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研究成果の概要（和文）：細胞が体液中に分泌する小胞である細胞外ベシクル(EV)は，分泌した細胞の情報を持
っていることから，新規バイオマーカーになると期待されている。本研究ではその情報をがんのその場診断に利
用するために，EVを捕捉・破砕するマイクロチップの開発を試みた。EV(特にエクソソーム)に一般的に発現して
いる抗原と特異的に結合する抗体をマイクロチップ固定することで，簡便かつ迅速なEVの捕捉に成功した。これ
らの成果は，学会，学術雑誌，新聞によって発表し，学会賞も受賞した。また，EV破砕する高分子鎖修飾表面の
作製にも成功した。今後は上記技術を改良し，統合することでがんのその場診断実現へ繋がると考えている。

研究成果の概要（英文）：Extracellular vesicles (EVs), which are secreted from cells to body fluids, 
are expected as new biomarkers because they have information of the parent cells. In this study, to 
use the information of the EVs for a cancer point-of-care diagnosis, we have been developed 
microchips for capture and disruption of the EVs. We immobilized antibody, which specifically binds 
to membrane protein on EVs, to inner surfaces of microchannels of a microchip modified by 
radiation-induced graft polymerization. Thus, a surface-functionalized power-free (SF-PF) microchip 
for EV capture was obtained. On the SF-PF microchip, easy and rapid EV capture was demonstrated. 
These results were published in journals and newspapers. In addition, we also received conference 
awards. Furthermore, EV disruption on a polymer chain grafted microchannel inner surfaces was also 
demonstrated. Improvements and integration of the above technologies would contribute to the 
establishment of a cancer point-of-care diagnosis.
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１． 研究開始当初の背景 
血液，唾液，尿といった体液中に，細胞が
分泌する小胞である細胞外ベシクル(EV)は，
分泌した細胞の情報を持っていることから
その「濃度」，「表面性状」，「内部分子」など
が，がんの新規バイオマーカーになると期待
されている。そのため，それら情報を簡便に
得る手法の開発が求められていた。 
 
２． 研究の目的 
本研究では EV のそれらの情報を利用し，
がんのその場診断法を確立するために，EV
の捕捉・破砕を可能とするマイクロチップの
開発を試みた。 
 
３． 研究の方法 
マイクロ流体チップは，その細く (25×100 

µm) 長い (2 cm) 寸法比をもつマイクロ流路
を利用するため，少ない試料体積中の標的分
子を高効率で捕捉するのに適している。本研
究では，ポンプを必要としない自律駆動マイ
クロチップの流路表面に放射線グラフト重合
を適用しグラフト鎖を付与し，そこにEVを捕
捉するための抗体を固定することによって表
面機能化自律駆動マイクロチップを作製し，
簡便かつ迅速なEVの捕捉をめざした。 
また，4級アミンが細胞膜を破砕し細胞を殺
すという既存の研究に着目し，マイクロ流路
内表面に放射線グラフト重合法を利用して 4
級アミンを有する高分子鎖を固定し，EV破砕
表面の開発を試みた。 
 
４．研究成果 
(1) 電子線グラフト重合法によって PDMSマ
イクロ流路内表面にエポキシ基を有するポ
リグリシジルメタクリレート鎖をグラフト
し，エポキシ基の開環反応を利用して，EV
を捕捉するための抗体を高密度固定するこ
とに成功した。 

図 1 流路内表面への EV捕捉用抗体固定 
 
(2) 乳がん細胞および乳腺上皮細胞の培養上
清から，EV(特にエクソソーム)を超遠心法に
よって分離・精製し，その細部分布を
NanoSight® によって評価した。またこの実
験を様々な細胞培養条件によって検討する
ことによって，細胞の培養条件と EV 分泌に
関する知見を得た。 
 
 
 

 
図 2 乳がん細胞由来 EVのサイズ分布 

 
(3) EV捕捉用抗体およびコントロールのため
の Normal mouse IgG 抗体を固定した表面機
能化自律駆動マイクロチップを作製し，それ
ぞれのマイクロチップに層流樹状増幅法を
適用することによって EV を検出した。優位
差検定の結果，表面機能化自律駆動マイクロ
チップが EV を特異的に検出できていること
を実証できた。また放射線グラフト重合を適
用していないbareのPDMS流路に抗体を固定
しただけでは，EV を検出できないことも同
時に確認した。これらの成果は，学会，学術
雑誌，新聞によって発表し，研究代表者が 1
件，学生が 2件の学会賞を受賞をした。 
 

 
図 3 表面機能化自律駆動マイクロチップに
よる EV検出 (error bars indicate SD, n>=3). 
 
 



(4) チップの作製をより簡便にするために，
電子線グラフト重合法から UVグラフと重合
法へ変更し，アミノ基を有するグラフト鎖を
介して同様に EV 捕捉用の抗体を固定したマ
イクロチップを用いた場合でも EV を検出で
きることを実証できた。 
 
(5) EVの「表面性状」の情報を得るという目
的で，がん細胞が分泌した EV のみを特異的
に捕捉する固体を固定したマイクロチップ
を新たに作製し，本チップにおいても同様に
EV を検出できることを実証した。本成果は
先の高分子学会において発表した。 
 
(6) EV の「内部分子」の情報を得るために，
UV グラフト重合法を利用して EV を破砕す
る表面を作製し，ある特定の条件では EV が
破砕されているという結果を得ることがで
きた。今後は，精密グラフト重合法など複数
の方法でアプローチし，最適な破砕表面の作
製条件を見つけ，上記の捕捉表面と組み合わ
せてゆく必要があると考えている。 
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