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研究成果の概要（和文）：唾液、血液など採取の容易な検体での解析を行った。今回、細胞から分泌される直径
50-150nmの細胞外小胞の一つであるエクソソームはその内部にマイクロRNA(以下 miRNA)含むことが知られてお
り、そのmiRNAに着目し、能動的に分泌されるエクソソーム内miRNAを検出することで、より精度の高い診断への
応用を期待した。結果として、血液、唾液、うがい液からmiRNAを検出することが可能であった。疾患特異的な
分子の確定にはいたらなかったが、非侵襲的に採取できる唾液やうがい液検体がSS等の口腔内疾患の検査法とし
て有用である可能性を示した。

研究成果の概要（英文）：Analysis was performed on samples that were easy to collect, such as saliva 
and blood. This time, it is known that exosome, which is one of extracellular vesicles with a 
diameter of 50-150 nm secreted from cells, contains microRNA (hereinafter referred to as miRNA) in 
its interior. By detecting the miRNA in exosomes, it is expected to be applied to more accurate 
diagnosis. As a result, it was possible to detect miRNA from blood, saliva and mouthwash. Although 
it has not been possible to determine the disease-specific molecule, it has been shown that saliva 
and gargle samples that can be collected non-invasively may be useful as a test method for oral 
diseases such as SS.

研究分野： 口腔科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
これまでのシェーグレン症候群に関する検査法には侵襲的な検査が多く、かついくつかの検査を組み合わせるこ
とで診断を行っていた。本研究が実用化にいたれば侵襲のない方法で採取可能な唾液やうがい液を用いて診断を
行い、これまで困難であった経過観察のツールとして応用可能な、ひいては治療効果の判定にも用いれる検査法
の確立する可能性がある。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
シェーグレン症候群 （SS）は唾液腺や涙腺などの外分泌腺が特異的に障害を受ける臓器特異

的自己免疫疾患であり、ドライマウスやドライアイを主症状とする。 導管上皮へのリンパ球浸
潤を特徴とし、病態進展とともに高γグロブリン血症や悪性リンパ腫などの腺外症状が出現す
ることがあるため、リンパ増殖性病変とも称されるが、病因・病態についてはまだまだ不明な点
が多い疾患である。 
ヒト T 細胞白血病ウイルス I 型（HTLV-1）は成人 T 細胞白血病(ATL)や HTLV-1 関連脊髄

症(HAM)の原因ウィルスである。HTLV-1 ウィルスは全世界において 1000〜2000 人がキャリ
アーと推定されているが、日本では特に九州地方(特に北部九州)が高浸淫地域である。HAM 患
者はしばしば多関節症や間質性肺炎を合併し、HAM 患者の約 6 割に SS を合併するという報告
もある(Ann Rheum Dis. 1997)。抗 HTLV-1 抗体陽性 SS 患者（HTLV-1(+) SS）は腺外症状が
多く、HAM に合併する SS は乾燥症状が軽度であるという特徴を持つという報告があり、さら
に、唾液腺造影での所見の有無（Rubin＆Holt 分類）と口唇腺生検組織でのリンパ球浸潤の程度
(Greenspan 分類)で SS を評価すると、HTLV-1(+) SS では唾液腺構造破壊をきたしにくいこと
が報告されている(Clin ExLp Rheumatol. 2008.)。 
 
２．研究の目的 

SS は涙腺や唾液腺をはじめとする外分泌腺のリンパ球浸潤を主体とする慢性の炎症性疾患で
あるが、その発症や病態進展については不明な点が多い。最近の研究では、その要因の一つとし
てウイルスの関与が示唆されているが、そのなかでも HTLV-1 は、T 細胞の細胞増殖や炎症性サ
イトカイン産生を促進し、SS をはじめとする自己免疫疾患を惹起することが報告されている。
SS の唾液腺組織にはしばしばリンパ濾胞が形成され，この部位で SS の免疫反応が惹起される
と考えられているが、HTLV-1(+) SS（特に HAM の合併例）では胚中心（GC）形成をほとんど
認めないことも明らかとなっている(J Rheumatol. 2007.)。このように、HTLV-1(+) SS と HTLV-
1(-) SS の臨床像が明らかに違うことから、免疫学的な見地からも、病態形成のメカニズムが異
なることが推察される。 
 過去の研究でも、HTLV-1(+) SS では HTLV-I に感染した T 細胞が導管周囲に集積しており
（Arthritis Rheum. 1998）、HTLV-1(+) SS の疾患特異的 TCR Vβ遺伝子（Vβ7）の発現が亢
進していることを報告されている（J Immunol. 2000）。さらに、ATL のほとんどの症例 (>90%) 
で白血病細胞はケモカイン受容体 CCR4 を強く発現していることが報告され(J. Immunol. 
2008)、新規抗体薬も開発されている。我々はこれまで HTLV-1(-) SS の唾液腺に浸潤する Th サ
ブセットに注目し、唾液腺で発現されるサイトカインと Th 細胞の選択的遊走に関与するケモカ
イン、ケモカインレセプター発現のパターンから、SS の唾液腺病変の発症と病態維持には Th1
と Th17 が重要であり、病態進展には Th2 と Tfh 細胞が重要であることを見い出した (J 
Autoimmun. 2013)。 
以上の研究成果から、HTLV-1(-) SS は特定の Th サブセットが病変局所において、その病態

の発症から進展まで経時的・異時的に関与しており、一方で HTLV-1(+) SS はこのプロセスとは
異なった病態発症のプロセスを介している可能性が考えられる。本研究は、SS の特に HTLV-
1(+)患者の病態について特異的な因子を解明すること、さらには新規分子を利用した新たな検査
法の確立を目指す。 
 
３．研究の方法 
 
（１）HTLV-1(+)における更新小唾液腺のケモカイン・ケモカインレセプターの発現と局在の確
認 
 
（２）SS の病態発症に関与する分子の検索 (RNA マイクロアレイ法)にて行う予定であったが、
組織生検は侵襲があることから経過観察に適している検査とはいえない。また、血液検査は組織
検査と比べると侵襲は低いものの特異的な診断精度が低く実用化には至っていない。そこで今
回われわれは SS で障害される代表的な組織である唾液腺で産生される唾液をサンプルとして解
析を行うこととした。なかでも、唾液に含まれる分子(ナノ粒子)中に内包されている情報伝達物
質による細胞間コミュニケーションや免疫調節機構が疾患の発症や制御に関連していることに
着目し、唾液検体から直径 50-150nm の細胞外小胞の１つであるエクソソームの解析を行うこと
とした。エクソソームはその内部にマイクロ RNA を含んでおり、能動的に分泌されるエクソソー
ム内 miRNA を解析することで精度の高い病態解析に繋がることが期待できる。 
 
（３）サンプル採取：安静時唾液、うがい液、血液を SS 患者、健常者からそれぞれ採取した。 
 
（４）これまでに SSの病態解析にエクソソーム由来の分子を用いて研究した報告はなく、かつ、
うがい液から抽出した報告もないためまずは基礎技術の確立を目指し以下の通りに研究を行っ
た。 
①唾液、うがい液、血清サンプルよりエクソソームペレットの作成および定量解析 
 （エクソソームの定量解析はナノトラッキング法で行った。） 



②エクソソーム由来 miRNA の抽出 
③エクソソーム由来 miRNA の PCR での発現確認。 
 

（５）マイクロアレイによりバイオマーカーとなりうる候補 miRNA を選出し、RT-PCR を行いバ
リデーションを行う。 
 
（６）SS の新しいバイオマーカーの検討 

 
 
４．研究成果 

HTLV-1(+) SS は腺外症状が多く、HAM に合併する SSは HTLV-1(-) 
SS と比べ乾燥症状が軽度であるという特徴を持つという報告があ
るが、今回の症例では唾液腺造影検査所見（Rubin＆Holt 分類）で
は有意差は認めなかった。しかし、口唇腺生検組織でのリンパ球浸
潤の程度(Greenspan 分類)で SS を評価すると、HTLV-1(+) SS では
唾液腺構造破壊をきたしにくいことが分かる。また、胚中心の形成
率を見ても HTLV-1(+) SS では 0%であった。このことから病態形成
において両者では明らかに異なっている可能性が示唆される。これ
までの研究でも、HTLV-1(+) SS では HTLV-I に感染した T細胞が導
管周囲に集積しさらに、成人 T 細胞白血病(ATL)のほとんどの症例 
(>90%) で白血病細胞はケモカイン受容体 CCR4 を強く発現してい
ることが報告され(J. Immunol. 2008)、新規抗体薬も開発されてい
る。我々はこれまで HTLV-1(-) SS の唾液腺に浸潤する Th サブセッ
トに注目し、唾液腺で発現されるサイトカインと Th 細胞の選択的
遊走に関与するケモカイン、ケモカインレセプター発現のパターン
から、SSの唾液腺病変の発症と病態維持には Th1 と Th17 が重要で
あり、病態進展には Th2 と Tfh 細胞が重要であることを見い出した 
(J Autoimmun. 2013) 
 これまでは口唇腺組織を用いて検討を行っていたが、唾液をサ
ンプルとして検討を行うことに着目した。前述の流れで検討を行
った。①血清、唾液、うがい液それぞれのサンプルからエクソソ
ームの検出を確認。②それぞれのサンプルから検出したエクソソ
ソーム由来の miRNA を抽出し、それぞれをマイクロアレイにかけ
疾患特異的な因子の抽出を行う。 
 今回は特異的な因子を特定するまでには至らなかったが、唾液
という繰り返し、安全に採取できる唾液という検体を用いて、SS

の疾患特異的な分子を検出する可能性を見出した。本研究が実用化に至れば侵襲的な検査を行
わずとも SS の病態を経時的にモニタリングするツールとなり得ると考える。 
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