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【目　　　的】

　血管新生とは既存の血管から新たな血管が分枝するこ
とで血管網の新たな構築が生じる現象であり，慢性炎症，
創傷治癒，腫瘍増大などの過程で重要な役割を演じるこ
とが知られている。根尖性歯周炎の病変部においても，
Vascular endothelial growth factor（VEGF），Matrix 
metalloproteinases（MMPs）などの血管新生関連物質
が検出され，肉芽組織形成などに関与することが推察さ
れているが，この方面の知見は乏しい。また，根尖性歯
周炎の成立過程に対する血管新生関連因子の関与の詳細
はいまだ不明である。
　 そ こ で 本 研 究 で は， 血 管 内 皮 増 殖 因 子 受 容 体

（VEGFR2），血管新生およびアポトーシス関連タンパク
で あ る B-cell leukemia/lymphoma 2（Bcl-2）， ラ ッ ト
CXCL8 関 連 ケ モ カ イ ン（Chemokine（C-X-C motif）
ligand 1 ; CXCL1） お よ び CXCL1 受 容 体（CXC 
receptors 2 ; CXCR2）に着目し，ラット臼歯に惹起し
た根尖性歯周炎におけるこれらのタンパクおよびケモカ
イン関連分子の発現状況を組織学的・分子生物学的に検
索し，病態の推移との関連を追及した。

【材料および方法】

１．実験的根尖性歯周炎の誘発
　５週齢雄性 Wistar 系ラットの下顎第一臼歯を露髄さ
せた後，開放のまま放置した。また，未処置の下顎第一
臼歯を対照群とした（n ＝ 4）。露髄開放後 14，21，お
よび 28 日経過後，灌流固定を行ない，次いで被験歯を

顎骨ごと摘出し，脱灰後凍結試料とした。Cryostat に
て厚さ８μm（光学顕微鏡観察用）もしくは 30μm

（immune-LCM 用）の連続切片を作製した。
２．免疫組織化学染色
　CD31（抗血管内皮細胞），抗 Bcl-2 抗体を一次抗体と
して avidin-biotin-peroxidase complex 法により施した。
また，各々の抗体について，根尖性歯周炎病変部におけ
る陽性染色部の面積を画像解析ソフトウエアにて定量し
た。
３．Immune-Laser Capture Microdissection（LCM）を
用いた遺伝子発現の定量解析
　CD31 に対する免疫染色後，LCM 顕微鏡を用いて，
根尖性歯周炎病変部内の CD31 陽性血管内皮細胞を採取
した。その後，全 RNA を抽出，cDNA を合成し，リア
ル タ イ ム PCR 法 を 用 い て VEGFR2，Bcl-2，CXCL1，
および CXCR2 mRNA の遺伝子発現を定量した。
４．統計学的検定
　 実 験 デ ー タ は，Kruskal-Wallis 法 な ら び に Mann-
Whitney U 検定および Bonferroni correction による多
重比較検定を行い，危険率５% とした。

【結果と考察】

　CD31 陽性血管内皮細胞の密度は露髄開放 14 日以降
28 日経過後まで増加する傾向を示した。一方で Bcl-2 陽
性反応物は，14 日経過後では有意に増加したが，その
後は 28 日経過後まで減少する傾向を示した（図１）。ま
た，LCM を用いて採取した CD31 陽性血管内皮細胞に
お け る，VEGFR2, Bcl2, CXCL1 お よ び CXCR ２ 
mRNAをリアルタイムPCRによって定量解析した結果，
VEGFR2, Bcl2, CXCL1 および CXCR ２ともに露髄開放
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図１　CD31 陽性血管内皮細胞（a）および Bcl-2 陽性反応物
（b）の密度（Yamanaka Y et al. Journal of Endodontics 38. 
313-317, 2012 改編）
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14 日経過後に有意に mRNA の発現が増加し，以降 28
日経過後まで有意に減少する傾向が示された（図２）。
　本実験から，病変の拡大とともに CD31 陽性血管内皮
細胞の密度が大きくなっていったが，拡大期である 14
日経過例では，Bcl-2, CXCL1, CXCR2 mRNA の発現亢
進が認められたことより，拡大期に置ける血管新生に
Bcl-2, CXCL1, CXCR2 が関与することが示唆された。さ
らに，Bcl-2 が CXCL8 や CXCL1 などの血管新生関連ケ
モカインを nuclear factor-kappa B（NF-kB）経路を介

して活性化することが報告されているが，本実験におい
ても，14 日経過例で Bcl-2 の発現亢進と同時に CXCL8
関連遺伝子である CXCL1 および CXCR2 の発現が亢進
している。このことから，実験的根尖性歯周炎において，
Bcl-2 による血管新生促進シグナルとそれに続く CXCL1
および CXCR2 の発現亢進が，血管新生の過程に関与し，
病変部の拡大に何らかの役割を演じていることが示唆さ
れた。

【結　　　論】

　 血 管 内 皮 細 胞 に お け る Bcl-2 タ ン パ ク お よ び 
VEGFR2，Bcl-2，CXCL1 及び CXCR2 mRNA の発現が，
CD31 陽性血管内皮細胞の密度のピークに先立ち 14 日
経過例で有意な増加を示したことから，血管内皮細胞に
おけるこれらの分子の発現亢進が血管新生と病変の拡大
に関与していることが示唆された。 
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図２　血管内皮細胞における VEGFR2, Bcl-2, CXCL1 および
CXCR2 mRNA の発現（Yamanaka Y et al. Journal of 
Endodontics 38. 313-317, 2012 改編）
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