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研究成果の概要（和文）：粘膜ダブルシグナルシステム(CpG ODN/Flt3リガンドDNAプラスミド)を用いた高齢者
のための舌下ワクチンの開発を目的とし、歯周病菌であるPorphyromonas gingivalisの表面抗原（OMP40）とと
もに舌下免疫を行ったところ、OMP40特異的、唾液中SIgA、血清中IgG抗体を誘導できることが明らかとなった。
同様に老齢マウスに舌下ワクチン投与することにより、抗原特異的抗体価の上昇が認められた。舌下ワクチンを
投与したマウスを用いてP. gingivalisによる感染実験を実施したところ、舌下ワクチン投与群は、非投与群に
比べて骨吸収が抑制されていることが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：In order to prevent periodontal disease and its-associated diseases 
including arteriosclerosis and aspiration pneumonia for the elderly, we aimed to develop a 
sublingual vaccine using outer membrane protein from Porphyromonas gingivalis as a vaccine antigen. 
Mice have sublingually immunized with OMP40 plus CpG ODN and plasmid Flt3 ligand plasmid as a 
mucosal adjuvant. The vaccinated mice showed increased levels of OMP-specific salivary IgA and serum
 IgG antibody responses. Similarly, when aged mice (>18 month-old) were given the sublingual 
vaccine, these mice showed elevated levels of OMP-specific antibody responses in serum and saliva. 
Importantly, when mice given a sublingual vaccine were infected with P. gingivalis, reduced levels 
of periodontal bone loss were observed. These results indicate that the OMP40-based sublingual 
vaccine is a potent strategy for the prevention of periodontal disease-associated systemic diseases.

研究分野： 粘膜免疫・粘膜ワクチン

キーワード： 舌下ワクチン　歯周病　老化　高原特異的IgA　サイトカイン　歯槽骨吸収
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研究成果の学術的意義や社会的意義
主要原因菌の１つであるP. gingivalis口腔感染症としての歯周病は、動脈硬化、リウマチ、誤嚥性肺炎、糖尿
病など様々な全身系疾患の引き金となると報告されており、加齢による口腔感染症に対する免疫力の低下は高齢
者に重篤な健康被害を引き起こす。そこで、高齢者の口腔内局所とそれに関連する全身系の両方の疾患を予防・
治療する有効な対策の開発が求められている。経口・経鼻免疫に代表される粘膜免疫法は粘膜局所と全身系に二
段構えのバリアを構築することができ、歯周病と全身疾患の予防に有効と考えられ、高齢者の生活資質を向上に
貢献し、健全な健康長寿社会を構築・維持することはできる。

※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 

超高齢化社会において全身系のみならず口腔の健康を保つことが、高齢者の生活資質を向上させ延いて

は健全な健康長寿社会を構築・維持する要となる。主要原因菌の１つである P.gingivalis 口腔感染症として

の歯周病は、動脈硬化、リウマチ、誤嚥性肺炎、糖尿病など様々な全身系疾患の引き金となると報告されて

おり、加齢による口腔感染症に対する免疫力（ワクチン応答性も含む）の低下は高齢者に重篤な健康被害

を引き起こす。そこで、高齢者の口腔内局所とそれに関連する全身系の両方の疾患を予防・治療する有効

な対策の開発が求められている。経口・経鼻免疫に代表される粘膜免疫法は粘膜局所と全身系に二段構

えのバリアを構築することができ、歯周病と全身疾患の予防に有効と考えられるが、老化に伴う粘膜免疫機

構への影響については情報が少なく高齢者でも同様な粘膜免疫のコンセプトを応用できるか不明である。

近年、マウスの実験系において加齢による腸管における免疫機構の破綻が全身系のそれよりも早期（ヒトで

は 40−55 年齢に相当）に起きることが明らかになった。一方、呼吸器粘膜免疫系への加齢による影響は緩

やかに進むが、ヒト、＞60−70 年齢に相当する老齢マウスにおいてその破綻が明らかになった。そこで、老

齢マウスの免疫力回復のため、抗原提示細胞である樹状細胞(DC)群を標的にした粘膜ダブルシグナルシ

ステム[CpG ODN/Flt3 リガンド cDNA プラスミド(pFL)]が開発され、インフルエンザウィルスや肺炎球菌の感

染防御に有効な抗原特異的分泌型 IgA(SIgA)および血清中 IgG 応答を誘導できることが明らかになった。

粘膜ダブルシグナルシステムを応用し、歯周病とそれに伴う動脈硬化の予防・治療に向け、その効果を老

齢マウスモデルにて検証することは急務であるが、このような試みは未だになされていない。さらに粘膜面と

全身系に誘導される抗原特異的分泌型 IgA と血清中 IgG の２つの異なる疾患における役割についても不

明である。また、粘膜ダブルシグナルシステムが老化免疫の回復を誘導する作用機序に関してもその細胞・

分子レベルの詳細は不明である。 

2. 研究の目的 

高齢者における歯周病罹患率の増加は、それに起因する動脈硬化の発症も増加させ、健康長寿社会の構

築を妨げる要因となる。そこで、歯周病の予防による動脈硬化のリスクマネージメントのみならず、すでに発

症している歯周病の軽減と動脈硬化の治療を目的とした、粘膜ダブルシグナルシステム(CpG ODN/pFL)を

用いた高齢者のための舌下ワクチンの開発を第一目標とする。粘膜ワクチンは抗原特異的粘膜 SIgA 抗体

に加え、血清 IgG 抗体も誘導する。そこで、歯周病及び動脈硬化の予防と治療における OMP40 特異的、

唾液中 SIgA、歯肉溝浸出液中 IgG、血清中 IgG, IgA 抗体の役割を解明することを第２の目標とする。 

3. 研究の方法 

ダブルシグナルシステム(CpG ODN 20 µg/ pFL 100 µg)と OMP40(10 µg)からなる舌下ワクチンを 18 ヶ月齢

以上(老齢)と 8-12 週齢(若齢)の C57BL/6 マウス(雌)に１週おき４回投与する。ダブルシグナルシステムの舌

下投与量と回数は予備実験で決定済み。抗原のみ、ダブルシグナルシステムのみ投与群をコントロールと

する。最終免疫より１、２週間後に唾液、血清を採取し OMP40 特異的 IgA,IgG 抗体価を ELISA にて決定す

る。顎下腺リンパ節、脾臓を採取し CD4+ T 細胞による Th1, Th2, Th17 サイトカイン産生を FACS, ELISA, 



qRT-PCR 法にて解析する。老齢・若齢マウス群に舌下ワクチンを投与し、最終免疫より１週間後に P. 

gingivalis (ATCC33277)による口腔内感染・骨吸収プロトコールを開始し、歯周組織の炎症・歯槽骨吸収を

測定する(１)。 

 

4. 研究成果 

（１） 新型コロナウイルス感染症の拡大の影響により、昨年 4 月に緊急事態宣言が発出された。これにより、

新型コロナウイルス関連の研究以外は著しく制限され、本研究の開始に影響を与え、9 月までの研究進

捗が著しく遅れた。徐々に研究制限が解除されていく過程で、ダブルシグナルシステムと OMP40 から

なる舌下ワクチンの免疫を開始した。当初計画していた抗原量(10 µg/マウス)では十分な OMP40 特異

的免疫応答を誘導することができず、抗原量を 30 µg/マウスに増量し C57BL/6 マウス(雌)に１週おき４

回投与した。最終免疫より１、２週間後に唾液、血清を採取し OMP40 特異的 IgA,IgG 抗体価を ELISA

にて決定した。その結果、ワクチン投与群ではコントロール群に比べ唾液中 SIgA、血清中 IgG 抗体が

上昇していることが明らかになった。これらの結果はダブルシグナルシステムが粘膜アジュバントとして

機能し、歯周病菌に対する特異抗体を誘導することを示唆している。同様に P. gingivalis の fimA 表面

抗原とダブルシグナルシステムを用いた経鼻ワクチンを投与することによって fimA 特異的抗体が誘導

できることを報告した。さらに、上気道粘膜に誘

導された抗原特異的 IgA 抗体が、 P. gingivalis

の感染防御に必須であることを IgA KO マウス

を用いて実証した（図１）。これらの結果は、歯

周病粘膜ワクチンによって、口腔内のみならず

上気道粘膜面にも抗原特異的免疫応答が誘

導でき、誤嚥性肺炎の予防にも効果があること

が示唆された。(２)。   

         図１ 

 

（２） IgAKO マウスを用いた感染実験のため、IgA 抗体欠損による骨吸収への影響を非感染 IgAKO マウス

で検証した。IgAKO マウスでは、口腔内細菌叢の変化により、ワイルドタイプコントロールマウスに比べ

骨吸収が進行していることが明らかになった(3)。新型コロナウイルス感染症の拡大の影響により、pFL

の精製に必要なギガキットの入手が困難となり、必要十分な pFL が得られず本研究の進捗に影響を与

えた。抗原(30 µg/マウス)とダブルシグナルシステム(CpG ODN 20 µg/ pFL 250 µg)からなる舌下ワクチ

ンを C57BL/6 マウス(雌)に１週おき４回投与した。最終免疫より１、２週間後に唾液、血清を採取し

OMP40 特異的 IgA,IgG 抗体価が上昇していることを ELISA にて確認した。そこで、最終免疫から２週

間後に P. gingivalis381 株(109 CFU)を 14 日間連続で口腔内投与し、投与終了から３週間後に骨吸収



の変化を測定した。舌下ワクチン投与群は、非投与群に比べて

骨吸収が抑制されていることが明らかになった（図２）。これらの

結果はダブルシグナルシステムが粘膜アジュバントとして機能

し、歯周病菌に対する特異抗体が歯周病の予防に関与している

ことが明らかになった。動脈硬化予防の先行実験としてダブルシ

グナルシステムを用いた経鼻ワクチンを投与することによって誘

導された IgM および IgA 抗体が動脈硬化の予防に重要な役割

を果たしていることを報告した(４)。 

 

（３） 次に、舌下ワクチンの有効性を老齢マウスで検証した。ダブルシ

グナルシステムに必要な pFL 不足を補うため、コレラ毒素(CT)をアジュバントとして舌下ワクチンの有効

性を検証した。18 ヶ月齢の老齢マウスに OMP40 を抗原とした舌下ワクチンを投与したところ、OMP40

特異的、唾液中 SIgA、血清中 IgG, IgA 抗体の上昇が認められた（図３）。CT を経鼻ワクチンアジュバン

トとして用いた老齢マウスの実験ではそのアジュバント効果が認められなかったが（５）、我々の結果は、

CT の舌下アジュバント効果を示しており、高齢者のワクチンを考慮した時に、舌下投与経路が経鼻等

用法より有効であることが示唆された。舌下ワクチン最終免疫より、１週間後に頸部リンパ節(Cervical 

lymph nodes, CLNs)と脾臓(Spleen, SP)より細胞を分離し、CD4+ T 細胞が産生する IFN-γ, IL-4, IL-17

を細胞内サイトカイン染色法用いて FACS で解析した。CLNs において舌下ワクチン投与群では、非投

与群に比べて IFN-γ, IL-4 を産生

する CD4+ T 細胞の割合が増加傾向

にあることが明らかになったが、SP で

は同様な結果は認められなかった。

さらに、IL-17 を産生する CD4+ T 細

胞の割合は CLN, SP にて顕著な上

昇が認められた。 
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