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研究成果の概要（和文）：直径100 nm以下のナノベシクルの重要な物性であるゼータ電位を１粒子で計測するためのチ
ップ型システムの開発を目的として、マイクロキャピラリー電気泳動チップとレーザ暗視野光学系、および高感度イメ
ージング技術を組合せて、ナノ粒子のゼータ電位計測技術を開発した。構築したシステムの性能を評価する実験の過程
で、ナノ世界に特有な現象を発見すると共に、エキソソームと細胞とのゼータ電位との関係性にすいて見出した。更に
、従来技術では困難な、個々のエキソソームの表面タンパク質へと応用した。本研究成果である本方法論は、今後のナ
ノ医療、ナノ診断、ナノ生物学の分野における、重要な基盤技術となる可能性が示された。

研究成果の概要（英文）：An on-chip microcapillary electrophoresis system with a laser dark-field microscop
y system has been developed to study the electrophoretic behavior of single nanovesicles, and used to eval
uate the electrophoretic mobility (EPM) distribution of nanovesicles.
In the application of the evaluation of nanoliposomes, the size-dependent broadening of the EPM distributi
on of nanoliposomes due to the compositional fluctuation of a small number of lipid molecules was revealed
 for the first time. Subsequently, the system was applied for evaluating zeta-potential and surface protei
ns of single exosomes, which released from biological cells. 
These results suggested that this methodology is promising for single exosome analysis toward the future a
pplication of exosomes as disease biomarkers for low-invasivity diagnostics.

研究分野：
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１．研究開始当初の背景 
細胞から分泌されるリン脂質二重膜で包

まれる数十～数百 nm の膜小胞(ナノベシク
ル)が医療分野で注目されている。例えば、薬
剤や核酸を標的細胞に直接届けて効率的に
治療するドラッグデリバリーシステム(DDS)
において、ナノリポソームが基材として期待
されている。また、血液中に存在するナノベ
シクルであるエキソソームは、内包するタン
パク質や核酸の分析による疾病の早期診断
(ナノ診断)のマーカー候補として期待されて
いる(C. Théry, Nat. Rev. Immunol., 2009)。
更に、細胞生物学の分野では、細胞間情報伝
達でのエキソソームの役割を探るナノ細胞
生物学が注目されている。しかし、ナノベシ
クルの物理特性の評価技術は十分には確立
されていない。今後、ナノベシクルを用いた
治療や診断技術をより発展させていくため
には、ナノベシクルの物理特性の正確な評価
技術の開発が喫緊の課題である。 

溶液中での挙動を規定するナノベシクル
の物理特性は、拡散係数を規定する粒子径と、
静電的相互作用を規定するゼータ電位であ
る(M.C. Woodle, J. Drug Target, 1994)。従
来、ナノベシクルのゼータ電位の測定には、
電気泳動する粒子群にレーザを入射させ、散
乱光の波長の変化から電気泳動度(EPM)を
求めるレーザードップラー電気泳動法(LDE)
が用いられる(R. Barchini, Langmuir, 2000)。
しかし、この方法では粒子個々の EPM を評
価できないため、正確な EPM 分布を得るこ
とは原理的に困難である。 

我々は数年来、マイクロ流体デバイス技術
を応用して作製したマイクロキャピラリー
電気泳動(CE)チップと顕微光学系を組み合
わせた、１粒子ゼータ電位評価システムにつ
い て 研究し て きた (Anal.Bioanal.Chem., 
2008)。電気泳動に両端を開放させたマイク
ロキャピラリーを用いると電気浸透流が栓
流となるため粒子の挙動が単純になる。即ち、
従来装置では困難な、信頼性の高い電気泳動
実験を簡便に行うことが可能である。このシ
ステムを細胞のゼータ電位計測に応用し、細
胞の状態とゼータ電位との関係を調べる過
程で、両者間の密接な関係を見出した
(Jpn.J.Appl.Phys.,2006, 2007, Trans.Mater. 
Res.Soc.Jpn., 2010)。これは独自開発した手
法を用いて初めて得られた重要な知見であ
る。しかしながら、本システムは明視野光学
系で撮像するため、細胞ゼータ電位の精密測
定には有効であるが、ナノベシクルの観察は
原理的に困難であり、そのゼータ電位の計測
に応用するには、最適な照明方法と撮像方法
を検討する必要があった。 
 
２．研究の目的 
上記の背景のもと、マイクロキャピラリー

電気泳動チップと高感度検出系を組合せて、
個々のナノベシクルのゼータ電位計測シス
テムを開発し、エキソソームのゼータ電位計

測へ応用することを本研究の目的とした。 
 
３．研究の方法 
①ナノベシクルゼータ電位計測チップ開発  

ソフトリソグラフィー法によりポリジメ
チルシロキサン(PDMS)製の電気絶縁性に優
れ、光学的ひずみのないマイクロ流体チップ
を作製した。デッドボリュームがなく、形成
が可能な形状である流路デザインとした。ナ
ノベシクルの流路への非特異吸着を抑制す
るために、2-メタクリロイルオキシエチルホ
スホリルコリン(MPC)ポリマーを流路壁にコ
ーティングした。 
 
②ナノベシクル可視化法の検討  

電気泳動により移動するナノベシクルの
速度を計測するために、ナノベシクル可視化
法を検討した。蛍光色素を内包したナノリポ
ソームの撮像には、蛍光顕微鏡法を利用した。
一方、蛍光色素を含まないエキソソームの撮
像にはレーザ暗視野顕微鏡法と高感度検出
系を組み合わせて作製した。 
 
③単一ナノリポソームのゼータ電位計測 

エキソソームのモデル粒子としてアニオ
ン性のリポソームを調製し、蛍光イメージン
グのために内部に蛍光物質カルセインを内
封させた。ゼータ電位は負電荷脂質フォスフ
ァチジルセリン(PS)の割合によって制御し、
粒子の変形等の影響がなく安定して電気泳
動可能な脂質割合を選択した。粒子径は 2 ス
テップのフィルタリングで制御し、精製した
ベシクルのみメンブレン(孔径: 50-1000 nm)
を通すことによって、単分散かつ分散の小さ
いリポソームを作製した。 
測定システムは、CE チップ、白金電極、

直流電源、レーザ光源、倒立顕微鏡、EM-CCD
カメラで構成し、マイクロキャピラリー内に
導入した蛍光リポソームをレーザで励起し、
その蛍光を EM-CCD カメラで検出すること
で、蛍光イメージングでの電気泳動計測を行
った。 

 
④単一エキソソームのゼータ電位計測 
エキソソームサンプルは細胞の培養上清

から分画超遠心法により精製した。細胞サン
プルは、ヒト乳腺上皮細胞 MCF10A、2 種類
のヒト乳がん細胞乳がん細胞 MDA-MB-231 
(MM231) 及 び MDA-MB-231-D3H2LN 
(MM231LN)、ヒト前立腺上皮細胞 PNT2、2
種類のヒト前立腺がん細胞 PC-3 及び PC-3 
ML の全 6 種類を用いた。測定システムは、
レーザ暗視野顕微イメージングとCE チッ
プ電気泳動法を組み合わせて構成した。 

 
４．研究成果 
①ナノベシクルゼータ電位計測システム 
直径 100 nm 以下のナノベシクルの重要な

物性であるゼータ電位を１粒子で計測する
ためのチップ型システムを開発した(図 1)。具



体的には、ソフトリソグラフィー法によりポ
リジメチルシロキサン(PDMS)製の電気絶縁
性に優れ、光学的ひずみのないマイクロ流体
チップを作製し、非特異吸着抑制のために流
路内表面を MPC ポリマーでコーティングし
た。チップ内電気泳動しているナノ粒子にレ
ーザを照射し、生じるレイリー散乱光を対物
レンズで集光し、高感度イメージング技術に
より撮像することによって、個々のナノ粒子
の電気泳動度計測が可能である。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1 ナノベシクルのゼータ電位計測システム 

 
②ナノリポソームのゼータ電位計測 

開発したゼータ電位計測システムを用い
て、ナノメートルサイズのポアを有するメン
ブレンを用いて作製したリポソームのゼー
タ電位を 1 粒子ごとに計測した(図 2)。ゼータ
電位の平均値は粒子径にかかわらず一定で
あった。一方、ゼータ電位の標準偏差は、メ
ンブレンのポア径が 100-1000 nm で作製した
リポソームでは一定であったのに対し、50 
nm のポア径で作製したリポソームではそれ
らの 2 倍以上であった。このゼータ電位のば
らつきのサイズ依存性の主な要因は、リポソ
ーム脂質膜に含まれる負電荷脂質分子 PS の
統計的ゆらぎの影響であるという、ナノ世界
に特有の現象を発見した(図 3)。本研究結果は
英文誌「Electrophoresis」に発表した。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2 サイズ径分布の異なるリポソームの 
ゼータ電位分布 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3 リポソームの平均直径とゼータ電位の 
相対標準偏差との関係 
 

③エキソソームと由来細胞のゼータ電位 
本システムを用いて培養細胞由来エキソ

ソームのゼータ電位分析に応用した。乳がん
と前立腺がんをモデルとして、正常細胞およ
びがん細胞の培養上清からエキソソームを
精製し、エキソソームおよび由来細胞のゼー
タ電位を計測した。がん細胞とがん細胞由来
のエキソソームの平均 EPM は、正常細胞に
比べて負に大きく変化し、エキソソームと由
来細胞の平均の EPM の間に強い相関関係が
認められた（相関係数=0.92）(図 4)。このこ
とから、エキソソームの表面の電気的性状は、
由来細胞表面の電気的性状の変化を反映し
ているものと考えられ、細胞の状態や種類が
それら細胞から放出されるエキソソームの
体内での挙動、すなわちエキソソームを介し
た細胞間コミュニケーションに影響を与え
ていることを示唆するものである。本研究結
果は英文誌「 Japanese Journal of Applied 
Physics」に投稿し、受理された。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
図 4 細胞とエキソソームのゼータ電位の関係 

 

④シアル酸切断酵素で処理したエキソソー
ムのゼータ電位 
ヒト前立腺がん PC3 細胞由来エキソソー

ムのゼータ電位が正常前立腺上皮 PNT2 細胞
由来エキソソームのゼータ電位と比較して
大きく負である差異のメカニズムについて
検討した。具体的には、細胞のゼータ電位の
主な要因とされるシアル酸がエキソソーム
のゼータ電位にも同様の役割を担うと着目
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し、シアル酸切断酵素シアリダーゼを作用さ
せた前後のエキソソームのゼータ電位を測
定した。その結果、シアリダーゼによりエキ
ソソームのゼータ電位は正にシフトし、PNT2
由来と PC3 由来のエキソソームの電位は同
程度となった(図 5)。この結果は、エキソソー
ムの由来細胞によるゼータ電位の差は糖鎖
のシアル酸の発現量を反映していることを
示しており、由来細胞の状態や種類がそれら
細胞から放出されるエキソソームの体内で
の挙動、すなわちエキソソームを介した細胞
間コミュニケーションに影響を与えている
ことを示唆するという非常に重要な知見で
ある。本研究結果は英文誌「Japanese Journal of 
Applied Physics」に投稿し、受理された。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
図 5 ヒト前立腺上皮細胞(PNT2)および前立腺が

ん細胞(PC3)由来エキソソームのゼータ電位に及

ぼすシアリダーゼの効果 
 
⑤エキソソーム表面タンパク質の分析 

チップ電気泳動法のエキソソーム表面タ
ンパク質分析への応用可能性について検討
した。ヒト乳がん MDA-MB-231 細胞由来の
エキソソームに抗ヒト CD63 抗体と反応させ
た後ゼータ電位を計測した。その結果、マウ
ス IgG を作用させたエキソソームのゼータ電
位と比較して、抗ヒト CD63 抗体を作用させ
たエキソソームでは大きく正にシフトした
(図 6)。この変化はエキソソーム表面に結合し
た抗体が有する正電荷に起因するものであ
る。このことは、ゼータ電位変化を指標にし
てエキソソーム表面のタンパク質を感度良
く分析できることを示しており、将来のエキ
ソソーム診断へ繋がる重要な成果である。 

 
⑥まとめ 

個々のナノベシクルのゼータ電位計測シ
ステムを開発した。本システムをナノリポソ
ームおよびエキソソームのゼータ電位計測
に応用し、当該システムがエキソソームのよ
うなナノバイオ粒子の分析に有効であるこ
とを実証した。この成果はバイオナノ粒子分
析の新しい方向性を示し、生命現象における
エキソソームの役割解明や、エキソソームを
利用した診断・治療の実現などの医学・生命
科学の更なる発展に貢献すると期待される。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 6 ヒト乳がん(MDA-MB-231)細胞由来 
エキソソームの免疫電気泳動 
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