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研究成果の概要（和文）：１．エクソソーム内にヒストン内包は証明済み、HMGB1の内包に関しては証明中。1）エクソ
ソーム分離法：メラノーマ細胞A375 の培養液から超遠心で分離した上清pellet分画にエクソソームが回収されること
を確認。2）本分画のimmunoblot 解析で,CD9Alix,CD63,HSP70,Histonesは陽性,HMGB1は現在研究中。3)エクソソーム内
Histone の種類とエピジェネティック修飾は解析中。２．エクソソーム表面糖鎖構造に特徴的な物を発見し現在構造決
定中。３．エクソソーム内包microRNA解析も現在進行中。４．今後HMGB1 分子の還元型,部分酸化型,全酸化型を決定予
定。

研究成果の概要（英文）：We have been investigating in damage associated molecular patterns, DAMPs, 
focusing on HMGB1 and histones. We established the specific ELISA assay method and showed that these two 
DAMPs are worthy of diagnostic marker for DIC and septic shock. Therefore we have stated to establish 
“exosomal DAMPs”. After the ultracentirifugation of conditioned medium from melanoma, we obtained 
exosome. The immunoblotting study, the exosome expressed and showed molecules of CD63, CD 81, both are 
markers of exosome. We also detected high mannose glucose chain. We could positive band for histones, 
suggesting that exosome contains histones. In conclusion of this preliminary study, DAMP; histones are 
actually contained into exosome. Whether the exosomal histones exert their cytotoxic effect is remained 
as a next study. In conclusion we partially succeeded in showing that exosome actually contains DAMP: 
histones. We are going to study on the cytotoxic bioactivity of this exosomal histones.

研究分野： 血管代謝とその病態、ショック、播種性血管内凝固症候群性の発症機構とその検査学的診断法、治療法の
開発
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１． 研究開始当初の背景 
申 請 者 ら は DAMPs(Damage Associated 

Molecular Patterns), PAMPs(Pathogen 
Associated Molecular Patterns)の機能、生
理活性と病態発現、DAMPs/PAMPs の特異的ア
ッセイ法とその標的治療法などについて研
究してきた。 
特に、DAMPs; HMGB1, ヒストン、PAMPs; LPS 

などについては、その特異的測定法、生理活
性と受容体、シグナル伝達に関しての研究で
は一定の成果を挙げてきている。しかし、
DAMPs：HMGB1, ヒストンの細胞外への放出機
構に関しては、現在のところ解明されていな
い。一方申請者らは別個に細胞由来の小胞
exosome の研究を行ってきていた。そこで
DAMPsが exosome 内に内包されて細胞外に放
出される可能性を考えて本研究に取り掛か
った。いわゆる“exosome cargo”なる概念
の創出である。exosome 内に内包されて放出
されると仮定すると、微量の DAMPs であっ
ても循環血液で希釈されることなく、一定の
濃度を保持できるほか、有効に標的細胞にタ
ーゲッティングして、生理活性を発揮しうる
と考えられる。 
 
２． 研究の目的 
(1) naked, free DAMPs, -PAMPs と exosomal 
DAMPs, -PAMPs という２様の存在様式いう作
業仮説の検証：諸細胞、特に癌細胞からの
DAMPs, あるいは病原体感染細胞からの
PAMPs の中には、フリー、すなわち naked な
もとのと、exosome 内に内包されているもの、
すなわち exosomal DAMPs, -PAMPs も存在す
ることを証明し、naked DAMPs, -PAMPs の場
合には循環血中で希釈され、活性は減弱する
ものの、量的・時間的に一定の閾値を超える
と、全身性の表現型；systemic symptoms の
発現に関わること、これが DIC やショック、
多臓器不全などに関わることの検証。 
 
(2) 一方、exosomal DAMPs, -PAMPs の場合
には、局所限局性の機能発現、すなわち修復、
恒常性維持などに関わるが、動脈硬化、血栓
症、ショック、感染拡大、播種性化、悪性腫
瘍の転移拡大などの病態形成にも関係して
いることを明らかにする。DAMPs に関しては
これまで研究してきて、データが蓄積してい
る HMGB1 とヒストンを中心に研究を展開す
る（図１）。 
 
(3) 循環血中の exosome は at random に血
中を循環するのではなく、ある程度の

selectivity を持って循環し、標的臓器にタ
ーゲッティングされ,標的細胞で機能を発現
するという exosomal DAMPs logistic system 
という作業仮説の可能性を検証する。そして
この場合においては、exosome 表面糖鎖が、
遠隔臓器・組織の特有のレクチンによって認
識されて、標的化され、これが癌の転移臓器
志向性に関わる、という作業仮説を証明する。
すなわち、exosome の運命が遠隔臓器に発現
しているレクチンによって認識され、標的化
されて、exosome の志向性を決めている可能
性の検証である。 
 

 
図１．Exosome 形成と標的シグナリングのダ

イナミズム 

 
 
３． 研究の方法 
(1) 細胞は、株化されている細胞を培養して
使用する。今回はメラノーマ細胞株Ｂ１６を
培養し、培養上清を超遠心して、沈殿分画よ
り exosome 分画を得た。これを電顕で
exosome であることを証明した後に、ウエス
ターンブロットで発現している分子（CD63， 
flotillin など）で同定する。 
 
(2) exosome 中にどのようなDAMPs が入って
いるのかを免疫学的に調べる。 
 
４．研究成果 
 (1) exosome は正常人から得た血漿、尿中
にも存在する。しかし病態下のヒトの血漿、
尿中での exosome の多寡を検証するところ
までは到らなかった。これは信頼できる
exosome の定量法の確立に至らなかったた
めである。 
 
(2)メラノーマ細胞株Ｂ１６の培養上清から
得られた exosome 内には、ヒストンが豊富に



含まれていることが判明した（図２、図３）。
このヒストンが遠隔臓器に運ばれて、組織・
細胞に粘着し、DAMPs としての機能を発揮す
るか否かについては検証し得なかった。あと
一つ、目的とした HMGB1 に関しては、再三ト
ライしたが、確証し得なかった。しかし HMGB1 
に特異的な ELISA 法では検出しえたので、
immunoblot 法の感度を上げる方法を確立す
る必要があると考えられた。そのほかに heat 
shock proteins がリッチに含まれているこ
とが検証された。この heat shock proteins 
は最近、DAMPs の機能抑制（炎症制御、修復
な ど ） 活 性 を 発 揮 す る こ と か ら 、
RAMPs(Resolution Associated Molecular 
Patterns)としての概念が提唱されているの
で、exosome 内には DAMPs のみならず、RAMPs
も含まれて、炎症を制御している可能性が示
唆されて、今後の研究の方向性が提示された。 

 
図２ Exosome 分離方法 

 
 

 図３．Exosome の電顕、免疫電気泳動上の 
Characterization 
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