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緒 言

ヒ トや動物に寄生 し,あ るいは病原性を発揮する細菌細胞の最表層に

は,し ば しば繊維状構造物 ,す なわち線毛 (fimbriae,pili)が 存在 し,細

菌の生体への付着,あ るいは菌体間の相互作用に関与すると考えられてい

る 1)。
例 えば,エ ンテロ トキシン産生性のEscherichia col12)ゃ Neis―

seria gOnorrhoeae3)は ,線毛により当該粘膜部位へ付着 した後体内へ侵

入 し,こ れら細菌に独特の病原性を発揮することが報告されている。線毛

にはこのような付着因子 (adhesin)と しての機能のみならず,ウ サギのパ

イエル氏板 より分離 した単核細胞 と二.collの 1株 より得たAF/Rl線毛を

共に培養すると,そ の培養上清中には同線毛に対する特異抗体が分泌され

る。すなわち,線毛は消化管に隣接するリンパ節 (GALT)中 に存在するリン

パ球を刺激することにより特異免疫応答を誘導する4)。 ょり直載には,下

痢症患者の腸管分泌液中ではエンテロ トキシン産生性二.collに 由来する

CFA/1な らびにCFA/1両線毛に対する特異抗体価が上昇することが報告さ

れている 5〕 。これ らの研究結果は,線毛保有菌による粘膜感染症におい

て,線毛がGALTを刺激 して特異免疫応答を誘導することを示唆 している。

さらに,線毛に対する特異抗体は,線毛を介 した付着を阻害することが

期待され ,線毛保有菌による感染症の初期に線毛ワクチンが有効に働 くと

考えられる。従って,現在までに様 々な菌種において線毛ワクチンが開発

されて,同 菌による感染を防御することが報告されている°~3)。

Bacteroides gingivalisは ,ヒ トロ腔由来の糖非分解性の黒色色素産生

性の細菌であ り
9),成

人性歯周炎の有力な原因菌のひとつと考えられてい

る 1° ~13)。
さらに,同 歯周炎患者の血清中には,旦。gingivalisの抗原性

物 質 に対 す る特 異 免 疫 応 答 が誘 導 され る こ とが 明 らか に され て い

る 14-16)。
従って,こ うして生 じた特異抗体が歯周炎の発病にどのように

関わ っているかにつ いては ,免疫学的な観点 か らも注 目されている。

旦・ gingivalisの 菌体最表層にも他のグラム陰性菌 と同様に線毛の存在が

以前よ り知 られてお り
17),こ

れら線毛の単離・ 精製の試みも行なわれて

いる 18〕
。 旦.gingivalisの線毛は,分子量が41Kの サプユニ ット蛋白に



より構成されており,最近,こ の線毛をコードする遺伝子のクローニング

で,全塩基配列とアミノ酸配列が決定された19)。

さらに,旦。gingivalisの 精製線毛蛋白を抗原として,成人性歯周炎患

者の血清中の特異抗体レベルを検索すると,健常対照群に比して明らかに

そのレベルに上昇が認められた20)。 さらに,Ogawaら 21〕 は最近,成人

性歯周炎の悪化に伴い病巣部歯肉組織中に同線毛抗原に対する特異抗体産

生細胞が著 しく増加 することを明 らかに した。 これ らの所見か ら ,

旦。gingivalisの 線毛は強い免疫原性を有し,同菌の感染に継起して宿主

の免疫応答が全身あるいは局所粘膜中に誘導されることが示唆される。

本研究は,細菌の表層蛋白抗原に対する宿主の免疫応答を解析すること

を目的として,旦・ gingivalisの 精製線毛抗原を用いて,マ ウスに投与

し,そ の投与経路やマウスの系統差による全身的ならびに局所的な免疫応

答について体系的に検討しようとするものである。

材料 と方法

1.実験動物

実験動物 として, 9つ の異なる系統の雄性マウス (体重20～ 24g,生後

6週齢 )10ん 12匹を一群 として用いた。供試 したマウスのうち,BALB/c,

DBA/2,C57BL/6,CBA/J,C3H/HeN,C3H/HeJマ ウスは,日 本チャールス リ

バー株式会社 (厚木 )よ り,C57BL/10,B10.BR,B10.D2マ ウスは,日 本エ

スエルシー株式会社 (浜松 )よ りそれぞれ購入 した。

2.供試菌株

本研究に用いた旦。gingivalis 381線 毛保有株は,本学□腔細菌学教室

より分与を受けた。

旦。gingivalis 381株の培養は,ヘ ミン (5mg/t,和光純薬 ,大阪)お よ

びメナジオン (10μg/t,和 光 )を添加 したGAMブ イヨン (日 水製薬 ,東
京 )に本菌を接種 し,嫌気チェンパー (Model lo24,Forma Scientific,

Marietta,Ohio,UoS.A.)を 用いて,5%C02~5%H2~90%N2混 合ガスによ

る嫌気的条件下で,37℃ ,26時間行なった。
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3.線毛抗原の分離ならびに精製

旦・ gingivalis 381株 の菌体からの線毛の分離ならびにその大量精製法

は,Yoshimuraら 18)の
記載を一部改変 して行なった。すなわち,GAMブ

イヨン (日 水製薬)16,中で嫌気培養後,10,000x昼 ,25℃ ,30分 間の遠

心によ り集菌 した菌体 (約 120g,湿 重量 )を ,0。 15M NaClお よび 10mM

MgC12を 含む20mMト リス塩酸緩衝液 (pH7.4):こ 再度懸濁し,充分にビペ ッ

ティングし,線毛を菌体から機械的に剥離 した。 10,000 x g,25℃ ,30分

間の遠心により菌体を除去後 ,線毛を含む遠心上清に40%飽和 となるよう

に硫酸アンモニウムを加えて,4℃ で 16時間静置 した後,沈殿物を25,000

xE, 4℃ ,30分 間遠心により集め,約 50mlの 20回 Mト リス塩酸緩衝液 (pH

8.0)に 再び懸濁 し,さ らに251の 同緩衝液に対 して透析 した。透析内液を

10,000x蔓 , 4℃ ,15分間後不溶物を除去 して得た上清を,20mMト リス塩

酸緩衝液 {pH8.0)で 平衡化 したDEAE― Sepharose Fast Flow(Pharmacia

LKB Biotechnology,Uppsala,Sweden)カ ラム (5cm x 15cm)を 用いて分画

した。すなわち,1.51の 20mMト リス塩酸緩衝液 (pH8.0)で カラムを洗浄

後 ,0。 15M NaClを 含む20mMト リス塩酸緩衝液 (pH8.0)に より線毛を溶出さ

せた。線毛を含む画分を集め,硫酸アンモニウムを50%飽和になるように

加え線毛蛋白を沈殿させた。得られた沈殿物を25,000 x g,4℃ ,30分間

遠心 して集め,再度少量の20mMト リス塩酸緩衝液 (pH8.0)に 懸濁 し,さ ら

に20mMト リス塩酸緩衝液 (pH8.0)に 対 して透析 したものを,精製線毛抗原

とした。

精製線毛標品中の蛋白量の定量は,S□ ithら 22)の
記載に従い,ウ シ血

清アルプ ミン (BSA,Fraction V;Sigma Chemical Co.,St.Louis,Mo,

Uo S.A.)を 標準蛋白として用い,BCAプロテインアッセイキット(Pierce,

Rockford,111,Uo S.A.)を 用いて定量 した。

4。 SDS―ポ リアクリルアミドゲル電気泳動

線毛抗原の精製の程度は,NeviHe23)の 記載に従い,SDS― ポ リアクリル

アミ ドゲル電気泳動 (SDS― PAGE)法 により調べた。すなわち,濃縮用グル

として4%ポ リアクリルアミドゲル,分離用グル として12%ポ リアクリルア

ミドグルをそれぞれ用いて,1%SDS存 在下で100℃ , 5分 間熱処理を行な
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った試料を20mAの定電流下で90分 間泳動した。泳動終了後,ゲルをクマ

シープルー (Sigma)を 用いて25℃ ,60分 間染色した。なお,標準分子量マ

ーカーとしては,電気泳動用低分子量キャリブレーションキット(Pharma―

cia LKB)を 用いた。

5。 供試アジュバント

免疫実験に用いたアジュバン トである」
2_1(型 _Acetylmuramyl)―

L―

alanyl― D― isoglutaminyll― N6_stearoyl― L-lysine lMDP― Lys(L18)124)は ,

第一製薬製品企画部 (東京 )よ り,ま た,Lactobacillus plantarum由 来

の半 合成 ジサ ッカ リ ドテ トラベ プチ ドで あ るSodium-1-菫 ―acetyl―

glucosaminyl― (1 -・ 4)― N― acetyl― muramyl― L― alanyl― D― isoglutaminyl―

(L)― stearOyl― (D)― meso-2, 6-diaminopimeric acid― (D)― anide― D―alanine

(GM-53)25〕 は,大 日本製薬総合研究所 (大阪 )よ りそれぞれ供与された。

6.免疫原の調製

投与媒体 として用いた リポソームはInoue26)の記載に従って調製 した。

す なわ ち ,レ シチ ン (DL― c― phosphatidyl choline,dipalmitoyl,

Grade I:Sigma)お よびコレステロール (Sigma)を各々30μ Mずつ,茄子形

フラスコ中でクロロフォルム 3 mlに 溶解後,ロ ータリーエパポレーターで

減圧乾固 し,フ ラスコ内面に リポソーム人工膜を形成 した。20mMト リス塩

酸緩衝液 (pH8.0)に 所定の濃度に溶解 した線毛抗原を,単独あるいは所定

量のアジュバン トと共に同フラスコに容れ,55℃ の恒温漕中で振盪するこ

とによリリポソームを作製 した。なお,一部の実験においては,所定量の

線毛抗原を20mMト リス塩酸緩衝液 (pH8.0)に 溶解 したものを免疫原 として

用いた。

7.免疫実験のスケジュール

1)免 疫

経□免疫では,所定量の線毛抗原を単独ないしはアジュバン トと共に リ

ポソームに取 り込 ませたものあるいは20mMト リス塩酸緩衝液 (pH8.0)に 溶

解させたものをそれぞれ免疫原 として,図 1に示 したように初回免疫 とし

て0,1日 目に,追加免疫 として27,28日 目に,経ロゾンデ (夏 目製作

所 ,東京 )を用いて,一群10～ 12匹のマウスに各々0.25田 1ずつ経□投与 し
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た。

一方 ,皮下免疫では,経□免疫の場合と同様にして調製 した免疫原を ,

0,28日 目にそれぞれ初回および追加免疫 としてマウス背部皮下に各 々

0.25m1/匹 ずつ注射した。追加免疫後 5日 目,すなわち初回免疫後33日 目

に,ジ エチルエーテル麻酔下で,眼宮下静脈叢 より微量採血管 (テ ルモ ,

東京 )を用いて採血 し,遠心により血清を分離 した。また,唾液は,ネ ン

プタール (大 日本製薬)麻酔下 (40μ g/g体重 )で ,塩酸ビロカルピン (和

光,5μ g/g体重)を腹腔内に注射 した後,分泌される唾液をバスツールピ

ペ ットを用いて採取 した。被験血清ならびに唾液は,抗体濃度の測定 まで

-20℃ で凍結保存 した。

経口投与

||  |||
免疫原を経ロゾンデにて
経口投与

皮下投与

|   ||

0 1

初回免疫

0

初回免疫

2728  33日
追加免皮 採血 ′採睡

28  33 日

追加免疫 採血 ′採睡

免疫原を青部皮下に注射

図 1 免疫実験のスケジュール

2) 試料中の抗体濃度の算出

被験血清ならびに唾液中の抗線毛抗体濃度の測定はVollerら 27)の
記載

を一部改変 した酵素結合抗体免疫アッセイ (ELISA)を用いて行ない,そ の

免疫グロプ リンクラスならびにサブクラスも併せて調べた。すなわち,線

毛抗原 を 0。 lM重炭酸緩衝液 (pH9。 6)に 10μ g/mlの 濃度になるように溶解

し,96穴平底マイ クロプ レー ト(M128:Dynatech LaboratoriesLtd。 ,

6



Billingshurst,U.K。 )の 各 ウェルに 100,1ず つ加 えた後 ,プ レー トを

4℃ ,16時間静置 した。0.05%Tween 20(和 光 )お よび0.2%ア ジ化ナ トリ

ウム (和光 )を含むPBS(PBS― T)に てブレー トの各ウェルを 3回洗浄後 ,

1%BSA(Sigma)溶 液を各 ウェルに容れ ,再度 4℃ ,16時間静置 し処理 し

た。 PBS―Tで洗浄後,所定の濃度にPBS―Tで希釈 した被験血清ならびに唾

液を各 々10010ずつ各 ウェルに添加 し,4℃ ,16時間反応させた。反応終

了後 ウェルを洗浄 し,さ らに,各免疫グロプ リンのクラス別の測定には ,

PBS―Tで 1,000倍に希釈 したアルカ リフォスファターゼ標識ヤギ抗マウス

lgG(7鎖特異性 ; Zymed Laboratories lnc。 , San Francisco, Calif。 ,

UoS.A。 ),IgM(μ 鎖特異性 :Zymed)な らびにIgA{α 鎖特異性 ;Zymed)抗

体 ,ま たサブクラスの測定には, 500倍に希釈 したアルカリフォスファタ

ーゼ標識 ウサギ抗マウス IgGl(γ l鎖特異性 :Zymed),IgG2a(γ 2a鎖特異

性 ;Zymed),IgG2b(γ 2b鎖特異性 ;Zy口 ed)な らびに IgG3(γ 3鎖特異性 :

Zymed)抗体 を用い ,こ れ らの抗体 を各 々10011ず つ各 ウェルに加 え ,

37℃ ,2時 間反応させた。 PBS―Tで洗浄後 ,ρ ―nitrophenyl phosphate

(Phosphate Substrate 104:Sigma)を ジエタノールアミン溶液 (pH9.8)に

て lmg/mlの濃度に溶解 し,そ の基質溶液10011を加えて25℃ ,30分 間反

応させた。次いで ,・ 5011の 3N塩酸を各ウェルに添加 して反応を停止後 ,波

長 405nmに おける吸光度 (A405)を ,Titertek Multiskan MC photometer

(Flow Laboratories lnc。 ,McLean,Va。 ,U.SoA。 )を 用いて測定 した。測

定 は各試料 ごとに 4通 り行 ない ,A405の 平均値 を測定値 とした。

被験血清ならびに唾液中の抗線毛抗体の濃度 は,以下 に記載する標準検

量線 を用いて算 出 した。すなわち,96穴平底 マイクロプ レー ト(Dynatech)

の各 ウェルに,重炭酸緩衝液 (pH9.6)で 10μ g/mlの 濃度に希釈 したヤギ抗

マ ウス IgG(γ 鎖特異性 :Zymed),IgM(μ 鎖特 異性 ;Zymed)な らび に IgA

(α 鎖特異性 ;Zymed)抗 体 を10011ずつ添加 し,4℃ ,16時間静置 した。

PBS―Tで洗浄後 ,10011の 1%BSA(Sigma)溶 液 を各 ウェルに容 れ処理 し

た。 さ らにPBS― Tで洗浄後 ,試料中の抗体濃度 を測定する検量線 を作成す

るため に PBS―Tを用 い て 2倍 連続 希 釈 した精 製 マ ウス IgG(Zymed),IgM

(マ ウス ミエ ローマ蛋 白TEPC185;Cappel,Oraganon Teknika Corpora―
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tion,West Chester,Pa。 ,Uo So A)な らびに IgA(MOPC315:Cappel)各 々

10011を 各ウェルに添加 した。 4℃ ,16時間反応後 ,ウ ェルを洗浄 し,二

次抗体 としてPBS―Tで 1,000倍に希釈 したアルカ リフォスファターゼ標識

ヤギ抗マウス IgG(Zymed),IgM(Zymed)な らびにIgA(Zymed)各抗体をそれ

ぞれ各 ウェルに10011ずつ容れ,37℃ ,2時間反応 した。またIgG抗体の

各 サ ブ ク ラ ス に つ い て は ,同 様 に マ ウ ス IgGl(MOPC21;Caplel),IgG2a

(RPC5; Cappel),  IgG2b(MOPC195: Cappel), IgG3(FLOPC212: Cappel)

各抗体を 2倍連続希釈 してそれぞれ10011を ウェルに添加した。ついで ,

二次抗体 として アルカ リフォスフ ァターゼ標識 ウサギ抗マウスIgGl

(Zymed),IgG2a(Zymed),IgG2b(Zytted)ぁ るいはIgG3(Zymed)各 抗体を

用い, 4℃ ,16時 間反応後,PBS―Tで各ウェルを洗浄 した。反応基質溶液

を加え30分 間反応 した。さらに3N塩酸にて反応停止後 ,A405を 測定 し,4
通 りの平均値を測定値 とした。免疫グロプ リンクラスならびにそのサブク

ラス別の各抗体濃度による用量反応曲線を得た。この曲線をPC9801vmバ ー

ソナルコンピューター (NEC,東京 )を 用いてlog-logit変換
28)を

行な

い,各標準検量線を作成 した。これ ら標準検量線を用いて,被験血清なら

びに唾液中の抗線毛抗体濃度を算出 した。    ・

3) 統計処理

各実験群間の有意差の検定は,Studentの 上―検定を用いて行なった。

結 果

1.精製線毛抗原の調製

旦・ gingivalisの 精製線毛蛋白標品をDEAE― Sepharose Fast F10wィ ォン

交換カラムクロマ トグラフィーを行 なった ところ,線毛抗原は,0.15M

NaClに より単一 なピークとして溶出 した (図 2)。 このビーク画分を1%

SDS存在下で100℃ , 5分問処理 したものをSDS―PAGEに より分析を行なっ

た結果 ,分子量41Kの単一なバンドが認められた (図 3)。 以上の結果か

ら,上記の方法で調製された線毛は,充分な精製度を有する蛋白質標品で

あることが明らかになった。
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図 2 DEAE―Sepharose Fast Flowカ ラムクロマ トグラフィーによる線毛

蛋自の溶出パターン

旦・ gingivalis菌体より抽出した粗線毛標品を,20耐 トリス塩酸

緩衝液 (pH 8.0)で平衡化したDE肛―Sepharose Fast Flo"カ ラム

(内径5olE X高さ15cm)に 吸着し,0。 15MのN配1の段階的濃度勾

配により溶出した。●は,波長280 nmで測定した時の吸光度

lA200),○は,波長280n口と波長260 nmに おける吸光度の比

(A8。。/Aa●。)を各々表わす。

分子量

図3 旦.gingiValis精製線毛のS∬―PAGEのパターン
1%SD― Fで100℃ ,10分間精製線毛を処理し,鶏融の定電流
で12%ポ リアクリルアミドグルに泳動したときのパターンを示
す。なお,標準分子量マーカーとして,α―ラクトグロプリン

´(14.4K), 大豆 トリプシン阻害因子 (20.lK),カ ルボニックアン
ヒドラーゼ (30K),卵 白アルプミン (43K),ウ シ血清アルプミン
(67K)な らびにホスホリラーゼ b(94K)を用いた。
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2.経 □投与における投与条件の検討

1)投与媒体

精製 した線毛抗原 (5001g/匹 )を リポソームに取 り込 ませて 0, 1日 目

および27,28日 目にBALB/cマ ウスに各 々経口投与 したところ,血清中の抗

線毛抗体濃度 ,特にIgGク ラスが線毛抗原非投与群にくらべて有意に上昇

した (pく 0.05)。 しか しながら,投与媒体を リポソームから20mHト リス塩酸

緩衝液 (pH8.0)に 変えると,マ ウスの血清中の特異抗体濃度の上昇は認め

られなかった (図 4)。

図4 線毛抗原のBALB/cマ ウスヘの経□投与により産生される血清中の

特異抗体の投与媒体による影響

線毛抗原 (500μg/匹/回 )を ,投与媒体であるリポソーム

(A)あるいは20mMト リス塩酸緩衝液 (pH 8.0)(B)と 共に ,

0,1日 目ならびに27,28日 目に計 4回 ,BALB/cマ ウスに経□投与

した。(+)は免疫群,(― )は非免疫対照群を各 示々す。最終

免疫後 5日 目に採血し,血清中の線毛抗原に対する特異抗体濃度

をELISA法を用いて算出した。各抗体濃度は,平均値と標準誤差

を示す。免疫グロプリンのクラス別では, ZZ]はIJ, I躍囲

は16, 1■■ はIgAを各 示々す。ホは,対照群との間に有意差

があることを示す ('pく0.05,Studentの t―検定)。

2)線毛抗原の投与量

線毛抗原を投与媒体 として リポソームを用い経□投与する場合に,同抗
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原の投与量 とマウスの血清中における特異抗体濃度の上昇 との間の用量―

反応関係を検討 した。100～ 1,000μ g/匹 /回 の投与量の線毛抗原を リポ

ソームに取 り込ませてBALB/cマ ウスに経□投与 したところ,線毛抗原の投

与量の増加に伴い,抗線毛抗体,特にIgGク ラスの抗体濃度の著 しい上昇

が認め られた。線毛抗原の投与量を500μg/匹 /回にすると抗線毛抗体の

濃度は最大に達 した (図 5)。  従って以後の実験におけるマウスヘの抗原

の投与量は,500μ g/匹 /回 とした。

°べがベビ °べがべゞ SSが
べゞ

線毛抗原投与量 (μg′ 匹 ′回 )

図5 線毛抗原の投与量とBttνcマウスの血清中の抗線毛抗体濃度との
間の用量一応答関係

線毛抗原 (100～ 1,000μ g/匹 /回 )を リポソームに取り込ませ
て, 0, 1日 目ならびに27,28日 目に計 4回 ,BALB/cマウスに経
□投与した。最終免疫後 5日 目に採血し,血清中の線毛抗原に対
する特異抗体濃度をELISA法を用いて算出した。各抗体濃度は,

平均値と標準誤差を示す。免疫グロプリンのクラス別では,%z
は 1副 , 園 圏 :は IgG, ■IIは IgAを各 々示 す 。 拿,韓 は ,リ
ポソーム投与対照群との間に有意差のあることを示す (拿 pく0.05;
ホ*pく

0.01)。

3)ア ジュバン トの投与量

線毛抗原を経□投与する場合に,血清中の特異抗体の産生・増強におけ

る有効なアジュバントの至適投与量をGM-53を 用いて検討 した (図 6)。

リポソームを投与媒体 として,500μ g/匹 /回 の線毛抗原を50～ 500μg/
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匹/回 のGM-53と 共 にBALB/cマ ウスに経□投与 したところ,5001gの

GM-53を 線毛抗原 と共に投与 した場合に,血清中の抗線毛抗体濃度が線毛

抗原単独投与群にくらべて有意に上昇した (pく 0.05)。 以上の結果より,ア

ジュバ ン トの投与量は5001gと して以下の実験を行なった。

S゛
がが °゙ がど

図6 アジュバントであるGM-53によるBALB/cマ ウスの血清中の抗線毛

抗体の産生・増強作用

GM-53(50～ 500μ g/匹 /回 )を線毛抗原 (500μg/匹 /回)と
共にリポソームに取り込ませたものを免疫原として,0,1日 目な

らびに27,28日 目に計 4回 ,BALB/cマ ウスに経□投与した。最終

免疫後 5日 目に採血し,血清中の線毛抗原に対する特異抗体濃度

をELISA法を用いて算出した。各抗体濃度は,平均値と標準誤差

を示す。免疫グロプリンのクラス別では, ZZIはIJ, 国
はI邸 , ■轟|は IgAを各々示す。中は,線毛抗原単独投与群と

の間に有意差があることを示す (拿 pくo.o5)。

3.免疫経路 とアジュバントの違いによる抗線毛抗体の産生・増強作用の

比較

線毛抗原を経□ならびに皮下投与 したときに産生される血清中の抗線毛

抗体濃度の程度ならびに種々のアジュバントの添加による特異抗体の産生

増強について検討 した。線毛ならびにアジュバントの 1回 の投与量は,経

口投与 においては500μg,皮 下投与においては 100μ gと した。

線毛抗原を リポソームを投与媒体 としてBALB/cマ ウスに経□投与する

と,線毛抗原非投与群にくらべて,血清中の特異IgG抗体濃度の有意の上
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昇 (pく 0.01)が認められた (図 7)。  しかしながら,経□投与による特異抗

体濃度の上昇の程度は,同 抗原を リポソームに取 り込 ませて皮下投与 した

場合のそれにくらべて約 1/20程度に過ぎなかった。

アジュバン トとしてGM-53を線毛抗原と共に経□投与すると,線毛抗原

単独投与群にくらべて血清中の特異 IgG抗体濃度の有意の上昇 (pく 0.05)が

認め られた。また,線毛抗原をGM-53あ るいはMDP―Lys(L18)と 共に皮下投

与すると,いずれのアジュバントを添加した群においても,線毛抗原単独

投与群にくらべ有意の特異抗体濃度の上昇が認められた (pく 0.05)。

図7 線毛抗原をBALB/cマ ウスに経□あるいは皮下投与した場合の血清

中の抗線毛抗体濃度の比較

経口投与 (A)の場合は,線毛抗原 (500μg/匹/回 )を単独

で,あるいはGM-53な らびにMDP―WslL18)を各 5々00μg/匹 /回
と共にリポソームに取り込ませて,0,1日 目ならびに27,28日 目
に計 4回BALB/cマ ウスに経□投与した。また,皮下投与 (B)の
場合は,線毛抗原 (100μg/匹 /回 )を単独,あるいは側-53な

らびにMIIP― bs(L18)を 各 1々00 μg/匹 /回と共にリポソームに取

り込ませて,BALB/cマ ウスの背部皮下に0,28日 目に計 2回注射

した。最終免疫後 5日 目に採血し,血清中の線毛抗原に対する特

異抗体濃度をELISA法を用いて算出した。各抗体濃度は,平均値
と標準誤差を示す。図囲 は線毛抗原+GM 53投与群,ZZ:は
線毛抗原+MDP― Lys(L18)添加群, lll:は線毛抗原単独投与群,

i lは リポソーム投与対照群を各 示々す。 ・・ は,リ ポソーム

投与対照群との間に有意差のあることを示す (・・ pく 0.01)。

|は ,線毛抗原単独投与群との間に有意差のあることを示す
(† pく0.00。
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4.抗線毛抗体のサブクラスの検討

線毛抗原を,単独あるいはGM-53と 共に リポソームに取 り込 ませて経□

あるいは皮下投与することにより上昇 した血清中の特異 IgGサ ブクラスに

ついて検討 した (図 8)。  線毛抗原をGM-53と 共に経□投与 した群におい

て,血清中の抗線毛特異 IgGの サブ クラスを調べた結果 ,主 としてIgGl

(68.4%) 力
'」
ヒヴ手し, υkい lC IgG2b (14.0%),IgG2a (13.6 %), IgG3 (4.0%)

の順に高かった。また,線毛抗原を単独で経□投与 した場合でも同様の結

果を示 したが,そ の各抗体濃度はアジュバン ト添加群のそれには及ばなか

った。また。線毛抗原を単独あるいはGM-53と 共に皮下投与すると,血清

中の抗線毛特異 IgGの サブクラスは経口投与群のそれと同様のパターンを

示 し, 特にGM-53添加群では, IgGl(86.5%), IgG2a(8。 1%), IgG2b(5.0

%),IgG3(0.4%)の 順であ り,経口投与群のそれとくらべて,IgGlの 占め

る割合が約 18%増加 していた。

血清抗線毛抗体濃度 (μg′ mり

投与条件

GM‐ 53添 加群

線毛抗原単独投与群

リポツーム投与対照群

血清抗線毛抗体濃度 (mg′ ml)

A

i9Gl      :gG2● ３
　
拗

Ｇ２ｂ
　
”

Ｇ‥９

　

ｏ

19G          lgGl     lgG2●  lgGa lgG3

図8 線毛抗原のBALB/cマ ウスヘの経□あるいは皮下投与により産生さ

れる血清中の抗線毛IgGサブクラスの比較

経□ (A)な らびに皮下 (B)投与の条件は,図 7のそれと同

じ。 中,絆 は,リ ポソーム投与対照群との間に有意差があること

を示す (*pく 0.05, *ネ pく0.01)。 |は ,線毛抗原単独投与群に

対して有意差があることを示す († pく0.05)。

B

投与条件

GM‐ 53添加群

諄毛抗原単独毅与群

リポツーム教与対照群
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5。 唾液中の抗線毛抗体濃度の検討

線毛抗原を単独あるいはアジュバ ン トと共 に リポソームに取 り込 ませ

て,BALB/cマ ウスに経□あるいは皮下投与することにより産生・増強され

る唾液中の抗線毛抗体濃度について検討 した (図 9)。  IgGク ラスについ

ては,線毛抗原単独投与ならびにGM-53あ るいはMDP―Lys(L18)の アジュバ

ン トと共に経口投与 した群において,い ずれの場合にも抗線毛抗体濃度の

上昇はほとんど認められなかった。一方,皮下投与群では,ア ジュバント

添加群において,抗線毛抗体濃度の有意の上昇 (p〈 0.01)が認められた。

図9 線毛抗原のBALB/cマ ウスヘの経□あるいは皮下投与により産牛さ

れる唾液中の抗線毛抗体濃度の比較

経□ (A)な らびに皮下 (B)投与の条件ならびに他の記号等
は,図 7に同じ。なお,最終免疫後 5日 目にマウスから採唾し,

唾液中の抗線毛抗体濃度を各免疫グロプリン別に,すなわち,

I邸 およびIgAをELISA法を用いて算出した。

一方 ,IgAク ラスに関 しては,経□投与を行なった場合 ,線毛抗原単独

投与群では抗線毛抗体濃度の上昇は認められなかった。しかしながら,ア
ジュバ ン ト添加群,特にGM-53添加群においては特異 IgA抗体濃度が上昇

した (pく 0.01)。 また,皮下投与群では,ア ジュバント添加群のみならず線

毛抗原単独投与群においても,有意の特異IgA抗体濃度の上昇が認められ
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た (pく 0.01)。 しかしながら,皮下投与群の特異 IgA抗体濃度は,経□投与

群のそれには及ばなかった。

6。 線毛抗原の経□投与による血清中の特異抗体濃度の経日的変化

線毛抗原を単独あるいはGM-53と 共にBALB/cマ ウスに経□投与すること

により産生される血清中の抗線毛抗体濃度の経 日的変化を,IgM,IgGお
よびIgAの各抗体のクラス別に検討 した (図 10)。

図10 線毛抗原のBALB/cマ ウスヘの経□投与により産牛される血清中の

抗線毛抗体濃度の経日的変化

線毛抗原 (500μg/匹 /回)を単独あるいはGM-53(500μg/2y
回)と共にリポソームに取 り込ませて,0,1日 目,27,28日 目
(初回追加免疫)ならびに123,124日 目 (2回目の追加免疫 )

に計 6回 ,BALB/cマ ウスに経□投与した (↑ )。 図に示した各所
定日にマウスから採血し,血清中の線毛抗原に対する抗体濃度を
各免疫グロプリンクラス別,すなわち,I副 (A),16 (B)
およびIgA(C)をELISA法を用いて算出した。各抗体濃度は,

平均値と標準誤差を示す。投与条件 として,●は線毛抗原+
GM-53添加群,○は線毛抗原単独投与群,△はリポソーム投与対
照群を各々示す。 ホ,絆 は, リポソーム投与対照群との間に有意
差があることを示す (*pく0.05, **pく 0_01)。 十は,線毛抗原単
独投与群に対して有意差があることを示す († pく0.00。
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線毛抗原単独投与群ならびにGM-53添加群のいずれにおいても,そ の特

異抗体濃度の上昇の程度に差はあるものの,初 回免疫後 7日 目にIgMが 上

昇 し,つ いで21日 目にはIgGが順次上昇 し始めた。27,23日 目に追加免疫

を行なうと,全てのクラスの特異抗体濃度が有意に上昇 した (pく 0.01)。

なお,GM-53添加群では,線毛抗原単独投与群にくらべて有意に高い特異

抗体濃度の上昇が,全てのクラスにおいて認められた (pく 0.05)。 追加免疫

による特異抗体濃度の上昇はその後漸次低下 したので,123,124日 目に 2

回目の追加免疫を行なった。その結果 ,再び全てのクラスの特異抗体濃度

の著 しい上昇が認められ ,追加免疫後 lヶ 月で抗体濃度は最大に達 した。

しか しながら,IgMな らびにIgGク ラスの特異抗体濃度は, 1回 目の追加

免疫後のそれには及ばなかった。また,IgAク ラスについては,2回 目の

追加免疫により, 1回 目の追加免疫後に認め られたビークを凌 ぐ特異抗体

濃度の上昇が認められた。その後,血清中の抗線毛抗体濃度は漸次減少 し

たが,有意の抗体濃度の上昇は少なくとも約 7ヶ 月間持続することが認め

られた。

7.線毛抗原の経□投与による唾液中の特異抗体濃度の経日的変化

つぎに,線毛抗原を単独あるいはGM-53と 共にBALB/cマ ウスに経口投与

することにより産生される唾液中の抗線毛抗体濃度の経日的変化を,IgG
およびIgAク ラス別に検討 した (図 H)。

唾液中のIgGク ラスについては,線毛抗原単独投与群ならびにGM-53添

加群のいずれの場合においても抗線毛抗体濃度の上昇は全 く認められなか

った。一方,IgAク ラスについては,初回免疫後27,28日 目の 1回 目の追

加免疫後に,GM-53を 添加 した群において,線毛抗原単独投与群 とくらべ

て有意の特異抗体濃度の上昇が認められた (pく 0.05)。  初回免疫後 61日 目

に産生 される抗体の最初のビークが生 じたが,そ の後 lヶ 月以内に急速に

その抗体濃度は減少 した。そこで,123,124日 目に 2回 目の追加免疫を

行なうと,追加免疫後 5日 日 (す なわち初回免疫後129日 目)に 最初のビ

ークを凌 ぐ特異抗体濃度の上昇が認められた。その後 ,特異IgA抗体濃度

は漸次減少 し,初回免疫後 6ヶ 月目には対照群のそれ とほぼ同レベルにま

で低下 した。線毛抗原の単独投与群においては,特異 IgA抗体濃度の上昇
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は,IgGク ラスと同様全 く認められなかった。

400

図11 線毛抗原のBALB/cマ ウスヘの経□投与によりに産生される唾液中

の抗線毛抗体濃度の経日的変化

経口投与の条件は図10に同じ。なお,図に示した各所定日にマウ

スから採唾し,唾液中の線毛抗原に対する特異抗体濃度を各免疫

グロプリン別,すなわち,16 (A)お よびIgA(B)を ELISA

法を用いて算出した。各抗体濃度は,平均値と標準誤差を示す。

その他の記号は図10に同じ。

8.線 毛抗原 に対する系統の異 なるマ ウスの免疫応答性

遺 伝 的 な系統 の異 な る6種類 の マ ウス ,す なわ ち ,BALB/c,DBA/2,

C57BL/6, CBA/」 , C3H/HeN, C3H/HeJに ついて , 線毛抗原 をGM-53 と共 に リ

ポ ソームに取 り込 ませて,0,1日 目な らびに27,28日 目に経□投与 を行 な

い,血清中な らびに唾液中の抗線毛抗体濃度 の程度 を検討 した (図 12)。

血清 中の抗線毛抗体濃度 につ いては ,特異抗体濃度の上昇が最 も顕著であ

ったIgGク ラスにつ いて比較検討す ると,DBA/2〉 BALB/c〉 C3H/HeN〉

C3H/HeJ〉 CBA/J〉 C57BL/6マ ウスの順に抗体濃度の上昇が認め られ た。
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また,唾液中の抗線毛抗体濃度については,BALB/cな らびにDBA/2マ ウス

において特異 lgA抗体濃度の上昇が認められ たが ,IgGク ラスについて

は,い ずれの系統のマウスにおいても有意に検出されなかった。

抗線毛抗体濃度

血;青 {μg′ mi) 睡液 (ng′ m:)

系統   堕 Ш

BAL3/c   d  a

DBA12     d  o

CBAIJ    k  i

COnHoN  k  l

C3円HoJ   k   i

C57BL16   b  b

図12 線毛抗原の経□投与により血清ならびに唾液中に産牛される抗線

毛抗体濃度のマウス系統差による比較

各マウスヘの経□投与ならびに抗体濃度の測定条件は,図 7およ

び図 9に同じ。 *,縛 は,各マウスのリポソーム投与対照群との

間に有意差があることを示す (中 pく0.05, 拿拿pく0.01)。

以上の結果 より,経口投与による線毛抗原に対するマウスの免疫応答性

の違いにより,線毛抗原に高応答性であるDBA/2お よびBALB/cマ ウス,中

応答性 であるC3H/HeN,C3H/HeJ,お よびCBA/Jマ ウスならびに低応答性 で

あ るC57BL/6マ ウスの 3群に分別 し,各 々のマ ウスのH-2ハプロタイプ と

の関連 につ いて検討 した。高応答性のマウスは全てH-2・ であ り,こ れ に対

して中応答性のマ ウスはH-2・ で ,低応答性のマ ウスはH-2つ であることが明

らかになった。線毛抗原 に対 する特異免疫応答性の違 いは,H-2ハプ ロタ

イプの差異 によることが示唆 された。

さ らに,線毛抗原 に対するマ ウスの免疫応答性の差異 を詳 しく検討する

ため に ,H-2ハ プ ロ タイプ以 外 は遺伝学 的背 景 がすべて 同 じであ るB10

コ ンジ ェニ ックマ ウス を用 いて検 討 した。 す なわ ち ,B10.D2(H-2d),

B10_BR(H-2・ )お よびC57BL/10(B10,H-2b)の 3種類のマ ウスに線毛抗原を

GM-53と 共 にそれぞれ経 □投与することによ り,血清中ならびに唾液中の

抗線毛 抗体濃度 の上昇 の程度 を調 べ る と,図 13に 示 す ように ,B10.D2〉

「
ｒ

」
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B10.BR〉 C57BL/10マ ウスの順 に高か った。 これ らの結果 か ら ,

旦・ gingivalis線毛抗原に対するマウスの免疫応答性は,そのH-2ハプロ

タイプに拘束されていることが強く示唆された。

抗線毛抗体濃度

血清 (μg/ml) 睡液 (ng/mi)
系統  H-2L上

‐ｇＭ̈ ！ｇＡ̈
Ｇ

６

:gA       !gG
0   20        o   loo

図13 線毛抗原の経口投与により血清ならびに唾液中に産牛される抗線
毛抗体濃度の種々のB10コ ンジェニックマウスによる比較
マウスヘの経□投与ならびに抗体濃度の測定条件は,図 7および
図 9に ,また他の記号等は図12に同じ。

考 察

旦・ gingivalisか ら分離・ 精製 した線毛蛋白をBALB/cマ ウスに経口投与

すると,投与媒体 として リポソームを用いた場合に,血清中の特異 IgG抗

体濃度が著明に上昇することを示 した (図 4)。  リポソームのこのような

作用については,以下のようなメカニズムが考えられる。第一に,リ ポ

ソームが消化管壁に存在する リンパ球やマクロファージなどめ免疫担当細

胞に直接的に作用し,こ れ らの細胞を活性化することが考えられる。たと

えば,van Rooijenら 20,は ,ヒ ト血清アルプ ミンを リポソームに取 り込

ませて免疫すると,マ クロファージによる抗原認識が克進されることを示

している。また,Kramersら 30)は ,リ ポソームがラット胸線細胞に付着

し, リンパ球の細胞膜におけるNa・ ,K・ イオン輸送を変化させることによ

りTリ ンパ球 を刺激 することを示唆 している。さ らに ,リ ポソームは

BALB/cマ ウスや ヒ トの リンパ球 に対 してマ イ トジ ェン作 用 を示 す こ

B10.D2  d  b

B10.BR   k  b

C57BL/10 b   b
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と31.32)が
知 られてい る。 また,ジ フテ リア毒素

33),血
清 アルプ ミ

ン29,34.35)ぁ るいはγ―グロプ リン36)な どの蛋白質抗原を リポソーム

に取 り込 ませて免疫すると, リポソーム自身がアジュバン ト作用を発揮

し,投与 した蛋白抗原に対する抗体の産生が上昇することが明らかにされ

ている。第二に,抗原を取 り込ませた リポソームを経□投与すると, リポ

ソーム中の抗原は消化液などによる分解作用を受けないことが考えられ

る。Rowlandと Woodly37)は ,リ ポソームが胃液の低 pHあ るいは胆汁や膵

液中に含 まれる リバーゼに対 して安定であり, リポソームに取 り込まれた

抗原は分解を受けることなくGALTへ運ばれ,免疫応答が充分に惹起される

ことを示 している。

GALT中 ,特 に,パ イエル氏板には ,他の リンパ組織 とくらべて多数の

IgA産生前駆細胞が存在 し,パイエル氏板の M細胞に取 り込まれた抗原に

より感作を受けたIgA抗体産生前駆細胞が,腸間膜 リンパ節より体内循環

を介 して成熟 し,腸管粘膜固有層ならびに唾液腺,乳腺 ,涙腺などの外分

泌腺に選択的に到達 し,抗原特異的な分泌型 IgA抗体を産生する38-41)。

またGALTに おいては,同 時に T細胞による免疫調節機構が存在 してお り,

経□的に取 り込まれた抗原に対する免疫応答を調節 している。すなわち ,

Richmanら 42)は ,可溶性の蛋白抗原を経□投与 した場合にはパイエル氏

板 より取 り込 まれた抗原に対 して,IgA抗体の産生を特異的に賦活するヘ

ルバー T細胞 とIgG抗体の産生を特異的に抑制するサプレッサー T細胞が

誘導されることを報告 している。McDonald43.44)は ,経口投与された抗原

に対する特異的サプレッサー T細胞がバイエル氏板のみならず腸間膜 リン

パ節 にも存在することを示 している。 これ らヘルバーならびにサプ レッ

サー T細胞による調節機構により,分泌型IgA抗体の産生が賦活化され ,

他方 ,全 身的 な IgGあ るいは IgM応答が抑 制 され る ことが示唆 され

る45-47)。  また, Czerkinskyら 48)は
, ヒトにStreptococcus mutans死菌

体を経口投与すると,唾液中のS.mutans抗原特異抗体 レベルの上昇に先

がけて血清中に旦.mutans抗原に対する特異 IgA抗体産生前駆細胞が出現

することを認めた。しか しながら,血清中の特異抗体価の上昇は全 く認め

られなかったと述べている。さらに,経 □投与抗原 として卵白アルプ ミ
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ン49)ゃ
キ_ホ ール リンペ ットヘモシアニン (KLH)50)な どの可溶性の蛋

白抗原を用いた研究で,投与条件は必ずしも本研究におけるそれと同一で

はないが,唾液における分泌型 IgA抗体の産生・ 誘導が困難であったとい

う。

一方 ,経□投与に用いる抗原の種類によっては,外分泌液中のみならず

血清中においても特異抗体の産生が誘導される。例えば,抗原 としてコレ

ラ毒素
50〕

をマウスに経□投与 した場合には,外分泌液中の特異IgA抗体

ならびに血清中の特異 IgG抗体が共に上昇することが報告されている。ま

た,Ogawaら 51)は ,本研究 と同様の免疫スケジュールにしたがって,ウ

シ血清 アルプミン (BSA)を抗原 とし,MDP― Lys(L18)あ るいはGH-53と 共に

マウスに経□投与することにより,血清中の特異 IgG抗体価の上昇が生 じ

たのに対 し,唾液中における特異抗体価の上昇はIgA,IgGい ずれのクラス

でも検出されなからたと報告 している。本研究においては,線毛抗原をア

ジュバン ト,特にGM-53と 共に リポソームに取 り込 ませてBALB/cマ ウスに

経□投与すると,線毛抗原単独投与群にくらべて血清中の特異抗体,特に

IgGク ラスの産生・ 増強が主に認め られ,ま た,唾液中においては特異

IgA抗体濃度の上昇することが明らかになった (図 7,9)。 以上のような

免疫応答の差異は,経□投与された種 々の抗原の化学的,物理的性状の違

いに起因するものであると考えられる。

抗原 をアジュバン トと共に経□投与すると,唾液や涙液等の外分泌液

中の特 異 IgA抗 体 が産生・ 増 強 され る現 象 が近年注 目され てい る。

旦・ mutansの 全菌体や同細胞壁などの粒子状抗原あるいは型特異多糖抗原

のような可溶性抗原を,MDPやその誘導体と共に経口免疫するとIgAを 中

心 とする免疫応答の増強が観察された52-54)。
経□免疫に用いられるアジ

ュバ ン トとしてはこの他に,コ レラ毒素サブユニ ットB(cTB)が知 られて

いる。すなわち,KLH50),不 活化 したセ ンダイ ウイルス 55)ぁ るいは

昼。mutansの 表層蛋白抗原であるAg1/156)を このCTBに 結合 して経□投与

すると,外分泌液中の特異 IgAな らびに血清中の特異 IgG抗体 レベルが上

昇することが報告されている。これ らの結果は,本研究において供試 した

線毛抗原 とアジュバン ト,GM-53の 経□投与の結果観察された血清IgGな
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らびに唾液 IgA抗線毛抗体の産生・増強作用 と一致 した所見である。

線毛抗原を単独で,あ るいはアジュバントと共に皮下投与することによ

り,唾液中の特異 IgAな らびにIgG抗体の上昇が認め られた {図 9)。

二・ mutansの 死菌体
57),streptococcus pneumoniaeの

多糖抗原
58)な ど

の抗原をマウスやヒトに皮下注射することにより,唾液中に抗原特異的な

IgAな らびにIgG抗体の産生が誘導されることが報告されてお り,本研究

と一致 した結果が得 られている。 線毛抗原の経□投与により血清中に産

生 される特異 IgG抗体のサブクラスは,主 としてIgGlで ,IgG2bお よび

IgG2aが これに続き,IgG3の抗体濃度は極めて低いものであった {図 8)。

破傷風毒素やジフテ リア毒素のような蛋白抗原をヒトに免疫すると,主

として産生される特異免疫グロプ リンのサプクラスは,IgGlで あることは

よく知 られている59.60)。 これらの結果は,本研究で用いた線毛抗原につ

いて得 られた所見とよく一致 している。一方,多糖抗原を免疫原 とした場

合には,主 としてIgG2ク ラスの特異抗体が産生されることが報告されてお

り
61-63〕 ,産生される特異 IgG抗体のサブクラスは,免疫に用いられる抗

原の種類により大きく規定されるようにみえる。

線毛抗原の経□投与により血清中に産生される抗線毛抗体濃度ならびに

その免疫グロプ リンのクラスを経日的に調べると,血清中では初回追加免

疫後全てのクラスの特異抗体濃度が上昇するが , 2回 目の追加免疫を行な

うと,特にIgAク ラスの抗体濃度の上昇が著 しかった (図 10)。 また,唾

液中においても特異 IgA抗体濃度が初回追加免疫後明確に上昇を示 し,2

回目の追加免疫後さらに高い上昇の程度が認め られた (図 H)。 これらの

結果 より,線毛抗原に対する特異免疫応答は,その免疫グロプ リンのクラ

スでは,特にIgAク ラスにおいて長期間保持されていることが明らかにな

った。Kerenら 64)は ,shigella flexneriの生菌をウサギに経□免疫す

ると,腸管分泌液中のIgA抗体の免疫学的記憶が特に長期間にわたって成

立することを報告 している。また,McChesneyら 65)は
,里 .gOnOrrhoeae

の線毛 ワクチンをあらかじめ ヒトに接種 し,約 1年後に同ワクチンを追加

接種すると速やかに生殖器粘膜分泌液中の特異 IgA抗体価の上昇を認め ,

また,こ の線毛ワクチンの接種が,同菌種の感染に対 して宿主に防御的に
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働 くことを明らかにしている。

1・
gingivalis線 毛抗原をGM-53と 共にリポソームに取 り込 ませて,種

々の系統のマウスに経□投与 したところ,血清中ならびに唾液中に誘導さ

れる特異免疫応答は,H-2・ ハプロタイプのDBA/2,BALB/c,B10。 D2マ ウス

において高応答性であ り,H-2bハプロタイプのC57BL/6,C57BL/10マ ウス

では低応答性であることが示された (図 12,13)。 これらの結果から,線

毛抗原に対するマウスの特異免疫応答は,そ の主要組織適合抗原遺伝子複

合体 (MHC)に より拘束されていることが示唆された。種々の抗原に対する

マウスの免疫応答は,MHCに連鎖 した免疫応答遺伝子 ,す なわち,Ir遺伝

子によ り制御されていることが知られている66.67〕
。蛋自のアミノ酸配列

が既 に決定されている蛋白抗原 ,す なわち,ブ ドウ状球菌由来のヌクレ

ァ_ゼ 68〕 ,チ トクロームc60),ィ ンシュリン70.71),そ
して ミオグロビ

ン72)な
どの抗原に対する免疫応答性が,Ir遺伝子によって制御されてい

ることがこれまでに詳細に調べられている。また,Elsonら 73)は ,コ レ

ラ毒素を経□投与することにより誘導される血清中のIgGな らびに腸管粘

膜における分泌型IgA抗体の産生が,H-2遺伝子により制御されることを

小 している。

アジュバン トとマウスのMHCと の関係については,Staruchと Wood74,

が,BSAを抗原 としてMDPと 共にマウスに皮下投与すると,H-2・ ハプロタ

イプのマウスは,抗原単独投与群にくらべて血清中の抗BSA抗体の産生増

強作用が明確に認められるのに対 し,H-2° ハプロタイプのマウスではほと

んどその作用は認められないことを明らかにしている。

本研究で誘導・産生されたマウスの血清中ならびに唾液中の抗線毛抗体

のュ vivoで の役割については現段階ではいまだ明らかではない。しか し

なが ら,他の多 くの菌種では細菌の線毛は,生体への付着因子 として感染

の初期に主要な機能を果たすものとして注目されてお り,同線毛抗原に対

する特異抗体が,線毛を介 した付着を阻止することにより,感染予防に寄

与 す る もの なのか も知 れ ない。た とえば ,二 .c0111型 線毛 ワクチ

ン75,76〕 ,N.gOnorrhoeae P32ワ クチン65)を
用いることにより,in

vivoに おいて同菌種による感染を予防できるとの報告がある。また,E.
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coliの 1型線毛に対する特異抗体は,プタの小腸粘膜上皮
77〕 ゃヒトの頬

粘膜細胞
78-80〕 への細菌の付着を阻止することが,in vitroに おいて示さ

れている。

Perosら 81)は ,テ トラサイク リンを加 えた培地 を用いて培養 した

旦・ gingivalisは その菌体表層の線毛の発育が悪 く,そ れに伴って同菌の

人工的に作成 したペ リクルヘの付着が低下すると述べている。それゆえ

に,3.gingivalis線 毛は,菌体間ならびに宿主細胞への付着因子 として

機能 している可能性を考えねばならない。また,Okudaら 82)は ,ハムス

ターを用いた旦。gingivalis感 染実験モデルにて,旦 .gingivalis全 菌体

あるいは同菌の培養上清より精製 した血球凝集素に対する抗体を用いた受

動免疫によって,実験的歯周炎病巣への旦.gingiValisの定着が有意に抑

制されることを報告 し,旦 .gingivalis菌 体表層抗原に対する抗体が同菌

の感染に対 して防御的に働 く可能性を示唆している。

B.gingivalis由来の線毛抗原をモデル抗原 として用いた本研究は,免

疫学的な観点から歯周病発症の作用機序を解明するための有力なモデルを

提供する。また,線毛抗原に対する全身的ならびに局所的免疫応答に関す

る研究を今後進めていくことは,歯周病原性細菌の感染に対する宿主の防

御機構が果たす役割を明らかにするとともに,歯周病の病態の解明ならび

にその治療や予防法の開発に役立つであろう。

結 論

B.gingivalis 381株 より分離・精製 した線毛蛋白を抗原 として,種 々

の免疫条件下において,マ ウスの血清中ならびに唾液中に誘導される特異

免疫応答について検討 した。

1・ 旦・ gingivalis線 毛蛋白を リポソームと共にBALB/cマ ウスに経□投与

すると,血清中の抗線毛抗体 ,特 に特異 IgGl抗 体濃度が上昇 した。さら

に,ア ジュバン トとしてGM-53を添加すると,血清中の特異抗体の産生増

強が認められた。また,唾液中においては,線毛抗原をGM-53と 共に経□

投与 した場合に特異IgA抗体濃度の上昇が認められ,皮下投与群のそれを
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上回った。

2.線 毛抗原の経□投与群において,血清中の抗線毛抗体濃度の経日的変

化を調べると,初回免疫 7日 目にIgMが ,ついで21日 目にIgCが上昇 し,

27,28日 目の 1回 目の追加免疫により全ての免疫グロプ リンクラスの抗体

濃度の上昇が認められた。なかでも,特異IgA抗体濃度については,初回

免疫後 123,124日 目に行なった 2回 目の追加免疫により27,28日 目の 1

回目のそれを凌 ぐ上昇を示 した。また,唾液中の特異抗体濃度の経日的変

化については,初回免疫後 27,28日 目の 1回 目の追加免疫後 ,特異IgA抗

体濃度が明確に上昇 し,123,124日 目の 2回 目の追加免疫によりさらに

その抗体濃度が上昇 したが,IgGク ラスの上昇は認められなかった。

3.線 毛抗原をGM-53と 共に リポソームに取 り込ませて,種 々の系統の異

なるマ ウス,す なわちBALB/c,DBA/2,C57BL/6,CBA/J,C3H/HeNな ら

びにC3H/HeJマ ウスに経□投与 したところ,特に,BALB/cや DBA/2マ ウス

において血清中ならびに唾液中の抗線毛抗体濃度の顕著な上昇が認められ

た。さらに,こ の免疫応答性の差異について,B10コ ンジェニ ックマウス

を用いて詳細に検討すると,血清中ならびに唾液中の抗体濃度の上昇の程

度は,B10。 D2(H-2`)〉 B10.BR(H-2ヒ)〉 C57BL/10(H-2b)マ ウスの順に高か

つた。以上の研究結果より,経□投与による線毛抗原に対する免疫応答性

は,H-2ハ プロタイプにより遺伝的に拘束されていることが強 く示唆され

た。

稿を終えるにあたり,本研究を行なう機会を与えて頂き,ご教示,ご鞭

撻を賜 った口腔治療学講座岡田宏教授に深謝致 します。

本研究に際 し,細部にわたりご懇篤なるご指導 とご校閲を賜った□腔細

菌学講座浜田茂幸教授に衷心 より謝意を表 します。また,終始ご指導なら

びにご助言を頂いた□腔細菌学講座小川知彦博士に心より感謝致 します。

さらに,さ まざまなご援助を頂いた□腔治療学教室および□腔細菌学教室

の教室員の皆様方にも厚 くお礼申し上げます。
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Humoral il■ mune rcsponsc o Micc

Scrum and salivary antibody rcsponses to Bα G′

`′

οJ′

`s gFptg`ッ
α′′s fimbriac

administered  either  orally  or  subcutaneously  (s.c.) With  Or  without  an

adiuVant in various strains of mice were examined in this study.

Following results were obtained.

1)Oral administration of 3.gi4g′ッα′is fimbriac with GM‐ 53 as an adjuvant

in liposomes, but not in Tris‐ HCl buffcr, definitely enhanced thc fiinbriac‐

specific lgG responses, mainly lgGl followed by lgG2b, IgG2a and lgG3 in

scrum and lgA FCSpOnse in saliva of BALB/c mice.  on the other hand, s.c.

itteCtiOn Of fimbriae with GM-53 or MDP― Lys(L18)also raised the

fimbriac― specific lgG followed by lgA and lgM responses in serunl, and

both lgA and lgG rcsponses in saliva of BALB/c micc. Oral immunization

was lcss effcctive than s.c. injection in teFmS Of the production of serum

antibody in thc nlicc.   However, the level of salivary antibody of ■lice

iniCCted s.c.was simllar to that of mice immunized orally.

2)High anti_fimbriac antibodics in scrum were maintained in BALB/c miCC

inHnunized orally with fiinbriac and GM-53 in liposomes for approxilnatcly

7  months  after the  priinary  linmunizations.   Oral  adnlinistration  also

induced and held thc fimbriac― specific lgA respOnse in saliva for at least 6

months after the priinary inlmunizations.   The levels of fiinbriac― spccific

lgA in saliva after thc sccond b00sters on days 123 and 124 were highcr

than thOse after the prirnary ones on days 27 and 28.

3)Among various strains of mice immunized orally with fimbriac and GM―

53 in Hposomcs, BALB/c and DBA/2 mice(H‐ 2d)signifiCantly produccd
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high levels of both senlm lgC and salivary lgA antibodies specific for

fimbriac.  Furtherlnore, B10.D2 micc(H‐ 2d)wcre rcsponders followed by

B10.DR (H‐ 2k),while c57BL/10 micc(B10, H-2b)were 10W responders to the

fimbriac.   Thcse results show that the combined use of fiinbriae togcthcr

with an attuVant results in a sharply increased lgA antibody response in

saliva and a predominantly stil■ ulated lgG antibody in senlln, respectivcly,

and it was suggested that these responses are restricted by H-2 haplotype.
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