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研究成果の概要（和文）：エキソソームは細胞から放出される直径30～100 nmの膜小胞体であり、細胞間のコミ
ュニケーション、がん転移に関連し、がんのバイオマーカーとしての利用やその機能解明が期待されている。し
たがって、エキソソームを高感度かつ高選択的に計測する手法が要求されている。研究では、がん細胞のエキソ
ソーム放出に影響を与えると予想される因子を抽出し、これら因子のエキソソーム放出への効果を解明すること
を目的とし、(1) 光圧によるエキソソームの高効率捕集、(2) pH変化による放出量制御、(3)エキソソーム計測
装置の改良、(4)クリックケミストリーによるエキソソームの蛍光標識、について検討した。

研究成果の概要（英文）：Exosomes are membrane vesicles with a diameter of 30-100 nm that are 
released from cells. They are involved in intercellular communication and cancer metastasis, and 
their utilization as cancer biomarkers and the elucidation of their functions are expected. 
Therefore, there is a demand for methods that can measure exosomes with high sensitivity and 
selectivity. This study aims to extract factors that are expected to influence exosome release from 
cancer cells and elucidate their effects on exosome release. The following aspects were 
investigated: (1) efficient capture of exosomes using optical trapping, (2) control of release 
amount through pH changes, (3) improvement of the instrument for the exosome measurements, and (4) 
fluorescent labeling of exosomes using click chemistry.

研究分野： 分析化学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は新規エキソソーム計測装置を開発するとともに、開発した装置を用いてエキソソームの放出機構の解明
を目指した研究である。得られた成果はエキソソーム放出が種々の外部因子によって制御されていることを示
し、これらの知見はがんの研究における新しい知見をもたらすものである。また、本研究で開発した装置は、従
来、困難であった細胞培養培地中のエキソソームを直接計測できるため、今後のエキソソーム研究の発展に大き
く貢献できる成果である。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
エキソソームは細胞から放出される直径 30～100 nm の膜小胞体であり、細胞間のコミュニケ

ーション、がん転移に関連し、がんのバイオマーカーとしての利用やその機能解明が期待されて
いる。したがって、エキソソームを高感度かつ高選択的に計測する手法が要求されている。現在
までにイムノアフィニティー捕捉法、フィールドフローフラクショネーション、ナノ粒子トラッ
キング分析法などの種々のエキソソーム計測法が報告されているが、いずれも何らかの手法で
生体液や細胞培養液からエキソソームを分離濃縮して計測しなければならない。エキソソーム
の直接計測の報告もいくつかあるが、磁性粒子による捕捉（すなわち分離操作）に加えて、プロ
ーブとの反応とその後の酵素反応が必要であり、操作が煩雑な欠点をもつため、高性能なエキソ
ソーム計測法の開発とそれを利用したエキソソームの機能解明が重要な課題となっている。 
 
２．研究の目的 
研究代表者が開発したエキソソーム計測装置を改良、利用して、がん細胞のエキソソーム放出

に影響を与えると予想される因子を抽出し、これら因子のエキソソーム放出への効果を明らか
にする。培地の pH や共存物質（抗がん剤）濃度を変化させたときのエキソソーム放出量を計測
し、どのような因子がエキソソームの放出を抑制、促進するのかを解明する。また、培地に共存
するエキソソーム量や局所的に高い細胞密度がエキソソーム放出量に影響を与えるかどうかに
ついても明らかにする。これらの研究はエキソソーム放出が細胞内でどのように制御されてい
るのかを解明するための重要な知見を与える。 
 
３．研究の方法 
エキソソーム放出の制御機構を解明するために以下の項目について検討した。 
(1) 光圧によるエキソソームの高効率捕集 
 エキソソームを計測する上で、細胞培養培地から細胞外小胞を効率よく捕集する技術は重要
な役割を果たす。そこで、キャピラリー内に細胞培養培地を流し、光圧を利用して細胞外小胞を
捕集する方法について検討した。角型のキャピラリーに細胞培養培地を流し、倒立顕微鏡を通し
てキャピラリーに対して垂直方向からレーザーを照射した。このとき、光圧を増強させるために
細胞培養培地には金ナノ粒子を添加した。 
(2) pH 変化による放出量制御 
培養中に生ずる外部刺激のひとつは pH 変化である。細胞は 5% CO2 の条件で培養するため、

培地のpHは培養時間の増加、すなわち細胞数の増加とともに酸性側にシフトする。したがって、
pH の低下によりエキソソーム放出が抑制されている可能性がある。そこで培地の pH 変化によ
るエキソソーム放出量の変化を追跡し、培地の pH がエキソソーム放出量に与える影響を調査し
た。 
(3)エキソソーム計測装置の改良 
 細胞から放出される細胞外小胞には、エキソソームとマイクロベシクル、アポトーシス小胞が
ある。これらのうち、アポトーシス小胞は大きさが十分異なるため、識別は容易であるが、エキ
ソソームとマイクロベシクルは大きさに重なりがあるため、識別困難である。そこでこれらを識
別するために、先に開発した計測装置を二色で検出できるものに拡張した。この装置を用いて、
エキソソームとマイクロベシクルをそれぞれのマーカータンパク質と反応させることで、両者
の識別が可能となる。この装置の開発と性能評価を行った。 
(4) クリックケミストリーによるエキソソームの蛍光標識 
細胞によるエキソソーム認識機構を解明するために、エキソソームの蛍光標識方法について

検討した。クリックケミストリーの手法を用いて細胞膜を蛍光色素で標識して培養することで、
放出されるエキソソームに蛍光色素を導入する方法について検討した。この際、種々の条件を変
化させて培養を行うことで、エキソソームを効率よく放出させる条件の解明を目指した。 
 

４．研究成果 
(1) 光圧によるエキソソームの高効率捕集 
 金ナノ粒子を細胞培養培地に添加することで、短時間で細胞外小胞を捕集することができた。
このとき、内壁が負に帯電しているキャピラリーを用いると、細胞外小胞はレーザー照射時には
キャピラリー内壁に捕集されたが、レーザーを切ると再び分散した。そこで、シランカップリン
グ剤を用いてキャピラリー内壁を正に帯電させ、同様の実験を行ったところ、レーザーにより捕
集された細胞外小胞は、レーザーを切った後にもキャピラリー内壁に残留することがわかった。
また、キャピラリー内壁に捕集された細胞外小胞は捕集後に溶液を流すことで回収できること
もわかった。最終的には、正に帯電した金ナノ粒子と内壁を正に帯電させたキャピラリーを用い
たときに捕集効率が高いことが明らかとなった。この結果は、細胞外小胞は正に帯電した金ナノ
粒子と静電相互作用により強く結合するが、金ナノ粒子との結合後も全体は負に帯電しており、
正に帯電したキャピラリー内壁と相互作用をもつことを示すものである。この手法を用いるこ
とで、ごく微量の試料から迅速に細胞外小胞を捕集することができた。 



(2) pH 変化による放出量制御 
培地に pH 緩衝剤を添加し、pH を 7.05 から 8.96 まで変化させ、細胞増殖の状況とエキソソー

ム放出量の関係について調査した。まず、pH 調整のための緩衝剤について検討を行ったところ、
Bicine と MES は細胞毒性が低く、細胞の増殖に対する影響が小さいことがわかった。そこで、
これらの緩衝剤を用いて pH を調製し、各 pH において細胞培養時間を変化させ、各時間におけ
るエキソソーム放出量を計測した。細胞増殖に関しては、緩衝剤を加えない pH 8.88 の培地が最
も増殖が速かったが、pH 8.96 を除いては、いずれも 6 日以内に 100%まで増殖した。一方、各
pH における細胞内 pH を測定したところ、培地の pH とは無関係に細胞内 pH は 7.5 付近でほぼ
一定であった。細胞が 100%まで増殖した後に、細胞から放出されたエキソソーム量を測定した
結果、エキソソーム量は pH が低くなるにつれて増加する傾向が見られた。しかしながら、エキ
ソソームのカウント数が不十分であるため、優位の差があると判断できない状況であった。 
(3)エキソソーム計測装置の改良 
二色のレーザーを用いたエキソソーム計測装置の開発に成功した。作製した装置の概略図を

Fig. 1に示す。角型のキャピラリーに532 nmと635 nmのレーザーをシート状に集光して、キャピ
ラリー内を通過した微粒子や小胞、分子を高感度CCDカメラで検出するシステムである。この
システムを用いて異なる蛍光色
素で標識した微粒子の検出を試
みた。二種類の異なる微粒子を
キャピラリー内に流して検出を
行ったところ、532 nm付近に励
起極大をもつ蛍光粒子は532 nm
のレーザーを集光した部分のみ
で蛍光を発し、635 nm付近に励
起極大をもつ蛍光粒子は532 nm
と635 nmのレーザーの集光部分
の両方で蛍光を発することがわ
かった。同様の実験を二種の異
なる蛍光色素で標識したリポソ
ームを用いて行った。Fig. 2にロ
ーダミンで標識したリポソーム
（532 nm励起）とAtto 633（635 
nm 励起）で標識したリポソー
ムを測定して作成した検量線を
示す。これらのリポソームはそ
れぞれ532 nmと635 nmで検出で
き、脂質濃度（リポソームの数
に比例）と各レーザーで検出さ
れたリポソームの数の間には良好な直線関係が得られた。した がって、この装置を用いれば、

異なる色素で標識した粒子や小胞を識別して検出できることがわかった。さらに、エキソソー
ムのマーカータンパク質であるCD63の蛍光標識抗体（532 nmで励起できる蛍光タンパク質で標
識）とマイクロベシクルのマーカータンパク質であるCD40の蛍光標識抗体（635 nmで励起でき
る蛍光タンパク質で標識）を、細胞培養培地に添加して反応させた後に計測を行ったところ、
532 nmで検出できる小胞と635 nmで検出できる小胞を識別することができた。532 nmのレーザ
ーで検出された小胞はエキソソーム、635 nmで検出された小胞はマイクロベシクルであると考
えられる。この結果は、培地中のエキソソームとマイクロベシクルを個別に計数して定量でき
ることを示している。 

Fig. 2 Calibration curves for liposomes 

Fig. 1 Two-color detection system for particles and vesicles. 
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(4) クリックケミストリーによるエキソソームの蛍光標識 
 エキソソームを蛍光標識するために、クリックケミストリー法を採用した。N-Azidoacetyl-D-
mannosamine を細胞に添加して、細胞膜表面にアジド基を組み込んだ。その後、
Dibenzylcyclooctyne-conjugated cyanine 5 をアジド基と反応させ、蛍光色素を細胞膜表面に導入し
た。色素導入後、細胞培養を行い、蛍光標識されたエキソソームを産生させた。このとき、培養
時の光の遮光が蛍光標識エキソソームの産生に重要な因子であることが明らかとなった。さら
には、培養の際の培地内の血清濃度がエキソソーム産生に影響を与えている可能性が見出され
た。この結果は、エキソソームの産生が細胞の活性と関連していることを示唆している。 
 本研究では、細胞からのエキソソーム放出機構を解明するために、エキソソームの迅速捕集法、
異なる pH でのエキソソーム放出量の評価、細胞外小胞の識別計測法、並びにエキソソームの標
識法に関する研究を行った。開発した捕集法は極めて微量な試料から迅速に細胞外小胞を捕集
することが可能である。エキソソーム放出における pH の影響を検討した結果、pH が影響を与
えている可能性は示唆されたが、測定数が十分ではなく、再検証が必要である。一方、エキソソ
ームとマイクロベシクルを識別して検出するために、二色のレーザーを用いた検出システムを
構築し、この方法が異なる二つの粒子や小胞を識別して検出できることを実証した。エキソソー
ムの放出機構解明のためにクリックケミストリーを用いたエキソソーム標識法について検討し
た結果、細胞培養条件によってエキソソーム放出量が変化することを示唆する興味深い結果が
得られた。今後、開発したシステムやエキソソーム標識法を用いることで、エキソソームの放出、
取り込み機構の解明が進むものと期待される。 
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