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研究成果の概要（和文）：ヒト唾液由来のexosome様細胞外小胞(Exo)は、膜小胞とそれを覆う外層から構成され
ている。唾液Exoは免疫活性化因子として口腔内細菌由来LPSおよびDPP IVを含有し、マクロファージ(Mφ)を活
性化させる。Exoから解離した外層によるMφ活性化は増強された。一方、Exo構成成分でLPS結合タンパク質群
(LBPs)であるCAP18は、Mφ活性化を抑制していると考えられた。Exoの外層は分解されやすいが、膜小胞および
DPP IVは安定であった。以上のことから、Exoは口腔内でLPSを吸着して免疫系の過剰な活性化を抑制している
が、外層の解離により免疫活性化が起こる可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Exosome-like extracellular vesicles (Exo) derived from human saliva is 
composed of both a membrane vesicle and an outer layer surrounding it. Salivary Exo contain LPS 
derived from oral bacteria and DPP IV as immunostimulators and activate macrophage (Mφ). In 
addition, Mφ activation by the dissociated outer layer were enhanced. CAP18, a LPS-binding protein,
 that is contained in salivary Exo is considered to function suppressively in Mφ activation. The 
outer layer of the Exo is easily degraded, while the vesicle including DPP IV were relatively 
stable. Therefore, the Exo adsorbs LPS and suppresses excessive activation of the immune system in 
the oral cavity. Enhanced immune activation may occur when the outer layer is dissociated from the 
Exo.

研究分野：衛生薬学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究で得られたLPS/DPP IV-Exoの構成成分、免疫系における機能、安定性に関する知見より、本Exoは口腔内
から消化管内を通じて免疫系を制御するリソースとなることが期待できる。LPS/DPP IV-Exoは唾液中のLPSの10
～20%を結合している。口腔内で本ExoはLPSを吸着し、免疫系の過剰な活性化を抑制しているが、消化管では消
化に伴う外層の解離による免疫活性化が起こると考えられた。外層と本体の消化に伴う免疫系への作用を分子レ
ベルで解明することで、外来性の病原体に対して免疫系を制御し、効率的な生体防御を行う機能的Exoを構築で
きる可能性がある。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
歯周病は生活習慣病と関連する重要疾患であるが、その原因菌 Porphyromonas gingivalis 

(Pg)に対する感染の予防法は確立されていない。申請者はヒト唾液中に免疫関連分子の DPP IV 
(CD26)、口腔内細菌に由来するエンドトキシン（LPS）を含む exosome (LPS/DPP IV-Exo)を発
見した。本 Exoは、LPSによるマウスマクロファージ（Mφ）からの一酸化窒素（NO）産生能
を有し、体内の条件で比較的安定に存在している。以上のことから、本 Exo は消化管内の腸管
関連リンパ組織(GALT)に到達してMφに抗原提示し、形質細胞を誘導する可能性があると考え
た。形質細胞は共通粘膜免疫システム(CMIS)を介して唾液腺に移行し、唾液中に sIgAを分泌さ
せる。従って、本 Exoの免疫活性化機構を明らかにし、Pg由来の抗原を吸着させた機能性 Exo
を構築すれば、Pgに対して sIgAの分泌を促す自家ワクチンになりうると考えた。 
 
２．研究の目的 
本研究は LPS/DPP IV-Exoの免疫活性化機構を解明し、本 Exoに Pg特異的抗原を結合させ
て自家免疫することで、Pgに対する sIgA産生誘導が起こるかを検討し、最終的には Pg抗原結
合 LPS/DPP IV-Exoを用いた歯周病を予防する自家ワクチンの開発を目標とした。 
主に以下の 3点について、検討を行った。 
(A) Mφ活性化の分子機構の解明 
(B) LPS/DPP IV-Exoの構成成分の同定 
(C) LPS/DPP IV-Exoの消化管内での安定性の解析 
 
３．研究の方法 
(A)-① LPS/DPP IV-Exoの分離および口腔内 LPSの抽出 
ヒト全唾液中の LPS/DPP IV-Exo 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。さらに EVSecond L70を
用いてリクロマトグラフィーを行い、Exo本体と外層を分離した。得られた画分はタンパク質濃
度測定、DPP IV活性測定、唾液由来 Exoの構成タンパク質のウェスタンブロットによる検出、
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。 
口腔内 LPSは全唾液からホットフェノール法で抽出した。LPS濃度はエンドトキシンアッセ
イにより測定した。 

 
(A)-② Mφ活性化機構の検討 

Mφ細胞株 RAW264.7細胞を用い、LPS/DPP IV-Exo（LPS濃度として 1 ng/mL）をインタ
ーフェロン-γ（IFN-γ）5 ng/mLと共に添加して培養した。培養上清の 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で検討した。LPS/DPP IV-Exoの LPS結合タ
ンパク質（LBPs、B-②で同定）によるMφ活性化機構の検討では、LBPsの組換えタンパク質
および LPS、IFN-γを RAW264.7細胞に添加し、NO産生量を測定した。 

 
(B)-① LPS/DPP IV-Exo本体の構成成分の同定 

LPS/DPP IV-Exo の本体の構成成分を明らかにするために、ゲルろ過クロマトグラフィー後
に分画遠心法での分離を行った。LPS/DPP IV-Exoを 20,000×ｇで遠心して、microvesicle様
の細胞外小胞を除去した。次に、100,000×g で超遠心して得られた沈殿を界面活性剤で可溶化
後、トリプシン処理し、LC-MS/MSを用いてプロテオーム解析を行った。 

 
(B)-② LPS/DPP IV-Exoの LBPsの同定 

LPS/DPP IV-Exoに含まれる LBPsを同定するために、LPS結合レジンを調製し、界面活性
剤処理した Exoを添加してプルダウンアッセイを行った。共沈したタンパク質を LC-MS/MSで
同定した。LBPsの Exoにおける存在状態は、本 Exoのリクロマトグラフィー後（(A)-①）、ウ
ェスタンブロッティングを行って検討した。 

 
(C) -① LPS/DPP IV-Exoの消化管内条件での検討 
消化管内での状況を再現するために、胃内条件としてペプシン存在下（37℃、pH3.0、）、腸内
条件として膵液抽出物のパンクレアチンおよび腸内の界面活性剤であるコール酸ナトリウム
（37℃、pH7.4）存在下での連続消化を行い、Exoの形態および構成成分の変化を検討した。 
 
４．研究成果 
(A)-1 LPS/DPP IV-ExoによるMφ活性化の分子機構の解明 
既に、LPS/DPP IV-Exoは Mφに添加すると濃度依存的に NOを産生させること、この NO
産生はLPSに結合するポリミキシンBの添加により抑制されること、トール様受容体4（TLR4）
ノックアウトマウス由来の Mφにより抑制されることを明らかにしている。これらの知見は本
Exoによる NO産生が Exoに含有される LPSによることを示している。 



本 ExoをMφに添加すると、NOの他にM1Mφの指標とされる IL-1βおよび TNFαを産生
するものの、産生量は同濃度の LPSを含む全唾液（WS）よりも抑制されていた。歯周病の原因
菌 P. gingivalis菌由来の LPS（Pg-LPS）については、他のグラム陰性菌由来の LPSと構造が
異なるため、TLR4に結合しづらく、Mφの活性化は起こりにくかった。 

 
(B) LPS/DPP IV-Exoの構成成分の同定 
本 Exoをリクロマトグラフィーし、本体と外層に分離するとそれぞれの NO産生が増加した
ことから、LPS/DPP IV-Exo への LPS の結合状態が NO 産生能に関与することが考えられた。
すなわち、Exoには LPSに結合するタンパク質（LBPs）が存在し、LPSによるMφ活性化を
抑制していると考えた。そこで、Exo本体の構成成分のプロテオーム解析を行い、1,011タンパ
ク質を同定した。次に、LPS結合レジンを調製し、界面活性剤処理した Exoを添加して、LBPs
のプルダウンアッセイを行った（図 1A）。得られたバンドからタンパク質同定を行い、プロテオ
ーム解析の結果と比較して、4 種類の LBPs を抽出した。LBPs の組換えタンパク質を LPS と
共にMφに添加すると、18-kDa cationic antimicrobial protein（CAP18）が濃度依存的にNO
産生を抑制した（図 1B）。CAP18は LPSに結合する抗菌ペプチド LL-37の前駆体であり、近
年、唾液中に存在することが報告されている。 

 
本 Exoの LPSおよび CAP18はリクロマトグラフィー後に Exoと同じ挙動を示した(図 2)。
同定した LBPsについて、Pg-LPSとの結合性を検討した結果、得られた LBPsのうち、1種類
と結合する可能性が示された。 

 
(A)-2 LPS/DPP IV-Exoの本体およびのMφ活性化の検討 
リクロマトグラフィーで得られた Exoの本体と外層によるMφ活性化を検討した。Exo本体
の LPS濃度を合わせてMφに添加すると NO産生は増強された。リクロマトグラフィー前後の



粒子数を合わせてMφに添加すると、NO産生は同等であった（図 3）。従って、Exo本体の NO
産生能は外層除去後も変化していないと考えられた。一方、分離した外層のMφへの添加では、
NO産生は同濃度の LPSを含むWSよりも増強された。外層の主成分は唾液中の粘性の由来と
なるmucin 5Bおよび sIgAである（図 2）。従って LPSは Exo外層ではmucin 5B等の外層の
構成成分に非特異的に結合して存在し、Mφ等の表面と接触しにくくなることにより、その活性
化が抑制されていると考えられた。 

Pg-LPSについては、健常者の唾液由来 Exo由来 LPSにおける含量は少ないことが推察され
た。LPSによるMφ活性化は rDPP IVの添加により増強される傾向であった。今後は、Exoの
プロテオームデータから免疫活性化因子を抽出し、Pg-LPSとの相互作用を検討する予定である。 

 
(C) LPS/DPP IV-Exoの消化管内での安定性の解析 
唾液中に分泌された Exo の消化管内条件における安定性の検討では、ペプシン、パンクレア
チン、コール酸ナトリウムそれぞれの単独の添加では外層は容易に消化されるが、Exo本体は安
定に存在していた。消化管内を模して、ペプシン消化後にパンクレアチンおよびコール酸ナトリ
ウムで連続して処理すると、本体は可溶化して凝集が起こったが、DPP IV酵素活性および分子
量は保たれていた（図 4）。従って、本 Exoは胃内までは安定して存在し、腸内では消化される
こと、DPP IVは比較的安定に存在していることが示された。 

 



以上のことから、LPS/DPP IV-ExoのM
φに対する作用として図 5 の機構が予測
された。本 Exo は外層と本体とで口腔内
の LPS を補足して、Mφの活性化を抑制
している。リクロマトグラフィー（消化）
により外層が分離することで、解離した
LPS による Mφ活性化が起こる。外層に
よるMφ活性化とExo本体におけるDPP 
IV 等の活性化因子との関連は今後の課題
である。 
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