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研究成果の概要（和文）：　本研究では、“エクソソームのような微小な帯電粒子”を迅速かつ高効率で体液中
から単離・濃縮するために、イオン濃度分極で発生するイオン枯渇領域の隔壁作用（斥力）を利用したマイクロ
流体デバイスを開発した。人臍帯静脈由来血管内皮細胞株、ヒト肺胞基底上皮腺癌細胞株、ヒト胎児腎細胞由来
株および、乳がん細胞株の4つの細胞の培養液から取り出したエクソソームについて、イオン枯渇領域の斥力の
検証実験を実施し、エクソソームが、単離・濃縮可能なことを示した。また、エクソソームの形状と密度を計測
することで、本手法の処理がエクソソームの形状維持に影響をおよぼさないことを示した。

研究成果の概要（英文）：Exosome, one of circulated bio-substances, has an important role as a 
communication tool between cells in our body. To use them as a biomarker, preparation of high 
quality sample of exosome is required. However, complicated process of conventional preparations, e.
g. ultracentrifugal fraction, hyperbaric filtering and antibody labeling, causes physical damage to 
the exosome. To resolve the challenge, we developed a novel system based on microfluidic device in 
which functions of an ion concentration polarization and an electrophoresis are incorporated to 
concentrate delicately bio-substances including exosome. In this system, an ion depletion zone 
formed by the ion concentration polarization was used for the concentrating of submicron substances.
 Additionally, the concentrated substances were sorted by the electrophoresis at once. For 
verification of the system, we demonstrated concentrating and sorting of exosomes with quick 
process.

研究分野：ナノ・マイクロ工学
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１．研究開始当初の背景 
近年、細胞間のコミュニケーションツール

として機能するエクソソームと呼ばれる細
胞外小胞が、がん診断のバイオマーカーとし
て注目されている。がん細胞から分泌される
エクソソームは、がんの増大や転移に関与す
る核酸やタンパク質を内包しており、体内を
循環して正常な細胞へと伝播していく(例え
ば Grange et al., Cancer Res, 2011)。そのた
め、血液や尿からがん細胞由来のエクソソー
ムを検出することができれば、人体に負担の
かからない早期診断を実現することができ
る。 

しかし、最初期の小さながん組織から分泌
される微量かつ低濃度のエクソソームを検
出するためには、どうしても不要物質中から
エクソソームだけを単離して 1012 個/mL 程
度まで濃縮する必要がある。これに対し、超
遠心法やフィルタ濾過法、抗体法、限外濾過
法といった既存の単離・濃縮手法では、処理
中のデッドボリュームが多く、遠心力や濾過
時の圧力、濃縮試薬の影響で大部分のエクソ
ソームが変性したり破損して失われてして
しまうため、検出に必要な収量と濃度を得る
ことが困難であった。 

一方で、本研究代表者のグループはイオン
濃度分極と呼ばれる現象を利用した技術に
より、既存の煩雑な手法を用いずに、帯電粒
子の流動を操作して緩やかに単離・濃縮する
ことに成功している(林田 他, マイクロ・ナ
ノ工学シンポジウム, 2014)。 

 
２．研究の目的 
本研究では、エクソソームの質量や帯電量

などの物性とイオン濃度分極による隔壁作
用との相関について精緻な検証を試みるこ
とで、がん由来のエクソソームに固有に機能
する隔壁を形成し操作する技術を開発する。
さらにこの技術を基に、全血中からダイレク
トに効率良く緩やかにエクソソームを単
離・濃縮できる手法を構築する。 

 
３．研究の方法 
本研究を円滑に進めるため、初年度にイオ

ン濃度分極の隔壁作用を利用した微粒子の
操作技術を開発し、次年度にエクソソームを
含む微粒子の単離・濃縮手法を構築する二段
階の計画を立てた。 

初年度の、「隔壁作用の操作技術の開発」
では、隔壁作用の規模の制御条件を検証し、
隔壁作用とその影響を受ける物質の物性と
の相関を明らかにして、精巧な隔壁作用の操
作技術を開発した。 

次年度の「単離・濃縮手法の構築」では、
エクソソームの物性に適した隔壁作用の制
御システムを開発して、隔壁操作による新た
な単離・濃縮手法を構築した。この手法で単
離・濃縮したエクソソームの回収率と濃縮率
を検証し、がんの検出が可能な高濃度サンプ
ルが得られることを実証した。 

４．研究成果 
 ４．１ 初年度の成果 
エクソソームの単離・濃縮を行うため、イ

オン濃度分極を発生させる初期評価用デバ
イスを試作した。試作デバイスには、図１に
示すようなマイクロ流路が Y字に分岐した箇
所があり、その下にイオン交換膜が敷設され
ている。図の例では、流路に蛍光染色したア
ルブミン（BSA）が流し込まれている。流路
の下方に黒く見えるのがイオン濃度分極に 
よるイオン枯渇領域であり、その領域の隔

壁作用により、BSA が流路上方に押し上げら
れて濃縮されていく。 

 
研究代表者は、イオン濃度分極の隔壁作用

を定量的に見積もるために、イオン枯渇領域
の起点となる図中の点 Aから 700µm 下流での
イオン枯渇領域の幅を代表長さとして定義
した。この長さを各条件で計測し、比較する
ことで隔壁作用について検証した。 
検証に用いるパラメータは印加電圧と送

液流量であり、用いるサンプルは、サイズや
帯電量などの異なる蛍光粒子 6 種類および、
アルブミンやデキストランといった夾雑物
のモデル物質、環境ウイルスの一例としてバ
キュロウイルスを用いた。図２に、アルブミ
ン（BSA）、デキストラン（DEX）、バキュロウ
ィル(AcNPV)に対する隔壁作用の電圧依存性
を示す。メイン流路の流量が 2.1 µL/min の
際に、印加電圧を 0 V から 100 V まで変化さ
せいくと、次第にイオン枯渇領域が大きくな
っていくことが分かる。この結果からイオン
枯渇領域の大きさは電圧で制御できること
が明らかであり、今回評価したサンプル中で
最もイオン枯渇領域が小さい AcNPVの場合で 

 
 
 
 
 
 

図１ 試作デバイスおよび内部のマイクロ流
路の Y 字分岐箇所 
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も、200 µm 程の枯渇領域幅が得られることが
判明した。 

次に、イオン枯渇領域の流量依存性を図３
に示す。印可電圧 100 V の際に、メイン流路
の流量を 2.1 µL/min から 6.3 µL/min まで増
加させると、AcNPV、BSA、DEX いずれのサン
プルにおいても、流量の上昇に伴いイオン枯
渇領域が小さくなる傾向が明らかとなった。
特に 6 µL/min を上回る流量では、3種類の溶
液の全てにおいてイオン枯渇領域の幅は 100 
µm 以下となり、500 µm の流路幅に対する占
有率が 20%以下となった。 
 以上の結果をまとめると、送液によって供
給される陽イオンの供給量と、ナフィオンを
介してメイン流路から GND流路に移動する陽
イオン量とのバランスが、イオン枯渇領域の
大きさを決定する重要な要因であることを
示唆している。さらに図３によれば、同じ流
量であっても粒子サイズが大きくなるにつ
れてイオン枯渇領域が小さくなっているこ
とから、粒子自体に働く流体力学的な外力も
影響していることが予想されるが、その詳細
は現時点では不明である。一方、流量が増え
てもイオン枯渇領域の幅が数 10 µm 程度で飽
和する傾向が見られるので、メイン流路の流

路幅を数 10 µm 幅以下程度にすれば、高流量
時でも流路を堰き止める位のイオン枯渇領
域を発生できる可能性があり、すなわち、イ
オン枯渇領域の上流側で完全に帯電粒子を
堰き止めて、サンプルを高濃縮できる可能性
が示された。 
また、隔壁作用によって流路の片側に濃縮

された帯電粒子の濃縮率を、輝度値から定量
解析した結果を表１に示す。濃縮率はサンプ
ル間でばらつきが生じるものの、1.1 倍から
2.3 倍までの濃縮率を得ることができた。粒
子のサイズや帯電量で濃縮率の差異が生じ
る原因についての詳細は現時点では明らか
では無いが、少なくとも全てのサンプルにお
いて濃縮が可能であることが実証された。 
 
 

表１ 試作デバイスによる濃縮率 

 
Diameter 

[nm] 

Surface 

characteristic 

Concentration 

rate 

粒子１ 25 COOH 1.5 

粒子２ 100 COOH 1.9  

粒子３ 250 COOH 1.8  

粒子４ 25 NH2 1.6  

粒子５ 100 NH2 2.3  

粒子６ 250 NH2 1.3  

AcNPV 260 nm Negative charge 1.2  

BSA 68k Da Negative charge 1.4  

DEX 10k Da Negative charge 1.1  

  
 
４．２ 次年度の成果 
 初年度に得られたイオン濃度分極の隔壁
作用の制御に関する知見を基に、エクソソー
ムの濃縮実験を実施した。実験に用いたエク
ソソームは人臍帯静脈由来血管内皮細胞株、
ヒト肺胞基底上皮腺癌細胞株、ヒト胎児腎細
胞由来株および、乳がん細胞株の 4種類の細
胞（HUVEC,MCF7,HEK549、293）を培養した培
養液から抽出したものであり、エクソソーム
の種類ごとの隔壁作用の違いについても明
らかにしようと試みた。 
図４は、マイクロチャネルに HUVEC 由来のエ
クソソームを送液して、隔壁作用の検証実験
を試みた結果を示している。図中のマイクロ
流路の下方に黒く見えるのはイオン濃度分
極によるイオン枯渇領域であり、その領域の
隔壁作用により、エクソソームが流路上方に
押し上げられていることが見て取れる。 

 

図２ バキュロウィル(AcNPV)、アルブミン
（BSA）、デキストラン（DEX）に対する隔
壁作用の電圧依存性 

 

図３ バキュロウィル(AcNPV)、アルブミン
（BSA）、デキストラン（DEX）に対する隔
壁作用の流量依存性 



 

 
図５は MCF7,HEK549、293 の 3 種類の細胞由
来のエクソソームについて本手法を適用し
た時の結果をまとめたものであり、2.0 
µL/min の送液条件下で印過電圧の依存性を
イオン枯渇領域の幅で示している。イオン枯
渇領域の幅は、図２，３と同様に、イオン交
換膜（Nafion）から下流 700 µm の地点で計
測した値である。グラフが示すように、印過
電圧が 0V から 60V の範囲では枯渇領域の幅
も線形増加していくことが分かる。また、こ
の結果は、エクソソームの種類によって隔壁
作用の強さに違いがあることも示唆してい
る。 
さらに、本手法の適用後にエクソソームの
形状と密度について、原子間力顕微鏡を用い
て計測した。図６は、実際に原子間力顕微鏡
で計測したエクソソームの形状画像の一例
と、処理の前後でのエクソソームの密度を示
した結果である。密度のグラフが示すように、
超遠心機での濃縮処理で、エクソソームが半
分程度の量になってしまうのに対し、本手法
を用いた場合ではほとんど損失が生じてい
ない。エクソソームの形状も球状となってい
ることから、本手法によるエクソソームへの
ダメージが無いことが明らかになった。 

 
本研究の成果として、現時点での濃縮率は

最大 2.3 倍程度と高くは無いものの、評価し
た全てのサンプルで濃縮が可能であること
が明らかとなった。特にエクソソームを用い
た評価結果からは、印過電圧による、種類ご
との単離の可能性が示唆されており、単離・
濃縮技術として今後のさらなる発展が期待
できる。 
イオン枯渇領域の大きさは、動作電圧や流

量に依存するため、例えば、流路の２つの出
口の引き込み流量比を調節することで、濃縮
率と濃縮量を制御することも可能であると
考えられる。今後これらの詳細なメカニズム
の解明による全体的最適化が重要となるが、
少なくともイオン枯渇領域の幅が数 10 から
数 100 µm 程度で維持できることが明らかと
なったため、流路幅を数 10 µm まで狭くしつ
つ、一方、無数の流路の並列化で収量を確保
すれば、大量サンプルの処理と濃縮効率を飛
躍的に向上できる可能性があるなど、開発を
進めるに当たっての設計指針を得ることが
出来た。また、濃縮特性が流量や動作電圧に
依存することを積極的に利用すれば、将来的
にはマイクロ流路によって様々な強度のイ
オン枯渇領域をネットワーク化するなどし
て、多種多様な粒子を粒子サイズや帯電量な
どで分画しつつ濃縮するような技術への展
開も可能となる。 
今後の展望として、デバイス構造の改良を

進めて行くことで、本研究が狙うエクソソー
ムを用いた早期診断だけでなく、医療応用か
ら、環境監視、食品安全、ライフサイエンス
全般の基礎研究に至るまで、濃縮を必要とす
る様々な分野での応用を目指す。 
 

 
図４ HUVEC 由来のエクソソームに対するマ

イクロ流路内でのイオン濃度分極 

 
図５ HUVEC 由来のエクソソームに対する

隔壁作用の電圧依存性 

図６ 原⼦間⼒顕微鏡によるエクソソームの
形状および密度の計測結果 
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