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研究成果の概要（和文）：近年、新しい細胞間情報伝達システムとしてエクソソームが注目されている。唾液中
にもエクソソームが存在しており、内包されているmiRNAが癌の診断に応用されようとしている。唾液は非侵襲
的に得られる検体として、多方面で実用化しようとする動きがあるが、外部環境の影響を受けやすく個人差が大
きいため診断材料としてほとんど使用されることがない。また、他の体液に比べ、粘性などの物理化学的特性か
ら安定的にエクソソームを抽出することが容易ではない。
本研究では、唾液エクソソームの抽出法を確立し、そこに含まれるタンパク質の基礎的データを収集して、唾液
エクソソームの働きや意義を提唱した。

研究成果の概要（英文）：Exosomes are gaining attention as new intercellular communication systems.
Exosomes are present in the saliva; miRNA in the exosomes are used in cancer diagnosis. Although 
saliva collection is noninvasive, its practical application as a diagnostic material is limited. 
Furthermore, it is more difficult to extract exosomes with stable physicochemical properties from 
saliva than from other body fluids. To study the salivary exosomes, we extracted and evaluated 
salivary exosome proteins from subjects of two age groups. The climacteric exosomes contained major 
salivary proteins, including immunoglobulins or amylase, whereas the adolescent exosomes contained 
keratins, ribosomal proteins, ATP synthase, etc. These results suggest that several proteins could 
be identified in the fundamental salivary exosome.

研究分野：口腔生化学
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１．研究開始当初の背景 
1980 年以降、多くの細胞からエクソソ
ームと呼ばれる細胞小胞顆粒が分泌され
ていることが明らかになった。近年では
いろいろな疾患のマーカーとして注目さ
れている microRNA(miRNA)、mRNA および
熱ショックタンパク質などを含んでいる
との多くの報告がなされている。最近で
は血液中の miRNA を調べることにより一
度に複数のがん検診ができるとニュース
で話題になった。もちろん、唾液中にも
エクソソームが分泌されており、その中
に含まれている miRNA を調べることによ
り病気の診断に役立てようと盛んに研究
され実用化されようとしている。唾液は
血液と違い患者に苦痛を与えることなく
採取することが容易であり、病理検査の
ためには有用な検体である。また、エク
ソソームを介して胎盤、母乳、神経細胞、
免疫細胞、がん細胞など様々な細胞間情
報伝達が行われており、それに対する影
響の研究は盛んに行われている。しかし
ながら、これらはエクソソームが細胞外
に放出された後の研究であり、それ以前
の細胞内から放出されるまでの分泌機構
はよくわかっていない。一般的には、エ
クソソームの分泌過程として、エンドサ
イトーシスにより形成されたエンドソー
ムで内側に出芽するように膜小胞(ILV)
が形成され、この膜小胞を多く含む後期
エンドソームおよび多胞性エンドソーム
(MVB)が細胞膜と融合して細胞外へ多数
の膜小胞すなわちエクソソームが分泌さ
れるといわれている。しかしながら、唾
液腺からのエクソソーム放出メカニズム、
エクソソーム自体のタンパク質構成、お
よび機能に関する研究は数少なかった。 

 
２．研究の目的 
当初は、ラット耳下腺を使用してエク
ソソームの分泌メカニズムを追求しよう
としたものであったが、使用予定の動物
飼育・実験施設の改装時期と重なり、ラ
ットからの耳下腺採取が困難となった。
そこでラット耳下腺を使用しないアプロ
ーチに切り替えた。まず、微量なタンパ
ク質でもウエスタンブロット法により検
出できるかを検討することにした。さら
に、ヒト唾液および唾液中のエクソソー
ムのタンパク質を明らかにすることによ
り基礎データを取得し、タンパク質の構
成からエクソソームの分泌メカニズムを
考察することを目的とした。 

 
３．研究の方法 
（１）唾液採取 
 日本歯科大学新潟短期大学研究倫理審査
委員会の審査・承認(NDUC-55および NDUC-70)
のもとで青年期および中年期の女性の 10 分

間安静時全唾液を吐唾法により採取した。 
（２）エクソソーム抽出 
 唾液採取後、直ちにエクソソームの抽出を
①～⑤の方法により行った。 
① 超遠心分離法によりエクソソーム調製
を行った。すなわち、全唾液採取後直ち
に、室温にて 2,000×g、10 分間遠心分
離を行い、上清を分取して等量のプロテ
アーゼインヒビターを含むPBSを加えて、
さらに４℃にて 15,000×g、20 分間遠心
分離を行い上清を得た。次に、４℃、
100,000×g、70 分間、超遠心分離を行い
沈殿物をエクソソーム画分として、PBS
に懸濁して－20℃にて使用時まで保存
した。 

② ホスファチジルセリン(PS)に結合する
タンパク質と磁気ビーズにを利用した
新規アフィニティー法によるキットを
用いた。全唾液採取後直ちに 30 分間の
10,000×g 遠心分離後上清を用いた。
MagCaptureTM Exosome Isolation Kit PS
（和光純薬工業）を用いて、取扱い説明
書通りに操作を行った。 

③ サイズ除外によるクロマトグラフィー
法を用いたキットを使用した。全唾液採
取後直ちに、qEVエクソソーム抽出キッ
ト（メイワフォーシス）を用いて、取扱
い説明書通りに操作を行った。 

④ ポリマーを用いたエクソソーム抽出を
行った。すなわち、全唾液採取後直ちに、
3,000×g、15 分間、遠心分離を行った後、
上清に ExoQuick-TC（SBI 社）を 2 倍量
添加後、取扱い説明書通りに操作を行っ
た。 

⑤ 抽出 試薬 Total Exosome Isolation 
(from other body fluids) (Invitrogen
社)を用いてエクソソームを調製した。
すなわち、全唾液採取後直ちに、2,000
×g、10 分間、遠心分離を行った後、上
清に抽出試薬を 1/2 量添加後、取扱い説
明書通りに操作を行った。  

（３）ウエスタンブロッティング 
 微量サンプルからの微量タンパク質の検
出を検討した（雑誌論文⑤）。また、調整し
たエクソソーム確認のため、抗CD63、抗 CD9、
抗 CD81、抗 Alix 抗体を用いてウエスタンブ
ロッティングを行った。検出には、雑誌論文
⑦の方法に従い行った。 
（４）タンパク質測定 
 総タンパク質定量には protein assay kit 
（Bio-Rad 社）を用いて取扱い説明書通り行
った。測定値を元の唾液量に換算して比較し
た。また、SDS ポリアクリルアミド電気泳動
後、銀染色を行い、各バンドの濃淡により量
の判定を行った。 
（５）エクソソーム粒径測定 
 粒径の分布・撮影を Nanosihgt により行っ
た。粒子の測定を 3回行い、エクソソーム粒
子の平均粒径を算出した。 
（６）LC-MS/MS によるタンパク質解析 



 唾液エクソソームの全タンパク質・ペプチ
ドの MS 分析を Waters NanoAcquity HPLC 
system interfaced to a ThermFisher Q 
Exactive を用いた SBI 社の受託サービスを
利用して行った。データの解析は Scaffold 
Proteome Software により行った。 
 
４．研究成果 
 本研究の実施期間に動物飼育・実験施設の
改築時期と重なり、当初の実験計画通りの研
究を進めることができなかったが、その分、
動物を使わない多くの緻密な実験ができ、た
くさんの成果を挙げることができた。 
（１）耳下腺からのアミラーゼ分泌に対する
Rab33A の関与 
 ラットの耳下腺腺房細胞より刺激を受け
た場合、アミラーゼが分泌されてくるが、こ
の分泌機構に低分子量 GTPase である Rab33A
が関わっていることを明らかにした（雑誌論
文⑦）。エクソソーム中にもアミラーゼが含
まれており、エクソソーム分泌にも Rab33A
が関与する可能性を見出した。 
（２）微量試料を用いたウエスタンブロッテ
ィングによるタンパク質検出 
 微量サンプルからの微量タンパク質の検
出法を検討するため、魚の鱗から年輪を示す
エナメルタンパク様タンパク質を抽出して
ウエスタンブロッティングを行った。特定タ
ンパク質の検出に成功した（雑誌論文⑤）。 
（３）耳下腺からの分泌における Rab27 の関
与 
 本研究代表者および分担者は耳下腺腺房
細胞からの開口分泌にRab27が関わっている
ことを明らかにしてきた。そのことを踏まえ、
唾液中のエクソソーム放出にもRab27の関与
を提唱した（雑誌論文③）。 
（４）アロマセラピーによるリラックス時の 
唾液の成分 
 エクソソームがどのような時に放出され
てくるのかを探るため、研究対象者がアロマ
セラピーを施術された時の唾液を採取して
クロモグラニン Aの検出を行った（雑誌論文
④）。残念ながら、エクソソームの LC-MS/MS
解析においてクロモグラニンは検出できず、
エクソソーム分泌機構に関与しない可能性
が示されたが、今後の研究を発展させるため
の新たな切り口を見出すことができた。 
（５）唾液エクソソームに含まれる生理活性
ペプチド 
 唾液中に創傷治癒力、抗うつおよび鎮痛作
用を有する生理活性ペプチド存在している
ことを明らかにした。そのペプチドはプロリ
ンリッチプロテイン群のファミリーの一員
であることを明らかにした（雑誌論文①）。
また、そのペプチドが唾液エクソソームに内
在する可能性を見出した（雑誌論文②）。こ
のことは、動物が傷をなめて早期に回復させ
ようとする行動や個体間のグルーミングな
どのコミュニケーションに唾液エクソソー
ムが関わっていることを示唆している。 

（６）年齢差による唾液エクソソームの形状
および組成の違い 
 唾液は他の体液に比べその物理化学的特
性から安定的にエクソソームを抽出するこ
とが容易ではない。そのため抽出法の検討を
した。その結果、唾液はその特性からカラム
を用いた方法は適さず、超遠心分離法および
抽出試薬を用いる方法が適していることが
明らかとなった。また、倫理審査委員会承認
を受けて、中年期（Adult）および青年期
（Young）女性より唾液提供を受け、エクソ
ソームを調製して、エクソソームに含まれる
タンパク質の基礎的データを収集した。例と
して、2つの年齢層の女性の唾液エクソソー
ムの粒径を比較検討すると、若い時の方が粒
径が小さいことが明らかとなった（図 1）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                    

 
 
（７）唾液エクソソームに含まれる膜輸送関
連タンパク質 
 LC-MS/MS による唾液エクソソームに含ま
れるタンパク質・ペプチドの網羅的解析を行
った結果の一部を図 2に示した。本研究の一
番の目的である分泌機構に関与しているタ
ンパク質・ペプチド群を明らかにしようとす
る目的において、それらが含まれている可能
性を見出した。図 2 における生物学的調節、
細胞内加工、局在性の確立を機能とするタン
パク質群は中年期・青年期を問わず多く含ま
れおり、分泌機構に関与するものではないか
と考えられた。今後のエクソソーム研究の発
展が大いに期待される結果となった。 
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