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研究成果の概要（和文）：免疫関連タンパク質のDPP IV、IgA、唾液タンパク質のムチン5B、口腔内細菌由来の
LPSは、ヒト唾液由来エキソソーム表面に緩く相互作用している。これら表面分子のうちムチン5Bは消化酵素で
分解され、IgAおよびLPSの大部分はゲルろ過クロマトグラフィーによりエキソソーム表面から剥がれるが、一部
は強固に結合していた。表面分子を除去したエキソソームはマクロファージからのNO産生を増強させた。本作用
には膜貫通タンパク質であるDPP IVがLPSと協調している可能性を見いだした。唾液由来の粘膜免疫エキソソー
ムは口腔内では免疫系の過剰な活性化を抑制し、消化管内では免疫系の活性化に関与する可能性がある。

研究成果の概要（英文）：Human whole saliva contains exosomes that have mucosal immunomodulatory 
potential. Immune-related proteins such as DPP IV and IgA, salivary proteins such as mucin 5B, and 
lipopolysaccharide (LPS) derived from oral bacteria were associated with surface of the exosomes. 
Mucin 5B was digested with gastrointestinal enzymes. Although IgA and LPS were dissociated by 
size-exclusion chromatography, a part of them was tightly associated with the exosomes. Salivary 
exosome without the surface molecules increased production of nitric oxide (NO) from murine 
macrophages. In addition, we found that DPP IV may contribute to the NO production by collaboration 
with LPS. Salivary exosome is presumed to suppress the excessive activation in oral cavity and cause
 the activation of mucosal immunity after exposure to the gastrointestinal condition. 

研究分野： 衛生薬学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により得られた粘膜免疫エキソソームの機能および安定性に関する知見は、将来的には経口投与により抗
体（分泌型IgA）の産生を起こす粘膜免疫ワクチンへの応用のための基礎データとなる。
分泌型IgAは現在主流の皮下注射ワクチンでは産生されないが、中和抗体として感染予防に有利であり、米国等
ではIgAを産生する経鼻粘膜投与型インフルエンザワクチンが承認されている。粘膜免疫エキソソームに感染や
炎症の原因タンパク質などを導入したワクチンが実現すれば、効率的なsIgA産生が可能となるだけでなく、個人
ごとに対応したオーダーメイドワクチン開発の可能性がある。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 近年、細胞間の新しい情報伝達機構としてエキソソームなどの細胞外小胞（EVs）が注目さ
れている。これら EVs は分泌後、遠隔器官に分泌細胞のタンパク質、核酸などの情報を伝達す
ると考えられ、特にがんの転移に関与することから、疾病バイオマーカーの分野で精力的に研
究が行われている。申請者は唾液中にエキソソームが豊富に存在することを世界で初めて報告
し、本エキソソームにジペプチジルペプチダーゼ IV（DPP IV）、IgA 等の免疫関連タンパク質
が豊富に含まれること、これらタンパク質が結腸癌培養細胞(LIM-1863、DKO-1、SW480 な
ど)に由来するエキソソームに共通して見いだされることを見いだした。そこで、これらエキソ
ソームを粘膜免疫エキソソームと名付けた。また、粘膜免疫エキソソームの将来的なバイオマ
ーカー探索および DDS への応用のために唾液由来エキソソームの安定性を検討した結果、体
内で安定である可能性を見いだした。以上のことから、唾液由来の粘膜免疫エキソソームは口
腔内に分泌後、消化管内にて安定に存在し、腸管まで到達して免疫機構を活性化する機構があ
るのではないかと考えた。 
 
２．研究の目的 
本研究では主に以下の 2 点について、検討を行った。 

(1) 粘膜免疫エキソソームのマクロファージ（Mφ）等の免疫関連細胞に対する活性化機構の
解明 
(2) 粘膜免疫エキソソームの体内条件での安定性の検討 
 
３．研究の方法 
(1)-① エキソソームの分離 
ヒト全唾液からの粘膜免疫エキソソームは、唾液採取後にフィルターろ過および遠心濃縮し

た後、ゲル濾過クロマトグラフィー（Sephacryl S-1000）により分離した。得られた画分はタ
ンパク質濃度測定（BCA protein assay）、DPP IV 活性、エキソソームマーカータンパク質（Alix、
TSG101、CD9）および唾液由来エキソソームに豊富に存在するタンパク質（DPP IV、ムチン 
5B、IgA）のウェスタンブロットによる検出、lipopolysaccharide（LPS）濃度の測定、Zetasizer
を用いた粒子径測定、電子顕微鏡による形態観察を行った。 
 
(1)-② エキソソームの Mφ活性化機構の解明 
マウスMφ細胞株RAW264.7細胞を用い、粘膜免疫エキソソーム（LPS濃度として 1 ng/mL）

をインターフェロン-（IFN-）5 ng/mL と共に添加して培養した。一酸化窒素（NO）産生量
は Greiss 試薬で測定し、iNOS 発現量はウェスタンブロットを指標として比較検討した。 

 
(1)-③ エキソソーム表面分子の解析 
 エキソソーム画分に含まれる LPS の結合状態は、(A) ポリミキシン B（PMB）結合レジン
を用いたプルダウンアッセイにより検討した。エキソソーム表面分子の解析のために(B) 
EVSecond を用いたゲルろ過クロマトグラフィーのリクロマトグラフィー、(C) 分画遠心法で
の分離を行った。(A)~(C)の処理後は(1)-①の方法で性状を解析し、(1)-②の方法で RAW264.7
細胞に添加した。 
 
(2) エキソソームの安定性の検討 
安定性の指標として、DPP IV 活性、SDS-PAGE、ウェスタンブロット（(1)-①のタンパク質

の検出）、粒子径測定（ゼータサイザー）、電子顕微鏡によるエキソソームの形態観察を行った。 
 
(2)-① 体内(消化管内)の条件  

37℃、pH7.4 および pH3.0 にて検討した。さらに胃内条件として消化酵素のペプシン添加
（37℃、pH3.0）、腸内条件として膵液抽出物のパンクレアチン添加（37℃、pH7.4）、腸内の
界面活性剤である胆汁酸（コール酸ナトリウム）添加（37℃、pH7.4）を行い、それぞれ用量
および時間によるエキソソームの形態および構成成分の変化（(1)-①の方法）を検討した。 
 
４．研究成果 
(1) 粘膜免疫エキソソームの Mφ等の免疫関連細胞に対する活性化機構の解明 
 既に唾液由来粘膜免疫エキソソームは RAW264.7 細胞のような Mφ細胞株に対し NO 産生
を起こすこと、この NO 産生は IFN-の添加により増強されることを見いだしている。この
NO 産生はトール様受容体 4（TLR4）ノックアウトマウス由来の Mφにより一部抑制されるこ
とからエキソソームに存在する LPS が関与すると考えられた。しかしながら、エキソソームの
LPS 濃度を 1 ng/mL に合わせて RAW264.7 細胞に IFN-と共添加すると、NO 産生は同濃度
の LPS 標準品および同濃度の LPS を含む全唾液（WS）よりも抑制されていた（図 1、
Exo+IFN-）。 
 
 
 



図3 唾液由来エキソソームのEVSecondによるリクロマトグラフィー
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図4 粘膜免疫エキソソーム表面分子の挙動

LPS の除去に用いられる PMB 結合レジンを用いてエ
キソソームのプルダウンアッセイを行い、エキソソーム
と PMB との結合性を検討したが、LPS は除去しきれず
に 20%が非結合画分から検出され、エキソソームはほと
んど結合しなかった（図 2 左）。以上のことから、エキソ
ソームに結合した LPS は RAW264.7 細胞表面の TLR4
および PMB との結合が阻害される状態であることが考
えられた。PMB レジン処理を繰り返すとエキソソームは
レジンに結合すること、PMB レジン処理エキソソームを
RAW264.7 細胞に添加すると、NO 産生は LPS 標準品と
同等になったこと（図 1、Exo-PMB＋IFN-）から、LPS
の一部はエキソソーム表面に強固に結合し、NO 産生に
寄与していることが考えられた。 
前述のように PMB 結合レジンにエキソソームは結合

しなかったが、レジンからは IgA が強く検出された（図
2 右）。IgA はエキソソームに豊富に含まれているタンパ
ク質であるが、抗 IgA 抗体を用いて免疫沈降を行うとエ
キソソームは沈降しなかった。以上のことから、エキソ
ソームの表面ではLPSと IgAが結合した状態で存在して
いるが、これらのエキソソームとの相互作用は緩いことが考えられた。 

唾液由来エキソソームはゲルろ過クロマトグラフィーで精製を行っているので、得られた画
分のリクロマトグラフィーを行うことにより、エキソソーム表面の相互作用の緩い分子が分離
されるかを検討した。EV-Second を用いたリクロマトグラフィーでは IgA および LPS の一部
がエキソソームより分離された（図 3）。また、リクロマトグラフィーで得られたエキソソーム
画分の NO 産生は PMB レジン処理エキソソームと同様に増強された。 

さらに、エキソソームを超遠心することで、表面分子の完全な分離を行った。超遠心上清に
は IgA および LPS のほかにムチン 5B が上清から検出された。この超遠心後のエキソソーム
についても NO 産生は増強されていた。ムチン 5B については抗ムチン 5B 抗体を用いた免疫
沈降を行い、エキソソームは沈降しないことを確認した。 

以上を考え合わせると、エキソソーム表面には IgA、LPS、ムチン 5B が緩く結合しており、
これらを除去したエキソソーム本体には一部強固に結合した LPS が存在している状態である
と考えられた（図 4）。エキソソーム表面の分子群については現在、プロテオーム解析により精
査しているところである。 

 



図5 EVSecon後エキソソームによるNO産生に
対するDPP IV阻害剤の効果（RAW264.7細胞）
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図6 エキソソームの消化酵素、胆汁酸処理
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表面分子の除去のために行った 3 つの方法（PMB レジ
ン処理、リクロマトグラフィー、超遠心）ではエキソソ
ームに豊富に存在する DPP IV の酵素活性が上昇する現
象が認められた。最近、DPP IV と LPS は TLR4 を介し
た NO 産生を増強することが報告されている。組換え型
DPP IV と LPS を RAW264.7 細胞に添加すると DPP IV
濃度依存的に NO 産生は増強された。一方、EVSecond
でリクロマトグラフィーを行ったエキソソームを DPP 
IV 阻害剤処理後に RAW264.7 細胞に添加すると NO 産
生は抑制された（図 5）。DPP IV はⅡ型膜タンパク質と
してエキソソーム表面に強固に結合しており、抗 DPP IV
抗体を用いた免疫沈降ではエキソソームはほぼ 100%沈降した。以上のことから、エキソソー
ムの表面分子を除去すると DPP IV の活性中心が露出し、エキソソーム本体に強固に結合した
LPS とともに RAW264.7 細胞の NO 産生の増強に寄与している可能性が考えられた。 

 
(2) 粘膜免疫エキソソームの体内条件での安定性の検討 

エキソソームの体内での安定性については、体内条件（37℃、pH7.4）では 10 時間まで安
定に存在していた。胃内条件（ペプシン存在下、37℃、pH3.0）では胃内のペプシン濃度（3 
mg/mL）で 3 時間まで検討した。表面分子として同定したムチン 5B は 5 分でほぼ完全に分解
され、テトラスパニンとしてエキソソームの膜を貫通している CD9 も分解されたが、他の構
成成分および形態には変化が見られなかった。腸内条件（パンクレアチン存在下、37℃、pH7.4）
ではペプシン処理と同様にムチン 5B および CD9 の分解が見られたが、他の指標に変化は認
められなかった。さらに、腸内の界面活性剤としてコール酸ナトリウム処理を行った。構成成
分および形態はコール酸濃度依存的に可溶化されたが、腸内の濃度（0.1%）では 37℃、1 時間
まで変化は認められなかった（図 6）。以上のことから、唾液由来エキソソームは分泌後に腸管
まで安定に移動する可能性が示された。さらに、表面分子として同定されたムチン 5B の分解
が起こったことから、消化酵素によりエキソソームの表面が露出して、(1)項のような免疫活性
化作用を発揮する可能性が考えられた。 
 

 
以上、本研究により口腔内の粘膜免疫エキソソームは、口腔内において過剰な免疫活性化を

抑制すると共に、消化管内では比較的安定に存在し、表面分子の消化と共にエキソソーム本体
による免疫活性化作用が発揮される可能性を見いだした。 
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