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研究成果の概要（和文）： 
われわれの研究グループではH.pyloriの経口免疫において effector T細胞の胃粘膜への浸
潤の誘導や維持に唾液腺が必要であることを明らかにしている。われわれは唾液腺に多量
に存在し、肥満細胞やマクロファージ、リンパ球など免疫系の細胞に作用する神経成長因
子（NGF）に注目し、唾液腺に存在する NGFの免疫調節性について経口免疫モデルを用
いて解析を行いて検討を行った。唾液腺摘出術（SALX）を施行した後で経口免疫を行っ
てもワクチン効果は得られなかった。しかし、SALX を施行した群であっても NGF を投
与したマウスではワクチン効果が得られ、経口免疫において Th２-type免疫応答を誘導し
ていた。また各群のパイエル板の B細胞、T細胞、樹状細胞それぞれの局在を検討したと
ころ、SALXを行ったマウスでは他のマウスとことなった細胞局在を示した。これらのこ
とから NGF は経口免疫における粘膜免疫応答において重要な役割を果たしている可能性
が示唆された。 
 
 
研究成果の概要（英文）： 
We reported that salivary glands (SMG) are necessary for the induction and 
maintenance in oral immunization. But it is unknown that what kinds of salivary 
factors affected in those response. The SMG produces significant quantities of nerve 
growth factor (NGF), and epidermal growth factor (EGF), which are secreted into the 
saliva and might affect immune response on the mucosal tissues and nerve endings in 
the gastrointestinal tract. In the present study, we demonstrated the role of salivary 
NGF for immune response in the gastrointestinal tract, using sialoadenectmised mice. 
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１．研究開始当初の背景 
世界の総人口の約半数が Helicobacter 
pylori (H. pylori)に 感 染 し て い る 。
H.pylori は慢性胃炎や消化性潰瘍をはじめ
胃癌や胃腺種、過形成ポリープ、MALT リンパ
腫など多くの良悪性疾患の原因と考えられ
ている。H.pyloriのゲノムの全塩基配列が決
定された今日においても、多様な臨床病型，
疾患予後の決定は、菌側因子のみでは説明困
難である。われわれは H.pylori 感染性胃炎
の多様性は宿主免疫反応に依存し、局所に浸
潤する抗原特異的な T helper (Th) 1- type
の免疫応答が胃粘膜上皮の細胞回転やアポ
トーシスを亢進させることを報告した
（Yamori M, et al, 2004）。 
  口腔は 500種を超える微生物が常在する
と同時に、鼻腔とともに消化管や呼吸器への
微生物の侵入する最初の入り口である。口腔
内では大小の唾液腺の開口部から非特異的
な抗菌因子であるリゾチームや唾液ペルオ
キシダーゼ、特異的抗菌因子である分泌型免
疫グロブリン IgAなどの抗菌因子が分泌され、
生体の免疫防御の最前線となっている。粘膜
組織における生体防御システムは分泌型 IgA
抗体応答を誘導成立させるにあたって重要
な役割をはたす common mucosal immune 
system (CMIS) という全身免疫ではみら
れない特殊性を持っている。 
 
 
 
２．研究の目的 
われわれの研究グループでは H.pylori の経
口免疫（O.I.）において effector T 細胞の
胃粘膜への浸潤の誘導や維持に唾液腺が必
要であることを報告した（Shirai Y , et al, 
2000）。しかし、いかなる唾液由来の因子が
どのようなメカニズムで宿主免疫応答を調
整しているのか詳細は不明である。そこでわ
れわれは唾液腺に多量に存在する神経成長
因子（NGF）に注目した。NGF は末梢や中枢の
神経システムに関連した細胞だけでなく、肥
満細胞やマクロファージ、リンパ球など免疫
系の細胞に作用することが最近報告されて
いる。唾液腺に存在する NGF の免疫調節性に
ついての報告は存在せず、われわれが既に開
発している経口免疫モデルを用いて解析を
行い、消化管におけるその作用の詳細を明ら
かとすることを目的とする。 
 
 
 
３．研究の方法 
① 唾液および血清に存在する NGF 量の検討 
マウスは６週の C57BL/6 雄マウスを用いる。 
Ⅰ群はコントロール抗体を投与したもの、Ⅱ
群は唾液腺の摘出術（SALX）を施行したマウ

ス、Ⅲ群は SALX を施行したマウスに NGF を
投与したもの、Ⅳ群は anti-NGF 投与したマ
ウスとする。 
NGF はマウスの顎下腺由来の 2.5S NGF とし、
抗 体 は Rabbit anti-mouse 2.5S NGF 
polyclonal antibody を用いる。 
各群のマウスに１ｍｇ卵白アルブミン（OVA）
と５μｇの Chorela toxin（CT）をもちいて
経口免疫後に唾液中および血清中のNGF量に
ついて ELISA を用いて検討する。 
SALX したマウスに投与する NGF の投与量を
検 討 す る た め 投 与 量 を そ れ ぞ れ
5ng,10ng,20ng とする。 
 
② in vitro における抗体価の検討 
コントロール抗体や NGF で前処置した
1x105/well の splenic B 細胞を 96 穴のプレ
ートにいれ、LPS や anti-NGF のある、なしで
１２日間培養し、IgG および IgA の産生量を
ELISA にて測定する。 
 
③ in vivo における OVA に特異的な抗体価
の検討 

各群おいて OVA に特異的な便中の分泌型 IgA
や OVA に特異的な血清 IgG,IｇG subclass に
ついて検討をおこなう。 
 
④ パイエル板における細胞組織学的検討 
各群のパイエル板を採取し B 細胞（B220）、
T 細胞（CD3）、樹状細胞（CD11ｃ）の染色を
おこない、各群でそれぞれの局在を検討する。 
BrdU 染色、TUNEL 染色を行い、それぞれの局
在について各細胞について比較検討を行う。 
 
 
 
４．研究成果 
①経口免疫したマウスを用いて唾液中の NGF
の濃度を anti-NGF 投与の有無で検討を行っ
た。anti-NGF 投与を行ったマウスでは
anti-NGF 投与をしていないマウスにくらべ
て唾液中のＮＧＦの濃度は 5分の１以下に低
下していた。次に経口免疫による血中のＮＧ
Ｆの濃度を検討するため 12ｈおきに 48ｈま
で測定した。経口免疫したマウスの血中のＮ
ＧＦの濃度は 48ｈ後には経口免疫した唾液
中のＮＧＦの濃度のおよそ半分程度まで上
昇していた。しかしＳＡＬＸ行うとその上昇
は認めず、48ｈのＮＧＦの濃度は経口免疫を
していないマウスとほぼ同程度であった。ま
た anti-NGF 投与を行ったマウスでも同様に
48ｈ経過してもＮＧＦの上昇は認めなかっ
た。 
これらのことから、経口免疫によって血中の
ＮＧＦの濃度が上昇することが明らかとな
った。 
ＮＧＦの投与量を検討するため、ＳＡＬＸ



 

 

マウスにＮＧＦをそれぞれ 5ng,10ng,20ng投
与し血中ＮＧＦの濃度を測定したところ、Ｎ
ＧＦを 20ng 投与することで、経口免疫した
際に血中に認めるＮＧＦの濃度と同程度に
なることが分かった。 
 

②Ｂ細胞の抗体産生におけるＮＧＦの効果
について検討した。Ｂ細胞をＬＰＳで刺激し
てＩｇＧおよびＩｇＡの抗体濃度を測定し
たところそれぞれ 30ng/ml程度の抗体産生を
認めた。anti-NGF を添加して培養したもので
は抗体毛は半分以下に減少していた。また、
ＮＧＦを添加することでそれぞれの抗体の
濃度が上昇し、ＮＧＦを 100ng/ml 添加した
群では 60ng/mlまで抗体濃度の上昇を認めた。 
 
③in vivo における抗原特異的な抗体価の検
討を行ったところ、血中の抗原特異的ＩｇＧ
の産生はＳＡＬＸおよび anti-NGF 投与を行
ったマウスで有意に低下していた。ＳＡＬＸ
を行ってもＮＧＦを投与することで、抗原特
異的ＩｇＧの産生は回復していた。便中の抗
原特異的ＩｇＡについて検討したところ、同
様の結果であった。このことから唾液由来の
ＮＧＦは抗原特異的な抗体産生に関係して
いることがあきらかになった。 
 
④ＮＧＦが抗体産生にどのような形で関連
しているかを検討する目的で、各群のマウス
のパイエル板に注目して検討を行ったとこ
ろ、ＳＡＬＸおよび anti-NGF 投与を行った
マウスではＢ細胞数の低下を認めた。このこ
とからＮＧＦはパイエル板の細胞構成に変
化を与えることで抗体産生などの免疫応答を
コントロールしていることが示唆された。 
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