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研究成果の概要（和文）：本課題ではフローサイトメトリーを用いて細胞外小胞（sEV）を特異的かつ高感度に
定量する方法の構築に取組んだ。抗体染色したsEVから未結合抗体を洗浄する方法について検証した結果、サイ
ズ排除クロマトグラフィー法やTIM4アフィニティー法が洗浄法として適していることを明らかにした。このsEV
のフローサイトメトリー解析系をがん細胞分泌sEVの解析やsEVの産生経路の解析などに利用することで、レアポ
ピュレーションの高感度検出やsEVの多様性解析を実現した。

研究成果の概要（英文）：We have attempted to develop a method that can specifically and sensitively 
detect small extracellular vesicles (sEVs) using a flow cytometer. As a result of the validation of 
several methods for washing unbound antibodies from antibody-stained sEVs, we found that the size 
exclusion chromatography method and the TIM4-affinity method showed excellent performance. This flow
 cytometry analysis for sEVs was applied to the analysis of cancer cell-secreted sEVs and sEV 
biogenesis, and realized highly sensitive detection of rare population and revealed sEV 
heterogeneity depending on the biogenesis pathways.

研究分野：細胞生物学

キーワード： 細胞外小胞　ホスファチジルセリン　フローサイトメトリー　リキッドバイオプシー
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研究成果の学術的意義や社会的意義
がん、神経変性疾患、免疫など様々な疾患で、細胞が30-150 nmのサイズの細胞外小胞（sEV）を介してタンパク
質や核酸などの情報を伝播することが知られており、sEVは創薬標的や診断マーカーとして注目されている。本
課題は、sEVに搭載されたタンパク質や核酸を一粒子レベルで解析する技術の開発に成功した。これにより、血
液などに微量に存在する疾患由来sEVの高感度検出や疾患関連sEVの産生経路の特定が可能となり、sEVを標的と
した診断や治療薬の開発が加速すると期待される。

※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 
生体内の多くの細胞は直径 30-150 nm の細胞外小胞（sEV; small extracellular vesicle）を
分泌することで細胞間情報伝達や代謝物の排出を行う。sEV には分泌細胞由来のタンパク質、核
酸、脂質などが内包され、受け手の細胞に様々な作用を及ぼす。特に、がん細胞が分泌する sEV
は、転移、浸潤、血管新生、免疫制御など多様な機能を担い病態と深く関連する。sEV の測定に
よるがん診断法の開発も進んでおり、血液など体液中の sEV が RTqPCR 法などにより解析される
が、多様な組織由来 sEV が混在する試料から RNA を抽出し解析する為、マーカー遺伝子は他の遺
伝子に埋もれてしまい、病気が進行しなければ検出が困難である。また、２種類以上のマーカー
遺伝子の解析による診断精度の改善も試みられているが、単一の sEV に２種類のマーカー遺伝
子が発現しているのか異なる sEV にそれぞれのマーカー遺伝子が発現しているのかは判別でき
ない為、診断精度の改善は限られる。sEV の１粒子解析は、疾患由来 sEV の存在率が低い試料で
も、陽性率は低くてもシグナル強度の低下は起きないので高い精度での検出が可能であり、複数
マーカーを用いたダブルポジティブ sEV の解析も可能であり、診断精度の上昇が期待できる。 
 
２．研究の目的 
sEV の解析法には Nanoparticle Tracking Analysis（NTA 法）、ウェスタンブロット法、ELISA
法、電子顕微鏡観察などが用いられる。１粒子解析が可能な方法として NTA 法と電子顕微鏡観察
が挙げられるが、実際に測定する粒子数は多くても数十粒子と少ないこと、複数マーカーの解析
が不可能であることから、得られる情報量は限られる。フローサイトメトリーは蛍光標識抗体で
染色した細胞を１細胞レベルで解析可能であり、数十秒で数万細胞を解析可能な手法である。特
に免疫学の分野で汎用されており、わずかしか存在しない特殊な免疫細胞（rare population）
の機能解析や非常によく似た２種類の免疫細胞の識別に力を発揮する。これらの特性から、フロ
ーサイトメーターを用いて sEV の解析が可能となれば、より高精度な疾患診断法として有用で
ある。しかし、sEV は細胞と比較して 1/106の体積しかなく、シグナルの低下、超遠心機による
試料調製、単粒子検出が可能であるかの検証など実用化への課題は多い。本研究では、これらの
課題に取組むことで、sEV に発現しているタンパク質、脂質、miRNA、粒子数濃度を定性あるい
は定量解析可能な測定方法を確立し、がん診断法に資するフローサイトメーターを用いた sEV 解
析法の構築を目指す。 
フローサイトメーターを用いた sEV の解析では、高感度検出、多検体の調製、高純度の精製が
重要となる。これまでに私は、sEV 表面に多く露出しているホスファチジルセリン（PS）に強く
結合するタンパク質TIM4を用いて、sEVの高純度精製法および高感感度検出法を確立してきた。
さらに現在、PS 以外の脂質に結合する分子を取得しており、独自の sEV 精製・検出技術を確立
している。この技術をフローサイトメーターを用いた１粒子 sEV 解析に応用することで、高感度
検出法を構築する。本技術は疾患診断法、創薬基盤技術、基礎研究の発展に大きく貢献すること
が期待できる。 
近年、免疫系をはじめとして多様な生理現象に sEV が関わっていることが明らかとなってい
る。sEV の生理的機能の解明が進むにつれ、それらを応用した機能性 sEV 薬（人工的に作製した
sEV を利用した薬）の開発が行われている。将来、機能性 sEV 薬が製造される際には sEV の品質
管理が必要となるが、既存の方法では１粒子レベルでの品質管理は不可能である。本研究で開発
する解析技術は、sEV の品質管理の目的でも有用である。 
 
３．研究の方法 
(1) 細胞 
ヒト胎児腎細胞 293T 細胞（理研 BRC), ヒト頭頸部扁平上皮癌細胞株 OSC-19 細胞（#0198, 
JCRB）、および HOC313 細胞は、100 units/mL ペニシリン, 100 µg/mLストレプトマイシン, 2 mM 
L-グルタミン, 10%非働化 FBS (ニチレイバイオサイエンス)を添加した DMEM 中で 37℃、5％CO2
で培養した。CD9、CD63、CD81、ALIX、HGS、TSG101 ノックアウト（KO）293T 細胞は、CRISPR/Cas9
システムを用いて樹立した。 
(2) sEV 解析のための細胞培養上清の調製 
sEV 除去 FBS は、10mL の FBS を 2mL の 50％PEG-10,000 と混合し、4℃で一晩穏やかに回転さ
せた後、混合物を 1500×g、4℃で 30 分間遠心することで調製した。細胞は、2% sEV 除去 FBS 添
加 Advanced DMEM 中で 80%コンフルエントになるまで培養した。培養上清を回収し、300×g で 5
分間、2000×g で 20 分間、10,000×g で 30 分間、順次遠心し、10,000×g 遠心後の上清（10K 
sup）を回収した。S50ST スイングローター付き CS100FNX（日立）を用いて 100,000×g で 2 時間
超遠心し、10K sup に含まれる sEV を濃縮し、ペレットを結合エンハンサー含有 Immobilizing
バッファーに再懸濁して UC sEV を生成した。10K sup または UC sEV を染色に用いた。PD-L1+-
sEV を解析するために、細胞を 100 ng/mL の組換えヒト IFN-γ（BioLegend）を含む 2％sEV 欠失
FBS 添加 Advanced DMEM で 37℃、24 時間培養した。 
(3) 超遠心法による抗体染色 sEV の洗浄 



UC sEV を蛍光標識抗体で 20 µLの Immobilizing バッファー中、室温で 2時間染色した。染色
した sEV を 7 mL の PBS で洗浄し、CS100FNX と S50ST スイングローターを用いて 100,000×g で
2 時間超遠心した。上清を捨てた後，ペレットを 100 µLの 1% EV-Save/PBS（富士フイルム和光
純薬）に懸濁した。 
(4) サイズ排除クロマトグラフィー法（SEC）による抗体染色 sEV の洗浄 
SEC カラム（qEV35、IZON）を 8.5 mL の 2 mM CaCl2/TBS バッファー（TBS-Ca）で平衡化した
後、20 µL の染色 sEV と 480 µL の TBS-Ca をカラムに加えた。2 mL の TBS-Ca でカラムを洗浄し
た後、2 mL の TBS-Ca で sEV を溶出し、20 µL の EV-Save を加えた。 
(5) TIM4-アフィニティー精製法による抗体染色 sEV の洗浄  
TIM4-ビーズは、MagCapture Exosome Isolation Kit PS Ver.2（富士フイルム和光純薬）に含
まれる 0.06 mg のストレプトアビジン磁気ビーズと 0.1 µgの TIM4-ビオチンを混合して調製し
た。sEV は TIM4-beads による捕捉前または捕捉後に染色した。捕捉前に染色する場合は、UC sEV
を 20 µLの Immobilizing バッファー中で蛍光標識抗体で 2時間染色した。0.06mg の TIM4-ビー
ズを 4℃で 1時間回転させながら反応させた。捕捉後に染色する場合は、1 mL の 10K sup を TIM4-
ビーズを用いて 4℃で 1時間回転させながら sEV を捕捉し、1 mL の TBS-Ca で 3回洗浄した後、
1% EV-Save を含む 50 µLの溶出バッファーを 2回加えて、TIM4-ビーズから sEV を溶出した。 
(6) sEV のフローサイトメトリー解析 
sEV フローサイトメトリーのシースフローに使用するため、MilliQ 水を Millex-GS 0.22 µm 
MCE 膜（メルク社）で 3回ろ過した。sEV は、2つのレーザー（488 nm と 638 nm）と 3つのバン
ドパスフィルター（488/10、525/40、580/40）を装備した Flow Nanoanalyzer（NanoFCM）を用い
て分析した。シリカナノ粒子カクテル（68-155 nm, NanoFCM）と 250 nm ポリスチレンビーズ（QC 
Beads, NanoFCM）をそれぞれサイズと粒子濃度のリファレンスとして使用した。全てのサンプル
は一定圧力（1 kPa）で流し、SS、FITC、PE のシグナルを記録した。 
 
４．研究成果 
sEV の純度は、その検出において最も重要
な要素の一つである。フローサイトメトリー
解析に適した sEV 洗浄法を検討するために、
293T 野生型（WT）細胞または CD9 KO 細胞の
sEV を FITC-抗 CD9 抗体で染色し、超遠心法、
密度勾配遠心法、SEC 法または TIM4-アフィニ
ティー法で洗浄した。超遠心分離による洗浄
では、CD9 KO-sEVs の偽陽性率は 83％であっ
た。さらに、約 160～180 nm の凝集した sEV
も検出された。密度勾配遠心による洗浄では、
FITC-抗 CD9 抗体を含み sEV を含まないサン
プルで多くの偽陽性シグナルが検出され、抗
体と sEV を分離できなかった。SEC による洗
浄では、WT-sEV の陽性率は 49.3％、CD9 KO-
sEV の陽性率は 3.0％であり、これまでの洗浄
法に比べて高い効果が得られた。TIM4-アフィ
ニティー法による洗浄では、WT-sEV の陽性率
は 39.4％、CD9 KO-sEV の陽性率は 5％未満で
あり、SEC と同様の結果が得られた。TIM4-ア
フィニティー法は、CD63 と CD81 の染色にお
いても良好な結果を示した。抗体の濃度を変
えて染色すると、CD9 の染色は 2.5 µg/mL 以
下では不十分で、5 µg/mL 以上では十分であ
った。10 µg/mL の抗体で処理においても、抗
体は完全に洗浄除去可能であり、CD9 KO-sEV
への非特異的結合は観察されなかった。これ
らのデータは、SEC や TIM4-アフィニティー法
を含む高純度分離法が、sEV を抗体で染色す
るのに適していること、そして抗体濃度が重
要な因子であることを示している。 
sEV の不均一性の解析は、sEV の生合成機構
や sEV 関連疾患の理解に有用であるが、複数
抗体で染色した sEV の検出が困難であるた
め、一般には適用されていない。そこで、高純
度 sEV 精製法を二重染色した sEV の検出に適
用できるかを検証した。293T WT 細胞または
CD63 KO 細胞の sEV を FITC-抗 CD9 抗体と PE-
抗 CD63 抗体で二重染色し、超遠心法、SEC 法、

図１ sEV 洗浄方法の評価 
293T WT細胞またはCD63 KO細胞が分泌したsEV
を超遠心分離で回収し、FITC 標識 CD9 抗体およ
び PE 標識 CD63 抗体で染色した。染色 sEV を超
遠心法（A）、SEC 法（B）、または TIM4-アフィニ
ティー法（C）で洗浄しフローサイトメーターを
用いて検出した。 



または TIM4-アフィニティー法で洗浄した。超遠心法では、CD63 KO-sEV の 60％以上が偽陽性と
して検出され、超遠心による洗浄が有効でないことが示された（図 1A）。SEC 法では、CD63 KO-
sEV の 4.3％、WT-sEV の 67.4％が CD63+-sEV として検出された（図 1B）。TIM4 アフィニティー法
では、CD63 KO-sEV の 0.6％、WT-sEV の 38.2％が CD63+-sEV として検出された（図 1C）。さらに、
CD9+-sEV の割合は、SEC 法でも TIM4-アフィニティー法でも WT-sEV と CD63 KO-sEV の間で同程
度であり、二重染色が抗体間の競合を促進しないことを示している（図 1B,C）。 
TIM4-アフィニティー法では PS に露出した sEV しか捕捉できないため、PS+-sEV に偏った結果
が得られる可能性があることに注意すべきである。sEV フローサイトメトリーを用いて PS+-sEV
と PS--sEV の特徴を分析し、亜集団間の差異を明らかにした。sEV フローサイトメトリーを用い
て、PS+-sEV と PS--sEV の特徴を解析し、亜集団間の違いを明らかにした。NTA 解析の結果、PS-

-sEV は 293T 細胞の全 sEV の 6.04％を占めた。3つの sEV マーカーである CD9、CD63、CD81 の発
現比は、すべての sEV と PS+-sEV でほぼ同じであったが、各マーカーの単一陽性 sEV の比率は、
PS--sEV の方がわずかに高い傾向があった。これらのデータは、TIM4-アフィニティー法で回収さ
れた sEV は sEV 集団の大部分を占め、全 sEV とほぼ同じ sEV マーカーを反映していることを示
している。 
構築したフローサイトメーターを利用した sEV の一粒子解析法の有用性をがん細胞分泌 sEV
の解析実験および分泌経路の異なる sEV の解析実験において検証した。がん細胞分泌 sEV の解
析実験では、口腔がん患者由来細胞 HOC313、OSC-19 細胞において IFN-γ刺激による PD-L1 発現
誘導の検出を試みた。その結果、OSC-19 細胞では IFN-γ刺激によって PD-L1 陽性 sEV が 2.0%か
ら 4.7%に上昇することを明らかにした（図 2B）。一方、HOC313 細胞では IFN-γ刺激による細胞
の PD-L1 発現上昇は顕著であったが、PD-L1 陽性 sEV の割合にはほとんど変化が見られなかった
（図 2A）。以上のように、PD-L1 陽性 sEV は一部の sEV に限られること、そしてその割合は細胞
によって大きく異なることが明らかとなった。 
 

分泌経路の異なる sEV の解析では、ALIX, HGS または TSG101 を欠損した 293T 細胞が分泌する
sEVについてテトラスパニン（CD9、CD63、CD81）の発現を解析した。ALIXを欠失すると、CD9+/CD81+-
sEV、CD63+/CD81+-sEV の割合に変化はなかったが、CD9+/CD63+-sEV は 27％減少した（図 3）。こ
のことから、ALIX が CD9+/CD63+-sEV の生成に関与していることが示唆された。HGS を欠失する
と、CD63+-sEVs は 43.3％減少した（図 3）。これは、CD9+/CD63+-および CD63+/CD81+-sEVs の両レ
ベルの減少が原因であり、HGS が CD63+-sEVs 全体の生成に関与していることが示唆された。
TSG101 を欠失させると、CD63+-、CD9+-、および CD81+-sEV のレベルが減少し、二重陰性 sEV の
数が増加した（図 3）。これらの所見は、TSG101 が多様な sEV の生合成に関与し、HGS と ALIX が
限られた sEV 亜集団の生成に寄与していることを示唆している。sEV のフローサイトメトリー
は、がん由来 sEV の診断や分子生物学的解析に有用であることが示された。 
 

図 2 ヒト扁平上皮癌における細胞と sEV の PD-L1 発現の解析 
HOC313 細胞（A）、または OSC-19 細胞（B）を、0または 100 ng/mL IFN-γを含む Advanced DMEM-2% 
sE 除去 FBS で 24 時間培養した。sEV を TIM4-アフィニティービーズで捕捉し、FITC 標識抗 CD9、抗
CD63、抗 CD81、PE 標識抗 CD274 抗体の混合物で2時間染色した。細胞、未染色 sEV、染色 sEV/IFN-γ
(-)、染色 sEV/IFN-γ(+)を分析した。 
 



 

図 3 様々な sEV 生合成経路による sEV の不均一性の解析 
293T WT、ALIX KO、HGS KO、または TSG101 KO 細胞を Advanced DMEM-2% sE 除去 FBS で 48 時間培養し
た。sEV を TIM4-アフィニティービーズで捕捉し、抗体なし、FITC 標識抗 CD9 抗体と PE 標識抗 CD63
抗体、FITC 標識抗 CD9 抗体と PE 標識抗 CD81 抗体、または FITC 標識抗 CD63 抗体と PE 標識抗 CD81 抗
体で 2時間染色した。sEV 結合 TIM4 ビーズを洗浄後、sEV をビーズから遊離させ、フローサイトメー
ターを用いて検出した。 
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８．本研究に関連して実施した国際共同研究の実施状況

SARS-CoV-2スパイクタンパク質に対する中和抗体の 作用機序を高速原子間力顕微鏡で可視化 
https://nanolsi.kanazawa-u.ac.jp/highlights/24222/ 
世界初！高速原子間力顕微鏡で細胞外小胞の ナノ構造変化を捉えることに成功！ 
https://nanolsi.kanazawa-u.ac.jp/highlights/23711/ 
エクソソーム分泌の促進剤・抑制剤を同定 
https://nanolsi.kanazawa-u.ac.jp/achievements/achievements-17206/ 
細胞外小胞による骨肉腫の進展機構を解明 
https://nanolsi.kanazawa-u.ac.jp/achievements/achievements-16826/ 
世界初！高速AFMで新型コロナウイルススパイクタンパク質の分子ナノ動態を可視化！ 
https://nanolsi.kanazawa-u.ac.jp/achievements/achievements-18490/
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TIM4-ELISA法を用いた細胞外小胞の分泌制御剤の探索

 ４．発表年

 １．発表者名
吉田孟史, 馬雲飛, 的場一隆, 木田克彦, 西野泰斗, 華山力成

 ３．学会等名
第8回日本細胞外小胞学会学術集会

 ２．発表標題


