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研究成果の概要（和文）：気管支喘息患者の血液中に浮遊するエクソソーム（細胞外小胞）の網羅的解析によ
り、3000種類以上に及ぶ膨大な蛋白を捉えるだけでなく、気管支喘息患者肺も同時に網羅的解析を加える統合解
析により、気管支喘息の病態と密接に関わる新規バイオマーカーを同定した。とりわけ、ガレクチン10等のバイ
オマーカー分子は、喘息の診断や気流閉塞の予測に有用なだけでなく、喘息病態と密接に関わるエトーシス（好
酸球の細胞死）と相関した。喘息のバイオマーカーとして血中好酸球数が主に活用されてきたが、エクソソーム
中ガレクチン10は、好酸球数に優る新規バイオマーカーであることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：We have identified novel biomarkers related to the pathogenesis of bronchial
 asthma by comprehensively analyzing exosomes (extracellular vesicles) floating in the blood of 
bronchial asthma patients, identifying a vast number of proteins (more than 3000 kinds). 
Additionally, we integrated comprehensive analysis of bronchial asthma patients' lungs. In 
particular, biomarker molecules such as galectin-10 are not only useful for asthma diagnosis and 
predicting airflow obstruction but also correlated with etosis (eosinophil cell death), which is 
closely related to the pathophysiology of asthma. Although blood eosinophil count has been mainly 
utilized as a biomarker for asthma, galectin-10 in exosomes was suggested to be a novel biomarker 
superior to eosinophil count.

研究分野： プロテオミクスによる呼吸器疾患のバイオマーカー探索

キーワード： 気管支喘息　エクソソーム　バイオマーカー　プロテオミクス
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研究成果の学術的意義や社会的意義
気管支喘息は、症状、気道過敏性や気道可逆性により総合的に診断される疾患で、血液検査では血中好酸球や
IgE等により、肺内の病態を推測しながら治療法を検討しているものの、肺内の疾患活動性を反映する分子を血
液で捉えるには限界があった。我々は、血中の細胞外小胞であるエクソソームに着目し、最新プロテオミクス
（蛋白網羅的解析）を駆使することで新たな気管支喘息バイオマーカーの一つとしてガレクチン10を同定した。
ガレクチン10を含む新規バイオマーカー分子は、通常、喘息の診断において、ゴールドスタンダードとされる末
梢血好酸球数に診断能で優るだけでなく、気流閉塞や粘液栓とも有意な相関を認めた。

※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 
気管支喘息は、世界3億人の患者が推計される、複雑多様な表現型を示す慢性炎症性疾患で

ある。しかし、活用可能なバイオマーカーは基本的に血中好酸球数、IgE、呼気中一酸化窒
素の3種のみであり、個別化医療が求められる気管支喘息の診断や治療に用いるには不十分
なため、新規バイオマーカーの開発が喫緊の課題であるとされている。 
あらゆる細胞から分泌される細胞外小胞（エクソソーム）は、核酸や蛋白など種々の分子

を内包し、細胞間・組織間・臓器間における新規情報伝達物質として注目されている。さら
にエクソソームは、抗原提示などの免疫応答にも関与し、脂質二重膜に囲まれ安定で、容易
に採取可能でもあることから、新規バイオマーカーの理想的なリソースと考えられる。実際
にエクソソームの活用は、複数の悪性疾患の病態病理解明や診断・治療戦略の開発を可能に
してきた。尚、気管支喘息を含む慢性気道疾患では、個別化医療におけるバイオマーカーや
ドラッグデリバリーシステムとしてエクソソームが潜在的な役割を持つことが、近年急速
に蓄積されてきたエビデンスによって示されている。例えば、気管支喘息患者の好酸球由来
エクソソームは、気道上皮細胞の創傷治癒遅延と気道平滑筋のリモデリングを誘導するこ
とが報告されている。 また、免疫関連のmiRNAは、気管支喘息のフェノタイプ／エンドタ
イプ分類や重症度を反映する非侵襲的なバイオマーカーとして使用できることが報告され
ている。 
少量のエクソソームタンパク質を分析するのは困難であるため、エクソソームに関する呼

吸器疾患研究のほとんどは、mRNAとmiRNAにのみ焦点を当ててきた。しかし、ヘテロで複
雑な気管支喘息の表現型の分類に関しては、ゲノミクスやトランスクリプトミクスよりプ
ロテオミクスの方が有利であろうと考えられた。 
 
２．研究の目的 
本研究では、血清エクソソームの次世代プロテオミクスから、複雑多様な気管支喘息の個

別化医療に有用なバイオマーカーの開発に挑戦した。 
 
３．研究の方法 
 健常者4人、非好酸球性喘息患者4人、および好酸球性喘息患者4人の血清エクソソームを
用いて、最新プロテオミクスのdata-independent acquisition (DIA)を実施した。バイオマ
ーカーを検証するために、23人の健常者と61人の気管支喘息患者のサンプルを用いてDIAに
よる再検証を実施した。気管支喘息群には非好酸球性喘息患者34人と好酸球性喘息患者27
人が含まれていた。また、疾患対照として慢性閉塞性肺疾患（COPD）患者13人、2型炎症
性疾患の典型例としてアレルギー性気管支肺真菌症（ABPM）患者6人、好酸球性肉芽腫性
多発血管炎（EGPA）患者5人も解析対象とした。さらに、健常者3人と気管支喘息患者4人
の手術検体を用いて、気管支肺周囲組織の液体クロマトグラフ質量分析（LC-MS/MS）を
行った。その後、好酸球性副鼻腔炎（ECRS）のバイオマーカーを探索するため、Non-ECRS
患者6人とECRS患者7人の検討も行った。 
 
４．研究成果 
健常者、非好酸球性喘息患者、好酸球性喘息患者の血清から単離したエクソソームについ

て、DIAを行い、3032種類もの大量の蛋白を同定した。その中で、好酸球性喘息のバイオマ
ーカータンパクとして23種類が候補となった。さらに、84人からなる検証コホートにおい
て、好酸球性喘息の バイオマーカーを絞り 込み、 Galectin-10 (Gal-10), eosinophil 



peroxidase (EPO), major basic protein-1, eosinophil derived neurotoxin, arachidonate 15-
lipoxygenaseの5種類を好酸球性喘息の新規バイオマーカーとして同定した。なかでもGal-
10は、シャルコーライデン結晶の構成成分であるだけでなく、難治性喘息の鍵分子として
注目されるが、エクソソーム中Gal-10は喘息診断能だけでなく、閉塞性変化や気道粘液栓と
も強い相関を示し、従来の気管支喘息バイオマーカーとされる血中好酸球数よりも優るこ
とが示された。 
発現量の変化していたタンパク質の機能的役割を検討するために、パスウェイ解析（IPA

を行った。好酸球性喘息のバイオマーカー候補タンパクで検討したcanonicalパスウェイに
は、’'喘息における気道炎症''や''NRF2を介した酸化ストレス応答''が含まれていた。タンパ
ク質相互作用のネットワーク解析によると、好酸球性喘息バイオマーカーは細胞外シグナ
ル調節キナーゼ、c-Jun N末端キナーゼ、ホスホイノシチド3-キナーゼ（PI3K）とコアタン
パク質として相互作用していた。これらの結果は、同定されたタンパク群が好酸球性炎症を
反映していることを示していた。注目すべきは、相互作用ネットワーク解析で明らかになっ
たように、我々の研究における気管支喘息バイオマーカー候補タンパク質は、IL-4受容体や
IL-13遺伝子などの気管支喘息関連遺伝子と関連していたことである。このことは、このア
プローチが気管支喘息の病因に関与する分子を非侵襲的に同定できることを示唆している
と考えられた。 
重症気管支喘息に高頻度に合併する好酸球性副鼻腔炎（ECRS）についても、同様の検討を

加えた。Non-ECRS患者6名、ECRS患者7名について、血清エクソソームだけでなく鼻ポリ
ープ組織の同時DIAを行った。ECRSの新規バイオマーカー候補タンパクをエクソソームか
ら29種類、組織から88種類同定することができた。とりわけ、Gal-10とEPOは、エクソソ
ームと組織における蛋白発現量に有意な相関がみられ、やはりliquid biopsyとしての有用性
が示唆された。 
さらに、健常人由来の好酸球をIL-5とplatelet activating factorで刺激すると、eosinophil 

extracellular trapped cell death (EETosis)と呼ばれる特殊な好酸球性の細胞死を引き起こ
す。EETosisは喘息やECRSにおける粘液栓形成を促進する現象である。採取した慢性鼻副
鼻腔炎組織におけるEETosisの程度を調べるため、in vivoにおけるEETosisと密接に相関す
るLund-Mackayスコアを算出した。注目すべきことに、このスコアはGal10、EPO、および
血中好酸球数と有意な相関があった。さらに、Gal10は、EPOおよび血中好酸球数よりも、
Lund-Mackayスコアとわずかに強く相関していた。これらのことから、エクソソームにお
けるGal10の発現は、in vitroおよびin vivoにおけるEETosisとの関連を示唆する。好酸球由
来エクソソーム中のGal-10は、in vitroにおけるEETosis誘導アッセイにおいて増加を認め
るだけでなく、ECRS患者における粘液栓スコアとも相関したことから、liquid biopsyとし
ての有用性が検証された。 
血清エクソソームを用いた最新プロテオミクスにより、好酸球性喘息の新規バイオマーカ

ーを5種類同定した。とりわけ、エクソソーム中Gal-10は、喘息におけるゴールドスタンダ
ードである血中好酸球数よりも気管支喘息病態（気流閉塞、粘液栓形成）と強い相関を認め
た。同時に、2型炎症性疾患の代表である好酸球性副鼻腔炎においても、Gal-10の有用性が
示された。複雑多様な喘息における新規バイオマーカー開発が求められてきたが、本研究の
ストラテジーにより、血清の網羅的解析では同定しえなかった疾患の鍵となる蛋白を安定
して定量することが可能となる。本研究で見出されたGal-10は、好酸球性炎症の鍵分子であ
り、気管支喘息やECRSだけでなく、慢性閉塞性肺疾患や種々の好酸球性炎症を捉えること
も可能である。さらに、本アプローチは、種々の慢性炎症性疾患や難病における新規バイオ
マーカー開発のストラテジーとなるだけでなく、ヘテロな慢性炎症性疾患について分子に
基づくクラスタリングや治療薬開発への有用性も示唆される。 
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