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研究成果の概要（和文）：本研究では細胞から分泌される小胞であるエキソソームの体内動態制御法の開発を目的とし
て、エキソソームの体内動態を解析した。マウスメラノーマ細胞株、B16BL6細胞をモデルのエキソソーム細胞として検
討を行ったところ、静脈内に投与されたエキソソームは半減期2分という非常に短い時間で血中から速やかに消失する
ことを見出した。主に肝臓・肺・脾臓に分布することも見出した。また、血中からのエキソソームの速やかな消失は、
肝臓・脾臓に存在するマクロファージにより取り込まれるためであることを明らかとした。

研究成果の概要（英文）：In the present study, in vivo fate of exosomes was analyzed for the goal of the de
velopment of exosome-based drug delivery system. B16BL6 murine melanoma cells were selected as mode exosom
e-producing cells. It was found that intravenously administered exosomes quickly disappeared from blood ci
rculation with short half-life of approximately 2 minutes. Exosomes distributed mainly to the liver, lung 
and spleen. In addition, it was demonstrated that quick clearance of exosomes from blood circulation was c
aused by the uptake of exosomes by macrophages in the liver and spleen.

研究分野：
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１．研究開始当初の背景 
標的 RNAを配列特異的に分解する短い 2本
鎖 RNA（siRNA）や、遺伝子発現調節により種々
の生体内イベントを制御するマイクロ RNA
（miRNA）に代表される機能性 RNA は、特異
性かつ安全性の高い疾患治療を実現可能な
次世代治療薬としての開発が期待されてい
る。しかしながら、培養細胞に対しては多く
の効率的な機能性RNAデリバリー技術が開発
されているものの、個体レベルで十分な量の
RNA を標的細胞にデリバリー可能なシステム
は存在しなかった。癌細胞や樹状細胞での検
討から、細胞内の RNA やタンパク質が直径
100nm 前後のエキソソームと名付けられた小
胞に内包される形で細胞外に放出され、別の
細胞に移行後、内包物を細胞内に送達する現
象が見出された。この発見以降、エキソソー
ムを機能性RNAのキャリアへの利用が試みら
れていた。先行する研究において、エキソソ
ームはsiRNAのデリバリーキャリアとして利
用可能であることは報告されていたものの、
その体内動態上については不明な点も多く、
体内動態制御についても十分に行われてい
るとは言い難いものであり、より厳密にエキ
ソソームの体内動態を制御可能な方法の開
発が望まれていた。 
 
２．研究の目的 
エキソソームを用いた機能性RNAキャリア
の開発にはエキソソームの体内動態の制御
が必須であり、そのためにはエキソソームの
体内動態情報が必要となる。しかしながら、
エキソソームの体内動態の追跡方法が存在
しなかったことから、エキソソームの体内動
態に関する情報はほとんど存在しなかった。
そこで本研究では、エキソソームの体内動態
制御に基づく機能性RNAキャリアの開発を目
的として、エキソソームの体内動態追跡方法
を開発し、開発された手法を用いてエキソソ
ームの体内動態について解析した。エキソソ
ームの体内動態の追跡には、レポータータン
パク質とエキソソーム移行性タンパク質と
の融合タンパク質でエキソソームを標識す
る方法が利用可能ではないかと考えた。レポ
ータータンパク質として、基質と反応するこ
とで発光する Gaussia luciferase (gLuc)を、
エキソソーム移行性タンパク質として
lactadherin(LA)を選択し、gLuc と LA の融合
タンパク質、gLuc-LA をデザインし、これを
発現するプラスミド DNA を構築した。構築し
た gLuc-LA 発現プラスミド DNAをエキソソー
ム産生細胞に遺伝子導入することで産生さ
れるエキソソームをgLuc-LAで標識すること
を試みた。また、研究を遂行する過程におい
て、肝臓・脾臓に存在するマクロファージが
エキソソームの体内動態に大きな影響を及
ぼす可能性が示されたことから、エキソソー
ムの体内動態にマクロファージが及ぼす影
響についても検討した。 
 

３．研究の方法 
gLuc-LA 発現プラスミド DNA の構築 
 LA の分泌シグナルの C 末端に gLuc を連結
し、さらにその C末端に LA の C1C2 領域を融
合したタンパク質、gLuc-LA をデザインしこ
れをコードする cDNA を pcDNA3.1 ベクターに
組み込み、pCMV-gLuc-LA を構築した。 
 
gLuc-LA 標識エキソソームの回収 
 マウスメラノーマ細胞 B16BL6 細胞をモデ
ルのエキソソーム産生細胞として選択した。
B16BL6 細胞に pCMV-gLuc-LA をトランスフェ
クションし、24 時間後の培養上清を回収した。
段階遠心法で、比較的大きな小胞を除去した
後、0.2 μm のフィルターを通した。このサ
ンプルについて、超遠心法でエキソソームを
ペレットとして沈澱させ、エキソソームを回
収した。エキソソームの回収過程で各サンプ
ルを回収し、ルミノメーターを用いて gLuc
活性を計測した。 
 
免疫電子顕微鏡観察 
 回収した gLuc-LA 標識エキソソームを抗
gLuc抗体とインキュベートした後、Protein A
標識金ナノ粒子と反応させ、透過型電子顕微
鏡を用いて観察した。 
 
粒子径・表面電荷の計測 
 ゼータサイザーを用いて各エキソソーム
の粒子径・表面電荷を計測した。 
 
蛍光標識エキソソームの調製 
 脂溶性赤色蛍光色素である PKH26 red 
fluorescent cell linker kit を用いてエキ
ソソームを標識後、超遠心法を用いて余分の
PKH26 色素を除去し、PKH26 標識エキソソー
ムを調製した。 
 
gLuc-LA 標識の血清中での安定性評価 
 gLuc-LA 標識エキソソームを 20%牛血清含
有リン酸緩衝液中で 37℃でインキュベート
し、経時的に gLuc 活性を測定した。別途、
経時的に回収したサンプルについて超遠心
を行い、上清中の gLuc 活性を測定すること
でエキソソームからのgLuc-LAの遊離を評価
した。 
 
マクロファージの除去 
 マクロファージの除去を目的に、クロドロ
ネートを含有するリポソームを薄膜水和法
により調製した。得られたクロドロネートリ
ポソームをマウスに尾静脈内投与し、投与 24
時間後のマウスをマクロファージ除去マウ
スとして実験に用いた。 
 
エキソソーム取り込み細胞種の評価 
 PKH26 標識エキソソームをマウスに尾静脈
内投与し、投与 10 分後に肝臓および脾臓、
肺を回収した。回収臓器の凍結切片を作製し、
マクロファージ特異的抗体である Alexa 



Fluor488 標識 anti-mouse F4/80 抗体を用い
て免疫染色を行った。別途、PKH26 標識エキ
ソソームを投与したマウスに対して、FITC 標
識トマトレクチンを右心室から灌流するこ
とで血管内皮細胞を染色し、回収した肺の凍
結切片を作製した。 
 
In vivo イメージング 
 gLuc-LA 標識エキソソームを尾静脈内投与
したマウスにセレンテラジンを尾静脈内投
与し、gLuc による化学発光を in vivo イメー
ジング装置を用いて検出した。 
 
エキソソームの血中滞留性評価 
 gLuc-LA 標識エキソソームを尾静脈内投与
したマウスから経時的に採血し、血清中 gLuc
活性をルミノメーターを用いて測定した。 
 
４．研究成果 
gLuc-LA による標識の確認 
 pCMV-gLuc-LA を遺伝子導入された B16BL6
細胞から産生されるエキソソームを回収し
たところ、エキソソーム画分に強い gLuc 活
性の濃縮が観察されたことから、gLuc-LA に
よるエキソソーム標識の可能性が示された
（図 1）。 

 次に、抗 gLuc 抗体を用いた免疫電子顕微
鏡観察により、エキソソーム表面における
gLuc-LA の存在を検出した。その結果、エキ
ソソーム表面にgLuc-LAが存在することを確
認した（図 2 左）。以上の結果から、本方法
によりgLuc-LA標識エキソソームが調製可能
であることが明らかとなった。また、粒子
径・表面電荷について、すでに報告した？？
非標識エキソソームとgLuc-LAとで比較を行
ったところ、有意な違いは存在しなかったこ
とから、gLuc-LA はエキソソームの物性にほ
ぼ影響を与えない標識方法であることを確
認した（図 2右）。 
 

 
gLuc-LA 標識の安定性 
 gLuc-LA 標識エキソソームの gLuc 活性は、
20％血清含有緩衝液中で4時間インキュベー
トした後も減少しなかった。また、超遠心後
の上清中にはgLuc-LA活性はほぼ検出されな
かった。従って、エキソソームの gLuc-LA 標
識は、血中では安定であることが示唆された。 
 
全身投与されたgLuc-LA標識エキソソームの
体内動態の解析 
 gLuc-LA 標識エキソソームを尾静脈よりマ
ウスに投与し、経時的に採血を行い血清中
gLuc 活性を測定した。その結果、静脈内に投
与されたエキソソームの血中からの消失半
減期は約2分と非常に短いことが明らかとな
った（図 3）。 

 次に、in vivo イメージングにより、投与
されたエキソソームの全身での分布につい
て観察を行ったところ、投与後早期に肺・肝
臓・脾臓といった臓器へのエキソソームの集
積が観察された。また、時間経過に伴い、各
臓器におけるエキソソームからのシグナル
の減弱が観察され、投与後 4時間後には肺に
おいてのみ発光シグナルが検出された（図 4）。 
 

 
全身投与したエキソソームの取り込み細胞
の同定 
 PKH26 標識エキソソームをマウスに投与し、
マクロファージ特異抗体を用いて免疫染色
を行った結果、肝臓と脾臓において、エキソ
ソームとマクロファージとの共局在が観察
されたが、肺においてはそのような現象は観
察されなかった。一方で、蛍光標識レクチン
を用いて血管内皮細胞を染色したところ、
PKH26 標識エキソソームと肺の血管内皮細胞
との共局在が観察された。以上の結果から、
血中に投与されたエキソソームは肝臓・脾臓
中マクロファージと、肺の血管内皮細胞に取
り込まれることが示唆された。 
 
エキソソームの消失に及ぼすマクロファー
ジの影響 
 血中に存在するエキソソームの消失に及
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図2. 免疫電子顕微鏡観察によるgLuc-LA標識エキソソーム表面のgLuc-LAの検出（左）
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図3. gLuc-LA標識エキソソームを静脈内投与されたマウスにおけるエキソソーム
の血中濃度推移
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図4. In vivo im aging法によるgLuc-LA標識エキソソームを静脈内投与されたマウスに
おけるエキソソームの体内分布の経時変化の観察



ぼすマクロファージの影響を明らかにする
ために、クロドロネートリポソームを投与し
たマウスをマクロファージ除去マウスとし
て用いた。gLuc-LA 標識エキソソームを静脈
内投与したところ、未処理マウスと比較して、
マクロファージ除去マウスでは血中からの
エキソソームの消失クリアランスが10分の1
以下に低下した。また、in vivo イメージン
グによりエキソソームの体内分布を評価し
たところ、未処理マウスでは投与後初期にエ
キソソームの肝臓および脾臓への集積が観
察されたが、マクロファージ除去マウスでは
これら臓器への集積が低下する様子が観察
された。また、マクロファージ除去マウスで
は、体内からの gLuc 活性の消失が著しく遅
延した。 
 
 以上、本研究では gLuc-LA を用いたエキソ
ソームの標識方法を開発し、全身投与された
マウスメラノーマB16-BL6細胞由来エキソソ
ームの体内動態の定量的な解析と、体内分布
の可視化に成功した。また、静脈内に投与さ
れた B16BL6 細胞由来のエキソソームの血中
からの消失に、肝臓と脾臓のマクロファージ
が大きく寄与することを明らかにした。本研
究で得られた成果は、エキソソームを基盤と
したDDS開発に有用な知見を提供するものと
考える。 
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