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研究成果の概要（和文）：　唾液中の分泌型IgA(SIgA)抗体は、口腔免疫機構の中核となる宿主防御因子である
が、その抗体産生・制御の機序については不明な点が多い。
　本研究では、若・老齢マウスにおける舌下唾液腺における樹状細胞および形質細胞の有意な存在、また、舌下
唾液腺におけるCD4T細胞によるTh1/2型サイトカイン産生が有意に認められ、抗原特異的IgA抗体産生における舌
下唾液腺の重要性が示唆された。さらに、唾液抗原特異的SIgA抗体の機能評価のため実験的口腔内モデルを用い
検討したところ、歯周病原菌の歯面への付着・定着メカニズムにおいて、唾液抗原特異的SIgA抗体が大きく寄与
している可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：  Salivary SIgA is known as a tool for main protective factors in the oral 
and nasal immune systems, but it remains unknown that how the salivary SIgA is produced and 
controlled. 
 In this study, we have showed that sublingual glands appeared to contribute to the production and 
controlling of salivary SIgA in the young and aged mice, since the antigen-specific IgA immune 
responses by nasal vaccine system comprised mucosal DNA adjuvants and an antigen were induced 
through the interaction between dendritic cells and CD4 positive T cells in the sublingual glands. 
In addition, in order to evaluate the function of salivary SIgA, we tested whether salivary SIgA 
inhibit the binding of Porphyromonas gingivalis, a periodontpathogenic baceria to salivary 
statherin-coated hydroxyapatite beads (sHAPs). Of note, it is shown that salivary antigen-specific 
SIgA induced by nasal immunization with antigen plus double DNA adjuvants blocked live Porphyromonas
 gingivalis cells binding to sHAPs.

研究分野： 口腔衛生学・予防歯科学

キーワード： 分泌型IgA (SIgA)　唾液　唾液腺　鼻咽腔関連リンパ組織(NALT)　IgA抗体産生細胞　形質細胞　樹状細
胞　T細胞
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究で用いられたDNAアジュバント（免疫賦活化剤）による免疫誘導組織NALTを介した唾液SIgA抗体の誘導
は、若・老齢マウスに同レベルで認められたことから、同アジュバントを用いた経鼻ワクチン法は、加齢の影響
を受け難い、つまり免疫機能が低下した高齢者の免疫応答を効率良く誘導、そして維持することに適した手法と
なる可能性が示された。ほとんどの感染症は、口・鼻腔といった粘膜から侵入することにより感染、発症するこ
とが知られているが、そういった外来抗原に対し効率よく唾液SIgAを誘導し、外来抗原の排除を可能とする同ワ
クチンは、高齢社会における高齢者のQOLの向上に貢献できるのかもしれない。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
感染症の多くは、口・鼻腔からの外来抗原の侵入、そして宿主への付着・定着から始まるが、

その阻止および排除を行うことが口腔免疫機構の主な役割である。その機構の中核となる SIgA

抗体は、日々唾液腺や口腔粘膜から 3 グラム以上が産生され、細菌・ウイルスの凝集や上皮な

どへの付着阻害、それらが産生する毒素などを中和し、外来抗原の消化器・呼吸器深部への侵入

の阻止、排除を行っている。近年、上気道部において、二量体以外の三および四量体からなる

SIgA 抗体の存在が原子顕微鏡下で確認されたこと(Hasegawa H. et al., PNAS, 2015)は、外来

抗原に対する SIgA 抗体がもつ多くの作用の中でも、外来抗原を捕捉し排除する作用の重要性を

示している。すなわち、唾液中の抗原特異的 SIgA を効率良く誘導することは、口・鼻腔からの

外来抗原の侵入を効率良く阻止することになり、例えば、高齢社会のわが国における死因第５位

（2019 年）の誤嚥性肺炎予防などにも寄与することが可能と考える。 

SIgA 抗体を効率良く誘導・産生する方法としては、粘膜ワクチンを利用する方法がひとつで

あるが、そのためには、安全かつ効果的な粘膜アジュバント（免疫賦活化剤）が必要である

(Holmgren  J et al., Nat. Med., 2005)。我々はこれまで、粘膜免疫誘導組織に樹状細胞(DC)

を効率的に誘導するとともに、抗原提示能を強化することが可能な粘膜（経鼻）アジュバント

の開発を行なっており、数種の抗原に対し、唾液中に抗原特異的 SIgA 抗体を効率よく産生でき

ることを報告してきた(Kataoka K. et al., J. Immunol., 2004, Kataoka K. et al. Expert 

Rev. Vaccines, 2009他)。また、我々は、経鼻ワクチンが加齢の影響を受け難く、免疫機能が

低下した高齢者の免疫応答を効率良く誘導し維持することに適したツールであることも示唆

してきた(Hagiwara Y. et al. J. Immunol., 2003, Fukuyama Y. et al. J. Immunol., 2011

他)。 

粘膜免疫誘導組織における研究では、予てから腸管部パイエル板(PP)の形成・発生過程やその

微細構造解明といった腸管関連リンパ組織における研究が、鼻咽腔関連リンパ組織（NALT）に

おけるものより先行している。例えばPPのIgA+ B細胞の粘膜固有層へのホーミング過程では、

IgA+ B細胞がa4b7インテグリン、ケモカインレセプターCCR9、CCR10 を発現しホーミングする

こと (Iwata M. et al., Immunity, 2004)、また IgA形質細胞への最終分化メカニズムについ

ては、ヘルパーT 細胞が産生するサイトカイン TGF-b、IL-5/6 が必須であること(Hirokawa K 

et al. Immunology, 2006)などを遺伝子改変マウスを用いて広く解析されてきた。一方、NALT

の IgA形質細胞への最終分化については、ヘルパーT(Th)細胞の分布およびサイトカイン解析

結果から Th2 細胞からの IL-5/6の必要性が示唆され(Hiroi T. et al., Eur. J. Immunol., 

1994)、近年では我々もまた、トリニトロフェニル結合リポ多糖(TNP-LPS) と粘膜アジュバント

コレラ毒素を経鼻投与したマウスモデルを用い、唾液腺において IL-5 レセプターを強発現し

た抗原特異的IgA+B1a 細胞数の増加や抗IL-5 抗体処理を行うことで唾液腺におけるIgA+B細胞

数が減少することなどから、唾液腺 IgA+ B1a 細胞による抗原特異的 IgA 抗体産生には IL-5 が

重要であることを示唆してきた(Kataoka K. et al., J. Immunol., 2007)。しかしながら、粘

膜免疫誘導組織 NALT から唾液腺に移動する過程での IgA 抗体産生細胞の最終分化メカニズム

については不明な点が多い。 
 
２．研究の目的 
我々がこれまで開発してきた粘膜 DNA アジュバントは、サイトカイン flt3 ligand(FL)を発現

する DNAプラスミド(pFL)と Toll-like receptor (TLR) 9 を刺激し活性化能を高める CpG オリ

ゴデオキシヌクレオチド 1826（CpG ODN）から構成されており、タンパク抗原とともにマウスに

経鼻投与した場合、粘膜免疫誘導組織や実効組織において活性化した樹状細胞(DC)の増殖が認

められ、CD4T 細胞からの Th1/Th2 型サイトカインがバランスよく産生されることにより、抗原

特異的 IgA 免疫応答が効率よく誘導される（Fukuyama Y. et al., Biochem. Biophys. Res. 

Commun., 2012, Fukuyama Y. et al., Expert Rev. Vaccines, 2012, 他）。また、その免疫応

答の誘導は、若齢マウスだけでなく、老齢マウスにおいても確認されたことから、このダブルア

ジュバント型の経鼻ワクチン法は、免疫機能の低下した高齢者に適することを示唆してきた

(Fukuiwa T., et al. Vaccine, 2008 他)。そこで、本研究では、このアジュバント抗原ととも

に若・老齢マウスに経鼻投与した時の NALTおよび唾液腺における抗原特異的免疫誘導時の免疫



 

 

細胞学的解析、IgA+ B細胞の計時的動態をはじめとした解析を行うことを目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1) 若（8 週齢）・老齢（48 週齢）マウス（各 n = 5）における唾液中抗原特異的 IgA 抗体誘導

の計時観測。 

経鼻ワクチン投与スケジュールは、週 1回計 3回ニワトリ卵白アルブミン(OVA)抗原(100 µg)
と pFL(50 µg)および CpG ODN(10 µg)を同時投与する。初回経鼻ワクチン投与(Day 0)から 3日

ごとの唾液と唾液腺からの単核球細胞を採取し、唾液中の OVA 抗原特異的 IgA 抗体価を ELISA

法、OVA 抗原特異的抗体産生細胞数を ELISOPT法により計時的に計測する。 

(2) 若・老齢マウス経鼻ワクチン接種後の形質細胞および CD4T細胞のポピュレーション解析お

よび CD4T細胞抗原刺激による産生サイトカイン解析。 

上記(1)の結果をもとに、経鼻ワクチン初回投与 10 日目（2回目投与後 3 日目）において、NALT

および顎下唾液腺、舌下唾液腺を分取し、単核球細胞を調整する。その後、表面マーカー(IgD、 

IgA, CD138)をもとに、IgA陽性形質細胞、CD4および CD3 をもとに CD4T細胞のポピュレーショ

ン解析をフローサイトメトリー法により行う。また、唾液腺における CD4T細胞を抗原刺激する

ことで産生される Th1/Th2型サイトカインを ELISA 法により分析を行う。 

(3) 歯周病原菌 Porphyromonas gingivalis線毛のサブユニットタンパク FimA 抗原と同アジュ

バントを用いた、若・老齢マウス経鼻ワクチン接種後の唾液 IgA 免疫応答の誘導の検証。 

 経鼻ワクチン投与スケジュールは、週 1回計 3回 FimA 抗原(5 µg)と pFL(50 µg)および CpG 

ODN(10 µg)を同時投与する。ワクチン初回投与から 21 日目の唾液中 FimA 抗原特異的 IgA 抗体

価を ELISA 法、FimA 抗原特異的抗体産生細胞数を ELISOPT法により計時的に計測する。 

(4) 若・老齢マウスにおける FimA 抗原特異的免疫応答を誘導する抗原提示細胞(DC)の三大唾液

腺におけるポピュレーション解析。 

 ワクチン初回投与から 21 日目における三大唾液腺から単核球細胞を分取し、CD11c 陽性細胞

をフローサイトメトリー法によりポピュレーションを計測する。さらに、NALT、鼻粘膜固有層、

頸部リンパ節、脾臓におけるサブセット DC 解析をフローサイトメートリー法により行う。 

(5) 若・老齢マウスワクチン初回投与から 21 日目における脾臓 CD4T 細胞抗原刺激による産生

サイトカイン解析。 

 ワクチン初回投与から 21 日目における脾臓 CD4T 細胞を抗原刺激することで産生される

Th1/Th2型サイトカインを ELISA 法により分析を行う。 

(6) 若・老齢マウスワクチン初回投与から 21 日目における唾液 IgA 抗体による実験的口腔内モ

デルへの歯周病原菌 Porphyromonas gingivalis の付着抑制実験 

 ワクチン初回投与から 21 日目の唾液からアフィニティーカラムにより、IgMおよび IgG抗体

除去唾液を調整する。ヒト唾液タンパクスタセリンを被覆したハイドロキシアパタイトビーズ

(3 µg)を実験的口腔内モデルとし、IgM および IgG 抗体除去唾液による同モデルへの

Porphyromonas gingivalis (5 x 107個)の付着阻害効果の検討を行ない、唾液 IgA 抗体の機能

評価を行う。 
 
４．研究成果 

(1) 若（8 週齢）・老齢（48 週齢）マウス（各 n = 5）における唾液中抗原特異的 IgA 抗体誘導

の計時観測（図１）。 

若齢および老齢マウス、両グループにおいて同様の傾向が認められた。すなわち、2 回目の経

鼻投与（初回投与から 7日目；Day  7）までは唾液中の OVA特異的 IgA 抗体価は認められなかっ

たが、その翌々日（Day9）から OVA特異的IgA抗体価の上昇が認められた。そして、3回目の経

鼻投与（初回投与から 14日目；Day  14）の翌日（Day15）では、OVA特異的 IgA 抗体価がプラト

ーに達することが認められた（図１）。さらに、同日のマウス顎下唾液腺から単核球細胞を調整

し、OVA特異的 IgA 抗体産生細胞数の測定を行ったところ、2回目の経鼻投与（Day3,6)までは、

OVA特異的 IgA 抗体産生細胞はほとんど認められなかったが、2回目投与後の翌々日（Day9）か

ら OVA特異的 IgA 抗体産生細胞数は上昇し、以降測定した Day12、Day15、Day18、 Day21 における

OVA 特異的 IgA 抗体産生細胞数と有意な差は認められずプラトーに達することが明らかとなっ

た（図１）。また、同アジュバントによる免疫応答が 180 日間維持されることも明らかとなっ



 

 

た（図１）。 

(2) 若・老齢マウス経鼻ワクチン接種後の形質細胞および CD4T細胞のポピュレーション解析お

よび CD4T細胞抗原刺激による産生サイトカイン解析。 

 若・老齢マウス双方において、経鼻ワクチン初回投与10日目（2回目投与後3日目）の免疫誘

導組織(NALT)では形質細胞のポピュレーションはほとんど認められなかった。しかしながら、

興味深いことに舌下唾液腺における解析では、舌下腺におけるIgD陽性B細胞の存在が数％認め

られ、このIgD陽性B細胞はほとんどがIgA陽性であった。そして、同部においては、CD138陽性

細胞が対照群と比較して、有意に誘導されていることも認められた。このことは、IgA陽性B細

胞からIgA陽性形質細胞への最終分化が舌下腺で行われている可能性を示している。 

次に、粘膜アジュバントと抗原の初回経鼻投与後9日目の舌下唾液腺におけるT細胞サブセット

解析を行ったところ、対照群と比較した時、CD4陽性T細胞が有意に誘導されていることが明ら

かとなったことから、この舌下唾液腺CD4T陽性細胞を分取し、抗原刺激した抗原提示細胞と共

培養5日間した時の培養液中産生サイトカイン解析を行ったところ、IL-2およびIL-5、IL-6産生

が対照群マウスからのCD4陽性T細胞とは有意な差が認められた。 

(3) 歯周病原菌 Porphyromonas gingivalis線毛のサブユニットタンパク rFimA 抗原と同アジュ

バントを用いた、若・老齢マウス経鼻ワクチン接種後の唾液 IgA 免疫応答の誘導の検証。 

次に、同粘膜アジュバントと歯周病原菌

Porphyromonas gingivalis細菌表層タンパ

ク抗原を若・老齢マウスに経鼻同時投与を

行なった。予想通り、若・老齢マウス唾液

および唾液腺におけるrFimA抗原特異的免

疫応答が誘導された。特に三大唾液腺の中

でも舌下唾液腺におけるIgA免疫応答が強

く認められたことは、興味深い知見と考え

る（図2および図3）。 

(4) 若・老齢マウスにおける rFimA 抗原特

異的免疫応答を誘導する抗原提示細胞

(DC)の三大唾液腺におけるポピュレー

ション解析。 

 同アジュバントは、抗原提示細胞である

DC をターゲットにしたものであることか

ら、三大唾液腺におけるポピュレーション

解析をフローサイトメトリー法により行な

ったところ、対照群マウス（抗原のみ投与

群）の約３倍の DCが増加していた。特に若・老齢マウス両マウス群の舌下腺において、有意な



 

 

増加が認められた。また、唾液腺だけでなく、粘膜免疫誘導組織 NALTや免疫実効組織である鼻

腔粘膜固有層、下気道や脾臓における樹状細胞の有意な誘導も認められた。さらに、NALT、鼻粘

膜固有層、頸部リンパ節、脾臓におけるサブセット DC 解析をフローサイトメートリー法により

行ったところ、CD11b陽性、CD8 陽性 DCのポピュレーションの増加が認められた。 

(5) 若・老齢マウスのワクチン初回投与 21 日目における脾臓 CD4T 細胞抗原刺激による産生サ

イトカイン解析。 

次に、DCから抗原提示を受ける脾臓CD4陽性T細胞からのTh1/Th2型サイトカイン産生を観察し

たところ、若・老齢マウス双方において、有意に増加していることが明らかとなった。特に

IFN-g、IL-2、IL-4といったTh1/Th2型双方のサイトカインが有意に産生されており、これらサ

イトカインは、 IgA陽性B細胞からIgA形質細胞への分化、及び唾液腺へのホーミングに関与し

ている可能性が示された。 

(6) 若・老齢マウスワクチン初回投与から 21 日目における唾液 IgA 抗体による実験的口腔内モ

デルへの歯周病原菌 Porphyromonas gingivalis の付着抑制実験。 

 抗原特異的唾液 IgA 抗体の機能性評価を行うために、実験的口腔内モデルを用いた、歯周病原

菌 Porphyromonas gingivalis の付着抑制実験を行なった。ワクチン投与した若・老齢マウスの

唾液から IgMおよび IgGを除去した唾液は、明らかに、実験的口腔内モデルへの Porphyromonas 

gingivalis 菌の付着抑制が認められた（図 4）。 
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第62回秋季日本歯周病学会学術大会

2019年度第17回公益財団法人　ひと・健康・未来助成研究発表会（招待講演）
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高等学校（青年中）期におけるむし歯の現状―その原因考察と「生涯２８」を目指して―

若・老齢マウスへの新規アジュバント経鼻投与は、 唾液中抗原特異的IgA抗体により唾液タンパクへのPorphyromonas gingivalis結合を阻
害する

粘膜免疫を基盤とした新規アジュバントを用いた経鼻ワクチンによる抗ホスホリルコリン抗体の誘導と動脈硬化アテローム形成阻害能の検
証

CpGオリゴデオキシヌクレオチドとFlt3 ligand発現DNAプラスミドからなる粘膜アジュバントのホスホリルコリン抗原に対する免疫応答性
-動脈硬化予防経鼻ワクチンの開発に向けて-
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Systemic and mucosal immune responses to phosphorylcholine (PC) by nasal Flt3 ligand plasmid and CpG ODN as a mucosal DNA
adjuvant in ApoE knockout mice.

ヒト口腔内細菌及び真菌に対する歯木ニーム抽出液の抗・殺菌能評価
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