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研究成果の概要（和文）：　血液からエクソソームを市販の3種のエクソソーム精製キットで精製したところ、
exoEasy Maxi Kit（QIAGEN社）の回収率が一番高かった。各精製方法による総エクソソームの濃度を測定した
が、3種のキットはいずれも超遠心法との相関が十分でなかった。
　このため、スタンダードな方法である超遠心法で精製し、正常妊娠期間別の総エクソソームを測定した。総エ
クソソームはいずれの妊娠期間（妊娠初期、中期、末期）でも同じ濃度であった。また、総エクソソーム内に含
まれる胎盤由来エクソソームの発現量を確認したが、その発現がかなり少ないことが判明した。

研究成果の概要（英文）：When exosomes were purified from blood using three commercially available 
exosome purification kits, exoEasy Maxi Kit (QIAGEN) had the highest purification rate. The 
concentration of total exosomes was measured by the specific antigen CD9 ELISA method, but none of 
the three kits correlated well with the ultracentrifugation method. Therefore, we purified exosomes 
by ultracentrifugation method and measured total exosomes by trimester in normal pregnant women. The
 concentration of total exosome was the same at any trimester (the first, the second, the third). 
Protein analysis of the expression of placenta-derived exosome in total exosome was performed using 
the placenta-specific antigen PLAP, and it was found that the expression of PLAP was considerably 
low.
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　市販の3種のエクソソーム精製キットと超遠心法とで相関が十分でなかったことは、超遠心法がやはりスタン
ダードな精製法であることを示している。
　総エクソソームがいずれの妊娠期間でも同じ濃度であったが、これを基準に妊娠高血圧腎症妊婦の総エクソソ
ームの多寡を調べることで、総エクソソームが妊娠高血圧腎症の発症予知として使えるか検討することができ
る。総エクソソーム内の胎盤由来エクソソームの発現が少なかったことは、胎盤から血液に多くのエクソソーム
が流れ込んでいないことを示している。今後、これが事実か確認するため、他の方法で検証する必要がある。

※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 
 細胞外小胞は、10～3000nm のサイズの様々な細胞から分泌される粒子で、近位や遠位の細胞
の活性、翻訳、血管新生、増殖、代謝、細胞死などを調節している。がんや慢性閉塞性肺疾患、
アルツハイマー病、関節リウマチなど様々な疾患の病態に関与している。特に，100nm 前後のエ
クソソームは脂質二重膜をもつリソソーム経路の産物で、mRNA や miRNA などが含まれる。 
妊娠高血圧腎症（preeclampsia：PE）においてもエクソソームの研究が報告されるようになっ
た。妊娠マウスに細胞外小胞を投与すると血圧上昇、尿蛋白、胎児発育不全を示す PE モデルが
作成できたり、血中のすべての総エクソソームが妊娠末期の疾患発症時に増加し、血中胎盤由来
エクソソームでは、早発型 PE 妊婦は正常妊婦に比して高値を示すが、遅発型 PE 妊婦は正常妊婦
に比してむしろ低値を示すという特徴がみられた。これらの結果は、妊娠末期において血中の総
エクソソームと胎盤由来のエクソソームの血中濃度が早発型 PE、遅発型 PE を予知するバイオマ
ーカーになり得る可能性を示唆している。 
一方、申請者らは、妊娠 20 週以降の血漿中 sFlt-1 値、PlGF 値、sFlt-1/PlGF 比が PEの予知
マーカーになることを報告してきたが，sFlt-1/PlGF 比は妊娠 20 週以前では PE予知に役立たな
いため 、妊娠 16週以前に PE 発症のハイリスク妊婦を同定する新たな手法の開発が喫緊の課題
であった。 
妊娠高血圧腎症では妊娠初期に胎盤形成に障害があり、細胞死から様々な粒子が初期の絨毛
（胎盤）から分泌されている可能性が高い。申請者らは、妊娠初期の血中の総エクソソームと胎
盤由来エクソソームは、妊娠高血圧腎症妊婦（特に早発型）では妊娠初期から高値を示し、妊娠
初期における PE発症の予知マーカーになりうるのではないかと考えた。 
 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、(1)エクソソーム精製のスタンダードである超遠心法に比べて、より短時間
で、最も胎盤由来のエクソソームを効率的に精製できる手法を探索すること、(2)妊娠中期，妊
娠後期前半において、血中総エクソソーム、胎盤由来エクソソーム濃度が、その後の PE 発症を
予知するかどうかを検討すること、(3)最後に、妊娠初期において、血漿総エクソソーム、胎盤
由来エクソソーム濃度が、その後の PE 発症を予知するかどうかを検討することである。 
本研究は、従来エクソソームの抽出には超遠心法しか存在せず、抽出に多大な時間を必要とし
たが、新しいエクソソームの迅速抽出法が数種類出現したことから、胎盤由来のエクソソームの
早期抽出法として何れの検査キットが最適かを調べる点が第 1 の独創である。エクソソームと
それ以外の母体因子や血管新生関連因子を組み合わせることで、妊娠中期以降の PE 予知精度を
向上させようとする点が第 2の独創点である。さらに、これまで明らかにされていない妊娠初期
におけるエクソソームを用いた PE 予知のスクリーニング特性を明らかにしようとする点が第 3
の独創点である。 
 
３．研究の方法 
(1)3 種類のエクソソーム精製キットを用いた、エクソソームの分離精製 
 妊娠初期、中期、末期前半、末期後半の正常妊婦各 10 例の保存試料を用いて、超遠心法とカ
ラム法（A. 血漿／血清用エクソソーム精製キット、Norgen Bootek Corp.、B. exoquick ULTRA 
EV isolation kit、System Bioscience 社、C. exoEasy Maxi Kit、QIAGEN 社）を用いて血漿か
らエクソソームの分離精製を行い、再度冷凍保存する。 
(2)総エクソソームと胎盤由来エクソソームの確認、定量化 
 精製した総エクソソームをエクソソーム特異的マーカーである CD63 を用いて Western 
blotting 法で確認する。総エクソソームを nano tracking analysis を用いた Malvern Company
のNanoSightで粒子の大きさと粒子数を測定し、濃度はCD63 ELISAキットを用いて定量化する。
また胎盤由来エクソソームは胎盤由来であることを示す為、胎盤アルカリホスファターゼ
（placenta alkaline phosphatase：PLAP）をマーカーとし、その濃度を ELISA キットを用いて
定量化する。超遠心法と比較し、3種類のキットの内、エクソソームを最も効率に精製回収でき
て、超遠心法と相関がある方法を検討する。 
(3)妊娠中の総エクソソーム、胎盤由来エクソソームの基準値の設定 
 最もエクソソームの回収に効率の良いキットを用いて、正常妊婦：妊娠初期 100 例、妊娠中期



100 例、妊娠末期前半 100 例、及び、妊娠末期後半 100 例を測定し，総エクソソーム，胎盤由来
エクソソームが妊娠初期から後期にかけて増加するかどうかを確認する。また，正常妊婦から週
数別の基準値を作成する。 
(4)早発型 PE、遅発型 PE妊婦での総エクソソーム、胎盤エクソソームの検討 
 まず、早発型 PE、遅発型 PE 妊婦において、妊娠中期と末期に発症した後の総エクソソームと
胎盤由来エクソソームを測定し、正常妊婦と比較し、早発型 PE、遅発型 PE を区別するバイオマ
ーカーになり得るかどうかを検討する。また、エクソソームとそれ以外の母体因子や血管新生関
連因子を組み合わせることで、妊娠中期以降の PE 予知精度が向上するか検討する。次に、後に
PE 発症した妊婦の妊娠初期の血液と、結果的に PEを発症しなかった正常妊婦の初期の血液を用
いて、総エクソソームと胎盤由来エクソソームを測定し、妊娠初期の段階で PE の発症予知に使
えるか検討する。さらにエクソソームとそれ以外の母体因子や血管新生関連因子を組み合わせ
で、妊娠初期の段階で PEの発症予知に使えるか検討する。 
 
４．研究成果 
まず、エクソソーム精製方法のスタンダードである超遠心法で血漿保存試料から総エクソソ
ームを精製し、エクソソームの特異的抗原であるCD63のELISA法を用いて総エクソソーム濃度を
測定し感度以下で測定ができなかった。この結果は精製されたエクソソーム量が少ないためと
考え、各血漿保存試料の量を増やし、タンパク質抽出溶液を変更したりなどして再検討したと
ころ、エクソソームの別の特異抗原であるCD9が他の特異的抗原と比べても高発現であることが
判明した。このため、血漿保存試料の量を1ｍLから2ｍLへ増量し、CD9のELISA法で測定したと
ころ、測定感度以上であり、総エクソームの測定ができることが判明した。 
市販の3種のエクソソーム精製キットを用いて、血漿保存試料から総エクソソームを精製した
ところ、exoEasy Maxi Kit（QIAGEN社）が一番エクソソームの精製回収率がよかった。CD9の
ELISA法で総エクソソームを測定し、3種のエクソソーム精製キットと超遠心法と比較したとこ
ろ、いずれも相関が十分でなかった。 
このため、エクソソーム精製キットではなく、超遠心法で精製し、正常妊婦とPE妊婦とにお
ける総エクソソームの量を比較することとした。 
現在CD9のELISA法を用いて、血漿保存試料の正常妊婦の妊娠週数別の総エクソソームの正常
値（曲線）を作成するとともに、妊娠高血圧腎症妊婦の発症後の総エクソソーム濃度が異なる
のか現在検討中である。正常妊婦：妊娠初期10例、妊娠中期10例、及び、妊娠末期10例の検討
では、妊娠中の総エクソソーム量はほぼ同じ濃度であり、妊娠期間別に比較しても差はなかっ
た。現在、妊娠高血圧腎症妊婦の発症後の総エクソソーム量を測定中であり、正常妊婦と差が
あるか検討中である。 
 また別に、総エクソソーム内の胎盤由来エクソソームの発現を確認するため、胎盤特異的抗
原であるPLAPの発現が、超遠心法で血漿保存試料から精製した総エクソソームで認められるか
蛋白解析を行ったが、このPLAPの発現がかなり少ないことが判明した。超遠心法で精製した総
エクソソームでは、PLAPのELISA法での測定は難しいと考えている。このため、抗原量がより少
量でも感度がいいと思われるフローサイトメトリー法での胎盤由来エクソソームの量の測定を
検討している。絶対値的測定ではなく、相対値的測定となるが、総エクソソーム中の胎盤由来
エクソソームの割合を測定する方針とし、現在測定系の確立を目指している。 
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