にアデノシンデアミナーゼやア

デノシンレセフターアンタゴニストを投薬すると向上薬剤の効果が抑制されることから、その作

用機序にアデノシンが関与していること 14 ， ι21)などが報告されている。さらに的 vitro の解析結果

より、 E.Coli 由来リボ多糖刺激により誘導される単球、マクロファージからの TNFα 産生をアデ

ノシンあるいはアデノシンレセプターアゴニストが阻害することも明らかにされている 22-26)。ま

た、アデノシンが血管内皮細胞と好中球との細胞間接着に影響を及ぼすとの報告もなされており

15, 17, 27, 28)、免疫担当細胞と異種細胞との接着性細胞間相互作用の制御にもアデノシンが関与して

いる可能性が示唆されている。しかしながら、歯周病炎症局所においてアデ、ノシンが如何なる炎

症反応制御機能を担っているかに関してはいまだ、検討されてはない D 上述のごとく歯肉線維芽細

胞が歯周病の病態形成においても重要な役割を担っている可能性があることを考え合わせると、

このような歯肉線維芽細胞の細胞機能に対してアデノシンが如何なる影響をおよぼすかを解明す

ることは、歯周病に対してアデノシンが抗炎症効果を発揮する可能性を明らかにする上で極めて

有益な情報を提供するものと期待される。そこで本研究では、歯肉線維芽細胞による炎症性サイ

トカイン、各種細胞外基質の mRNA 発現、細胞接着分子発現および歯肉線維芽細胞とリンパ球と

の異種細胞間相互作用にアデノシンがいかなる影響を及ぼすかについて検討を加えた。さらに、

歯肉線維芽細胞におけるアデノシンレセプターの発現をサブタイプ別に mRNA レベルで検討し

た。
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実験材料及び方法

1.実験試薬

リコンビナントヒト IL-1ﾟ C Genzyme Co中oration， Cambridge, MA)、アデノシン CResearch

Biochemicals Intemational (RBI), Natick, MA)、アデノシンレセフターアゴニストである 2・

CHLOROADENOS町E CRBI，以下 2CADO と略す)、 アデノシンレセプターアンタゴニストであ

る XANTHlNEAM町E CONGENER CRBI，以下 XAC と略す)、 Escherichiacoli C以下 E.coli と略

す)由来リポ多糖 Clipopolysaccharide ;以下 LPS と略す) CSigma Chernical Co. , St.Louis, Mo, USA) 

は市販品を購入し実験に供した。 Porphyromonasgingivalis 381 C以下 P.g. と略す)菌体からの LPS

の抽出ならびに精製は Westphal らの記載 29)に従い、温フェノ ール/水法により行った。

2. 歯肉線維芽細胞

実験目的を承知し、組織提供を応諾した健常人ボランティアより採取した健康歯肉組織を、

50U/ml ペニシリン G 及び 50μg1ml ストレフトマイシン CBioproducts Inc. , Walkersville, MD) を加

えた α ・modification of Eagle's medium CFlow Laboratories, Irvine, UK，以下 α 品伍M と略す)中で細

切し、 3 回洗浄した後、スライドガラス上に移し、レイトンチューブを用いて、 10% ウシ胎児血

清 (Hazleton Biologics Inc., Lenexa, KS，以下 FCS と略す)を加えた α-MEM 培地にて培養した。

培養は、 5% CO2 、 37
0

C にて湿度 95% の条件下で行った。細切組織片より増殖してきた細胞を

0.05% トリプシン加 0.02% EDTA CGibco Laboratories, Grand ][sland, NY) を加えたリン酸緩衝液(以

下 PBS と略す)で処理し、付着細胞を遊離させ、 Hanks' balanced salt solution CSigma Chernical 

Company. , St.Louis, MO，以下 HBSS と略す)にて洗浄後、フラスコ CCorning Laboratory Sciences 

Company, Coming, NY) 中で継代培養し、継代 4 代から 13 代固までの細胞をヒト歯肉線維芽細胞

(human gingival fibroblasts ;以下 HGF と略す)として実験に供した。

3. ヒト末梢血単核球及び T細胞の分離

実験目的を承知し、血液の提供を応諾した健常人ボランティアより末梢血を採取し、

日STOPAQUE-1077 CSigma Diagnostic, St. Louis, MO) を用いた比重遠心法により単核球を分離し

た。また単核球を分離し回収した後、 HBSS にて洗浄後、ノイラミニダ-ゼ CBehringwerke AG, 
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Marburg, German y )処理した羊赤血球 (SRBC) とロゼット形成させた。そしてさらに、比重遠心

法によりロゼ、ツト形成細胞を回収し、トリス塩化アンモニウム緩衝液 (0.75%塩化アンモニウムヲ

17mMトリスアミノメタン (pH7.2) )を用いて溶血し、 T リンパ球を分離した。これら細胞の

CD3 陽性率は 95%以上であった。

4. モノクローナル抗体 (mAb)

84HI0 (抗- Intercellul訂 Adhesion Molecule-1 (以下 ICAM-1 と略す) mAb) は米国国立衛生研究所

(NIH) 、 S. Shaw 博士より恵与を受け、 TS1/22 (抗- Lymphocyte Function Associated Antigen-1 (以

下 LFA-1 と略す) mAb) は ATCC (Rockville，恥の)より購入し、実験に供した。 4-14523 ) (抗- Very 

Late Antigen (以下 VIA と略す) 1゚ mAb) 及び OS/3727) (抗-CD44 mAb) は大阪大学歯学部口腔治

療学講座にて樹立された。これらmAb 産生ハイブリドーマをプリスタン (Sigma Chemical Co.) 

投与 (O.5ml/ マウス) BALB/c マウス(雌 5 週齢以上)の腹腔内に接種し、得られた腹水から各々

のmAb をプロテイン G 結合セフアロース 4B (Zymed Laboratories, Inc ., San Francisco, CA) カラム

を用いて精製したものを実験に使用した。

5. 間接蛍光抗体法によるフロ ーサイトメトリーを用いた細胞表面分子発現状況の解析

直径 100mm 培養用ディッシュ CNo .25020-100 ， Corning Glass Works, Coming, NY)にてコンフル

エントにした HGF 単層上に IL-1ß (25U/ml) 存在、非存在下に 10mM のアデノシンを 15 時間作

用させ、培養終了後、回収された細胞 1x106 f固当り、あらかじめ至適濃度に調製しておいた種々

のヒト細胞接着分子に特異的なマウスmAb と 40Cで 30 分間反応させた。 1% BSA、 0.1% アジ化

ナトリウムを加えた PBS にて洗浄後、 FITC 標識ーヤギ抗ーマウス IgG(H&L) Fab フラグメント

CBoehringer Mam由eim Biochemicals, Indianapolis, IN) を加え、 40Cで 30 分間反応させ、反応終了後、

再び洗浄し、同緩衝液にて細胞を浮遊させた後、フローサイトメータ- CFCS-1 日本分光工業、

東京)を用いて発色した蛍光強度を測定した。

6. 細胞接着実験

末梢血 T リンパ球を、 Murakami らの方法刊こ従い、 1X107'細胞当り 200μCi (7.4Bq) の 51Cr (DU 
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PONT, Boston, MA)を加えて 37
0

Cで 1 時間培養することにより細胞を標識し、洗浄後、 10%

FCS-RPMI 1640 培地に浮遊させた。そして、 24 穴培養用フレート (Corning Glass Works, Coming, 

NY) 中でコンフルエントにした HGF 上に、 Phorbo112・myristate 13-aα匂te (Sigma Chemical Co. ，以

下 PMA と略す)にて 15 時間刺激後 51Cr で標識した T リンパ球を 3X105個ずつ加え、 5% CO2 、

370C にて湿度 95% の条件下で 30 分間培養した。培養後、 HGF と接着しなかった細胞を PLATE

MIXER (PM・1、東洋科学産業株式会社、東京)にて 10 秒間振濯し、 10%FCS-RPMI1640 培地に

て洗い流した後、フレートに 5% Triton X-100 を加えて接着した細胞を溶解させ、遊離してきた 51Cr

量をガンマーカウンターにて測定した。 HGF に接着した細胞の割合は%Binding として下記のエ!

により算出した。

%Binding= 
HGFに接着した細胞からのSl Cr

X100 

また、 HGF に IL-1ß (25U/ml) 存在、非存在下にて 1白nMアデノシンを 15 時間作用させ、アデ

ノシンによる接着阻害効果の有無をアデノシン無添加の場合の接着率(%)と比較することによ

り検討した。また、この細胞接着実験系に 4 で記載したmAb を 51Cr で標識された細胞と同時に

添加し、mAb による接着阻害効果の有無をmAb 無添加の場合の接着率(%)と比較することに

より検討した。

7. 全 RNA の抽出

全 RNA の分離は RNAzol1M (Cinna/Biotecx Laboratories, Inc., Houston, 1χ) を用いて行った。す

なわち培養後回収された細胞に RNA zol1Mを加えホモジナイズし、1/10 容量のクロロホルムを添

加後、 12， OOOX g、 15 分間遠心分離した。分離された水層から RNA をイソプロパノールの添加に

よって沈殿させ、 75%エタノールによる洗浄の後、得られた全 RNA 沈殿を 10μi のジエチルビロ

カルボン酸(以下 DEPC と略す)処理水に溶解し、全 RNA j量を波長 26伽m の吸光度測定値より

算定した。

8. 相補鎖 DNA (Complementary DNA，以下 cDNA と略す)の作成

全 RNA をもとに逆転写を行い cDNA を作成した。すなわち 650Cで熱処理された各 RNA検体
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1μg に、以下に示す最終濃度、 52.5mM トリス塩酸緩衝液 (pH8.3) 、 3mMMgC12、 75.5mM KCl 、

lmM Dithiothreitol (Life Technologies, Gaithersburg, MD) 、1. 1lJ/μl リボヌクレアーゼ阻害剤(宝酒

造，大津)、 0.5mM dNTP 混合液(宝酒造)、 5U/μ1Moloney-Mouse Leukemia Virus 逆転写酵素 (Life

Technologies) 、 55ng!JllRandom Hexamers (pd(N)6; Phannacia Biotech, Milwaukee, WI) となるよう

に各試薬を加え DEPC 処理水で全量 40μl の反応液を調合した。反応液は 37
0

C にて 60 分間保温後、

990C にて 5 分間処理し残留酵素を失活させ、 cDNA を調製した。

9. Polymerase Chain Reaction 法 (以下 PCR 法と略す)による cDNA の増幅及び検出

合成された cDNA を鋳型として陽性コントロールである Glyceraldehydeふphosphate

dehydrogenase (以下 GAPDH と略す)、 TNFα、 IL-1α 、 IL-1ß' 、 IL・6、ヒアルロン酸(以下 HA と

略す)合成酵素 mRNA、コラーゲンタイプ I ・タイプ III、フィブロネクチン、ラミニン及びアデ

ノシン A1 ・A2a. A2b • A3レセフターサフタイフ mRNA の PCR 法による増幅を行った。すなわ

ち以下に示す最終濃度、 1伽M トリス塩酸緩衝液 (pH8.3) 、1.5mM MgC12 、 50mM KCl、 0.15mM

dNTP 混合液、 1.25U AmpliTaq Gold™ (Perkin Elmer, Foster Ci t:y, CA)となるように各試薬を加え、

cDNA 溶液を 5μl、そして検出する mRNA に特異的なアンチセンスプライマー、 センスプライマ

ー (Clontech Laboratories, Inc. , Palo Alto, cA)を最終濃度各 0.2μM ずつ加え、 DEPC 処理水で全量

50μl の反応液を調合した。反応液面にミネラルオイル(Aldritch Chernical Company, Inc. , Milwaukee, 

WI) を添加し、 940C 、 9 分間の熱処理後 940C 、 45 秒間の熱変性、 600C 、 45 秒間のアニーリング、

72
0

C 、 2 分間の伸張反応を 1 サイクルとし、 DNAthennal cyder 480 (Perkin Elmer Cetus Company, 

Emeryville, CA) を用いて cDNA 増幅を行った。尚、 GAPDH は 21 、 24 サイクル、 IL-1ß は 30、 33

サイクル、 IL・1α は 33 、 36 サイクル、 IL-6 は 21 、 24 サイクル、 HA 合成酵素は 30、 33 サイクル、

コラーゲンタイプ 1 は 18、 21 サイクル、コラーゲンタイプ III は 30、 33 サイクル、フィブロネク

チンは 27、 30 サイクル、ラミニンは 33 、 36 サイクル、アデノシン A1 レセプターサブタイプは

39、 42 サイクル、A2a レセプターサブタイプは 30、 33 、 36 サイクル、A2b レセプターサブタイプ

は 30、 33 、 36 サイクル、A3レセプターサブタイプは 36、 39 サイクル反応時に検体 8μl を分取し、

1.5% アガロースゲル (Nippon Gene Company，東京) ~こ電気泳動後、エチジウムブロマイド(Nippon

Gene Company)DNA 染色を行った。表に実験に供した各々のプライマーの塩基配列を示す。
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表 PCRプライマーの塩基配列

増幅cDNAの分子量

GAPDH 5 ' プライマ- 5'-TGA AGG TCG GAG TCA ACG GAT TTG GT-3' 983bp 

3 ' プライマー 5'-CAT GTG GGC CAT GAG GTC CAC CAC-3' 

IL - 1 α 5 ' プライマ- 5'-CAA GGA GAG CAT GGT GGT AGT AGC AAC CAA CG ・2 491bp 

3' プライマ- 5' ーTAG TGC CGT GAG TIT CXX:; AGA AGA AGA GGA GG・2

IL-1 ゚  5 ' プライマ- 5'-ATG GCA GAA GTA CCT AAG C陀 GC・2 802bp 

3 ' プライマ- 5'-A CAC AAA TTG CAT GGT GAA GTCAGT T-3' 

|し 6 5 ' プライマ- 5'-ATG AAC lCC TTC lCC ACA AGC GC・2 628bp 

3 ' プライマ- 5'-G AAG AGC CCT CAG GCT GGA CTG-3' 

廿サF α 5 ' プライマ- 5'-GAG TGA CAA GCC TGT AGC CCA TGT TGT AGC A-3' 446bp 

3 'プライマー 5'-GCA ATG ATC CCA AAG TAG ACC TGC CCA GAC T-3' 

HA合成酵素 5 ' プライマー 5'-TGC GAT ACT GGG TAG CCT TCA ATG-3' 324bp 

3 ' プライマ- 5'-CGT TGT ACA GCCACT CAC GGA AGT A-3' 

Typel collagen 5' プライマー 5'-CTG GCA AAG AAG Gα:3 GCAAA-3' 503bp 

3' プライマ- 5'-CTC ACC ACG ATC ACC ACT CT-3' 

Typelll collagen 5 ' プライマ- 5'-GAT ATT GCA CXX:; TAT GAC ATT G ・2 341bp 

3 ' プライマ- 5'-GTT GAA GTT TAT TTA TTA TAG CAC C-3' 

Laminin 5 ・プライマ- 5'-GAA TCA GAA TGG CTG GTA ACA TIT G ・2 321bp 

3 'プライマー 5'-CTA ATG TGC CCA ACT TCA TIT CC-3' 

Fibronectin 5 ' プライマ- 5'-GCC TGG TAC AGA ATA TGT AGT G-3' 423bp 

3 ' プライマ- 5'-ATC CCA GCT GAT CAG TAG GCT GGT G-3' 

A1 5 ' プライマ- 5'-AGT ACT ATG GGA AGG AGC TGA AGA T-3' 489bp 

3 ' プライマ- 5'-GGT AGT TAA CTC CTA GTG GAG GGA C ・2

A2a 5 ' プライマ- 5' -ACGα::C CTC TCT CTG GCT CAT GTA CCT-3' 454bp 

3' プライマー 5'-TCA TCA GGA CAC lCC TGC lCC ATC C-3' 

A2b 5 ' プライマー 5'-GTG CCA CCA ACA ACT GCA CAG AAC-3' 520bp 

3' プライマー 5'-CTG ACC ATT CXX:; ACT CTT GAC ATC -3 ・

A3 5 ' プライマ- 5'-CAC CAC CTT CTA TIT CAT TGT CTC T・2 340bp 

3 ' プライマ- 5'-GGT ACT CTG AGG TCA GTT TCA TGT T-3' 

nested プライマ- 5'-AAG TCA TAA AAA GGC AGC TGT AGA A-3' 130bp 
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10. nested PCR 法によるアデノシン A3 レセプターサブタイプの検出

アデノシンA3レセプターサブタイプ mRNA の 40 サイクル増幅後の cDNA 産物 5μl に最終濃

度、 10mMトリス塩酸緩衝液 (pH8.3) 、 1.5mM MgC12 、 50mtM KCl、 0.15mMdNTP 混合液、1.25U

AmpliTaq Gold1Mとなるように各試薬を加え、上記のアデノシン A3レセプターサブタイププライ

マ一対の内側に設計した nested プライマーと上記の PCR で用いたA3センスフライマーを最終濃

度各 0.2μM ずつ加え、 DEPC 処理水で全量 50μl の反応液を調合した。反応液面にミネラルオイル

(Aldritch Chemical Company, Inc. , Milwaukee, WI) を添加し、 94
0

C 、 9 分間の熱処理後 94
0

C 、 45 秒

間の熱変性、 60
0

C 、 45 秒間のアニー リング、 72
0

C 、 2 分間の伸張反応を 1 サイクルとし、 DNA

thermal cycler 480 (Perkin Elmer Cetus Co. , Emeryville, cA)を用いて cDNA 増幅を行った。
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結果

11. P.g. 由来 LPS 刺激により HGF に誘導される TNFαmRNA 発現に対するアデノシンレ

セプターアゴニストおよびアデノシンの抑制効果

HGF に 0.1μglml の P.g. 由来 LPS を添加して 2.5 時間培養した場合、 HGF 中に TNFαmRNA の

発現増強が惹起される(図 1 )。そこでこの条件下にアデノシンレセプターアゴニストである

2CADO (100μM) を同時に添加した際に HGF 中の TNFαrnRNA 発現がいかなる影響を受けるか

を検討した。その結果、 LPS 刺激により誘導される HGF 中の TNFαmRNA 発現は 2CADO の添加

により抑制されることが明らかとなった。さらに、このアデノシン レセプターアゴニストによる

効果の特異性を検討するために同培養系にアデノシンレセフターアンタゴニストである XAC

(10μM を添加した。その結果、 2CADO の添加による TI~FamRNA 発現の抑制効果が XAC 添

加により消失することが確認された(図 1 )。

HGFの刺激

(・) LPS LPS+2CADO L~~Þ!2CADO 2CADO XAC 
+~~C 

30 33 30 33 30 33 30 33 30 33 30 33 

TNFα • 
24 27 24 27 24 27 24 27 24 27 24 27 

---1---GAPDH 

~ 1 P.g. 由来 LPS 刺激により HGF に誘導される TNFαrnRNA 発現と 2CADO によるその発現の

抑制効果及び XAC による競合的抑制効果

HGF を無刺激または P.g. 由来 LPS (0.1~glml)のみあるいは 2CADO (100μM および XAC

(10μM を同時に添加して、 37
0

C 、 2.5 時間培養後、 HGF 中の TNFαmRNA の発現量を

RT-PCR 法を用いて検出した。同ーの実験を 5 回行い、代表的な結果を本図中に示す。
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またアデノシン(100μ附をアデノシンレセプターアゴニストのかわりに添加し同様の検討を行っ

た結果、 LPS 刺激による TNFαmRNA 発現の誘導はアデノシン添加により抑制される傾向にある

ことが確認された(図 2) 。また結果には示していないが、無刺激の HGF に対しアデノシンの

み、アデノシンレセプターアゴニストのみ、アデノシンレセプターアンタゴニストのみ、および

アデノシンレセフターアゴニストとアデノシンレセフターアンタゴニストの両方を添加しでも、

無刺激 HGF と比較して TNFαmRNA の発現量に変化は認められなかった。

HGFの刺激

LPS+adenosine 
(ー)LPS LPS+adenosine+XAC 

33 36 33 36 33 ~16 33 36 

TNFα 

21 24 21 24 21 :24 21 24 

GAPDH 

川 2 P.g. 由来 LPS 刺激により HGF に誘導される1NFαlnRNA発現とアデノシンによるその発

現の抑制効果及び XAC による競合的抑制効果

HGF を無刺激または P.g. 由来 LPS (0.1 ~glml)のみあるいはアデノシン (100μM) およびXAC

(10μM)を同時に添加して、 370C 、 2 . 5 時間培養後、 HGF 中 の TNFαmRNA の発現量を

RT嶋PCR 法を用いて検出した。同ーの実験を 3 回行い、代表的な結果を本図中に示す。
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2.P.g. 由来 LPS 刺激により HGF 中に誘導される IL・1α， IL・ 1~， IL・6mRNA 発現に対する

アデノシンレセフターアゴニストの抑制効果

HGF に LPS を添加して 2.5 時間培養した場合、 HGF 中には TNFαmRNA 以外の炎症性サイト

カインとして IL・1α ， IL-1 ß, IL-6 mRNA の発現が誘導される(図 3) 。そこで先の実験と同様に、

LPS により誘導されるこれらの炎症性サイトカイン mRNA発現に対するアデノシンレセプター

アゴニストの影響を検討した。その結果、 IL-1α， IL-6 mRNA 発現はアデノシンレセプターアゴニ

スト添加によりほとんど影響を受けなかった。 一方 IL-1ß mRNA 発現は、 TNFαmRNA の場合と

同様に、アデノシンレセプターアゴニストの添加により抑制される傾向にあることが明らかにさ

れた(図 3) 。

HGFの刺激

十) LPS LPS+2Ct~DO 2CADO 

24 27 24 27 24 27 24 27 

• lし6 -33 36 33 36 33 3~6 33 36 
-・園田

IL・1α

33 36 33 36 33 316 33 36 • IL・1ß
一 -24 27 24 27 24 2'7 24 27 

GAPDH 

図 3 P， g， 由来 LPS刺激により HGF に誘導される IL-1a ， IL-1ß , IL-6 mRNA発現と 2CADO による

その発現の抑制効果及び XAC による競合的抑制効果

HGF を無刺激または P.g. 由来 LPS (0.1~g/ml)のみあるいは 2CADO (100μ附および XAC

(10μ附を同時に添加して、 37
0

C 、 2.5 時間培養後、 HGF 中の IL・1α， IL-1ß, IL-6 mRNA の発
現量を RT-PCR 法を用いて検出した。同ーの実験を 3 回行い、代表的な結果を本図中に示

す。
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3 .1L ・ lß 刺激により HGF 中に誘導される TNFα， IL・lß， IL・6 mRNA 発現に対するアデノ

シンレセプターアゴニストの抑制効果

炎症歯周組織においては、 HGF は LPS のみならず同組織で産生される種々のサイトカインの

影響を受け、その結果さらに炎症反応が修飾され複雑な炎症応答を構築するものと考えられる。

そこで、サイトカイン刺激により誘導される HGF 中の炎症性サイトカイン mRNA 発現に対して

もアデノシンレセフターアゴニストが如何なる影響を及ぼすのかについて検討を加えた。 HGF を

25U/ml の IL-1ß にて 2.5 時間刺激すると HGF 中に TNFα， IL-1ß および IL-6 mRNA 発現が誘導さ

れる(図 4) 。この条件下にアデノシンレセプターアゴニスト 2CADO を添加すると TNFα およ

び IL-1ß mRNA 発現が著明に抑制された。 一方、 IL-6 mRNA 発現はアデノシンレセプターアコ令ニ

スト添加により抑制されなかった(図 4) 。また結果には示していないが、 HGF 中の IL-1αmRNA

についても同様の検討を行った結果、 IL-1ß 刺激による発現の誘導は確認されたがアデノシンレ

セプターアゴニスト添加による発現抑制効果は認められなかった。
HGFの刺激

(・) IL・1fl IL・1fl+2CADO 2CADO 

33 36 33 36 33 36 33 36 -TNF-a -33 36 33 36 33 36 33 36 .. 園周 .1 -IL・1fl

24 27 24 27 24 27 24 27 

圃 -IL・6

24 27 24 27 24 27 24 27 --GAPDH 

図 4 IL・1ß 刺激により HGF に誘導される TNF久 IL・1ß ， IL・6mRNA発現と 2CADO によるその発

現の抑制効果及び XAC による競合的抑制効果

HGF を無刺激または IL-1ß (25U加1)のみあるいは 2CA.DO (100μ附および XAC (10μ附を同

時に添加して、 37
0

C 、 2.5 時間培養後、 HGF 中の TNFα， IL-1ß, IL-6 mRNA の発現量を
RT-PCR 法を用いて検出した。同ーの実験を 3 回行い、代表的な結果を本図中に示す。
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4. アデノシンレセプターアゴニストおよびアデノシン添加による HGF 中の HA 合成酵素

mRNA 発現の増強

次にアデノシン刺激が HGF 中の各種細胞外基質 mRNA の恒常的発現に及ぼす影響を検討した。

すなわち、 HGF にアデノシンレセプターアゴニストである 2CADO を 100μM 添加して 2.5 時間培

養後、 HGF 中の各種細胞外基質および HA合成酵素 mRNA 発現を RT-PCR 法により検出した。

その結果、 2CADO を添加した HGF においては無刺激 HGF と比較してコラーゲンタイプ 1 ·タイ

フ III、ラミニン、フィブロネクチン mRNA の発現に著明な変化は認められなかった(図 5 )。

方、 HA 合成酵素 mRNA発現は 2CADO の添加のみにより著明な増強が認められた(図 5 )。

HGFの刺激

(・) 2CADO 

18 21 18 21 -Collagen type 1 -.30.3. 3 
Collagen type 111 

• 
27 30 27 30 

Fibronectin 

Laminin 

3033 

HA synthase 

24 27 24 27 

GAPDH 

図 5 2CADO 刺激による HGF 中の各種細胞外基質および HA合成酵素 mRNA の発現

HGF を無刺激または 2CADO(100μ附を添加して、 370C 、 2.5 時間培養後、 HGF 中のコラー

ゲンタイプ I ・タイプ III、フィブロネクチン、ラミニン、 HA 合成酵素 mRNA の発現量を

RT-PCR 法を用いて検出した。同ーの実験を 3 回行い、代表的な結果を本図中に示す。
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さらに結果には示していないが、同条件下にアデノシンレセプターアンタゴニストである XAC

を 10μM 添加した場合、 2CADO の添加による HA 合成酵素 mRNA 発現の増強は完全に抑制され

ることが確認された。同様の実験をアデノシンを用いて行ったところ、アデノシン 100μM を添加

することによっても HGF 中の HA 合成酵素 mRNA 発現は著明な増強が認められた。さらに同条

件下にアデノシンレセフターアンタゴニス卜である XAC を 10μM 添加した場合、アデノ シンの添

加による HGF 中の HA 合成酵素 mRNA 発現の増強は完全に抑制されることが確認された(図 6) 。

HGFの刺激

(ー) adenosine adenosine+XAC 

3033 30 33 3033 

HA synthase 

21 24 21 24 21 24 

GAPDH 

図 6 アデノシン刺激により誘導される HGF 中の HA合成酵素 mRNA の発現と九生C によるその

発現の抑制効果

HGF を無刺激またはアデノシン(100μ附のみあるいは九生C (10μ附を同時に添加して、 370C 、

2.5 時間培養後、 HGF 中の HA 合成酵素 mRNA の発現量を RT-PCR 法を用いて検出した。

同一の実験を 3 回行い、代表的な結果を本図中に示す。

5.IL・ lfl 刺激により誘導される HGF 上の ICAM-l 分子発現のアデノシンによる抑制

血管外へ遊走したリンパ球が炎症歯周組織へ定着、集積する際には、歯肉結合組織の主要な構

成細胞である HGF とリンパ球との細胞接着分子を介した接着性相互作用が重要な役割を果たし

ていると考えられている。さらにこの異種細胞間接着を通じて HGF が活性化され、炎症性サイ

トカインや HA などの産生を冗進する可能性が示唆されている。そこで、上記細胞間接着を媒介
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する HGF 上の細胞接着分子の発現に対するアデノシンの作用を次に検討した。 HGF に IL-1ß 存

在、非存在下にアデノシン 1臼ゆf を添加し 15 時間培養後、 HGF 上の細胞接着分子の発現をフロ

ーサイトメトリーにより解析した(図 7) 。その結果、 これまでに報告されているように無刺激

の状態ではわずかに発現している ICAM-1分子は HGF を IL・1ß にて刺激するとその発現が著明に

増加することが確認された。 この条件下にアデノシンを同時添加した場合、 IL-1ß 刺激による

ICAM-1 分子の発現増加はほぼ完全に抑制された。また IL・1ß 非存在下にアデノシンのみを添加し

た HGF においては無刺激 HGF と比較して著明な ICAM-1 分子発現の は認められなかった。

方、 CD44 分子の発現についても同様の検討を行ったところ、 IL-1ß 非存在下にアデノシンのみ

を添加した場合および IL-1ß 刺激を加えた上にアデノシンを添加した場合どちらの場合も無刺激

HGF と比較して細胞表面上の CD44 分子発現に著明な差は認められなかった(図 7 )。結果には

示していないが、mAb 4-145 を用いてインテグリン削分 発現についても同様の解析を行ったが、

その結果は CD44 分子の場合と同様であった。

図 7

ICAM-1 
(84H10) 

CD44 
(OS/37) 

"、11 

1) 
il 
1 I 

1 l 

; 
1'i 
, l 

(一) IL・ 1 f3 IL・ 1 +゚adenosine adenosine 

一!
IL-1ß 刺激により誘導される HGF 上の IC品目分子発現に対するアデノシンの抑制効果

HGF を無刺激あるいは IL-1ﾟ (25U Iml)存在下にアデノシン(10mM)を添加して 37
0

C 、 15 時

間培養後、回収した HGF を 84H10 あるいは OS/37 と 4
0

Cで 30 分間反応させ、洗浄後、 FITC

標識ーヤギ抗ーマウス IgG を加え、 40Cで 30 分間反応させ、フローサイトメトリー解析を

行った(一)。抗体を加えず FITC 標識ーヤギ抗ーマウス IgG のみを加えたものをネガテ

17 



6. アデノシンによる IL・1~ 刺激 HGF と活性化 T リンパ球の細胞間接着の抑制

HGF を IL-1f3刺激することにより ICAM-1 分子の発現が冗進し、その結果 HGF と活性化 T リ

ンパ球の接着は IC品ι1/LFA・1 接着経路を介して増強される 26)。そこでこの接着にアデノシンが

いかなる影響を及ぼし得るのかを検討するために、 HGF をアデノシンで前処理した後、細胞接着

実験を行った。その結果、 HGF を IL-1f3刺激する際に同時にアデノシン 1白凶4 を添加した場合、

IL-1ß 刺激された HGF と活性化 T リンパ球との接着は抑制された(図 8 )。

HGF前処理 HGFに対する接着率(%) 
。 10 20 30 

None None 

IL・1ß None 

IL・1ﾟ adenosine 

IL・1ß 84H10 
(anti-
ICAM-1) 

図 8HGF をアデノシンで前処理することによる IL-1ß 刺激 HGF と活性化 T リンパ球の細胞間

接着の抑制

HGF を無刺激あるいは Iし1 f3 (25U/ml)存在下にアデノシン(10m恥のを添加して 37
0

C 、 15 時

間培養した。 一方、 T リンパ球は PMA(0.5μglml)で 15 時間刺激し 51Cr にて標識し、 5μglml

の 84H10 の存在下、または非存在下にて 370C 、 30 分間共培養した。接着した細胞の接着

率は材料及び方法に記した方法に従い算出した。結果は 2 ウェルの算術平均%と標準誤

差%で表している。同ーの実験を 5 回行い、代表的な結果を本図中に示す。

本は t-検定により pく0.05 にて有意差があることを示す。
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7.HGF 中のアデノシンレセプター各サブタイプの mRNA 発現

アデノシンは各種細胞表面のアデノシンレセプターを介して細胞内にシグナルを伝達し、その

アデノシンレセプターには少なくとも A1， A2a, A2b, A3の 4種類のサブタイフの存在がこれまで

に報告されている。そこで、 HGF に発現するアデノシンレセプターサブタイフを検討するために

HGF 中に検出されるアデノシンレセプターサブタイプ mRNA 発現を RT-PCR により解析した。

その結果、 A1 ， A2a, A2b レセプターサブタイプ mRNA の発現が確認された(図 9 )。しかしなが

らA3レセプターサブタイプ mRNA 発現は 40 サイクル増幅後では検出されなかった。 一方、ポジ

ティブコントロールの好中球、単核球においては A1 ， A2a, A2b, A3レセプターサブタイプの

mRNA 発現が確認された(図 9 )。

HGF mononuclear cell neutrophil 

39 42 39 42 39 42 

盟
A1 

33 36 30 33 30 33 

A2a 

33 36 30 33 33 36 
冒圃圃圃圃圃・園田園置圃量

A2b 
圃圃圃圃圃

36 39 36 39 36 39 
圃圃圃圃圏直 • A3 

図 9 HGF 中のアデノシンレセフター各サフタイフの mRNA. 発現

HGF、単核球、好中球中のアデノシンレセプターA1， Þρa， A2b, A3サブタイプの mRNA発

現量を RT-PCR 法を用いて検出した。同一の実験を 3 回行い、代表的な結果を本図中に示

す。
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A3レセプターサブタイプの発現が検出されなかったので、その有無をさらに詳細に検討するため

上記 7 の条件にてA3レセプターサブタイプ特異的プライに、 nested PCR を行った。その結果、

A3レセフさらに nested PCR で 40 サイクルの増幅を行ったが、マーにて 40 サイクルの増幅後、

ターサブタイプ mRNA 発現は HGF 中に認められなかった。一方、同条件下で好中球および単核

球においてはA3レセフターサブタイプ発現が確認された(図 1 0) 。

ド
ω
h円
F
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E
、
E

ノ
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E
、
y

• 

a
コ
h
p

4
・
、N
Z
〉
〉0
0

4
・
ヱ
Z
言
。
。

~ 

(A) 

340 

-130 

neutrophil mononucle.ar cell HGF (B) 

40+40 40+40 40+40 

A3 receptor 

図 10 nested PCR を用いた HGF 中のA3レセプターサブタイプ mRNA 発現の検討

(A) アデノシンA3レセフターサブタイフプライマ一対の内側に nested プライマーを設計

した。

(B)HGF、単核球、好中球中のアデノシンレセフタ~ }\3サブタイフの mRNA 発現

RT-PCR 法を用いて 40 サイクルの増幅後、さらに nested PCR 法を用いて検出した。店

実験を 3 回行い、代表的な結果を本図中に示す。

を
の
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考察

アデノシンは恒常的に各種細胞より産生されている生理活性物質である。ヒト血中のアデノシ

ン濃度は通常 30伽M 以下であるが炎症巣においては 500・600凶I[ に冗進することが報告されてお

り 2)、歯周病炎症局所においても、アデノシンが局所炎症反応の制御に関与していることが推察

される。 一方、これまでの研究結果より、 HGF は歯周組織での恒常性維持に重要な役割を演じて

いるのみならず、同組織での炎症反応の消長や免疫反応の制御に積極的に関与している可能性が

示唆されている 16-22)。本研究において、 HGF のサイトカイン産生機能に対するアデノシンの影響

を解析したところ、歯周病原性細菌の一つである P.g. 由来 LPS、あるいは IL-1ß により HGF を刺

激することで同細胞に誘導される TNFα ならびに IL-1ß mRNA 発現が、アデノシンレセプターア

ゴニストもしくはアデノシンの添加により抑制されることが初めて明らかとなった。このことは

炎症歯周組織において活性化された HGF からの炎症性サイトカイン産生に対して、アデノシン

が抑制的に作用する可能性を強く示唆している。アデノシンはその代謝速度が急速であり、ヒト

血中のアデノシン濃度の半減期は 0.6-1.5 秒と報告されている 31)。そのため、アデノシンの生物

学的活性を解析する際には種々のアデノシンレセフターアゴニスト及びアンタゴニス卜を用いる

研究が一般的に行われている。本研究において HGF の TNFαlnRNA 発現に対するアデノシンの

阻害効果が、アデノシンレセフターアゴニスト (2CADO) に比較して軽度である(図 1 、 2) と

いう結果が得られたが、これはアデノシンとアデノシンレセプターアゴニストの代謝速度の差異

の影響によるものではないかと推察される。

結果には示していないが、 HGF 中の A1 ， A2b サブタイフ mRNA は HGF に LPS ， PMA, IL・lß ，

IFNy あるいはリンパ球との細胞間接着による刺激を加えることによりその発現量に著明な影響

を認めなかった。 一方、A2a サフタイフ mRNA は LPS ， PMA， IL-1ß 刺激を加えることによりその

発現量が増加することが確認されている。さらに LPS ， PMA, IL..1ß , IFNy による刺激やリンパ球と

の細胞間接着による刺激を HGF に与えてもA3レセフ。ターmRNA 発現が検出できなかった。これ

らのことは、細胞の種類によりアデノシンレセプターサブタイプの発現パターンが異なる可能性

を示唆しており、このことによりアデノシンの作用がその標的となる細胞により異なるという現

象が一部説明されるかもしれない。

本研究において、 HGF を P.g. 由来 LPS にて刺激することにより誘導される TNFα ならびに
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IL-I゚ mRNA 発現がアデノシンレセプターアゴニスト添加により抑制され、 IL-lα ならびに IL・6

mRNA 発現に関してはアデノシンレセプターアゴニスト添加の影響を受けないことが示された

(図 1 、 3 )。現在、アデノシンレセプターに関しては、 Al ， A2a, A2b, A3の 4 種類のサブタイ

プの存在が知られており 2)、今回の研究結果から HGF においては、 Al ， A2a, A2b の mRNA 発現

が確認されたが、A3の mRNA に関しては nested PCR によっても発現が検出されなかった(図 9 、

1 0) 。この HGF における TNFα ならびに IL-Iß mRNA の発現抑制は 2CADO に加え他の 2 種類

のアデノシンレセプターアゴニスト (5'-N-ethylcarboxamidoadenosine; NECA, N6_ 

tyladenosine; CPA) を用いても検討され同じ結果が再現されている。残念ながら、これら

のアゴニストは特定のレセプターサブタイプにのみ作用するというものではなく、解離定数の差

はあるとはいえ複数種のレセプターに同時に作用することが知られているため HGF 上のどのレ

セプターサブタイプが HGF におけるサイトカイン発現制御の中心的役割を果たしているのかに

関しては結論が得られていない。今後各レセプターサブタイプに特異的なアコゃニス卜、アンタゴ

ニストおよびmAb を用いることにより、解析が進められることが期待される。

興味深いことにヒト単球においては E.coli 由来 LPS刺激により誘導される TNFαmRNA発現の

みが 9-13)、またヒト内皮細胞においては同刺激により誘導される IL・6 ， IL-8 産生が 32) アデノシンも

しくはアデノシンレセプターアゴニストにより抑制されることが報告されており、 LPS 刺激の結

果誘導されるサイトカイン発現に対するアデノシンの影響が細胞種によって異なることが示され

ている。この差異は LPS の刺激が細胞内に伝達されていく経路が細胞の種類により異なるために

生じているとの可能性が l つ考えられる。 一方、 ヒト単球、内皮細胞中には、 Al， A2a, A2b, A3 

の 4 種類すべてのサブタイプ mRNA が発現していることが報告されているのに対して 2， 33-37) 

日GF においては Al， A2a, A2b の 3 種類のみの発現が確認されており、細胞種聞において発現され

ているアデノシンレセプターサブタイプが異なる可能性が示されている。さらに特定のレセプタ

ーサブタイプの発現の有無に加え、各細胞種聞において個々のアデノシンレセプターサブタイプ

の発現比率に差異がある可能性も示唆されている(図 9) 。従って、このようなアデノシンレセ

プターサブタイプの発現の差異がその一因となって、上記細胞種聞における炎症性サイトカイン

mRNA 発現に対するアデノシンの作用の差異が生じているのかもしれない。

LPS 刺激のみならず Iしlß 刺激において HGF 中に誘導される TNFα および IL-Iß mRNA発現が
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アデノシンレセプターアゴニスト添加により阻害されることも今回の研究で初めて明らかにされ

た事実である(図 4) 0 HGF を LPS にて刺激することによりいかなるシグナルが細胞内に伝達

されるかは現在に至るまで十分に解明されていないが、 IL-Iß 刺激に関しては、 IL-l がレセプタ

ーに結合するとジアシルグリセロールの産生や cAMP濃度の上昇とフロテインキナーゼ C の活性

化、あるいは G 蛋白の活性化と GTPase の活性化がみられるなどそのシグナル伝達機構が複数存

在する可能性が考えられている。一方、アデノシンのアデノシンレセフターを介した細胞内シグ

ナル伝達の過程で細胞内の c品。濃度が変動するという報告 2)があることから、 IL-Iß 刺激による

HGF 中の c品。濃度の上昇をアデノシンが阻害することにより同サイトカイン mRNA 発現の抑

効果を表す可能性も考えられる。

細胞外基質産生は HGF の重要な機能の一つである。現在では細胞外基質は単に細胞聞の間隙

を埋めるだけではなく、細胞の増殖、分化および炎症反応、創傷治癒過程において重要な役割を

じていると考えられている。今回の研究では HGF におけるコラーゲンタイプ I ・タイプ III、ラ

ミニン、フィブロネクチンの恒常的 mRNA 発現に関してはアデノシン刺激が特に影響を及ぼさな

いことが明らかにされた(図 5 )。 一方、細胞外基質成分の一つであるグリコサミノグリカンも

生体内で重要な役割を果たし、前述した機能に加え、ヘパリン結合性増殖因子等の reservoir とし

の機能も注目を集めている。その中で、 HA はグルクロン酸と N-アセチルグルコサミンの繰り

し構造からなる分子量数万から百万を越える巨大分子であり、間充組織、硝子体液、関節液、

骨、基底膜、血管周囲など生体内に広範に分布している。歯周組織においても、水分調節機能、

胞間接着、細胞の増殖・分化・遊走において重要な役割を演じていると考えられている 38-45) 。

また当研究室の研究成果より、 HGF より産生された HA が HGF と活性化リンパ球との細胞間接

に関与していることが明らかにされている 25)。さらに炎症部位や創傷治癒過程にある部位にお

いて HA の産生量が冗進することも報告されおり 46-49)、種々の生体反応における HA の重要性が

示唆されている。興味深いことに、今回の研究結果ではアデノシン刺激が HGF 中の HA 合成酵素

mRNA 発現を著明に増強することが明らかにされた(図 6) 0 :HGF 中の HA 合成酵素 mRNA の

発現量の増加は HA産生量の増加と相関して変動することがすでに確認されており、 HGF を IL-

lß や LPS を用いて刺激すると HGF 中の HA 合成酵素 mRNA の発現が増強されること(未公表結

果)、さらに HGF をヒアルロニダーゼ処理することにより HGF 中の HA 合成酵素 mRNA 発現が
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増強されること(未公表結果)を考え合わせると、歯周病原性細菌由来のヒアルロニダーゼや LPS 、

炎症歯周組織で産生される炎症性サイトカイン、さらに同部にて産生が冗進されるであろうアデ

ノシンの作用により、同炎症巣の HGF による比生産生量が冗進するものと考えられる。

| 当研究室のこれまでの研究成果から、炎症歯周組織におけるリンパ球の定着及び集積を考える

上で HGF とリンパ球との接着性細胞間相互作用は極めて重要な役割を演じていることが示唆さ

れている 23-28)。さらにこの異種細胞間接着により HGF が活性化され、炎症性サイトカインの産

生が誘導されるのみならず、外因性の IL-1ß 刺激に対する HGF の感受性が高まることが示されて

い る 26， 28) 。この異種細胞間接着にはVlAインテグリ ン 、 ~Ff\-1/I(:i\J\1-1 、 CD44 分子といった複数

の細胞接着分子が関与していることが in vitro の研究によりすでに明らかにされている 23-26) 。と

りわけ、 LFf\-l/IC品目を介した接着経路は、 HGF が炎症性サイトカインの影響を受けることに

よりその重要性を高めることが示唆されている 26)。アデノシンによる刺激が IL-1ß 刺激を受けた

HGF 上の IC品目分子の発現を抑制し(図 7 )、かつ ICi\J\1-1 分子を介した HGF と活性化 T リ

ンパ球の接着をアデノシンが部分的に阻害する(図 8) という今回の結果は、歯周病炎症局所で

産生されたアデノシンが同部位におけるリンパ球の定着及び集積を制御し、抗炎症的なメディエ

ーターとして作用し得る可能性を強く 示唆している。 一方、 CD44 分子 ・インテグリン ß1 分子は

無刺激の状態でも恒常的に HGF 上に発現しており、その発現にアデノシンは影響を及ぼさなか

った(図 7 )。このことはアデノシンがすべての細胞接着分子発現を抑制するのではなく IL-1ß

刺激により冗進する細胞接着分子の発現のみを抑制することを示唆している。しかしながら細胞

接着分子としての機能はその発現量にのみ比例するものではないことから、 CD44 分子とそのリ

ガンドであるHi\、および、インテグリン ß1 分子とそのリガンドである各種細胞外基質との接着能

に対するアデノシンの影響は今後さらに検討することが求められる重要な課題であろう。また結

果には示していないが、 I~-lß 刺激した HGF と活性化 T リンパ球を細胞間接着させる際に抗

ICAM-1 抗体を添加した場合に比較して、 IL-1ß とアデノシンで前処理した HGF と T リンパ球を

細胞間接着させる際に抗 IC品目抗体を添加した場合、後者で細胞接着率(%)がより減少する

傾向が認められている。このことは、アデノシンが 1Ci¥J¥1-1!LF f\-1 を介した接着経路以外の接斗

経路にも影響を及ぼし得る可能性を示唆しているものであり、このアデノシンにより制御がなさ

れると考えられる新たな接着経路の解明も今後の研究課題として残されている。
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アデノシンが細胞表面上のアデノシンレセプターに結合した際の細胞内の変化については好中

球を用いた解析が進められている。これまでの研究からアデノシンレセフターの構造は 7 つの膜

貫通部位を持つ G 蛋白結合型レセプターであり、アデノシンとアデノシンレセフターが結合する

ことにより、 Gi 蛋白に結合している Al レセプターについてはアデ、ニル酸シクラーゼの活性が抑

制されセカンドメッセンジャーである cyclic-A即(c品1P)が減少すること、また Gs 蛋白に結合し

ているA2a，A2b レセプターについてはアデ、ニル酸シクラーゼの活性が増強され c地位が増加する

ことが報告されている 2， 37)。興味深いことにアデノシンA1レセプターを介したシグナルにより、

好中球の走化性、貧食能、接着能が増強され、A2レセプターを介したシグナルによりその貧食能

や接着能および H202やぴーの生成が減少することが報告されている 2 ， 4， 14, 15, 50-54)。しかしながら、

細胞内の c地1pの増減とアデノシン刺激により惹起される細胞の機能の変化が直接関係するのか

否かに関してはまだ見解の一致をみていないのが実状である。さらに、現在までのところ線維芽

細胞上のアデノシンレセプターにアデノシンが結合した際の細胞内変化に関する報告は皆無であ

り、アデノシンが HGF 内にいかなる種類のシグナル伝達を行い得るのかを明らかにすることは

今後の重要な課題であろう。

今回の研究からアデノシンはアデノシンレセプターを介して、歯周病原性細菌や IL-Iß による

刺激で HGF 中に誘導される炎症性サイトカイン産生を抑制するのみならず、炎症巣や創傷治癒

の初期過程に産生が冗進することが報告されている HA の産生冗進にも関与していることが示唆

された。またアデノシンは HGF 上の ICAM-l 分子の発現を阻害し、さらにその結果、炎症歯周組

織へのリンパ球の定着・集積を抑制し得ることが示唆された。このような機構を通じて炎症歯周

組織における炎症反応の制御にアデノシンが深く関与し得る可能性が示唆された。

今後さらに、 HGF 上のアデノシンレセプターサブタイプの違いによる HGF への作用の違い、

アデノシンが関与する HGF と活性化リンパ球との新たな接着経路、および HGF 中へのアデノシ

ンのシグナル伝達機構を解明することにより、歯周病炎症局所におけるアデノシンの意義がさら

に解明されるものと期待される。



結論

HGF の炎症性サイトカインおよび細胞外基質産生、細胞接着分子発現、リンパ球との異種細胞

間接着性相互作用に対してアデノシンがいかなる影響を及ぼす‘か、さらに HGF のアデノシンレ

セプターサブタイプの発現についても検討し、以下の結果を得た。

1 ， P.g. 由来 LPS および IL-1ß の刺激により HGF 中の TNFα ， IL・lß mRNA の発現量が著明に増加

し、その発現量の増加はアデノシンおよびアデノシンレセプターアゴニストにより抑制されるこ

とが確認された。さらにそのアデノシンおよび、アデノシンレセプターアゴニストによる抑制効果

はアデノシンレセプターアンタゴニストにより競合的に阻害されることが確認された。 一方 HGF

中の IL-lα ， IL・6mRNA は、 P. g. 由来 LPS および IL-1ß の刺激により著明に発現量が増加したが、

その発現量の増加はアデノシンおよびアデノシンレセプターアゴニストにより抑制されないこと

が確認された。

2 、アデノシンは HGF 中のコラーゲンタイプ I ・タイプ 111、ラミニン、フィブロネクチンの恒常

的 mRNA 発現に影響は及ぼさなかったが、 HA合成酵素 mRNA. 発現を増強させ、その発現増強は

アデノシンレセプターアンタゴニストにより阻害されることが確認された。

3 、 IL-1ß 刺激により誘導される HGF 上の IC品目分子の発現増強は、アデノシンの添加により

抑制された。一方、 IL-1ß 非存在下にアデノシンのみを添加した場合および IL-1ß 刺激を加えた上

にアデノシンを添加した場合の両方において、 CD44 およびインテグリン似分子の発現はアデノ

シンによる影響を受けなかった。さらに IL-1ß 刺激された HGF と活性化 T リンパ球との細胞間接

着は HGF をアデノシンにて前処理することにより阻害されることが確認された。

4 、 HGF 中には、アデノシンレセプターAl， A2a, A2b タイプの mRNA の発現が認められた。



活性化リンパ球

の集積・定着の

抑制

アデノ シ ン

| ヒアルロン酸の産生の充進 |

歯周病原性細菌

炎症性サイトカイ ン

TNFα ， I し 1ßの産生の抑制

図 11 HGF 上のアデノシンレセプターを介したアデノシンの作用

アデノシンは HGF 上のアデノシンレセプターを介して、 HGF 中の炎症性サイトカイン

mRNA 発現を抑制し、また HA 合成酵素 mRNA 発現を冗進させた。さらに活性化リンパ球

と HGF の接着を抑制することが明らかになった。
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