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研究成果の概要（和文）：エクソソームは細胞間コミュニケーションに重要な細胞外小胞（EVs）で、マイクロ
ベシクルと区別が難しい。本研究では、多胞体（MVBs）に焦点を当て、透過型電子顕微鏡法を用いて、エクソソ
ームの分離、分画・調製を最適化した。塩を殆ど含まないビス-トリス緩衝液条件下での分画により、～50 nmの
特異的な集団が観察され、さらに免疫電子顕微鏡法によってCD63の存在も確認された。一方で、EVsの分画・調
製を密度勾配超遠心分離法から限外ろ過法へ移行を試み、再生セルロース膜を用いた連続法が有効であることを
示した。最適な条件下でのインタクトなEVsの分離と特性解析は、医学生物学的応用のための重要な基盤とな
る。

研究成果の概要（英文）：Exosomes, important extracellular vesicles (EVs) for intercellular 
communication, are difficult to distinguish from microvesicles. This study focused on multivesicular
 bodies (MVBs) and optimized the isolation, fractionation, and preparation of exosomes through 
stepwise direct observation using transmission electron microscopy (TEM). Fractionation under 
low-salt Bis-Tris buffer conditions revealed a specific population of approximately 50 nm. 
Furthermore, the presence of CD63, known to be one of the exosome markers, was confirmed by 
immunoelectron microscopy. Additionally, an attempt was made to transfer EV isolation and 
preparation from density gradient ultracentrifugation to tangential flow filtration, demonstrating 
the effectiveness of a continuous filtration method using regenerated cellulose membranes with 
different molecular weight cut-offs (MWCO). The isolation and characterization of intact EVs under 
optimal conditions are critical for biomedical applications.

研究分野： 生物物理学、物性基礎、電子顕微鏡解析

キーワード： 細胞外小胞　エクソソーム／エキソソーム　マイクロベシクル　生体分子　ナノコロイド　透過型電子
顕微鏡　ランタノイド酢酸塩　動的光散乱

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
細胞外小胞（EVs）をナノコロイドとして認識し、医学生物学分野で見過ごされていた物理化学的課題を明らか
にしました。電子顕微鏡法による条件最適化で、EVsを細胞から放出されたインタクトな状態で分離・調製する
条件を確立しました。エクソソーム（small EVs）研究の共通基盤として幅広く活用が期待されます。さらに、
限外ろ過法の連続的適用を考案し、その過程でsmall EVsにも赤血球のような変形能が示唆されました。レオロ
ジー的な解明が望まれます。EVsに適した電子染色試薬の開発も進めました。EVsの研究は、細胞間通信の理解、
疾患の診断・治療、薬物送達、生態系への影響等に革新的な貢献が期待されます。

※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 
（１）当時、exosomes の日本語表記は「エキソソーム」と「エクソソーム」とが混在しており、
研究者の間でばらつきがありました。どちらも同じ膜小胞を指していました。やがて「エクソソ
ーム」の表記が一般的となりましたが、開口放出（exocytosis）を「エキソサイトーシス」と表
記するケースが多かったことから、これに倣って、私は、本研究課題申請において「エキソソー
ム」の表記を採用していました。（ここでは、「エクソソーム」と表記します。） 
 
（２）エクソソームの生成メカニズムやその役割についての理解が深まりつつありました。エク
ソソームは細胞間の情報伝達手段として機能し、タンパク質、脂質、RNA（マイクロ RNA）等の多
様な分子を運ぶことで注目されていました。がん、神経変性疾患、免疫応答等、さまざまな病態
におけるエクソソームの役割が研究され、多くの新しい知見が報告されていました。血液や尿中
のエクソソームを利用した非侵襲的なバイオマーカーの探索が進められ、これにより、がんやそ
の他の疾患の早期診断や治療モニタリングが可能になると期待されていました。 
 
（３）エクソソームの分離・精製技術は進化し、高度な超遠心分離法やサイズ排除クロマトグラ
フィー、免疫親和性で捕捉する方法等が利用されていました。しかし、これらの技術には改良の
余地があり、特に他の膜小胞（マイクロベシクルやアポトーシス小体）との分別が課題でした。
一般的に、エクソソーム：内部小胞体から多胞体を経て放出される小胞（サイズ：30～150 nm）、
マイクロベシクル：細胞膜から直接出芽する小胞（100～1000 nm）、アポトーシス小体：アポト
ーシス（細胞死）過程で形成される小胞（500～2000 nm）と分類されています。これらの膜小胞
はサイズ（重なる範囲がある）や生成機構が異なるものの、分離・精製技術の限界により完全に
区別するのは難しい状況にあります。当時（一部現在も）では、粒径平均が～100 nm をピーク
に分布する膜小胞をエクソソームとして扱うことが多く、分離・精製できないのは研究者の技量
不足と考えられることもありました。（その後、エクソソームやマイクロベシクル等を区別せず、
細胞外小胞（Extracellular Vesicles: EVs）として取り扱うことが国際的な学会から推奨され
ています。） 
 
（４）エクソソームと他の膜小胞を分離するための技術的な課題としては、以下のような点が挙
げられます。①サイズの重なり：エクソソームとマイクロベシクルのサイズ範囲が一部重なるた
め、サイズによる分離が難しい。②マーカーの同定：エクソソーム特有のマーカー（例えば、CD63、
CD81、CD9）を利用して分離する方法が開発されていましたが、完全な分離は難しい。③純度の
確保：分離したエクソソームの純度を確認するための標準化された方法が確立されていません
でした。このような状況を踏まえ、エクソソーム研究は多くの可能性を秘めつつも、技術的な課
題に直面していた時期といえます。 
 
２．研究の目的 
 エクソソームは、細胞から放出される膜小胞であり、血液や尿等の体液中に安定に存在してい
ます。従前、エクソソームは細胞内の不要な物質を排出する「ごみの運搬車」と考えられていま
したが、マイクロ RNA を含むことが明らかになり、その作用によって送達先の細胞の性質が変化
することが判明しました。エクソソームは細胞間のコミュニケーションにおいて重要な役割を
果たしています。本研究は、生物物理学と物理化学の視点から、エクソソームを含むナノスケー
ルの EVs の特性を明らかにすること、具体的には、細胞から放出されたエクソソーム（small EVs）
をそのままの（インタクトな）状態で分離し、特性を詳細に解析します。これにより、がん等の
疾患の早期発見や新薬の開発に役立てることを目指し、以下の項目を重点的に検討します。 
 
（１）生物物理学的解析に適したエクソソームの分離精製、調製法を開発します。これにより、
エクソソームをインタクトな形態で取り扱い、その特性をより正確に解析します。既存の分離精
製法の課題を克服し、より高感度かつ信頼性の高い手法を確立します。 
 
（２）エクソソームが細胞間コミュニケーションに果たす役割を明らかにするために、その機能
を生物物理学的および物理化学的視点から詳細に解析します。具体的には、マイクロ RNA や他の
特定分子の存在を調査し、細胞間通信におけるエクソソームの役割を特定します。 
 
（３）疾患細胞由来のエクソソームと健常なエクソソームとの比較を通じて、疾患に特異的な形
状、機能、成分を特定します。また、疾患の早期診断や治療モニタリングに役立つエクソソーム
のバイオマーカーとしての可能性を探究します。 
 
（４）多様な成分と性質を有するエクソソームを規格分類化するための基盤技術を開発します。
これにより、疾患に特異的なエクソソームの特徴を明確にし、その分類に基づいて個別化された
治療法や予防策の開発に貢献します。 
 
３．研究の方法 
 エクソソームがナノスケールのコロイド粒子であることを踏まえ、コロイド化学やナノ物性、



物理化学の視点から分析を行います。異なる種類の細胞株の培養上清に、独自に開発した分離技
術（PCT/JP2017/013999、特許 6853983）を適用し、エクソソーム同定法の開発とその分離調製法
の一般化および高度化に挑戦します。具体的には、ショ糖密度勾配超遠心分離法によって分画し
た各フラクションに対し、ナノ粒子径計測、動的光散乱（DLS）測定、電子顕微鏡（TEM）解析等
を行い、形態、粒径とその分布様式、荷電（ゼータ電位）等のデータを収集し、物理化学的特性
を総合的に解明します。また、がん等の疾患に特異的な生物物理学的特性を持つエクソソームに
対し、Ｘ線溶液散乱実験を行い、脂質二重膜の構造を解析します。また、興味深い特徴を示すエ
クソソーム含有フラクションに対しては、適宜、TEM 解析やウェスタンブロット（イムノブロッ
ト）検出、DLS 測定を行います。エクソソームの規格分類化を目指し、併行して人工膜小胞の形
成および制御技術の開発を進め、医学的視点の研究にフィードバックし、疾患・病態プロファイ
リングに新たな評価軸を加え、早期診断等に利用可能な技術レベルに達するように挑戦します。 
 
（１）ヒト胎児腎臓 293FT 細胞株（以下、HEK293FT）は Invitrogen から購入し、Flp-In T-Rex
ヒト胚性腎臓 293 細胞株（以下、HEK293）、Blasticidin、および Zeocin は Thermo Fisher 
Scientific から入手しました。ヒト肝癌由来 Hep G2 細胞株は JCRB 細胞バンクから調達しまし
た。胎児牛血清（FBS）は Hyclone Laboratories Inc.および Thermo Fisher Scientific から、
Dulbecco's Modified Eagle Medium（DMEM）は Sigma-Aldrich Corp.から取り寄せました。CD63
に対するモノクローナル抗体（抗 CD63 IgG）は Santa Cruz Biotechnology Inc.から購入し、免
疫ブロット実験で使用するために濃度を 1.0 mg/ml に調製し、100 倍に希釈しました。マウス抗
体に対するウサギ抗マウス IgG 抗体（HRP 標識）は Chemicon International Inc.から調達し、
濃度を 5.7 mg/ml に調製し、免疫ブロット実験で 1,500 倍に希釈して使用しました。細胞の樹脂
包埋に使用する LR ホワイトは London Resin Co., Ltd.から購入しました。 
 
（２）本研究では生育の速い細胞株、HEK293FT を使用しましたが、一部のデータには HEK293 細
胞も含まれています。また、肝癌細胞株 Hep G2 も使用しました。HEK293FT、HEK293 および Hep 
G2 細胞は、10％ FBS を添加した DMEM（10％ FBS-DMEM）で培養しました。HEK293 細胞にはさら
に 10 µg/ml Blasticidin と 100 µg/ml Zeocin が加えられました。培養は CO2濃度 5％、湿度を
保った 37℃の環境で行い、細胞が 90％コンフルエントになるまで続けました。FBS 由来の EVs
を除去するため、10％ FBS-DMEM で増殖中の細胞は、PBS（–）または 5 mM MgCl2含有 PBS（+）
で 3～5 回洗浄した後に、引き続き、同じ培養条件下で、血清不含有の DMEM 中で 24 時間または
48 時間培養しました。この間に、エクソソームを含む EVs の分泌が促進されました。 
 
（３）細胞の樹脂包埋と超薄切片の作製では、先ず、HEK293FT 細胞を Eppendorf Centrifuge 
5702R を用いて、1,000 rpm、4℃で 3分間遠心分離しました。次に、細胞を 20 mM PBS（–）で洗
浄し、4℃で 2時間、3％パラホルムアルデヒドと 0.5％グルタルアルデヒドを含む 20 mM PBS（–）
で固定しました。その後、20 mM PBS（–）で 3回洗浄し、細胞を 2％寒天培地に包埋しました。
寒天ゲルは 1 mm 角に切り分けられ、エタノール濃度を順次上げる（50％、70％、80％、90％、
95％、および 99.5％）ことで脱水しました。各ステップの脱水時間は 4℃で 15 分間とし、その
後、LR ホワイトレジンと 99.8％エタノールを 1:1 で混合し、4℃で 2時間静置しました。次に、
比率を 3:1 として 2時間（または一晩）静置し、最後に 9:1 の比率で 2時間（2 回繰り返し）静
置しました。これらの処理を行った寒天ゲルをゲル化カプセルに封入し、50℃で 24 時間重合し
ました。超薄切片は、ウルトラミクロトーム LEICA EM UC7（Leica Camera AG Wetzlar）を使用
し、速度 1.0 mm/s、厚さ 70～80 nm（FEED）で薄切しました。切片は、TEM 用の 300 メッシュ銅
製グリッドに掬いました。 
 
（４）細胞培養上清（CM）は、血清不含有の DMEM で 24 時間培養した後に回収し、0.22 µmフィ
ルターユニット（Merck Millipore）でろ過して細胞残渣を除去しました。ろ過後の CM は、Merck 
Millipore の Amicon Ultra-4 遠心ろ過ユニット（molecular weight cut-offs（MWCO）：10 kDa）
を用いて 4℃、6,000×g で 30 分間遠心濃縮し、濃縮した CM に 25 mM ビストリス緩衝液（pH 6.5）
を 4 ml 加え、同様の条件で再度濃縮しました。この手順を 3回繰り返し、最終容量を 0.25～0.5 
ml に調製しました。次に、超遠心分離のために、Ultra-Clear 遠心チューブ（Beckman Coulter, 
Inc.）に 60％から 10％まで 10％刻みのショ糖層を 2 ml ずつ重層し、上述の濃縮サンプルを重
ね、Optima L-100 XP（Beckman Coulter, Inc.）を用いて、4℃、21,000 rpm（75,600×g）で 5
時間超遠心分離しました。分離後、ペリスタルティックポンプ MP-1000（Tokyo Rikakikai Co., 
Ltd.）を使用して遠心チューブの底部から約 1 ml ずつ分画を回収しました。得られた分画は、
脱ショ糖処理せずにそのまま使用しました。各分画のショ糖濃度は、携帯型糖度計 No.1（分析
糖度 0～32％）および No.2（28～62％）（Pica Seiko Co., Ltd.）または携帯型ブリックスメー
ターBX-1（Kyoto Electronics Manufacturing Co., Ltd.）を使用して屈折率を測定し、較正曲
線から密度を決定しました。浸透圧は、Digital Micro Osmometer、Osmomat3000D（Gonotec GmbH）
を用いて測定しました。ゼータ電位は ZEECOM（Microtec Co., Ltd.）および NanoSight NS500
（Spectris Co., Ltd.）を使用して測定しました。 
 
（５）ウェスタンブロットは、先ず、各分画から 25 µlを分取し SDS-電気泳動（12％ゲル）を
行いました。次に、タンパク質をポリフッ化ビニリデン（PVDF）膜（Bio-Rad Laboratories, Inc.）



に転写し、PVDF 膜は 0.1％ Tween-20 を含む 5％スキムミルク-PBS 中で 1時間ブロッキングしま
した。CD63 に対する一次抗体を用いて免疫反応を 4℃で一晩行い、その後 HRP 標識の二次抗体と
3時間反応させました。化学発光信号は Clarity Western ECL substrate（Bio-Rad Laboratories, 
Inc.）を使用し、ChemiDoc XRS（Bio-Rad Laboratories, Inc.）システムで検出しました。 
 
（６）エクソソームを含む EVs は、TEM（FEI Tecnai G2 F20、FEI Company）を使用して観察し
ました。薄いアモルファスカーボン膜で覆われた TEM 400 メッシュ銅製グリッドは、予めグロー
放電装置 HDT-400（JEOL Ltd.）を使用して親水化処理しました。ショ糖密度勾配超遠心分離か
ら得られたエクソソーム含有分画を 10 倍に希釈し、数µlをこれらのグリッド上に慎重に載せ、
1％酢酸ウラニル溶液で 30～40 秒間ネガティブ染色しました。TEM 像は、FEI Tecnai F20 を加
速電圧 120 kV で運転し、低電子線量条件下で Gatan Retractable Multiscan Camera（Gatan, 
Inc.）により、5,000 倍および 50,000 倍（免疫電子顕微鏡用）の倍率で記録しました。 
 
（７）免疫電子顕微鏡法は、先ず、22～24％（w/v）のショ糖を含む 25 mM ビストリス緩衝液（pH 
6.5）分画から 10 µl をカーボングリッド上に載せ、20％パラホルムアルデヒド（PFA）を 1.1 µl
添加し、最終濃度が 2％ PFA になるように調製し、室温で 20 分間静置しました。この過程で、
グリッド表面が乾燥しないように注意し、次に、20％（w/v）のショ糖を含む 25 mM ビストリス
緩衝液（pH 6.5）（Buffer A）で 5 µl ずつ 2回洗浄し、その後 25 mM ビストリス緩衝液（pH 6.5）、
20％（w/v）ショ糖、および 50 mM グリシン（Buffer B）で 5 µlずつ 3回洗浄しました。ブロッ
キングのために、Buffer B を追加した後、1.4～3.9 mg/ml の牛血清アルブミン（BSA）5 µlを
加え、10 分待ち、余分な水分を除去した後、一次抗体のマウス抗 CD63 IgG を含む 5 µlの液滴
をグリッドに滴下し、室温で 30 分間静置しました。その後、グリッドを Buffer A で 5 µlずつ
4回洗浄し、最終洗浄ではグリッドが乾燥しないように Buffer A を 10 µl残しました。その後、
直径 6 nm の金ナノ粒子で標識されたヤギ抗マウス IgG（2 次抗体）3 µlを添加し、室温で 30 分
間静置しました。グリッドを Buffer A で 5 µlずつ 5回洗浄した後、1％酢酸ウラニル溶液で 30
秒間ネガティブ染色し、免疫電子顕微鏡法により観察しました。 
 
（８）TEM 画像からの粒子サイズ分布
解析は、先ず、FEI Tecnai F20 で
DigitalMicro-graph（Gatan Inc.）を
使用して撮影した TEM 画像を TIF フ
ァイル形式に変換し、ImageJ 1.48v
のユーティリティソフトによって以
下の処理を行いました。TEM 画像は、
等化ヒストグラムアルゴリズムを使
用してコントラストを強調し、画像
上で確認された円形のターゲットを
背景層から容易に選択および抽出で
きるようにしました。円形物質の境
界は、[Adjust/Threshold]機能によ
り二値化され、その際、大津法を選択
しました。画像処理中、ホコリや明確
に区別可能な断片は破棄しました。
円形物質が背景層から明確に分離さ
れると、その面積、標準偏差、および
Feret 径を[Analyze/Analyze Par-
ticles]コマンドによって分析しま
した。TEM 画像は目視では、容易に図
形が円形か楕円形か判別でき、楕円
の長軸の向き（長さ）も認識できます
が、コンピュータでは X 軸と Y 軸方
向でそれぞれ目標図形を別々に計算
します。従って、楕円の長軸の長さを
Feret 径と定義します。Feret 径は、
特定のオブジェクトの大きさを測定するもので、通常、指定された方向に沿ったオブジェクトの
最大幅を表します。具体的には、その方向に垂直な 2つの平行な平面が物体に接する点の間の距
離として定義されます。従って、3次元の場合の Feret 径は、指定された方向に沿って物体を制
限する 2つの平行平面間の最大距離となります。顕微鏡画像解析で、三次元（3D）オブジェクト
の投影に適用される場合、Feret 径は、二次元（2D）平面上の投影に対する、2 つの平行接線の
間の距離と定義されます。得られたデータテーブルは Microsoft Excel ファイル形式で保存し、
粒子サイズの頻度分布は Excel の[Frequency]機能を利用して計算しました。分布グラフは
KaleidaGraph 4.5J（Hulinks Inc.）を使ってプロットしました。 
 
（９）EVs のサイズ分布は、DLS 法により測定しました。光散乱アナライザーである DynaPro 

  

 図１ 電子顕微鏡法直接評価による EV 調製の最適化 



NanoStar（Wyatt Technology Corp.）および DelsaMax Core（Beckman Coulter, Inc.）を使用
しました。DLS 法は、液相中の粒子の特性、特に粒子サイズのようなナノ粒子の流体力学的特性
を評価するための一般的な手法であり、試料溶液中の粒子のブラウン運動による光散乱の強度
を測定し、時間の経過に伴う変化率に変換します。このデータから、一般的に球状を仮定して、
ストークス・アインシュタインの式および自己相関関数の手法により、粒子直径（サイズ）が計
算されます。測定には、エクソソームを含む分画から 4～10 µlが使用され、分画毎に 5秒間の
3～5 回の測定からそれぞれ独立した平均値が計算されます。測定温度は 20℃で、照射レーザー
の波長は 660.9 nm でした。DLS 分析は、粒子のサイズ測定に一般的に使用される効果的な手法
ですが、生物起源の膜小胞では、散乱強度が一定であるとは限らないため、本研究では、DLS 分
析は各分画内の粒子サイズ分布の全体的なパターンおよびその傾向を確認するために使用しま
した。個々の膜小胞の（正確な）測定値について言及す
るものではありません。 
 
４．研究成果 
（１）エクソソームを主要な成分とする EVs の特性につ
いて、先ずは、「生物物理学的解析に適した膜小胞の調製
方法」（PCT/JP2017/013999、特許 6853983）により分画
し、その性質等を分析・検討しました。ナノサイズの EVs
をナノコロイドとして認識することで、医学や生物学分
野で見過ごされていた物理化学的側面を明らかにし、
EVs を細胞から放出されたインタクトな状態で分離・調
製し、電子顕微鏡法による直接観察を行いながら、その
条件を最適化しました（図１）。この条件は革新的であ
り、エクソソーム研究を下支えする基盤技術としての活
用が期待されますが、既存の（一部の経済的な）体制に
は不都合な側面もあり、影響力の高い国際的な学術誌で
の発表は困難でした。しかし、昨年、その成果を国際的
なジャーナルで公開することが実現しました。 
 
（２）細胞種や生育状況の異なる細胞培養上清から調製した各分画について、物理化学的特性を
分析しました。図２に、small EVs が確認された各分画のゼータ電位の測定結果（平均値および
標準誤差）から一部を示しました。緩衝液の pH と EVs の平均荷電の絶対値の大小の関係から分
散安定性を評価し、TEM 像で確認された small EVs の形状や分散・分布状況と相関があることが
確認されました。また、予備的試行段階では、Ｘ線溶液散乱実験において、脂質二重膜の構造を
反映した高 q領域で、特異な挙動を示す分画が観察されました。その要因については、今後の詳
細な検証が必要です。 
 
（３）前述の分離条件では密度勾配超遠心分離法を採用しましたが、操作が煩雑過ぎるとのコメ
ントがありました。そのため、超遠心機の使用を再検討し、より簡便に、異なる MWCO の限外ろ
過法を連続適用する手法も開発しました。その過程で、エクソソーム（small EVs）は再生セル
ロース膜を透過しますが、同じ粒径分布のポリスチレンビーズや荷電の要因を考慮して試験し
たシリカビーズは透過しませんでした。small EVs のみが、再生セルロース膜を透過することが
明らかとなり、エクソソーム（small EVs）にも赤血球と同様な“変形能”が備わっていること
が示唆されました（未発表）。今後はレオロジー的な観点からの評価が必要と考えています。 
 
（４）また、膜小胞に適した電子染色試薬に関する検証報告はこれまでに無く、酢酸ウラニル溶
液が標準使用されています。しかしながら、酢酸ウラニル溶液は強酸性のため、膜構造に侵襲的
に作用し、また、核燃料の国際規制物資として管理規制対象となっているため、代替可能な新し
い電子染色試薬の開発が必要でした。ランタノイド系列酢酸塩について、初めて体系的に評価し、
一部の成果を論文として発表しました。 
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