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研究題目：⽼齢マウスにおけるダブル DNA 経⿐アジュバントによる⻭周
病菌由来抗原に対する免疫応答の検討

目　的：
　私たちはこれまで、自然免疫を賦活化する CpG オリゴデオキシヌクレオチド（CpG ODN）
と、造血幹細胞を活性化し抗原提示細胞である樹状細胞などの増殖に重要な役割を有するサイト
カイン Flt3 ligand（FL）を発現する DNA プラスミド（pFL）を併⽤することによる、⿐腔投
与型（経⿐）ダブル DNA アジュバント（DA）の粘膜部および全⾝系における免疫応答性の検
討を行ってきた。すなわち、ニワトリ⾎漿アルブミン抗原（OVA）や肺炎球菌表層タンパク

（PspA）抗原を用い行ってきたが、若齢マウスにおいては、粘膜部および全身系の抗原特異的
免疫応答が半年以上維持され、また免疫応答が減弱した⽼齢マウスにおいても、若齢マウスと差
のない抗原特異的免疫応答が誘導されることなどを報告してきた。また、若・老齢マウスの粘膜
関連リンパ組織における CD11c 陽性樹状細胞数が、抗原のみの投与マウスと比較して有意に増
加していること、また、その樹状細胞が活性化されていることを明らかにしてきた。
　本研究では、⻭周病菌 Porphyromonas gingivalis 線⽑のサブユニット分⼦ FimA のリコンビ
ナントタンパク（rFimA）を抗原とし、⽼齢マウスに上記 DA とともに経⿐投与した時の唾液
腺における免疫応答性を分泌型 IgA 抗体産生に焦点を絞り、若齢マウスとの比較検討を行った。

対象および方法：
　8 週齢（若齢）および 48 週齢（老齢）BALB/c マウス（♀）を用い、実験群には rFimA 抗原
10 μg と DNA アジュバント pFL50 μg と CpG ODN10 μg を、 各週齢マウスの対照群には
rFimA 抗原 10 μg のみを各群毎週 1 回計 3 回経鼻投与した。最終免疫から 7 日目の唾液を採取
し、 唾液中の抗原特異的 IgA 抗体価を ELISA 法により測定を行った。さらに最終免疫から 7 日
目における顎下唾液腺（SMGs）、舌下唾液腺（SLGs）、顎下リンパ節（PGLNs）中の抗原特異
的 IgA 抗体産生細胞数を ELISPOT 法により計測した。また、フローサイトメトリー法により
最終免疫から 7 日目における各部からの CD11c 陽性樹状細胞のポピュレーション解析を行っ
た。なお統計解析は GraphPad Prism version7 を用い、Mann-Whitney U test にて検定を行
い、p ＜ 0.05 の有意差を示した。

結　果：
　最終免疫 7 日目における唾液中抗原特異的 IgA 抗体価を ELISA 法により測定した。8 週齢

（若齢）および 48 週齢（老齢）マウスにおいて、ダブル DNA アジュバントと抗原を同時投与し
た実験群マウス（DA＋rFimA）の唾液中抗原特異的 IgA 抗体価は、対照群マウス（rFimA 
alone）と比較して、有意な増加が認められた（図 1）。また、48 週齢マウスの唾液抗原特異的
IgA 抗体価は、8 週齢マウスと比較して有意な差は認められず、8 週齢マウスと同程度の抗体価



であることが示された（図 1）。
　さらに、最終免疫 7 日目における顎下唾液腺

（SMGs）、 舌 下 唾 液 腺（SLGs）、 顎 下 リ ン パ 節
（PGLNs）の抗原特異的 IgA 抗体産生細胞数を
ELISPOT 法により計測した。8 週齢および 48 週齢
マウスにおいて、ダブル DNA アジュバントと抗原
を同時投与した実験群マウス（DA＋rFimA）の抗
原特異的 IgA 抗体産生細胞数の増加が対照群（rFi-
mA alone）と比較して有意に認められた（図 2）。
また、SMGs、SLGs、PGLNs それぞれにおける 48
週齢マウスの抗原特異的 IgA 抗体産生細胞数は、8
週齢マウスと比較して有意な差は認められず、8 週
齢マウスと同程度の細胞数であることが認められ
た（図 2）。

　次に、最終免疫から 7 日目における SMGs、SLGs、PGLNs からの抗原提示細胞のひとつであ
る CD11c 陽性樹状細胞のポピュレーション解析を行った。8 週齢および 48 週齢マウスの
SLGs、PGLNs において、DA を含まない rFImA 抗原のみを投与した対照群と比較した場合、
有意な CD11c 陽性樹状細胞数の増加が認められた（表）が、SMGs では、有意な差は認められ
なかった（表）。
　以上のことから、本ダブル DNA アジュバント（DA）と rFimA 抗原の 8 週齢および 48 週齢
マウスへの経鼻同時投与は、唾液中の抗原特異的 IgA 抗体および SMGs、SLGs、それら唾液腺
を包囲するように存在する PGLNs における抗原特異的抗体産生細胞数を有意に誘導するととも
に、SLGs、PGLN における樹状細胞数を有意に増加させることが認められた。

図 1　�最終免疫 7 日目における 8 週齢および 48
週齢マウスの唾液中抗原特異的 IgA 抗体
価

図 2　�最終免疫 7 日目における 8 週齢および 48 週齢マウスの顎下唾液腺（SMGs）、舌下唾液腺（SLGs）、顎
下リンパ節（PGLNs）中抗原特異的 IgA 抗体産生細胞数



表　�最終免疫 7 日目における 8 週齢および 48 週齢マウスの唾液腺関連リンパ組織に存在する CD11c 陽性樹状細
胞のポピュレーション

マウス ダブル DNA
アジュバント

（DA）

全リンパ球中の割合（％）
顎下唾液腺
（SMGs)

舌下唾液腺
（SLGs）

顎下リンパ節
（PGLNs）

8 週齢
あり 2.6 ± 1.2 11.0 ± 3.0 ＊ 14.1 ± 3.7 ＊

なし 1.9 ± 0.6 4.1 ± 1.2 2.6 ± 0.5 

48 週齢
あり 2.5 ± 1.0   9.5 ± 1.8 ＊ 11.5 ± 3.9 ＊

なし 1.4 ± 0.5 2.5 ± 0.8 1.7 ± 0.4
＊ p ＜ 0.05

考　察：
　pFL と CpG ODN からなる本ダブル DNA アジュバントは、若齢マウスにおいて唾液抗原特
異的 IgA 抗体の有意に誘導することを示したが、加齢により免疫機能が低下している老齢マウ
スにも同様な誘導効果を有することが認められた。また、その唾液抗原特異的 IgA 抗体の誘導
には、舌下唾液腺および顎下リンパ節における抗原提示細胞である樹状細胞の増加が関与してい
る可能性が示唆された。本ダブル DNA アジュバントを用いた経鼻ワクチンは、⻭周病菌 Por-
phyromonas gingivalis の付着因子である線毛タンパク抗原に対する唾液 IgA 抗体を誘導するこ
とから、口腔内における歯面上への Porphyromonas gingivalis の初期付着を抑制する可能性が
あり、若年者だけでなく高齢者にも使用可能な Porphyromonas gingivalis 初・再感染予防のた
めの 1 つのツールになるものと考えられた。
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