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研究成果の概要（和文）：血液を利用したがんの診断法に換わる新たな診断技術の開発に向けて、がん細胞から
能動的に分泌される小胞を効率良く精製し、それらを解析対象とする技術を開発した。開発した本技術によっ
て、分泌膜小胞にあるタンパク質を見出すとともに、新しい精製カラムを利用した分泌膜小胞の精製法が確立で
き、今後のがんの診断に利用出来る可能性が考えられた。

研究成果の概要（英文）：New purification method of extracellular vesicle that derived from cancer 
cells was developed for the development of new diagnostic technique without using the human blood. 
We have identified the new biomarker proteins expressed on the extracellular vesicles and have 
created new monolith column for the purification of extracellular vesicles. These result indicated 
that this method is useful for collect the extracellular vesicles and will expect to utilize for 
development for new diagnostic method for cancer patients.

研究分野： タンパク質工学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
細胞膜上の発現膜タンパク質は、その性質
上、近接した細胞にのみ作用し、遠隔にある
組織や臓器・細胞へは作用し得ないと考えら
れてきた。しかし最近の研究から、細胞の膜
成分を含んだ脂質二重膜として血液や尿に
分泌されている「分泌膜小胞」が、遠隔臓器
や細胞に対して作用を示すこと明らかにな
りつつある。また、この分泌膜小胞は、生理
的にも分泌されていることが知られている
が、疾患の発症や悪化、治癒に伴って、血液
中の分泌膜小胞の存在量や発現タンパク質
の種類・量が変化することも、明らかになり
つつある。従って、この分泌膜小胞を疾患の
バイオマーカーとして利用しようとする試
みが注目されており、その検出・精製法の早
期の開発が求められている。 
これまで我々は、 
① 肺がん由来培養細胞から分泌され
た膜小胞上には、分子標的薬のターゲットと
して広く知られている上皮細胞成長因子受
容体（EGFR）が多く発現していること 
② 上記肺がん担癌マウスモデルにお
いて、がん組織由来の分泌膜小胞は血液中に
放出され、膜小胞上に発現している EGFR を
ELISA などで検出・測定可能であること 
を明らかとしている（Pharmazie, 2013）。
さらに申請者らは、上記の分泌膜小胞のプロ
テオーム解析を行った結果、 
③ 分泌膜小胞上に、これまでに報告さ
れていない新しい診断バイオマーカー候補
となる分子の同定 
に成功している。すなわち、分泌膜小胞は、
疾患細胞を血液等に分泌され、その解析が将
来的な新規バイオマーカーの開発に大きく
役立つ可能性が明らかになった。さらに、血
液中の分泌膜小胞は、がん細胞の細胞膜を含
むことからも、血中に存在するがん組織の一
部として見なすことが可能であり、分泌膜小
胞の検出は、「血液からのがん組織バイオプ
シー」とも言うべき診断が可能になるという
点で、低侵襲な診断を可能とする解析対象と
して注目されている。 
 
２．研究の目的 
本研究では、後述する我々の先行研究を活

用し、疾患の簡便な診断を可能とする分泌膜
小胞の生体試料中からの新規性製法の確立
に向けた基礎的検討を行うことを目的とす
る。上記の先行研究にて開発してきた、がん
細胞由来の分泌膜小胞の検出法を有効活用
し、がん細胞由来分泌膜小胞に発現するタン
パク質を認識・捕捉する抗体などのアフィニ
ティー分子を利用して、生体試料由来の分泌
膜小胞を精製するため、 
① 分泌膜小胞の精製技術の確立とその評

価 
② 分泌膜小胞を効率良く捕捉可能な抗原

の同定 
③ 抗体などのタンパク質を担持可能な新

規モノリスカラムの作製 
を行った。 
 

３．研究の方法 
＜細胞培養＞ 
ヒト肺がん細胞株として H460 細胞、および
H2228 細胞を細胞株として利用した。10% 
FCS(Biowest)と 1% 抗生物質カクテル(ナカ
ライテスク)を含有した DMEM(Wako)を用いて、
37°C、5% CO2 下で培養した。 
ヒト肺由来オルガノイドは、大阪府立成人

病センター研究所の井上正宏先生に供与い
ただき、下記の方法で培養したものを実験に
供した。腫瘍組織をメスで 1 mm 角に切断し、
Hanks' Balanced Salt Solutions(HBSS)(ナ
カライテスク)で 2 回洗浄した。0.26 U/ml 
liberase DH(Roche)で懸濁し、37°Cで、1 ~ 
2 時間インキュベートした。消化物を 500 μ
m、250 μm、100 μm、40 μm のフィルター
に順次通し、その都度 HBSS で洗浄した。100 
μmと40 μmのフィルター上に残った組織片
を 遠 心 後 、 10 μ M Y-27632 含 有
Stempro(Invitrogen)に懸濁し、37°C、5% CO2
下で培養した。 
 
＜培養上清および培養上清由来分泌膜小胞
の調製＞ 
各細胞を継代培養し、コンフルエント状態に
なったものを PBS で洗浄し、抗生物質を含ま
ない無血清培地で 37°C、5% CO2下で 72 時間
培養した。培養後、それぞれ培養上清を回収
し、がん細胞由来の分泌膜小胞の回収法とし
て、①超遠心法（UC 法）、②ExoQuick-TC
（System Biosciences）（EQ 法）、③ Total 
exosome isolation Kit (Thermo fisher)（TI
法）、④EV second（ジーエルサイエンス）（EV
法）の 4つの方法を選択し、各回収法による
分泌膜小胞の回収量に関して検討した。遠心
法に関して、200 g で 5 分遠心分離し、細胞
を除去した。次に、上清を 16,000 g で 20 分
間遠心分離し、細胞デブリスを除去した。さ
らに、上清を 0.22 μ m のフィルター
(ADVANTEC)でろ過し、その溶液を 140,000 g
で 70分遠心分離した。最後に PBSを加えて、
140,000 g で 70分遠心分離することで洗浄し、
得られたペレットを分泌膜小胞分画として、
50~100 μl の PBS で回収した。また、他の精
製法に関しては、製造元のプロトコールに従
って分泌膜小胞を回収した。 
 
＜分泌膜小胞の粒子径の測定＞ 
分泌膜小胞の粒子径は動的光散乱法で測定
した。PBS で 1 μg/ml に調整した分泌膜小胞
を 1.6 ml キュベットに 1 ml 添加し、
Zetasaizer Nano-ZS(Malvern Instruments)
にて測定した。 
 
＜分泌膜小胞の電子顕微鏡観察＞ 
フォルムバール膜を張った銅メッシュグリ
ッドにカーボン蒸着(30Å × 3 回蒸着)した。



親水化処理した後、サンプルを 5 μl載せ 15 
~ 20分吸着した。2%酢酸ウラン溶液を添加し、
濾紙で余分な溶液を除去した。乾燥させたサ
ンプルを透過型電子顕微鏡により観察した。 
 
＜分泌膜小胞のタンパク質定量＞ 
PBS(pH 7.4)に懸濁した分泌膜小胞溶液は
Micro BCA protein assay kit (Thermo 
Scientific)で測定した。 
 
＜分泌膜小胞のプロテオーム解析＞ 
 各分泌膜小胞 1 μgを 50 mM Tris-HCl(pH 
8.0)100 μl に希釈し、20 ng のトリプシン
を添加後、37°Cで16時間反応させることで、
タンパク質を消化した。ペプチド抽出液は減
圧遠心器によって濃縮し、OMIX チップを用い
て精製してサンプル溶液とした。質量分析に
はQ-Exactive(Thermo Scientific)を用いた。 
 
＜タンパク質の担持が可能なセルロースベ
ースモノリスカラムの作製＞ 
 酢酸セルロースを DMSO と水の混合溶媒
に加熱下に溶解させ、冷却することで相分離
を誘起し、モノリスを得た。メタノールに溶
媒置換後、水酸化ナトリウムを用いて加水分
解することでセルロースモノリスに変換し
た。 
 
４．研究成果 
肺がんの検査・診断のためのバイオマーカ

ータンパク質となり得る分泌膜小胞膜タン
パク質を見出すため、我々はヒト肺がん細胞
株(H460 および H2228) 、ならびに肺由来
Cancer tissue originate spheroid から分泌
膜小胞を調製し、その基礎物性を評価した。
各回収法の原理と回収されたタンパク質量
を指標とした分泌膜小胞の回収量に関して
Table 1 にまとめた。肺がん細胞株である
H460 細胞由来の分泌膜小胞の回収量では、EV
法が最も高い回収量及び回収効率を示した。
また、各方法の中では、UC法が最も回収効率
が低く、また操作時間も長いことから、効率
的にも悪いことが明らかになった。図１に回
収された分泌膜小胞の電子顕微鏡像を示し
た。回収された分泌膜小胞のサイズにややば
らつきがあるものの、脂質二重膜と考えられ
る粒子が観察された。また、様々な分泌膜小
胞の回収法を比較解析した結果、UC 法によっ
て回収された分泌膜小胞から最も高いマー
カー分子が同定され、割合が高かった EV 法
では予想されたよりも低い検出効率であっ
た。また、他の分泌膜小胞マーカーを検出し
た場合でも、各マーカーの検出される量には
ばらつきがあることから、回収される分泌膜
小胞は、回収法によって違いが見られる可能
性がある。最も汎用的に利用されている超遠
心法により、各細胞から分泌膜小胞を回収し、
粒子径を動的光散乱法により解析した。その
結果、各細胞から分泌された分泌膜小胞の粒
子径はこれまで報告のある細胞と同様、おお

よそ 100 nm 程度の粒子径を持っていた。ま
た、その形態を電子顕微鏡法にて観察したと
ころ、これまでに報告されている分泌膜小胞
と同様、円形の粒子であることが確認された
（Fig.1）。 

 
Fig.1 H460由来分泌膜⼩胞の電⼦顕微鏡像 

これまでに行われている分泌膜小胞のプ
ロテオーム解析では分泌膜小胞に含まれる
全タンパク質が対象となっている。そのため、
網羅的に同定される反面、脂質膜内部に豊富
に存在するハウスキーピングタンパク質も
数多く同定されてしまうため、バリデーショ
ンすべき候補数が多くなってしまうという
問題点も有していた。従って、患者由来の血
液試料を用い、今まで以上に(分泌膜小胞を
使うだけでも前述のように効率的であるが)、
効率良く病態に関連する膜タンパク質を分
泌膜小胞より探索・同定できるようにするこ
とが一つの鍵となってくる。そこで我々は、
分泌膜小胞上の膜タンパク質を効率良く同
定するためのタンパク質消化法として、トリ
プシンで分泌膜小胞上の膜タンパク質を膜
外から直接消化する方法を実施した。 
分泌膜小胞に着目したバイオマーカータ

ンパク質探索の有用性について検討する一
環として、がん細胞そのものの膜タンパク質
と分泌膜小胞のプロテオームを比較解析し
た。ヒト肺がん組織オルガノイドの培養上清
由来のタンパク質と、培養上清から精製した
分泌膜小胞由来タンパク質をそれぞれ調製
し、質量分析により同定した。相対的にタン
パク質量を反映し、質量分析において汎用さ
れる peptide score を指標に、3 種類のオル
ガノイドから産生された分泌膜小胞に共通
して発現が上昇しているタンパク質を 12 種
類同定した。（Table 1） 
 発現上昇が認められたタンパク質のうち、
最 も 変 化 に 大 き か っ た タ ン パ ク 質 は
Claudin-4 であり、オルガノイド上のタンパ
ク質発現量と比較して3倍以上の発現量変化
が認められた。また、1.5 倍以上の発現量変
化が認められるタンパク質 12 種類のうち、
Claudin family に含まれるタンパク質が 3種
類（Claudin-4, -12, -6）同定されている。
これらの Claudin family のタンパク質は、
複数膜貫通型のタンパク質であり、細胞間接
着に関わる Tight Junction の形成に深く関
わる分子であることが知られている。従って、
これらの分泌膜小胞の細胞からの遊離には、
これら細胞間接着に関わる分子が何らかの
作用を持っていることが示唆される。また、



これらの Claudin family の一部は、分泌膜
小胞の一種であるエクソソームのマーカー
分子として知られるテトラスパニンと類似
した構造を有することが明らかになってお
り、これらとの相関も重要視される。 
 
Table 1 3 種類のオルガノイド由来分泌膜⼩胞の全てで
発現が上昇していたタンパク質リスト 

 同定されたタンパク質は、肺がんのバイオ
マーカーとして血液から検出可能なマーカ
ー分子として利用出来る可能性があること
からも、これらの分泌膜小胞を効率的に回収
可能なカラムの作製を目指して、タンパク質
との非特異的な相互作用が少ないと考えら
れるセルロースベースのモノリスカラムの
作製を行った。 
 セルロースは溶解性が低いため、有機溶媒
への溶解性に優れる酢酸セルロースを用い、
適切な溶媒を選択して熱誘起相分離法によ
り酢酸セルロースモノリスを作製した。セル
ロース主鎖の加水分解を抑え、側鎖のみを加
水分解する条件として、メタノール中でアル
カリ加水分解することで耐溶媒性に優れる
セルロースモノリスに変換した。酢酸セルロ
ースの濃度がモノリスの形成に与える影響
について調べたところ、56~200 mg/mL の場
合にモノリスが得られた。 
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