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研究成果の概要（和文）：本研究は、エクソソームを利用した薬物送達の新たな方法論を提案することを目的と
した。はじめに、ルシフェラーゼあるいはmCherry/EGFPをエクソソーム内包タンパク質として培養液中に分泌す
る発現プラスミドを構築し、モニタリング用エクソソームとして用いた。これらのエクソソームを、炭酸アパタ
イトナノ粒子を用いて修飾することで、エクソソームの細胞内取り込みとエンドソームからサイトゾルへの移行
が促進した。また、肝細胞膜上のアシアロ糖蛋白質受容体が認識するガラクトース鎖を用いてエクソソームを修
飾すると、肝細胞への取り込み効率が向上することをin vitroならびにin vivoの系で明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In this study, we examined the effects of the modification of exosomes with 
carbonate apatite or a lactose-carrying polymer. Using newly generated monitoring exosomes that 
contain either firefly luciferase or fused mCherry/enhanced green fluorescent protein, we 
demonstrated that the modification of exosomes with carbonate apatite improved their uptake and the 
release from the endosome to the cytosol in recipient cells. Meanwhile, the modification of exosomes
 with a lactose-carrying polymer enhanced the selective delivery to parenchymal hepatocytes. These 
modified exosomes may provide an efficient strategy for macromolecule therapy for incurable diseases
 that cannot be treated with conventional small-molecule compounds.

研究分野： 肝臓学

キーワード： 肝臓学　エクソソーム　薬物送達

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
近年、タンパク質医薬品や核酸医薬品等のバイオ医薬品の開発が進んでおり、これら生体高分子の送達手段
(DDS)として期待されている素材のひとつとしてエクソソームが挙げられる。
しかしながら、DDSキャリアとしてのエクソソームの利用には、エクソソーム自身の細胞内取り込み効率の低
さ、エクソソーム内包物質のサイトゾルへの低脱出性による効果の減弱、標的細胞以外への送達による副作用の
発現といったいくつかの問題点が挙げられる。
本研究成果により、エクソソームの取り込み効率やサイトゾル脱出性の改善、ならびに肝細胞指向性の向上が得
られ、新規DDSキャリアとしての開発に繋がることが期待される。

※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 

近年、タンパク質医薬品や核酸医薬品等のバイオ医薬品の開発が進んでいる。一方、タンパク

質や核酸は分子量が大きいことから細胞膜透過に制限があり、タンパク質医薬品では免疫原性

も懸念される。したがって、その実用化にはこれら生体高分子の体内動態を制御する DDS（Drug 

Delivery System）の技術開発が必要である。 

このような生体高分子の DDS として期待されている素材として、エクソソームが挙げられる。

エクソソームは 50～150 nm の直径を持つ細胞外分泌小胞の一部であり、体液中を循環すること

で遠く離れた細胞へ情報を伝達する。また、生体内で産生される物質であるため、細胞毒性や免

疫原性・造腫瘍性は極めて低く、疾患治療における次世代の天然 DDS キャリアーとしての活用が

期待されている。しかしながら、エクソソーム自体の細胞内取り込み効率の低さや、リソソーム

酵素によるエクソソーム内包物質の分解がもたらす効果の減弱、さらには標的細胞以外への送

達による副作用の発現といった問題点がある。 

 

２．研究の目的 

本研究は、エクソソームに新たな修飾を加えることで、細胞内への取り込みやサイトゾル移行

性といった利用効率の向上、ならびに標的細胞指向性の付加を行い、新規 DDSキャリアーを開発

することを目的とした。 

 

３．研究の方法 

(1) モニタリング用エクソソームの作製： 

エクソソームの利用効率や細胞内局在を評価するため、ホタル・ルシフェラーゼまたは

mCherry/EGFP 融合タンパク質を内包するモニタリング用エクソソームを作製した。目的タンパ

ク質をエクソソーム内に効率的に内包し、培養上清中に分泌することが可能なエクソソーム認

識タグを有する発現プラスミドに、ホタル・ルシフェラーゼまたは mCherry/EGFP 融合タンパク

質の cDNA をクローニングした。これらを HEK293T 細胞にトランスフェクションし、その培養上

清からルシフェラーゼまたは mCherry/EGFP 搭載エクソソームを分離・精製した。この際、翻訳

開始点(ATG)がエクソソーム認識タグとルシフェラーゼ遺伝子の双方に存在する場合と、後者の

翻訳開始点を欠失させた場合とで、ルシフェラーゼ搭載エクソソームの産生と分泌を定量的に

比較検討した。 

(2) エクソソーム内包タンパク質の利用効率の評価： 

上記のルシフェラーゼ搭載エクソソームをマウスの初代肝細胞の培養上清中に添加し、経時

的に培養上清と細胞抽出液を回収し、そのルシフェラーゼ・アッセイを行うことでエクソソーム

内包タンパク質の利用効率を評価した。 

(3) エクソソーム内包タンパク質のサイトゾル移行性の評価： 

エクソソーム内包タンパク質のサイトゾルへの移行を、細胞内に取り込まれたエクソソ

ームが初期エンドソームから後期エンドソーム、さらにリソソームへ輸送される際に pH が

低下することと、EGFP が pH 低下により消光する性質を利用し、mCherry/EGFP 搭載エクソ

ソームの蛍光観察により評価した。 

(4) 炭酸アパタイトナノ粒子を用いたエクソソームの修飾： 

 上記のルシフェラーゼ搭載エクソソームに対して炭酸アパタイトナノ粒子による修飾を行い、

これを取り込んだマウス初代培養肝細胞ならびにマウス肝組織抽出液のルシフェラーゼ・アッ

セイにより、利用効率の改善を in vitro ならびに in vivo において検討した。 



(5) 糖鎖を用いたエクソソームの修飾： 

 肝実質細胞ならびに非実質細胞への指向性を付加するため、ポリ-L-リジン主鎖にそれぞれガ

ラクトース側鎖あるいは N-アセチルグルコサミン側鎖を結合させた 2 種類の糖鎖（Plys-LA お

よび Plys-GlcNac）を用いてエクソソームの修飾を行い、共焦点レーザー顕微鏡観察によりその

効果を in vitroならびに in vivo において検討した。 

 
４．研究成果 

(1) 作製されたモニタリング用エクソソームの性状： 

ルシフェラーゼ発現プラスミドを導入した HEK293T 細胞からは、直径 50～150 nm のエクソソ

ームが分泌され、その膜電位（ζ電位）は負の荷電を示した（図 1）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1．培養上清から抽出したエクソソームの性状 

培養上清中のルシフェラーゼ搭載エクソソームをサイズ排除クロマトグラフィー法を用いて

分画し、そのタンパク質量とルシフェラーゼ活性（Ａ）、粒子径（Ｂ）を測定した。このうち、

画分 6 については電顕観察を行った（Ｃ）。 

 

この分泌エクソソーム中には導入 24 時間後をピークにルシフェラーゼ活性が確認され、その

活性はルシフェラーゼ遺伝子独自の転写開始点を欠損させることで約 2 倍に増加した。同様に、

mCherry/EGFP 発現プラスミドを導入した HEK293T 細胞の細胞質と培養上清のエクソソーム分画

には、両蛍光の共局在が確認された（図 2）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2．mCherry/EGFP 搭載エクソソームの産生と分泌 

HEK293T 細胞の細胞質（Ａ）と培養上清中のエクソソーム分画（Ｂ）中に存在する

mCherry/EGFP 搭載エクソソーム（矢印）を示す。 



 

(2) 炭酸アパタイトナノ粒子修飾による利用効率の改善： 

ルシフェラーゼ搭載エクソソームに対して炭酸アパタイトナノ粒子を用いた修飾を行っ

たところ、エクソソーム表面のζ電位は正方向へシフトした。未修飾のルシフェラーゼ搭

載エクソソームを初代肝細胞の培養上清に加えた際には、添加後 3 時間において肝細胞中

にルシフェラーゼ活性は確認されなかった。しかしながら、一定の混合比率の炭酸アパタイ

トナノ粒子を用いた修飾により、ルシフェラーゼ活性は有意に増加した（図 3）。 

 

図 3．エクソソームの利用効率の

改善 

ルシフェラーゼ搭載エクソソーム

を取り込んだ初代培養肝細胞のルシ

フェラーゼ活性を、培養上清中に添

加したエクソソームの総ルシフェラ

ーゼ活性に対する相対値として示す。 

 

 

 

 

また、初代培養肝細胞に mCherry/EGFP搭載エクソソームを添加した検討では、未修飾の

mCherry/EGFP 搭載エクソソームを投与した場合に比して mCherry/EGFP を共発現するエク

ソソームが増加し、エクソソーム内包物質がエンドソームからリソソームに移行する前に、

サイトゾルへと移行することが示唆された（図 4）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 4．エクソソーム内包タンパク質のの改善 

 mCherry/EGFP搭載エクソソームを未修飾（Ａ）もしくは炭酸アパタイトナノ粒子と混合（Ｂ）

した上で、初代肝細胞の培養上清中に添加した。上段の写真中の白枠を拡大して、リソソームの

マーカーである Lamp1の免疫蛍光染色とともに下段に示す。 

 



さらに、ルシフェラーゼ搭載エクソソームをマウスの静脈内に投与すると、3 時間後の肝組織

におけるルシフェラーゼ活性は、炭酸アパタイトナノ粒子を用いた修飾により有意に増加した

（図 5）。 

図 5．マウス肝臓における利用効率の改善 

ルシフェラーゼ搭載エクソソームを静脈内投与したマウスの肝

組織におけるルシフェラーゼ活性を、炭酸アパタイトナノ粒子を

用いた修飾の有無で比較した。 

RLU, relative luminescence unit. 

 

炭酸アパタイトナノ粒子の陽電位が負に荷電したエクソソーム

との結合を強化すると同時に、同じく負の電荷を有する細胞表面

への接着と取り込みを促進する機序が考えられた。さらに、炭酸

アパタイトナノ粒子は酸性条件で容易に崩壊するため、エクソソ

ーム内包タンパク質がリソソーム酵素により分解される前にエンドソーム膜を破壊して、内包

分子のサイトゾルへの移行を促進する可能性が考えられた。 

 

(3) ガラクトース鎖修飾による肝細胞指向性の向上： 

初代培養肝細胞に糖鎖修飾したルシフェラーゼ搭載エクソソームを添加した検討では、細胞

内のルシフェラーゼ活性は未修飾時や Plys-GlcNac修飾と比較して、Plys-LA修飾により有意に

増加した。また、マウスに静脈投与を行った検討において、未修飾エクソソームの大部分が F4/80

陽性のクッパー細胞内に観察されたのに対して、Plys-LA修飾は肝実質細胞に取り込まれるエク

ソソーム数を有意に増加させた（図 6）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 6．ガラクトース鎖修飾を行ったエクソソームの肝実質細胞への取り込み 

蛍光標識したエクソソームを未標識（Control）、ガラクトース鎖修飾（Plys-LA）、あるいは N-

アセチルグルコサミン修飾（Plys-GlcNac）を行った上で、マウスの静脈内に投与した。3 時間

後に摘出した肝組織の共焦点顕微鏡像（Ａ）と、エクソソーム（矢印）を取り込んだ肝実質細胞

の全肝実質細胞に対する割合（Ｂ）を示す。N.S., not significant. 

 

ガラクトースは肝実質細胞が有するアシアロ糖蛋白質受容体によって認識される一方で、N-

アセチルグルコサミンは Kupffer 細胞や活性型星細胞等の非実質細胞に発現するビメンチンと

デスミンに結合する。本研究では肝実質細胞を標的とし、Plys-LA 修飾が in vitro および in 

vivo においてエクソソームの選択的送達を促進することを示した。これらの所見は、先天性酵

素欠損症のような疾患に対して、肝実質細胞を標的とする効率的なエクソソーム治療の可能性

を示すものである。 
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エクソソーム工学に基づく線維肝に対する再生治療戦略
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