
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１５４０１

挑戦的萌芽研究

2015～2014

腫瘍特異的エクソソームをダイレクトに検出するシステムの開発

Establishment of system for direct detection of exosome

００２７１０６５研究者番号：

田原　栄俊（Tahara, Hidetoshi）

広島大学・医歯薬保健学研究院（薬）・教授

研究期間：

２６６４００９１

平成 年 月 日現在２８   ６   ２

円     3,000,000

研究成果の概要（和文）：細胞のフローサイトメーターとしてソニーが開発したSP6800の改良を行い、細胞外小胞であ
るエクソソームを検出するシステムの構築を目指した。機器のノイズとエクソソームシグナルを区別する為、細胞膜を
染色するCellview試薬で染色することで、エクソソームとノイズの区別をすることができた。またAlexa488ラベルCD9
およびAlexa647ラベルCD63で共染色した結果、エクソソームはヘテロな集団であることが明らかになった。また、膵が
ん細胞株の転移と共に増加するエクソソームタンパク質についても検出を試み、癌特異的なエクソソームをダイレクト
に検出できる可能性が示せた。

研究成果の概要（英文）：Exosome is extracellular nano-vesicles secreted from different type of cells. 
However, there is no significant flow-based instrument to detect exosome because of high background noise 
under 500nm size detection by current flow cytometers. To overcome this problem, we used a spectral cell 
analyzer, SP6800 (Sony corporation) which adopts a new method to measure the full spectrum of 
fluorescence with a high degree of accuracy. We purified exosome and stained with Cellview reagent, and 
significant and specific population is detected very small size population, which is distinguished from 
noise population. We also found that Alexa488 labeled CD9 and Alexa647 labeled CD63 were presented in 
purified exosomes, but exosomes are heterogeneous population. We also tried to detect cancer specific 
exosome derived from pancreatic cancer, and the spectral cell analyzer SP6800 can be used to detect 
exosome particle directly.

研究分野： 細胞分子生物
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１．研究開始当初の背景 
 エクソソームは、細胞から分泌される 50nm
くらいの細胞外小胞でがんのバイオマーカ
ーとして注目されている。エクソソームの内
部にはマイクロ RNA が含まれており、その発
現によるがんの早期診断や予後診断マーカ
ー開発の研究が進んでいる。血漿や唾液など
体液中のエクソソームについてその中に含
まれるマイクロRNAの解析をすることで主に
がん診断などに用いられている。一方で、こ
のような体液中には他の組織由来のエクソ
ソームも含まれることから、がん細胞特異的
なエクソソームを検出することが困難であ
ることが、がん診断に用いる場合の感度や精
度の上で問題となっている。他方、様々な細
胞から分泌されるエクソソームは、膜に発現
するタンパク質が大きく異なることが世界
中の研究の成果として明らかになっており、
ExoCarta（http://www.exocarta.org）のデ
ータベースに蓄積されており、エクソソーム
の膜タンパク質の違いを用いたがん診断に
も注目が集まっている。これまで研究代表者
は、様々な研究分野の研究者や産業界の研究
者と日本 RNAi 研究会（研究代表者が会長就
任）の活動などを通じて産学官のコミュニケ
ーションをとり新しいイノベーションのシ
ーズ開発を行ってきた。その中で、ソニーが
持つ Blu-Ray™技術を応用してつくられた世
界で初めてのフローセル内を流れる粒子の
高速計測機器をもちいた共同研究を実施し
てきた。本研究では、この技術をエクソソー
ムの検出に用いてがん診断に応用できるも
のを開発することを最大の目的とする。 
 
２．研究の目的 
 がん細胞などから分泌される細胞外小胞
であるエクソソームは、がん特異的なバイオ
マーカーとして注目されている。しかし、エ
クソソームはウイルス様の小さな大きさで
あるために、エクソソームの分泌量や性状の
解析は非常に困難である。そこで、本研究で
は、まだ誰も成功していないエクソソームを
リアルタイムにダイレクトに検出するシス
テムを構築し、ダイレクトに検出したエクソ
ソームをもちいたがん診断システムを構築
することを目的とする。 
 さらに、エクソソームと同時に、その中に
あるマイクロRNAを蛍光プローブで同時に検
出する技術を開発し、血清などの体液を用い
たがん診断に応用することも目的とする。 
 
３．研究の方法 
 本研究では、以下の３つの研究計画により
段階的な技術開発を行う。 
１．エクソソーム粒子をフローセル中で直接
検出する技術の開発 
２．検出できたフローセル中のエクソソーム
をがん細胞に特異的なエクソソーム膜タン
パク質の抗体で検出できる技術の開発 
３．がん細胞特異的なエクソソーム検出と同

時にエクソソーム中にあるマイクロRNAを蛍
光プローブで同時検出する技術の開発 
 何れの研究計画においても、エクソソーム
の特異性は、CD9、CD63 などの既存のエクソ
ソームマーカーを用いて確認しながら注意
深く検証する。 
 
４．研究成果 
 エクソソームは、細胞外小胞の一つであり、
細胞同士のコミュニケーションツールとし
て機能している。エクソソームは、１００nm
の非常に小さい顆粒のため、その検出が非常
に難しいことが問題である。特に、フローサ
イトメーターでは、検出可能な粒子径を下回
っており、１粒子で検出することは困難であ
った。ソニーが開発した SP6800 を用いて機
器の最適化と解析を行い、１粒子でのエクソ
ソームの検出が可能になった。CD9 などのマ
ーカーも検出で有り、今後がん特異的なマー
カーと組み合わせて、１粒子レベルでエクソ
ソームが検出できる可能性が考えられた。 
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