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研究成果の概要（和文）：エキソソームの膜表面にHSP72が発現しているという報告を基に、HSP72複合体単離法（NHq
法）によるエキソソームの効率的な単離と腫瘍マーカーの探索を目的とした。癌細胞培養上清からNHq法でHSP72複合体
を単離し、エキソソームマーカーにて超遠心法と比較したが、結果は陰性であった。したがってNHqではエキソソーム
の単離はできなかった。一方NHq法により、多発性骨髄腫マーカーの探索を試みた。患者血清に対してHSP72結合分子の
探索を行った結果、10例中すべてで3種類のタンパク質を同定した。中でもプロテインXは腫瘍マーカーになりうる可能
性を秘めている。

研究成果の概要（英文）：Recent research has reported that HSP72 released from tumor cells on surface of ex
osome. Therefore, we aimed to assess the NHq method, which we established method to isolate of HSP72-bindi
ng proteins, for purification of exosome and to explore for biomarker. HSP72-binding molecules isolated wi
th NHq could not involve CD63 and CD9. These markers of exosome were detected in flow-through of NHq metho
d. HSP72 was mainly detected in the supernatant of ultracentrifugation. HSP72 did not exist on surface of 
exosome against previous report. Therefore, we concluded that NHq method could not isolate exosome. Wherea
s, we tried to explore the biomarker of multiple myeloma using NHq method. As a result, we identified 3 pr
oteins in sera of patients. One of these proteins might be a biomarker of multiple myeloma.
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１．研究開始当初の背景 

血清プロテオームによる腫瘍マーカーの

開発は急務であるが、血中にはアルブミンな

どの夾雑タンパク質が大量に混在し、微量タ

ンパク質の同定は困難を極めている。よって

疾患特異性が高い微量タンパク質を検出す

る手法が切望されていた。申請者は分子シャ

ペロンである Heat Shock Protein 72 (HSP72)

が細胞内タンパク質と複合体を形成したま

ま、がん細胞から放出されることに着目した。

自作の HSP72 モノクローナル抗体 9 種類を

NHS セファロースに共有結合した NHq を作製

し、バッチ法による血中微量タンパク質同定

法を開発し（NHq 法）、特許申請した（特願

2011-169552）。一方、近年、がん細胞が miRNA

やタンパク質を内胞したエキソソーム小胞

を血液中に分泌し、間質細胞や免疫細胞とク

ロストークを行うことが明らかとなった。エ

キソソーム中のmiRNAやタンパク質の種類は、

分泌した細胞の種類や生理学的状態により

異なるためエキソソームを標的としたプロ

テオミクスは癌の診断法の開発につながる

可能性が高く、既に複数のグループが取り組

んでいる。さらにこのエキソソームの表面に

HSP72 が発現していることが明らかになって

きた。したがって、血清に対する NHq 法の適

用でエキソソームを単離できる可能性があ

る。エキソソームを単離できれば、より簡便

かつ特異的な方法となることから腫瘍マー

カー探索が飛躍的に進むと考えられる。 

 

２．研究の目的 

多発性骨髄腫の腫瘍マーカーの探索を目

的とする。それに先立って申請者が開発した

NHq 法がエキソソーム単離法になりうるかを

検証し、腫瘍マーカー探索の効率化を試みる。 

 

３．研究の方法 

NHq 法のエキソソーム単離法としての妥当性

の評価 

細胞は肺腺癌細胞 A549、膵管癌細胞 Panc1

を用いた。培養上清を限外濾過にて濃縮した

後、NHq 法により HSP72 複合体を単離した。

従来法のエキソソームの単離法としては超

遠心法を用いた。アセチルコリンエステラー

ゼ、CD63、CD9 のウエスタンブロットを指標

にエキソソーム画分が単離できているか評

価した。 

多発性骨髄腫腫瘍マーカーの探索 

多発性骨髄腫細胞 KMS-12-PE を使用した。

また、患者より同意のもとで採取した多発性

骨髄腫患者血清を実験材料に用いた。多発性

骨髄腫患者の血清 10 例を用いて NHq 法によ

って NHP72 複合体の単離を行い、SDS-PAGE に

て展開した。銀染色の後、ゲルショットガン

法にて結合分子の同定をおこなった。プロテ

オーム解析は LTQ (Thermo Fisher)にて行い、

データ解析には swissprot (ヒト)を用いた。

KMS-12-PE の培養上清に対して NHq 法を施行

し、同定した分子が多発性骨髄腫細胞由来で

あるかを検証した。 

 

４．研究成果 

NHq 法のエキソソーム単離法としての妥当性

の評価 

A549 

A549 を用いて超遠心法で単離できるエキ

ソソームと NHqによって単離できる HSP72 複

合体を比較した。エキソソームマーカーとし

て用いたアセチルコリンエステラーゼは両

群で認められた。次に超遠心の沈降物中に

HSP72 が含まれるかを評価したところ、HSP72

陽性であった。さらに超遠心の際のフロース

ルーにHSP72があるかを確認するために超遠

心後の上清を用いて NHq 法を試行し、ウエス

タンブロットにて評価したところHSP72の存

在を認めた。一方で NHq にて精製したフロー

スルーの分画に CD63 やインテグリンのバン

ドを認めた。NHq による精製サンプルは CD63

陰性であった。したがって NHq のフロースル



ーにエキソソームがあることが示唆された。

以上よりA549由来のエキソソームにはHSP72

が内包されているにも関わらず、NHq では単

離できないと結論づけた。 

Panc1 

膵癌細胞は細胞外HSP72量が多いという予

備検討の結果を踏まえて、同様に超遠心法と、

NHq 法によるエキソソームの単離を試行した。

超遠心法では CD63 を認めたが、NHq 法では

CD63 を認めなかった。また超遠心法のエキソ

ソーム画分に HSP72 を認めた。しかし、その

量は NHq に比べて 1/10 以下であった。以上

より、細胞外に分泌される HSP72 の大半はエ

キソソームの構成分子というよりもタンパ

ク質複合体として放出されている可能性が

示唆された。 

一般に、HSP72 はエキソソームマーカー、

すなわち構成タンパク質として知られ、細胞

外HSP72の分泌メカニズムもエキソソームを

介すると報告されている。しかし、従来の報

告に反して細胞外HSP72のうちエキソソーム

由来のものはごく一部であることが明らか

となった。NHq 法でエキソソームが単離でき

ない理由として、１）既存の報告に反して

HSP72 がエキソソーム膜上に発現していない

可能性、２）HSP72 はエキソソーム膜上に存

在するがNHqが認識する抗原部位が膜上にあ

ることでマスクされている可能性が考えら

れる。これに関しては引き続き解析を継続す

る。 

多発性骨髄腫バイオマーカーの探索 

エキソソームの効率的な単離はうまくい

かなかったが、NHq は細胞外 HSP72 複合体は

効率的に単離可能であることから当初の目

的であった多発性骨髄腫腫瘍マーカーの探

索を行った。患者血清 10 例を使用し、NHq 法

にて結合タンパク質の単離を試みた。結合タ

ンパク質を SDS-PAGE で展開した後、15kD 以

下の分画に存在するタンパク質を質量分析

に供した。その結果、34 種類のタンパク質を

同定した。このうち、3 種類のタンパク質は

患者 10 例中 10 例で同定できた。中でも

protein X（特許の関係上、非公開）に着目

した。これが多発性骨髄腫の細胞から分泌さ

れうるかを明らかにするためにKMS-12-PE株

の培養上清を用いてHSP72との結合を評価し

た。その結果、細胞内、細胞外で HSP72 と

protein Xの結合を認めた。以上より、protein 

X は多発性骨髄腫患者血清中で、HSP72 に結

合して血液中に放出されうることが明らか

となった。 
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