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研究成果の概要（和文）：一次繊毛由来細胞外小胞を特異的に濃縮精製する方法を確立し，また一次繊毛由来細
胞外小胞を特異的に放出しなくなる培養細胞株を樹立し，一次繊毛由来細胞外小胞の生理機能を検証できる実験
系を確立することに成功した．これらの手法を駆使し，実際に一次繊毛由来小胞が標的細胞に取り込まれるこ
と，その結果として標的細胞の細胞移動が亢進することを見出すことに成功した．これらの方法論および発見の
一部は国際科学雑誌，和文科学雑誌，各種学会において報告された．

研究成果の概要（英文）：We established a method to specifically concentrate and purify primary 
cilia-derived extracellular vesicles and established a cell line that does not specifically release 
primary cilia-derived extracellular vesicles, and succeeded in establishing an experimental system 
that can verify the physiological functions of primary cilia-derived extracellular vesicles. By 
making full use of these methods, we succeeded in finding that primary cilia-derived vesicles were 
actually taken up by the target cells and that the cell migration of the target cells was enhanced 
as a result. These methodologies and findings have been reported in international scientific 
journals, Japanese language science journals, and various academic conferences.

研究分野： 細胞生物学

キーワード： 一次繊毛　細胞外小胞

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
新しい細胞間コミュニケーションツールとして機能する一次繊毛由来細胞外小胞の一側面が明らかになったこと
は，基礎生命科学の中でも細胞生物学に留まらず古典的な内分泌学にも新しい影響を与えうると思われ学術的意
義が期待できる．また，一次繊毛由来細胞外小胞を濃縮精製する方法の確立，一次繊毛由来細胞外小胞の細胞内
への取り込みの実証は，その医学・薬学など広い分野における産業利用に向けた基盤になる可能性もあり社会的
意義が期待できる．

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
(1) 研究開始当初，細胞から放出される細胞外小胞（ECV）が基礎生命科学や医学など幅広い分

野で非常に大きな注目を集めていた．とりわけ，ECV の中のエクソソーム（exosome）は，
その内容物としてマイクロ RNA（miRNA）が見つかるなど，細胞間コミュニケーションにお
ける『シグナルパッケージ』としての役割が明らかになりつつあり，実際に，癌の転移に
exosome が寄与していることなどが明らかされていた． 
 

(2) このような ECV 研究の目覚ましい進歩にもかかわらず，体内で放出される ECV の由来や放
出源が完全に理解されているわけではなかった．また，超遠心による濃縮や限られたマー
カーによる精製に頼っている現状では，由来の異なる“ヘテロな”ECV を解析することに
なり，個々の ECV の機能を正確に理解することを難しくしていた．さらに，特定の ECV の
放出を特異的に阻害する実験系が確立していない点も問題となっていた． 

 

(3) 研究代表者は，研究開始当初までに細胞の表面に突出する一次繊毛の先端が切り取られ，
ECV として細胞外に放出されることを見出した．さらに，一次繊毛由来 ECV（pc-ECV）の内
容物を高精度に解析する手法として，CRISPR/Cas9 を用いたゲノム編集技術で作出した一
次繊毛を持たない細胞を対照とした differential proteomics の系を確立した．これらの
成果により，細胞から放出された pc-ECV の機能を特異的に解析する本研究の着想に至った． 

 
２．研究の目的 

 
(1) ECV の定義は非常に広く，由来や放出源の異なるものが一緒くたに扱われ議論されている

ことが多い．ECV の機能を深く理解するためには，由来や放出源を特定した，より特異的
な解析が望まれる．申請者は細胞の表面に突き出た『一次繊毛（primary cilia）』から ECV
が放出される現象を発見し，特異的且つ高精度でその内容物を解析する手法を確立した．
本研究では，新しいタイプの ECV である一次繊毛由来 ECV（pc-ECV）について，細胞間コ
ミュニケーションツールとしての生理学的機能を細胞レベルで解明することを目指した． 

 
３．研究の方法 
 
(1) 市販の一般的な細胞株を用い，CRISPR/Cas9 によるゲノム編集を介した複数の遺伝子破壊

株を作成した．作成した遺伝子破壊株の培養上清から超遠心法により細胞外小胞を沈殿濃
縮し，一次繊毛に局在する Arl13b，Ift88 を指標に培地中に放出されて一次繊毛由来細胞
外小胞の量を解析した． 
 

(2) 一次繊毛由来細胞外小胞とエクソソームなどの他の細胞外小胞を分離する方法を検討する
ために，メンブレンフィルターを用いた小胞の粒子径の検討を行った．さらにサイズ排除
クロマトグラフィを用いた細胞外小胞の分離精製法を検討した．得られた細胞外小胞はそ
れぞれのマーカーで免疫染色し，組成の区別の可否を検証した． 

 

(3) 市販の一般的な細胞株に加えて，マウス線維芽細胞由来の細胞を用いて CRISPR/Cas9 によ
るゲノム編集を介して一次繊毛形成に必須なタンパク質群をコードする遺伝子破壊株を作
成した．作成した遺伝子破壊株および正常（野生型）細胞株の培養上清から超遠心法によ
り細胞外小胞を沈殿し，培地に再懸濁した細胞外小胞濃縮液を作成した．一次繊毛の生え
ていない遺伝子破壊株，すなわち一次繊毛由来細胞外小胞を放出できない細胞株を細胞外
小胞濃縮液（一次繊毛由来細胞外小胞；含・不含）各々で処理し，細胞の応答を解析した．
一次繊毛由来細胞外小胞とエクソソームの放出に寄与する遺伝子の破壊株について細胞外
小胞の細胞内局在を解析した． 

 

(4) 一次繊毛を欠損した線維芽細胞株を，一次繊毛を持つ細胞株と一次繊毛を欠損した細胞株
の馴化培養液，一次繊毛を持つ細胞株と一次繊毛を欠損した細胞株の馴化培養液から超遠
心法を用いて調製した濃縮細胞外小胞溶液でそれぞれ処理し，細胞株の挙動を検証した． 

 
４．研究成果 
 
(1) 遺伝子破壊株を作成した結果，遺伝子Ｚのノックアウトによ

って一次繊毛由来細胞外小胞の放出が顕著に阻害されるこ
とが明らかとなった（右図：Ｚ）．さらに，逆に遺伝子Ｘの
ノックアウトによって一次繊毛由来細胞外小胞の放出が亢
進することが明らかとなった（右図：Ｘ）． 



(2) メンブレンフィルターを用い
た粒子径解析の結果，CD81 陽性
のエクソソームは容易に直径
0.1μm の小孔を通過するのに
対し，Arl13b や Ift88 陽性の一
次繊毛由来細胞外小胞は 0.2μ
m の小孔で半分程度トラップさ
れた（右グラフ）．この結果よ
り，一次繊毛由来細胞外小胞は粒子径を指標に容易にエクソソームと分離して濃縮精製で
きることが明らかとなった．さらに，培地中に放出された細胞外小胞を基質膜上にトラッ
プして免疫染色した結果，Arl13b 陽性の一次繊毛由来（右上図：赤の粒子）はエクソソー
ムのマーカーの一つである ALIX（右上図：緑の粒子）を含まなかった．この結果より，一
次繊毛由来細胞外小胞は組成としてもエクソソームと区別することができることが明らか
となった．これらに加えて，極めて顕著な極性構造を持つ上皮細胞の頂端面と基底面から
放出される細胞外小胞の組成を詳しく解析した結果，エクソソームと一次繊毛由来細胞外
小胞を分離できることが明らかとなり，新しい一次繊毛由来小胞濃縮法の確立に成功し，
同時にエクソソームの大量生成法の確立にも成功した． 

 

(3) 一次繊毛を持つ細胞株（WT 細胞株）および一次
繊毛を欠損した細胞株（Kif3a ノックアウト細胞
株）そこから濃縮した細胞外小胞溶液（WT-EVs，
KO-EVs）を調製し，一次繊毛細胞外由来小胞を
放出できない細胞株（Kif3a ノックアウト細胞株）
をそれぞれの細胞外小胞濃縮溶液で処理した結
果，一次繊毛由来細胞外小胞を含む WT-EVs で処
理された細胞で細胞の移動が亢進した（右図：
WT-EVs 処理群）．この時，細胞分裂の亢進作用を
Ki67 の発現状態によって検証した結果，一次繊
毛由来細胞外小胞を含む細胞外小胞濃縮溶液
（WT-EVs）と一次繊毛由来細胞外小胞を含まな
い細胞外小胞濃縮溶液（KO-EVs）との間で，細胞外小胞濃縮溶液を処理された細胞の Ki67
陽性細胞の数や比率，すなわち細胞の増殖に顕著な差は認められなかった（下図）． 

 これらの結果より，一次繊毛由来細胞外小胞は細胞の分裂ではなく，細胞の移動を促進
する生理作用を持つことが示された． 

 

(4) ゲノム編集技術を用いたノックイン法によって内在性の一次
繊毛局在タンパク質 Arl13b が蛍光タンパク質で標識された安
定発現細胞株の樹立に成功した（右図）．この生理的レベルで
蛍光 Arl13b を安定的に発現する細胞株の馴化培地を標的とな
る未標識の野生型細胞株に投与し，標的細胞に取り込まれた蛍
光標識 Arl13b の量・大きさ・局在を検証した．その結果，細
胞によって蛍光標識 Arl13b すなわち一次繊毛由来細胞外小胞
の取り込みに違いが見られた．いくつかの細胞群は比較的大き
く輝度の高い蛍光標識Arl13bの粒子を１つのみ
細胞質に取り込んでいた（右図：左写真の赤い
点）．一方，別の細胞群は非常に小さく輝度の低
い蛍光標識Arl13bの粒子を多量に細胞質全体に
取り込んでいた（右図：右写真の細かい赤い微
粒子）．これらの結果より，細胞群によって一次
繊毛由来細胞外小胞の取り込み様式が異なるこ
とが示された．取り込み様式の違いと細胞応答
すなわち一次繊毛由来小胞の生理作用の違いとの関係性が次の課題として明らかとなった． 

Arl13b ALIX 
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