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研究成果の概要： 高齢者や術後は日和見感染が多いことから、細胞性免疫の賦活化が重要と

考えられる。歯性内因感染源となるPorphyromonas gingivalis に対して、BCG接種による細胞

性免疫の賦活化が効果があるかどうかを、月齢の異なるマウスの実験により検討した。その結果、

若齢では殺菌活性が高まり、ワクチンとしての効果が認められたが、加齢に伴いその効果は弱ま

り、高齢では追加接種をしても細胞性免疫の賦活化は期待できないものと考えられた。 
 
交付額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
2006 年度 1,600,000 0 1,600,000 

2007 年度 900,000 270,000 1,170,000 

2008 年度 800,000 240,000 1,040,000 

年度  

  年度  

総 計 3,300,000 510,000 3,810,000 

 
 
研究分野：医歯薬学 
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１．研究開始当初の背景 
(1) 日本は超高齢化社会を迎え、老齢人口の

増加に伴い要介護人口が増加している。

その死因の4位は肺炎であり誤嚥などに

よる内因感染が原因である。そこで、日

和見感染源ともなりうる口腔細菌を減少

させることが肺炎の防止に有効なのでは

ないかと考えた。 

(2) 我々は、口腔細菌の中でPorphyromonas 

gingivalis (Pg)は宿主に液性免疫を、

Fusobacterium nucleatum (Fn)は細胞性

免疫を誘導することを見出した。更に、

これらに対する抗菌力に好中球や抗体は

関与しないが、細胞性免疫が優位な状態

ではマクロファージの関与により、早期

に菌が除去されることを明らかした。 



(3) BCGは結核の生ワクチンであり、その効果

は抗原の存続による細胞性免疫の持続で

あるといわれているにもかかわらず、長

期に渡りそれを証明した研究が殆どない。

また活性化したマクロファージの抗菌性

は非特異的であると言われているが、日

和見感染菌との関係を調べている研究も

少ない。 

(4) 細胞培養系とBCG菌体成分を用いたin 

vitroでの実験は広く行なわれているが、

生体ならびに生菌を使用したin vivoでの

免疫実験は少ない。 

 
２．研究の目的 
歯肉溝の局所感染モデルとして、嫌気的環

境で細菌感染による滲出免疫細胞の動態をモ

ニターできるマウス腹腔を使用する。 

月齢の異なるマウスにBCGを接種して細胞

性免疫を誘導した後、Pg感染に対する防御機

能を調べ、加齢との関係を明らかにする。更

にBCG投与に関し、細胞性免疫誘導能の差異を

調べるために以下の条件を設定した。 

(1) どの位の月齢までBCG接種が効果を上げ

るのか。（実験1） 

(2) 若齢で接種したBCGによる細胞性免疫効

果がいつまで持続するのか。（実験2） 

(3) 若齢で接種したBCGによる細胞性免疫効

果は追加免疫をすることで更に増強され

るか。（実験3） 

 
３．研究の方法 
(1) 実験動物：SPF ICR マウス(日本エスエル

シー)を使用した。実験は日本歯科大学動

物倫理委員会の許可を得た。 

(2) 使 用 菌 ： Porphyromonas gingivalis  

(Pg) FDC381 と乾燥 BCG ワクチン(日本

BCG サプライ)を使用した。 

(3) 免疫方法： 

① 実験 1；6週齢（若齢）、6-8 ヶ月齢（中

間齢）、12-14 ヶ月（老齢）の各月齢の

マウスに BCG を 1ｘ107個/マウスを 1

回皮下注射した。注射 3 週間後に BCG

免疫マウスとして使用した。 

② 実験 2；6 週齢マウスに BCG を 1ｘ107

個/マウスを 1回皮下注射した。注射 3

週間後（若齢）、6-8 ヶ月後（中間齢）、

12-14 ヶ月後（老齢）に早期免疫マウ

スとして使用した。 

③ 実験 3；6 週齢マウスに BCG を 1ｘ107

個/マウスを 1回皮下注射した。注射 3

週間後（若齢）、6-8 ヶ月後（中間齢）、

12-14 ヶ月後（老齢）に再度 BCG を 1

ｘ107 個/マウスを 1 回皮下注射し、3

週間後に追加免疫マウスとして使用し

た。 

  なおBCG1ｘ107個/マウスという接種用量

は、脾臓が肥大化しない最大数である。 

(4) 腹腔滲出細胞の動態：各免疫マウスに Pg

を投与後、経時的にマウス腹腔に 2ml の

PBS を注入後回収し、総細胞数、細胞分

画を顕微鏡下で測定した。 

(5) 腹腔内の殺菌活性：Pg 投与後に回収した

腹腔滲出液のPBS希釈液をアネロコロン

ビア培地（日本べクトンディキンソン）

に接種し嫌気培養した。発育したコロニ

ー数を測定し、Pg 生残率を算出した。 

(6) 細胞内 Pg 菌数の測定：腹腔滲出細胞か

ら調製した DNA を鋳型にして Pg の 16S

リボゾームRNA遺伝子のプライマーを用

いて定量的リアルタイム PCR (qRT-PCR)

を行い、細胞内に取り込まれた Pg 数を

測定した。 

(7) 腹腔滲出液中のサイトカインの測定：マ

ウスELISAキット(ENDOGEN)を使用して、 

interferon (IFN)- γ 、 interleukin 

(IL)-1β、IL-4、IL-6、IL-12、および

tumor necrosis factor (TNF)-αを測定



した。 

(8) 腹腔滲出液中の一酸化窒素の測定：

Griess 試薬を使用した Green らの方法

に従った。 

(9) 腹腔滲出細胞におけるケモカインおよ

びケモカインレセプターの発現：腹腔滲

出細胞から RNA を調製し、ケモカイン

(CXCL1、CXCL2、CCL2、CCL3、CCL4)およ

びそれらのレセプター(CXCR2、CCR1、

CCR2、CCR5)の mRNA 発現を qRT-PCR にて

調べた。各群の 0時間の発現量を基準と

した。標準化はβアクチン mRNA 発現に

て行った。 

(10) リンパ球の増殖能の測定：マウス脾臓細

胞を調製し、T 細胞増殖刺激としてコン

カナバリン A(Con A)、B 細胞増殖刺激と

して LPS (Escherichia coli O55:B5 由

来)を添加して 2 日間培養し、細胞増殖

活性を MTT 法にて測定した。 

(11) BCG の検出：BCG を接種したマウスの腹

腔滲出細胞、脾臓、リンパ節から調製し

た DNA を鋳型にして、Mycobacterium 

tuberculosisの16SリボゾームRNA遺伝

子のプライマーを用いてPCRを行い、BCG

を検出した。 

 
４．研究成果 

(1) 腹腔滲出細胞の動態：若齢のBCG免疫群で

は非免疫群(対照群)に比べて、48時間で

マクロファージが1.36±0.66 x 10７と有

意に増加した。それに伴い総細胞数も

2.51±1.05 x 10７と有意に増加した。し

かし中間齢、老齢では、BCG免疫群、早期

免疫群、更に追加免疫群においても対照

群と比べ、総細胞数、好中球数、リンパ

球数、マクロファージ数に差が認められ

なかった。   

(2) 腹腔内の Pg 殺菌活性：若齢においては、

非免疫群(対照群)では Pg 生残率は48時

間後に 10-7 であったのに対し、BCG 免疫

群では 24 時間後に 10-８以下に減少した。

しかし中間齢、老齢では、BCG 免疫群、

早期免疫群および追加免疫群においても

対照群との間に Pg 生残率に差は認めら

れず、10-８以下に減少するまでに 48 時間

を要した。 
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(3) 腹腔滲出細胞内の Pg 菌数：老齢マウスで

は若齢および中間齢マウスに比べて、6

時間後の取り込み菌数が少なかった。同

じ月齢内では、免疫の有無に関わらずそ

れぞれの時間における取り込み菌数に差

はなかった。 

 



(4) 腹腔滲出液中のサイトカイン： 

① IFN-γ: 若齢のBCG免疫群では6時間後

に対照群に比べて有意に高いピークにな

った。対照群ではどの年齢においても12

時間後にピークになった。中間齢ではBCG

免疫群、早期免疫群および追加免疫群に

おいて6時間後にピークになったが有意

差は無かった。老齢では全ての群でIFN-

γの産生は低かった。 
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② IL-12：若齢のBCG免疫群では12-24時間

後に対照群に比べて有意に高いピークに

なった。中間齢ではBCG免疫群がやはり

12-24間後にピークになったが有意差は

無かった。老齢では全ての群で有意差は

無かった。 

③ IL-4:若齢では、対照群とBCG免疫群で

は全く差が無かった。中間齢では追加免

疫群の産生が高かった。老齢でも追加免

疫群の産生が高い傾向が見られたが、有

意差は無かった。 

以上の結果からこれらが加齢に伴う細胞

性免疫の低下の一因と考えられた。 

④ IL-1β：若齢のBCG免疫群では、12-24

時間後に対照群に比べて有意に高いピー

クになった。中間齢では全ての群で6間後

にピークになったが有意差は無かった。

老齢では全ての群で産生が低く、有意差

は無かった。 

⑤ IL-6：月齢に関わらず、全ての群で同

じレベルの産生が見られ、6時間にピーク

があったが有意差は無かった。 

⑥ TNF-α：月齢に関わらず、全ての群で

同じレベルの産生が見られ有意差は無か

った。0時間においても高い産生を示した。 

 

(5) 腹腔滲出液中の一酸化窒素：全てのマウ

ス群において一酸化窒素は常時産生され

ていた。若齢の BCG 免疫群では 12 時間後

に増加し、24-48 時間後にかけてピークに

なり 24 時間後には有意差があった。中間

齢、老齢では全ての群で有意差は認められ

ず、若齢 BCG 免疫群のように 24-48 時間後

に産生が増加することは無かった。 
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(6) 腹腔滲出細胞におけるケモカインおよび

ケモカインレセプターmRNAの発現： 

① CXCケモカイン：CXCL1およびCXCL2は単球

が産生するケモカインで、それらのレセプ

ターCXCR2は好中球、CD8+T細胞、NK細胞に

発現している。これらの発現は、いずれの

群においても6時間後にピークとなり、

CXCL1、CXCL2は10－200倍、CXCR2は10－

1700倍となった。CXCL1とCXCL2の発現は月

齢に関わらず対照群で高い傾向が見られ

た。CXCR2発現は若齢ではBCG免疫群が高い

ものの、中間齢と老齢ではBCG免疫群、早

期免疫群および追加免疫群のいずれも、対

照群に比べて顕著に低下した。これらの結

果は若齢BCG免疫群において、好中球のリ

クルートや細胞性免疫が亢進した可能性

を示唆している。 

② CCLケモカイン：CCL2、CCL3、CCL4は単球、

マクロファージ、T細胞、B細胞、好中球が

産生するケモカインで、それらのレセプタ

ーであるCCR1、CCR2、CCR5は単球やTh1細

胞に発現している。CCL2の発現は12－24時

間後にピーク(100－500倍)となり、加齢に

伴い時間が早まる傾向があったが、免疫に

よる差は認められなかった。CCL3および

CCL4はすべての群において、6時間後にピ

ーク(CCL3：200-3000倍、CCL4：200－6000

倍)となったが、加齢に伴い発現量が低下

する傾向が見られた。またBCG免疫群は対

照群の1/3－1/10に低下した。CCR1の発現

は6－12時間後にピーク(2－10倍)となっ

たが、月齢や免疫による差は見られなかっ

た。CCR2の発現は24－48時間後に2－6倍に

上昇したが、月齢や免疫による差は見られ

なかった。CCR5の発現も24－48時間後に2

－100倍に上昇し、加齢に伴い高くなるが、

免疫により低くなる傾向が見られた。以上

の結果からは、Pg殺菌活性との関連は認め

られなかった。 

(7) リンパ球の増殖能：Con A刺激、LPS刺激

ともに脾臓細胞の増殖活性は、加齢に伴っ

て低下する傾向が認められた。また若齢と

中間齢では6時間後に活性が低下し、その傾

向はBCG免疫群で顕著だった。 

(8) BCGの検出率：BCGを接種したマウスに関

して、腹腔滲出細胞(PEC)、脾臓、リンパ節

内のBCGをPCR検出した結果を表に示した。 

 

いずれの群においてもPECでの検出率が高

く、BCG免疫群で約60%、早期免疫群で約40%、

追加免疫群では約30%のマウスに検出され

た。これらは脾臓やリンパ節の検出率に比

べて高かった。106細胞あたりの菌数は10－

100個と推定された。これまでの動物実験の

報告では、投与されたBCGはリンパ節に移行

し生残するとされているが、本研究でPECに

おいてBCGの検出率が高かった理由や、それ

らの由来は不明である。 

(9) まとめ：以上の結果より、若齢マウス群

において、BCG免疫群での内因感染の原因菌

にもなりうるPgの腹腔内での24時間の減少

はIFN-γやIL-12によってマクロファージ

が活性化され一酸化窒素の産生がおこり、

それによって起こったと考えられた。しか

し加齢とともにIFN-γやIL-12の産生が減

少し、それに伴い一酸化窒素の産生も減少

することから、腹腔内でPgの消失が遅れる

ことになることが明らかになった。すなわ

ち若齢期におけるBCG免疫には細胞性免疫

の賦活化効果が認められるが、加齢に伴い

その効果は期待できないものとなり、追加



免疫をしてもやはりその効果の回復、増強

はできないことが明らかとなった。近年BCG

自体、成人性の結核ワクチンとしての効果

は世界的に見てもエビデンスに今一つ欠け

異論が多く、日本でも追加投与が中止にな

ったばかりである。本研究は細胞性免疫の

賦活剤としてのBCGは加齢と伴にその効果

を失い、若年期にしかその効果が無いこと

を実際に証明した数少ない研究である。疫

学的結果を裏付けた貴重な結果となった。

ワクチンとしての抗結核作用だけでなく、

日和見感染予防効果が期待できる、BCGに代

わり得る新しい細胞性免疫性免疫賦活剤の

発見が望まれる。今後ともこの開発を続け

たいと考えている。 
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