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研究成果の概要（和文）：エクソソームとは細胞から放出されるナノスケールの小胞体であり、ホスト細胞の性
質を引き継いでいるため、その解析はガンの早期診断に有力である。本研究ではエクソソームの特徴抽出に原子
間力顕微鏡(AFM)を用い、固体基板への吸着様態とそれに伴う変形を定量化する新しい手法を提案した。ガン細
胞から抽出した3種類のエクソソームを用い、その特徴を高い信頼性で抽出する方法として機械学習を採用し
た。AFM画像から得られる個々のエクソソームのデータを14次元空間にプロットすることにより、高い正答率で
識別が可能なことを示した。固体表面との相互作用に注目した本手法は、新たなガン診断法として期待できる。

研究成果の概要（英文）：Exosomes are nanovesicles with 30-150 nm in diameter and released from whole
 cells including cancer cells. In this study, we have developed a novel method to extract exosome 
properties using atomic force microscopy (AFM) for early diagnosis of cancer. When exosomes are 
immobilized on solid surfaces, they are deformed by interactions between biomolecules and sold 
surfaces. From this deformation, much information about exosome membranes and inclusions can be 
obtained. To precisely discriminate the deformation fashion of individual exosomes, we used machine 
learning, where 14 parameters are extracted from the individual AFM images and plotted in a 
14-dimensional space. By plotting AFM data from unknown exosomes in the discriminator, we can assign
 those exosomes to the specific host cell. We have found that the correct assignment with 
probability from 65 to 85% can be achieved.

研究分野： 表面界面科学
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１．研究開始当初の背景 
 
 ガンの早期発見は、国民医療の中でも最重
要視されている緊急の課題である。エクソソ
ームとは、細胞から放出される 30～150nm 程
度の小胞体(ベシクル)であり、あらゆる細胞
から放出されて体液中に存在し、また細胞間
の物質のやり取りにも関わっている[1]。さら
にエクソソームには、放出元細胞(ホスト細
胞)の細胞膜等を構成する脂質二分子膜やタ
ンパク質などの生体物質、さらにマイクロ
RNA などの情報を担う分子が含まれる。した
がって、その性質や内容物を調べることによ
りホスト細胞の性質を明らかにすることが
できる。ガン細胞もエクソソームを放出し、
その性質や内容物はガン細胞の特徴を引き
継ぐため、エクソソーム解析によりガンの早
期発見が可能になると期待されている。また、
エクソソームは細胞間コミュニケーション
を担っているため、ガンの転移の主要な原因
の一つでのあることが認識されてきた。すな
わち、ガン細胞からのエクソソームの放出・
循環を抑制することにより、ガンの転移も抑
制できることが期待されている。エクソソー
ムはあらゆる体液に含まれているので、検体
を低侵襲で採取することが可能である。しか
し、エクソソームはナノスケールのベシクル
であり、生体計測分野で主として用いられて
きた光学顕微鏡の分解能では検出できない。
透 過 電 子 顕 微 鏡 (transmission electron 
microscopy, 以下TEM)では大型の装置が必要
なだけでなく、真空中での観察のために試料
作製が非常に煩雑である欠点をもつ。そのた
め、簡便迅速にエクソソームの特徴を抽出し、
ホスト細胞を特定できる手法の開拓が望ま
れていた。 
 
２．研究の目的 
 
 本研究の目的は、エクソソームの性質を簡
便な手法で抽出し、ホスト細胞を特定する手
法を開拓することである。そのために、汎用
的な道具のみを用い、ホスト細胞を高い確率
で特定する統計的な手法を開拓することを
目標とした。 
 

３．研究の方法 
 

 本研究で用いた方法の要は、図 1 に示すよ
うに、採取したエクソソームを固体基板に吸
着させ、その吸着様態と吸着に伴う変形を観
察して特徴抽出を行うことである。エクソソ
ームの膜構造は細胞と同じくタンパク質分
子を含む脂質二分子膜であり、吸着と変形に
は、図 1 に示す膜の性質や埋め込みタンパク
質の性質が関わるため、ホスト細胞の性質が
反映される。その特徴抽出に当たっては、近
年きわめて一般に用いられる原子間力顕微
鏡(atomic force microscopy, 以下 AFM)を用い
ることとした。AFM は簡便に形状を計測する
ことができる特徴をもつ反面、吸着により、
例えば TEM と比較して真の形状を見ること
ができないという欠点が指摘されていた。し
かし、あとで詳しく見るように、吸着と変形
には溶液中に浮遊するエクソソームの形
状・サイズよりもはるかに多くの情報が含ま
れるため、その形状の特徴抽出はホスト細胞
の特徴抽出に非常に適している。 
 次に、エクソソームの大きさは 30～150nm
に分布しており、単に平均値を比較しても分
散がはるかに大きいため有為な比較は困難
である。本研究では、データ解析に機械学習
を適用した。AFM によって得られたエクソソ
ーム一個一個の像から、形状すなわちエクソ
ソームの膜の性質や内容物の状態を反映し
た変形を表す多変数の情報を抽出した。これ
らのパラメータを多次元空間にプロットす
ることにより、異なるホスト細胞から放出さ
れたエクソソームを多次元空間で分離する
ことができる。 
 本研究のもう一つの特徴は、固体基板表面
とエクソソームの相互作用を利用すること
である。固体表面は単にエクソソームを吸着
するという観察のための場ではなく、エクソ
ソームの性質によって基板表面との相互作
用が異なることを利用し、機械学習の特徴が
発揮される環境を提供する場でもある。 
 本研究で用いたエクソソームは、連携研究
者である公益財団法人・がん研究会の芝清隆
氏から提供を受けた。培養ガン細胞から抽出
し、密度勾配遠心法により精製した次の 3 種
類のエクソソームを用いた。 

図 1. 本研究におけるエクソソームの特徴抽出の手法 



(1) 大腸ガン細胞 (HT-29) 
(2) 繊維肉腫細胞 (HT-1080) 
(3) 膵臓ガン細胞 (mia paca2) 
これらのエクソソーム溶液を SiO2/Si、TiO2、
自己組織化単分子膜で修飾した SiO2/Si など
の基板上に滴下し、吸着したエクソソームを
AFM で液中観察した。 
 
４．研究成果 
 
 図 2 に、3 種類のエクソソームの液中 AFM
像を示す。個々のエクソソームの吸着様態を
観察すると、図 3 に示す 4 タイプに分類され
る。半球状は、吸着によって変形するだけで
内容物は保持されていると考えられる。展開
膜状は、吸着・破裂・展開を経て形成された
脂質二分子膜である。つぶれた状態とは、吸
着・内容物の流失を伴うが破裂・展開のない
二層の脂質二分子膜形成である。目玉焼き状
は、周辺のみつぶれているが内容物の流出は
なく中央付近に集まって形成された複合構
造である。脂質のみからなる人工脂質二分子
膜を用いてベシクルを作製し、吸着様態を観

察すると、半球状と展開膜状は観察されるが、
二層の脂質二分子膜と目玉焼き状は観察さ
れない。すなわち、エクソソームは、脂質の
みの二分子膜に比べてタンパク質などで強
化されており、破裂展開しにくいことが判る。
このことは、ホスト細胞によって機械的強度
が異なることを示しており、吸着様態によっ
てホスト細胞の性質が得られることを示す。 
 次に、AFM 観察像から一個一個の粒子の形
状とサイズを求め、直径の平均値を算出する
と次のようになる。ここで、エクソソームは
液中ではほぼ球形であるという TEM 観察報
告[2]を用いている。 
(1) HT-29    57±37 nm 
(2) HT-1080      78±71 nm 
(3) mia paca2     50±38 nm 
である。ガン細胞から放出されるエクソソー
ムが正常細胞より大きいとか、平均値として
の報告は確かにあるが[3]、3 種類のエクソソ
ームのサイズ分散をヒストグラムにすると、
図 4 に示すように非常にばらついていて、平
均値から個々のエクソソームのホスト細胞
を推定することは全く不可能である。 

図 2. 3 種類のエクソソームの液中 AFM 像 

図 3. エクソソームの AFM 像から得られる 4 種類の吸着様態 

図 4. エクソソームの AFM 像から得られる直径の分布。 



 本研究では、個々のエクソソームをホスト
細胞と関係づける方法として機械学習を採
用した。図 5 にその手順を示す。まず、ホス
ト細胞の分かっているエクソソームの AFM
像から、展開膜などになっている粒子を除き、
すべての粒子から得られる形状のデータを
抽出し、図 5(a)に示すように一枚のチャート
にプロットする。本研究では、14 個のパラメ
ータを抽出しているが、図 5 では高さと接地
面積だけによって説明している。2 種類また
は 3 種類のエクソソームについて、それぞれ
数枚の AFM 像を用いて、全粒子のデータを
プロットする。一つのパラメータだけでは図
4 に示すように重なり合っているエクソソー
ムの種類も、高さと面積をプロットすると、
図 5(b)に示すように異なる領域にプロットさ
れるとする。その場合、二次元空間で特徴量
(高さと面積)に対応する点は、エクソソーム
の種類ごとに特定の領域を形成する。次に未
知のエクソソームのデータを同様に抽出・プ
ロットする。このとき、例えば有為な確率で
特定の領域(この場合 mia paca2))にプロット
されたら、未知のエクソソームは mia paca2
である確率が高いと言える。 
 実際の実験では、図 6(a)に示す 14 個のパラ
メータを用いた。図 6(b)に示すエクソソーム
像を例にとると、面積と高さが等しい半球状
の吸着に対して、高さが半分の面で切ったと

きの面積は小さくなるため、14 次元空間では
異なる領域にプロットされる。 
 図 5(b)に示すような特定のエクソソームが
プロットされる確率の高い領域を示す図を
判別器と呼ぶことにする。本手法の有用性を
示す実験として、判別器を作成する際に使用
しなかった既知のエクソソームの AFM 像を
用い、粒子がどのくらいの確率で正しい領域
内にプロットされるか(正答率と呼ぶ)を調べ
た。その結果を表 1 に示す。ここで、2 サン
プルとは、二種類のエクソソームのデータを
プロットした判別器に、判別器作成で用いな
かったどちらかの AFM 像の粒子をプロット
したときの正答率であり、3 サンプルとは 3
種類を含む判別器に、判別器作成に使用しな
かった 3 種類のどれかをプロットしたときの
正答率である。また、APTES とは自己組織化
単分子膜の一種である。表からわかるように、
エクソソームのサンプル数や基板の種類に
かかわらず有為な差で高い正答率が得られ
ている。また、TiO2基板で高い正答率が得ら
れている。TiO2基板ではサンプル数が他の場
合より少ないが、すべての場合に 250 粒子あ
れば、それ以上の粒子数を用いたときと同様
の結果が得られることは確認している。 
 以上のように、本手法を用いると、多くの
パラメータによって吸着様態や変形を特徴
づけるため、高い確率でホスト細胞と対応付

図 5. 機械学習によるエクソソームのホスト細胞特定の方法(二次元モデル) 

(a) (b) (c) 

図 6. 実際に用いた 14 次元パラメータと、AFM 像の実例 



けが可能になる。本研究では、エクソソーム
と固体基板との相互作用を用いて、吸着エク
ソソームの変形のタイプ分けによりホスト
細胞を特定するという新しい方法を提案し
た。この手法は、固体基板に吸着したのち乾
燥させたエクソソームの特徴を用いる方法
などへも適用できる。図 7 に、乾燥エクソソ
ームの走査電子顕微鏡 scanning electron 
microscopy, SEM)像の例を示す。この乾燥試
料を用いる方法は、内容物の特徴を抽出する
のにより適していることが想定される。 
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