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研究成果の概要（和文）：エクソソームの精製のため、イオン枯渇領域のフィルタ作用を利用したマイクロ流体
デバイスを試作した。この試作デバイスを用いて、エクソソームに対するイオン枯渇領域のフィルタ作用の斥力
を可視化すると共に、処理後のエクソソーム残存数が既存法よりも40%以上改善していることを確認した。ま
た、生体内環境を模擬した観察用デバイスについては、3.5ｍｍディッシュに納まるサイズの細胞整列用マイク
ロ流体デバイスを製作した。本マイクロ流体デバイスにより293Tを整列培養し、２週間の長期培養に成功した。
さらに、培養に必要となる試薬の自動調整装置として、微量液滴の操作用のEWOD技術を開発した。

研究成果の概要（英文）：In this research, a electrical method using an ion-depletion zone for 
handling exosomes was developed, which process the exosome particles with low damage. 
As proof-of-concept, we developed a prototype microfluidic device capable of generating an 
ion-depletion zone. Damage to the exosomes caused by the ion-depletion zone was evaluated, and 
compared with that caused by a conventional ultra-centrifugation method. The 
ion-depletion-zone-based method causes less damage than the centrifugation method. On the other 
hand, A prototype system based on microfluidic device for organ on a chip was fabricated in this 
study. The device is able to align cells in the microchannel for each size. Additionally, an Electro
 Wetting On Dielectric (EWOD) technique for microdroplet manipulation has been developed as an 
automatic reagent preparation device for cell culturing.

研究分野： ナノ・マイクロ工学

キーワード： エクソソーム　マイクロ流体デバイス　イオン濃度分極　イオン枯渇領域　単離濃縮　生体内環境模擬
デバイス　エクソソーム精製技術

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
開発したエクソソームの精製技術は、従来法では得られなかった良質なサンプルが精製できるため、当該研究分
野のスタンダード技術として普及が期待できる。また、生体内環境を模擬した観察用デバイスも、簡便な操作で
多種類の細胞をそれぞれに整列させて培養できることから、創薬や医療の分野での利用が期待できる。さらに、
開発したEWOD技術は、液滴の操作に要する条件の厳密性を緩和できることから、多くの分野で試薬自動調整装置
として利用できる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

がんの転移は、がん由来のエクソソームが正常な細胞組織へがんの情報を伝播して、血中循環

腫瘍細胞が取り付ける前転移ニッチという微小環境を誘導することで始まる(Kaplan et al., 

Nature, 2005)。エクソソームとは、細胞から分泌される小胞であり、がん細胞から分泌されるエク

ソソームにはがん固有の増大・転移に関与する核酸やタンパク質が内包されていることが明らかにな

っている(例えば Grange et al., Cancer Res, 2011)。そのため、転移の早期診断や治療への

応用に向けて、がん由来のエクソソームの内包核酸や膜タンパク質の性質・機能に関する分子生

物学的研究が急速に進められており、得られた情報を共有する大きな潮流も生まれている。 

しかし、分子生物学的な知見が蓄えられつつある一方で、血管を流れるエクソソームがどのように

して血管内皮細胞の層を越えて特定の臓器に選択的に到達するかは明らかになっておらず、そこに

起因するがんの臓器特異的転移については多くの謎に包まれている。この臓器特異的転移を明ら

かにするには、エクソソームが生体内でどのように働くかを直接観察することが最も有効な手段であ

るが、直径が 1µm に満たないエクソソームを光を通さない生体内で直接観察できる技術は現状で

は存在しない。 

一方で、本研究代表者のグループは、マイクロ流体デバイスと超解像度顕微鏡の技術を融合さ

せた手法により、生体内と同様の血流環境下で血管内皮細胞の物質輸送機能を捉えた成果を

報告している(茂木 他, 日本機械学会論文集, 2016)。この報告では、細胞表面のグリコカリッ

クス層近傍の微小空間で起こる動的現象を光の回折限界を超えた分解能で可視化することに成

功している。また、本研究代表者は、エクソソームの研究分野で必要とされているエクソソームの濃

縮サンプルを取得するため、独自の単離濃縮技術の開発を進めている。 

２．研究の目的 

本研究では、血管内皮細胞近傍でのエクソソームの経時的な「動き」を捉えるために血管周辺

の生体内環境を再現したエクソソーム経路可視化デバイスを開発する。さらに、開発したデバイスに

よりエクソソームと細胞組織との相互作用を可視化することで経路選択メカニズムの解明を目指

す。 

 

３．研究の方法 

３．１．エクソソーム精製技術開発 

本研究では、液中を浮遊するエクソソームを可視化するため、夾雑物から単離した観察に適し

たエクソソーム試料を精製する。精製には独自に開発したマイクロ流体デバイスを用いた手法を適

用する。適用手法の機能評価は、マイクロ流体デバイス内のエクソソームを PKH26 で染色して蛍

光観察することで行う。エクソソームが受ける斥力とその濃度分布については、可視化したエクソソ

ームの蛍光輝度値と輝度分布から見積もる。さらに、処理後のエクソソーム試料の状態や、夾雑

物の混入量について AFM を利用した画像解析で検証を進める。実験には、HUVEC、MCF-7、

HEK293、A549 の細胞培養上清から抽出した 4 種類のエクソソームサンプルを使用する。 

 

３．２．生体内環境模擬デバイス開発 

エクソソーム試料調整と並行して、生体内環境を模擬した観察用デバイスを開発するため、新

たな細胞培養技術と微量液体操作技術の開発を進める。細胞培養は現在、人の手によるディッ

シュ培養が一般に行われているが、個々の研究者のノウハウや人為ミスなどの多くの要因によって細

胞の状態にばらつきが生じている。これに対し、人の手を介さずに均一条件を保つ細胞培養技術



を確立する。そのために、培養液の交換や微量試薬の混合を自動化できる微量液滴操作医術の

開発を進める。 

 

４．研究成果 

４．１．エクソソーム精製技術開発 

エクソソームの精製のため、独自に開発を進めて

いるイオン枯渇領域のフィルタ作用を利用したマイク

ロ流体デバイスを試作した（図１）。 

イオン枯渇領域を発生させるためにマイクロ流体

デバイスに組み込むイオン交換膜につては、液状イ

オン交換樹脂(Nafion)を PDMS の鋳型に流し込

み加熱硬化させることで製作した。 

図２は、イオン交換膜近傍の流路壁面での蛍

光粒子の濃度分布を示している。電圧を印可する

ことで、壁面近くの粒子がイオン枯渇領域の斥力を

受ける様子が確認できる（文献２）。エ

クソソームがイオン枯渇領域から受ける斥

力の検証実験の結果、4 種類のエクソソ

ームに対する、イオン枯渇領域のフィルタ

作用の斥力を可視化することに成功した

（文献３，４）。これにより、エクソソー

ムの種類に依存した斥力の差異を示唆

する結果が得られた。 

また、AFM を用いたエクソソームの破損

検証では、超遠心機を用いた従来の手

法と比較して、提案手法によりエクソソー

ム残存数が 40%以上改善している結果が得

られた。 

 

４．２．生体内環境模擬デバイス開発 

生体内環境を模擬した観察用デバイスにつ

いては、図 3 に示すような 3.5ｍｍディッシュに

納まるサイズの細胞整列用マイクロ流体デバイ

スを製作した。本マイクロ流体デバイスにより

293T を整列培養し、２週間の長期培養に

成功した。長期の安定した細胞培養に用いる

培養液の送液方法についても、チューブポンプ

と組み合わせた密閉培養システムを開発し、そ

の成果について国際誌で報告した（文献

１）。 

 

図１. 試作デバイス 

図２．イオン交換膜近傍の蛍光粒子濃度 

 

図 3. 細胞整列用マイクロ流体デバイス 



 

さらに、培養に必要となる試薬の自動調整

装置として、1 枚の基板の上で微量液体を電

気信号のみで自在に操作できる開放型の

Electro Wetting On Dielectric (EWOD)

技術に着目し、微量液滴の操作デバイスを試

作した。EWOD 技術は、高い汎用性を備えて

いる一方で、デバイス製作にかかるコスト面の

課題が実用化の妨げになっていた。これに対し、

本研究では安価な回路紙によってデバイスを

製作することで、実用性の高い EWOD 技術

を開発した。また、基板の傾きや、温度、気流

変化などの様々な条件の違いにより、液滴の

制御が不能になってしまう問題があったが、回

路紙の特徴を利用してディンプル構造を組み

込むことで、液滴の意図しない滑走を防ぐことに成功した。図４はデモ用の試作デバイスである。凹

凸のある約 2ｍｍ2 の電極タイルを 0.3mm 間隔で 6 枚配置した。 

実際に液滴を操作することで EWOD による液滴の制御性を検証した。また、液滴のディンプル

上での安定性を示すため、傾斜させた基板上の液滴の滑落角を計測して吸着エネルギーを

Wolfram の実験式で見積もった。ディンプル構造は、液滴の操作に要する条件の厳密性を緩和

できることから、多くの分野で開放型 EWOD 技術を実用化するための一助として期待できる。 
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