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研究成果の概要（和文）：本研究ではエキソソームを利用した薬物送達システムの開発を念頭にエキソソームの体内分
布の定量的評価法を開発するとともに、超遠心を利用した3種のエキソソーム回収方法を比較した。ビオチン結合タン
パク質ストレプトアビジン（SAV）とエキソソーム移行性タンパク質lactadherin（LA）との融合タンパク質SAV-LAを設
計し放射性ビオチン誘導体と組み合わせることでエキソソームの新規放射標識法を開発し、エキソソーム体内動態の定
量的評価に成功した。3種の超遠心法について比較検討した結果、密度勾配を利用した超遠心法が、最も凝集体が少な
く状態のよいエキソソームを回収するのに適していることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In the current study, for the goal of the development of drug delivery system by 
using exosomes, a method to quantitatively evaluate in vivo tissue distribution of exosomes was 
developed, and three ultracentrifugation-based exosome collection methods were compared to one another. 
We selected a biotin binding protein (streptavidin: SAV) and an exosome-tropic protein (lactadherin: LA) 
to obtain a fusion protein SAV-LA. Radio-labeled exosomes were prepared by using SAV-LA and radioactive 
biotin derivatives, and tissue distribution of the exosomes was quantitatively evaluated by using the 
labeled exosomes. By comparing the three ultracentrifugation-based exosome collection methods, we 
concluded that a density gradient ultracentrifugation method was the best method to collect exosomes with 
minimal aggregates and in a good quality.

研究分野：生物薬剤学
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１．研究開始当初の背景 
 種々の細胞が分泌するエキソソームは、粒
子径100nm程度のタンパク質や核酸を内包す
る細胞外小胞であり、産生細胞以外の細胞に
取り込まれることで内包物の細胞間物質輸
送に関わる内因性輸送担体である。したがっ
てエキソソームは、生体適合性および安全性
が高く、効率的なドラッグデリバリーシステ
ム（DDS）になりえると期待されている。エ
キソソームを用いた DDS の開発には、エキソ
ソームの調製法や、エキソソームへの薬物搭
載法、エキソソームの体内動態の制御法など、
多岐にわたる技術の開発が必須であるが、そ
の多くについては情報が不足しているのが
現状である。中でも、エキソソームを利用し
た DDS の開発に際しては、その体内動態制御
法の開発が必須である。、そのためには、こ
れまで明らかでなかった、エキソソームの体
内動態について、定量的な情報の収集が必要
と考えられる。 
そこで我々は、エキソソームを利用した
DDS の開発を目的として、エキソソームの体
内動態の解析を開始した。エキソソームの体
内動態を定量的に評価可能な技術が存在し
ないことがエキソソームの体内動態情報が
乏しい原因と考えられたことから、エキソソ
ームの新規標識方法を開発することとした。
エキソソームの標識法としては、脂溶性蛍光
色素を用いた手法が安価かつ簡便であるこ
とから汎用されているが、定量性と感度が低
いために、全身レベルでのエキソソームの追
跡は不可能である。そこで我々は、エキソソ
ームの体内動態を定量的に評価することを
目的として、蛍光と比較して定量的解析に適
した発光を利用することを考案し、発光レポ
ータータンパク質であるGaussia luciferase
（gLuc）を利用したエキソソームの新規標識
法を開発した。エキソソームマーカータンパ
ク質として知られる lactadherin（LA）をエ
キソソーム移行性タンパク質として選択し、
これを gLuc と融合したタンパク質、
gLuc-lactadherin（gLuc-LA）を設計し、こ
れをコードしたプラスミド DNA を構築した。
また、エキソソーム産生細胞には、エキソソ
ーム産生量が多く、これまでにエキソソーム
の機能解明を目的とした研究で汎用されて
いるマウス黒色細胞腫B16-BL6細胞を選択し
た。B16BL6 細胞に gLuc-LA 発現プラスミド
DNA を遺伝子導入後に産生されるエキソソー
ムを回収することで gLuc 標識エキソソーム
を得ることが可能であった。そこでこの gLuc
標識エキソソームをマウスの静脈内に投与
したところ、エキソソーム由来の gLuc 活性
は非常に速やかに血中から消失し、その血中
消失半減期は約 2 分であることを見出した。
また、in vivo イメージング法により，gLuc
標識エキソソームを投与したマウス体内の
gLuc 活性を経時的に検出したところ、投与し
たエキソソーム由来の gLuc 活性は速やかに
肝臓、脾臓、肺へと移行した。肝臓および脾

臓の gLuc 活性は、時間の経過とともに速や
かに消失したことから、これらの臓器に移行
したエキソソームは速やかに分解される可
能性が示された、一方で、肺では gLuc 活性
が比較的長時間残留したことから，肺でのエ
キソソームの取り込みは肝臓，脾臓とは異な
る様式であることが推察された。 
 
２．研究の目的 
 これまでの検討において、gLuc-LA 標識エ
キソソームを用いることでエキソソームの
全身レベルでの体内分布の可視化に成功し
た。しかしながら、レポータータンパク質で
ある gLuc は、エキソソームが取り込まれた
細胞内において分解されるために、gLuc 標識
の利用による各臓器・組織へと移行したエキ
ソソームの絶対量の定量は困難であった。各
種臓器へ移行したエキソソームの定量的評
価に際しては，細胞内へ取り込まれた後も活
性を検出可能な放射性同位体の利用が有用
であると考えられる。そこでアビジン‐ビオ
チン結合を利用したエキソソームの放射標
識法の開発に着手した。すなわち、ビオチン
結合タンパク質として streptavidin (SAV)
を選択し、これと LA との融合タンパク質
SAV-LA を設計し SAV-LA 発現プラスミド DNA
を構築した。 
 エキソソームを用いたDDSの開発において、
どのようにエキソソームを回収するかは重
要な課題である。これまでに、超遠心を用い
た方法に加えて、エキソソーム回収用試薬と
混合して遠心する方法や、CD9、CD63 などの
エキソソームマーカータンパク質に対する
抗体を用いた免疫沈降法、サイズ排除クロマ
トグラフィーを利用する方法などが報告さ
れている。これらの方法においては、回収の
原理がそれぞれ異なることから、回収される
エキソソームの性質も異なると考えられる。
エキソソームに含まれる mRNA やタンパク質
の組成が、エキソソームの回収方法によって
異なることは報告されているが、DDS として
の利用に際して重要な粒子径などの物性に
関する情報はほとんど報告されていない。
DDS 製剤としての利用を考えた場合、免疫沈
降法では抗体の混入が、サイズ排除クロマト
グラフィー法ではエキソソームの希釈が懸
念される。そこで我々は、超遠心を用いた 3
つの方法(pelleting法，cushion法，gradient
法)と市販のエキソソーム回収用試薬を用い
た回収方法を選択し、得られるエキソソーム
の物性をもとにこれらの方法を比較検討し
た。 
 
３．研究の方法 
SAV-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SAV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、SAV-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
込むことで pCMV-SAV-LA を構築した。 



 
gLuc-LA標識エキソソームおよびSAV-LA修飾
エキソソームの回収 
 マウスメラノーマ B16BL6 細胞をエキソソ
ーム産生細胞として選択した。B16BL6 細胞に
gLuc-LA をコードしたプラスミド DNA、
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、超遠心によりエキソソー
ムをペレットとして回収した。SAV-LA 修飾エ
キソソームについては、pCMV-SAV-LA をトラ
ンスフェクションした後、上記の方法と同様
の方法でエキソソームを回収することで調
製した。 
 
エキソソームの粒子径、粒子数および表面電
荷の測定 
エキソソームの粒子径および粒子数は
qNano を用いて測定した。表面電荷はゼータ
サイザーを用いて測定した。 
 
エキソソームの電子顕微鏡観察 
 回収した各エキソソームについて、透過型
電子顕微鏡を用いて観察した。別途、エキソ
ソーム表面の SAV の検出を目的として、
SAV-LA 修飾エキソソームをビオチン標識金
ナノ粒子と混合した後、透過型電子顕微鏡を
用いて観察した。 
 
125I 標識エキソソームの調製と確認 
SAV-LA 修 飾 エ キ ソ ソ ー ム を
(3-125I-iodobenzoyl) norbiotinamide 
(125I-IBB)と混合することで 125I 標識エキソ
ソームを調製した。エキソソームへの
125I-IBB の結合はペーパークロマトグラフィ
ー法により確認した。 
 
125I 標識エキソソームを用いたエキソソーム
組織分布の定量 
 マウス1匹あたりタンパク量として約4μg、
放射活性として37kBqのエキソソームを尾静
脈より投与した。投与後、経時的に安楽死さ
せたマウスから各臓器・組織を回収した。回
収した各組織中の放射活性はγカウンター
を用いて計測した。 
 
3 種の超遠心法および試薬を用いたエキソソ
ームの回収 
超遠心を用いた 3 つの方法(pelleting 法、
cushion 法、gradient 法)と市販のエキソソ
ーム回収用試薬を用いた回収方法を選択し
た。Pelleting 法では、回収した培養上清を
100000g 1 時間 の条件で超遠心し、エキソソ
ームを沈殿させることで回収した。Cushion
法は、チューブの底に密度勾配用媒体
OptiPrep を加えその上に培養上清を置いて
超遠心を行い界面を回収後、さらに超遠心に
より沈殿させて回収した。Gradient 法では、

OptiPrep による密度勾配を作成しその上に
培養上清を重層して 18 時間の超遠心の後に
エキソソームが含まれるフラクションを回
収した。エキソソーム回収用試薬として
ExoQuick を選択し、試薬と混合してインキュ
ベート後、低速での遠心によりエキソソーム
を沈殿させた（Precipitation 法）。 
 
gLuc-LA 標識エキソソームの血中滞留性評価 
 各方法で回収した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、ルミノメーターを用いて血清中 gLuc
活性を測定した。 
 
gLuc-LA 標識エキソソームの濾過滅菌後の回
収率の評価 
各方法で回収したgLuc-LA標識エキソソー
ムを 0.2μm のシリンジフィルターを用いて
濾過滅菌した。濾過滅菌前後の gLuc 活性を
測定することで、回収率を見積もった。 
 
４．研究成果 
SAV-LA 修飾の確認 
 pCMV-SVA-LAを遺伝子導入したB16Bl6細胞
から産生されるエキソソームを回収した。回
収したエキソソームについて、蛍光標識ビオ
チン誘導体を用いて SAV を定量したところ、
1粒子のエキソソームあたり約50分子程度の
SAV が修飾されることを確認した。エキソソ
ームの粒子径、表面電荷については、SAV-LA
修飾による影響をほとんど受けず、100nm 程
度の粒子径を有し、その表面電荷は-40mV 前
後であった。また、ビオチン修飾金ナノ粒子
と混合し
たSAV-LA
修飾エキ
ソソーム
を透過型
電子顕微
鏡で観察
し、エキ
ソソーム
表 面 に
biotinが
結合可能
であるこ
とを確認
した（図１）。 
 
125I によるエキソソーム標識 
 SAV-LA修飾エキソソームを 125I-IBBと混合
することで 125Is 標識エキソソームを調製し
た。ペーパークロマトグラフィーにより、
125IBBはSAV-LA修飾エキソソームに結合して
いることを確認した。 
 
125I 標識エキソソームを用いたエキソソーム
組織分布の定量 

図１.ビオチン修飾金ナノ粒子と混合したSAV-
LA修飾エキソソームの電子顕微鏡観察写真
（矢印は金ナノ粒子の存在を示す）



 125I 標識エキソソームをマウス尾静脈内に
投与し、各組織・臓器中の放射活性を測定し
たところ、投与したエキソソームは速やかに
血中から消失し、おもに肺・肝臓・脾臓へと
移行した。投与 4時間後においても、肺およ
び脾臓、肝臓でそれぞれ投与量の約 10，3，
25 %と高い放射活性が検出された（図２）。 
この結果は SAV-LA を利用したエキソソー
ムの放射標識法の有用性を示すものと考え
られる。 

 
3 種の超遠心法および試薬を用いた方法によ
り回収されたエキソソームの回収量および
物性評価 
各方法で回収したエキソソームの形態を
透過型電子顕微鏡で観察した結果、それぞれ
100nm 前後の小胞が観察された（図３）。一方、
precipitation 法で回収したサンプルには、
数μm サイズの非常に大きな凝集体が多数観
察されたことから以降の検討から除外した。
各方法によるエキソソームの回収量につい
て、ナノ粒子マルチアナライザーqNano によ
り粒子数を測定したところ、方法間での違い
は認められなかった。粒子径分布を評価した
ところ、gradient 法で回収したサンプル中に
は他と比較して100nm以上の粒子の割合が少
なく、他の方法で回収したエキソソームと比
較して凝集が少ないことが示唆された。 
 

回収方法の違いがエキソソームの製剤特性
に及ぼす影響の評価 
各方法で回収したgLuc-LA標識エキソソー
ムを静脈内投与し、血中濃度を経時的に測定
したところ、エキソソームの血中からの消失
速度には大きな違いはなかった。次に 0.2μm
のフィルターを用いてろ過滅菌操作を行い、
gLuc 活性を指標に回収率を評価した。その結
果、gradient 法で回収したエキソソームの回
収率は約 80％と、50％以下だった他の 2つと
比較して有意に高かった（図４）。エキソソ
ームがフィルターを通過する際には大きな
粒子ほどつまりやすいと考えられることか
ら、凝集体の数が少ない gradient 法で回収
したエキソソームで回収率が高くなったも
のと推察した。 
以上、gradient 法では回収に要する時間が
他の方法と比べて長いものの、凝集体が少な

く、濾過滅菌にも適したエキソソームが得ら
れることが示された。 
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