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研究成果の概要（和文）：本研究では、菌体から恒常的に分泌される細胞外小胞(EV)から、免疫増強因子をアジ
ュバントへ応用する事を研究目的として、腸内細菌に由来するEVによる免疫活性化の評価を行った。アジ腸内細
菌に由来するEVを用いて分化誘導したM1マクロファージとM2マクロファージを刺激したところ、炎症誘発性サイ
トカインと抗炎症性サイ トカインの顕著な分泌が見られた。EV内包分子に免疫調節機能があることが明らかに
なり、今後、アジュバントへの応用が期待される。

研究成果の概要（英文）：In this study, we evaluated immune activation by EVs derived from intestinal
 bacteria, with the aim of applying immune-enhancing factors to adjuvants from extracellular 
vesicles (EVs) that are constantly secreted from cells. M1 and M2 macrophages differentiated 
stimulated by isolated EVs remarkably exhibited secretion of pro-inflammatory and anti-inflammatory 
cytokines. It has been revealed that EV-encapsulated molecules have immunomodulatory functions, and 
their application as adjuvants is expected in the future.

研究分野：免疫学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
菌体から恒常的に分泌される細胞外膜小胞(EV)は、生物学的意義は長らく不明とされてきた。近年の研究で、EV
には免疫細胞を活性化させる効果があると分かった。 しかしながら、宿主細胞のEMV取込み機構や、EVの内包物
放出機構、そして免疫活性中心の物質情報に関して、分子レベルでの解析データは極めて限られている。本研究
では、EVの作用機序を詳細に解明し、EV由来の免疫増強因子をアジュバントへ応用する事で、研究成果の社会貢
献を目指す。

※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 
細胞外小胞（EV）は、ほぼ全ての細胞から分泌される 50–200 nm の脂質ナノ粒子であ

る。EV は脂質二重膜構造を有しており、タンパク質や核酸、脂質などの細胞由来成分が内

包されている(Fig. 1)。また、EV は生体内において、細胞間コミュニケーションに利用され

ており、ガンや神経変性疾患などの様々な疾患や、免疫応答や炎症反応などに関与している

ことが報告されている[1]。さらに、ドラッグデリバリーシステム(DDS)や再生医療への応用

の研究が盛んに進められている。 
近年の研究で、腸内細菌に由来する EV には

免疫細胞を活性化させる効果があることが明

らかになりつつあり[2]、ワクチンの免疫増強

剤となるアジュバント開発への研究展開が活

発に行われている。しかしながら、免疫細胞に

よる EV 取込み機構や、EV の内包物放出機構、

そして免疫活性中心の物質情報に関して、分子

レベルでの解析データは極めて限られている。 
 
２．研究の目的 
本研究では、免疫細胞に対する EV の作用機序を詳細に解明し、EV 由来の免疫増強因子

をアジュバントへ応用する事を研究目的とする。本来、アジュバントは生体内にほとんど存

在しない物質を用いて免疫作用効果を強める技術であることから、通常では出会わない腸

内細菌に由来する EV の方が、他の細菌や細胞の EV よりも免疫作用が強いと予想される。

そこで EV を大量に分泌する性質があるアジの腸内細菌（グラム陰性細菌）に着目した。ア

ジなどの青魚を摂取することには、血圧や LDL コレステロールの低下、血栓の危険性の低

下、抗炎症作用などの働きがあり、アジの腸内細菌が分泌する EV にも免疫作用効果が期待

される。アジの腸内細菌株は EV を大量生産することができ、なおかつ粒径や性質が均一で

あるため安定した供給が可能である[3]。加えて、EV の利用は分泌細胞に由来する免疫活性

物質を多く含むが、菌体を除去しているので感染リスクがなく安全性が高いのがメリット

である。免疫活性機構の解明が未踏なアジの腸内細菌株由来の EV から免疫応答反応を誘

引する活性分子を特定し、作用機序を解明しながら医療応用としてワクチンの免疫増強剤

となるアジュバント開発を目指す。 
 
３．研究の方法 
 本研究では、研究目的を達成するためにアジの腸内細菌株から EV の単離方法を確立し

た後、単離した EV による免疫細胞の活性化能を調べた。マウス由来のマクロファージ株細

胞 (RAW264.7) を用いて、炎症性・抗炎症性マクロファージ（それぞれ M1、M2マクロフ

ァージとする）の 2種類に分化誘導し、EV を添加した際の M1、M2マクロファージが産

生する様々なサイトカインをELISAで検出し、EVによる免疫細胞の活性化能を評価した。 

 

４．研究成果 

まず、炎症性・抗炎症性マクロファージの分化誘導を行なった。Western blotting を用い

て M1、M2マクロファージマーカータンパク質の発現を確認したところ、M1、M2 それぞ

れの特徴的なマーカーである iNOS と Arg-1 に関して顕著な発現量の増大を確認すること

Fig. 1. EV の概略図 



ができた。 
次に、単離精製した EV によるマクロファージのサイトカイン分泌量変化を ELISA で定

量化した。一般的に、M1マクロファージは刺激が加わると、炎症性サイトカインの一種で

ある IL-6、IL-12、IL-23 の発現量が増加する。それに対して、M2 マクロファージは抗炎

症性サイトカインの一種である IL-10、IL-12 の発現量が増大する。マクロファージに対し

て EV を添加したところ、炎症性サイトカイン IL-6 と抗炎症性サイトカイン IL-10 の分泌

量が非添加時よりも 10倍以上に増大するデータが得られた。アジの腸内細菌はグラム陰性

菌であるため、EV 膜表層には免疫賦活剤であるリポ多糖 LPS が存在する。そこで、LPS
阻害剤ポリミキシン B（PMB）を用いて、EV に含まれる LPS の寄与を確かめた。LPS単
独をポジティブコントロールに用いた際、PMB 存在下によってサイトカイン分泌量の著し

い低下が見られたことから、PMB が LPS を特異的に阻害することで LPS のマクロファー

ジ活性化能を効果的に抑制することが示唆された。それに対して、EV は PMB の有無によ

らず、EV の添加によるサイトカイン分泌量に差は差が見られなかった。この実験から、EV
表層に含まれる LPS もしくは遊離の LPS によってサイトカインが分泌されたのではない

ことが明らかになり、EV 内包物に未知の免疫活性化剤が内包されていることが示唆された。 
 今回の結果では、M1、M2マクロファージで共に IL-6 と IL-10 の分泌量が顕著に増大し

ていた。EV の内包成分として IL-6 を誘導する物質と、IL-10 を誘導する物質といったよう

に、それぞれ異なる物質によってサイトカインの産生が誘導されている可能性が考えられ

るため、今後は各種サイトカイン分泌の誘発物質の特定を目指す。 
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