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  厚生労働化学研究費（化学物質リスク研究事業） 
血液中の核酸をバイオマーカーに用いた化学物質の高感度な有害性評価に資する研究 

（H30-化学-一般-002） 
 

平成 30 年度 分担研究報告書 
 

分担研究課題：マウスを用いたエクソソーム単離法の最適化・標準化 
 

研究分担者：落谷孝広 
 

国立がん研究センター研究所・分子細胞治療研究分野・プロジェクトリーダー 
 

研究協力者：吉岡祐亮 国立がん研究センター研究所・分子細胞治療研究分野・研究員  
 
研究要旨 
 日常生活に欠かすことのできない様々な物質がヒトの健康や環境に害を及ぼす危険性が

あり、それを把握することは、健康危機を適切に管理・回避し、安全な生活を維持するた
めに必須である。 
トキシコゲノミクス技術を用いた化学物質の単回暴露の際のデータの蓄積によって、分子
メカニズムに基づく化学物質の高精度な影響評価が、実用化段階に到達しつつある。ただ
し、データは特定の臓器（主に肝臓）に由来し、毒性評価に求められる個体レベルでの網
羅性については、多くの労力とコストが必要となる。 
本研究では、ヒトに対する予測性の向上を目指した全身を網羅した次世代型安全性評価法
の確立および毒性データの集積を目的としている。 
 
 最近の知見により、血液中には、細胞より分泌された小胞として知られるエクソソームが
循環していることが明らかとなり、特にヒトにおいて腫瘍細胞種特異的なエクソソームを
バイオマーカーとした診断精度は 90 % を超えるとの報告がある。また、炎症や化学物質誘

発性の臓器障害に対する特異的な血液中のバイオマーカーとして、エクソソームの内部に
含まれるマイクロ RNA (miRNA) やメッセンジャー RNA (mRNA) が同定されつつある。   
 そこで、化学物質等による有害事象に応答して、組織・臓器から血液中に放出されるエク
ソソームに含まれる RNA などの核酸分子は、毒性評価の為の新規バイオマーカーとしての
有用性が期待されることから、本研究では、化学物質ばく露後のマウスの血液中のエクソ
ソーム RNA の網羅的解析により、標的臓器を特定し、更に毒性発現機序の解明を目指す事

で、化学物質の「次世代型」有害性評価による迅速化、高度化および標準化を行うことを
目的とする。 
 
この次世代型有害性評価法は、少量の採血のみで高感度に有害性評価を可能となることか
ら、化学物質を同一個体に反復ばく露を行ない、継時的に採血を行うことで、従来法に比
較し短期間に少数の動物使用で有害性評価が可能となり、動物愛護の 3R に資する評価系

としても期待される。 
 
 平成３０年度の分担研究では、国立医薬品食品衛生研究所で動物実験を行い、採取した
マウス血清を材料にして、マウス血清から超遠心ペレットダウン法およびポリマー沈殿法
の効率の良いエクソソーム分離方法の検討を行った。ポリマー沈殿法では、得られた粒子
数は多いが、粒子サイズはエクソソームの他にも多くのタンパクの凝集であることが想定

され、エクソソームの純度は低いと考えられる。
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 Ａ．研究目的 
(背景)  
血液中には、血球細胞の他に血流中を循

環する cell free DNA (cfDNA) や分泌顆粒

として知られるエクソソーム内に含まれる

RNA が存在する。cfDNA は、生体内で障害

を受けた細胞から放出され、 cfDNA の

DNA メチル化状態は、放出元臓器の DNA 
メチル化状態を反映することから、障害を

受けた組織が同定され得る。エクソソーム

は、数十〜百ナノメータ程度の脂質二重膜

の小胞であり、細胞より体液中に分泌され

る。この中に含まれる RNA には、細胞特

異的なものが存在し、腫瘍細胞特異的なエ

クソソームをバイオマーカーとして 90 % 
を超える早期がんの診断精度が謳われてい

る。また、ヒト肺微小血管内皮培養細胞は、

タバコの煙の刺激で特異的なエクソソーム

RNA を放出する報告もあり、これらの指標

は毒性評価の為の新規バイオマーカーとし

ての有用性が期待される。 
 
(目的)  
本研究では、化学物質ばく露後のマウス

の血液中の核酸のうち、エクソソーム RNA
の網羅的解析により、標的臓器を特定し、

更に毒性発現機序の解明を目指す事で、化

学物質の「次世代型」有害性評価による迅

速化、高度化および標準化を行うことを目

的とする。ここでは、国立医薬品食品衛生

研究所において毒性試験および各種臓器で

の網羅的遺伝子発現解析を行ったベンゾト

リアゾール類を対象とする予定である。こ

れらは化学構造の側鎖の違いで毒性の強さ

や発現する臓器に違いがあり、エクソソー

ム RNA をバイオマーカーとした有害性評

価の有用性を検証する上で効果的である。

また、ベンゾトリアゾール構造からのカテ

ゴリーアプローチによる毒性の予測評価に

対しても有用な情報を提供しうるかの如何

が検討可能となる。 
  
 
 
Ｂ．研究方法 
本研究においては、化審法における優先評

価化学物質を迅速に安全性評価するために、

血液中の核酸をバイオマーカーに用いた化

学物質の高感度な有害性評価系の開発を行

う。国立医薬品食品衛生研究所・安全性生

物試験研究センター・毒性部においては、

化学物質のマウスへの投与実験および採血、

エクソソーム RNA の次世代シーケンサー

による網羅的解析を行い、国立がん研究セ

ンター研究所・分子細胞治療研究分野にお

いては、マウス血液からのエクソソーム

RNA 採取の標準化プロトコールの作成を

行い、国立医薬品食品衛生研究所・安全性

生物試験研究センター・安全性予測評価部

においては、本研究において得られるベン

ゾトリアゾール構造を持つ５物質のばく露

に特異的なエクソソーム RNA の結果と、

化学構造の基本構造は同じであるが、側鎖

の違いなどによりその毒性の強さや発現す

る臓器に違いがあるベンゾトリアゾール類

の毒性情報を利用することで、カテゴリー

アプローチ手法を用いた毒性予測評価の精

度を飛躍的に向上させ、化審法における優

先評価化学物質の毒性評価の迅速な毒性評

価および毒性予測評価に貢献する。 
 
 
・マウス血液からのエクソソーム RNA 単離

の標準化 
 
国立医薬品食品衛生研究所において、心

臓採血、眼窩静脈叢採血の２通りの採血方

法を行い、これらを通常の方法（血液凝固

剤および分離剤不使用）およびセパラピッ

ドチューブ S（血液凝固剤含有、分離剤あ

り）により、血清を採取した。これらの血

清サンプルを用いて、国立がん研究センタ

ー研究所・分子細胞治療研究分野において

ヒトの血液からのエクソソーム単離方法の

最適化で行った種々の血中のエクソソーム

単離方法の比較検討を行なう。具体的には、

ポリマー沈降法、超遠心ペレットダウン法

を行なった。 
 
超遠心ペレットダウン法は、血清を 10000 

x G で 10 分遠心を行い、夾雑物を沈殿させ

た後に、その上清を超遠心機 (BECKMAN) 
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にて 210000 x G にて 32 分間超遠心を行な

い、エクソソームを沈殿させる。上清を除

いた後に新たに PBS を加え、再び 210000 x 
G にて 32 分間超遠心を行ない、上清を除

く。さらにもう一度、新たに PBS を加え、

210000 x G にて 32 分間超遠心を行ない、

上清を除き、30 μl PBS に懸濁し、新しい

チューブに移し、-80 度にて保存する。 
 

ポリマー沈降法は、Total exosome isolation kit 
(Thermo Fisher, Cat# 4478359) を用いて行っ

た。 血清を 10000 x G で 10 分遠心を行い、

夾雑物を沈殿させた後に、175 μl 上清に対

して 35 μl ポリマーを混ぜて、4 度で 30 
分静置する。その後、10000 x G で 10 分遠

心を行い、エクソソームを含むタンパクを

沈殿させ、上清を除いた後に 50 μl PBS に
懸濁した。 

 
エクソソームの単離後は、溶媒中のナノ粒

子を可視化し解析、リアルタイムに粒子径、

粒子数および濃度を測定を可能とするナノ

粒子の観察・計測装置 NanoSight ナノ粒子解

析システム(NanoSight LM10)を用いて解析

を行った。NanoSight により、単離されたエ

クソソームの大きさと分布、数のカウント

を行なった。 
 
（倫理面への配慮） 
 動物実験の計画及び実施に際しては、科

学的及び動物愛護的配慮を十分行い、所属

の研究機関が定める動物実験に関する指針

のある場合は、その指針を遵守している。

（国立医薬品食品衛生研究所は国立医薬品

食品衛生研究所・動物実験委員会の制定に

なる国立医薬品食品衛生研究所・動物実験

等の適正な実施に関する規程（平成 27 年 4
月版）） 
 
Ｃ．研究結果 
C−１:エクソソームの単離方法の検証： 
 国立医薬品食品衛生研究所において、

C57BL/6J ♂ １２週齢より、心臓採血およ

び眼窩静脈叢採血を行い、通常の方法によ

り血清を採取した。これらの血清を材料と

して、超遠心ペレットダウン法およびポリ

マー沈殿法を行い、エクソソームの単離方

法の検討を行った。 
使用したサンプルおよびエクソソーム単離

法の詳細は、以下の通りである。 
 
採血方法／血清採取方法／エクソソーム単

離方法 
①心臓採血／通常チューブ／超遠心 
②心臓採血／通常チューブ／ポリマー 
③眼窩採血／通常チューブ／超遠心 
④眼窩採血／通常チューブ／ポリマー 
 
①心臓採血／通常チューブ／超遠心 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図：心採血／通常チューブ／超遠心によるエクソソ

ームの NanoSight 解析の結果、最頻値サイズ 

(67nm)、濃度 (43.78 particles/frame) 

ANALYSIS REPORT
Nanoparticle Tracking Analysis (NTA) Version 2.3 Build 0025

Particle Size / Concentration Sample Video Frame

Particle Size / Relative Intensity Particle Size / Relative Intensity 3D plot

Operator: YY
Sample: Heart _Normal_UC
Video File: 070918_Heart Normal_UC.avi analysis no: 001
Date/Time of Report: 12/07/2018   10:50:00
Dispersant/Diluent: 50
Concentration:
Pre-treatment:
Remarks: Camera15

RESULTS:
Size Distribution: Mean: 93 nm, Mode: 67 nm, SD: 53 nm
Cumulative Data (nm): D10: 53, D50: 80, D90: 144, D70: 99
User Lines: 0 nm, 0 nm
Total Concentration: 43.78 particles / frame, 3.87E8 particles / ml
Selected Concentration: 0.00 particles / frame, 0.00E8 particles / ml
Fitted Curve : Mean: 0 nm, SD: 0
Completed Tracks: 3302
Drift Velocity: 370 nm/s

ANALYSIS SETTINGS:
Frames Processed: 1499 of 1499
Frames per Second: 25.00
Calibration: 220 nm/pixel
Blur: Auto
Detection Threshold: 7 Multi
Min Track Length: Auto
Min Expected Size: Auto - failed
Temperature: 24.70 oC
Viscosity: 0.89 cP

ANALYSIS REPORT
Nanoparticle Tracking Analysis (NTA) Version 2.3 Build 0025

Particle Size / Concentration Sample Video Frame

Particle Size / Relative Intensity Particle Size / Relative Intensity 3D plot

Operator: YY
Sample: Heart _Normal_UC
Video File: 070918_Heart Normal_UC.avi analysis no: 001
Date/Time of Report: 12/07/2018   10:50:00
Dispersant/Diluent: 50
Concentration:
Pre-treatment:
Remarks: Camera15

RESULTS:
Size Distribution: Mean: 93 nm, Mode: 67 nm, SD: 53 nm
Cumulative Data (nm): D10: 53, D50: 80, D90: 144, D70: 99
User Lines: 0 nm, 0 nm
Total Concentration: 43.78 particles / frame, 3.87E8 particles / ml
Selected Concentration: 0.00 particles / frame, 0.00E8 particles / ml
Fitted Curve : Mean: 0 nm, SD: 0
Completed Tracks: 3302
Drift Velocity: 370 nm/s

ANALYSIS SETTINGS:
Frames Processed: 1499 of 1499
Frames per Second: 25.00
Calibration: 220 nm/pixel
Blur: Auto
Detection Threshold: 7 Multi
Min Track Length: Auto
Min Expected Size: Auto - failed
Temperature: 24.70 oC
Viscosity: 0.89 cP

ANALYSIS REPORT
Nanoparticle Tracking Analysis (NTA) Version 2.3 Build 0025

Particle Size / Concentration Sample Video Frame

Particle Size / Relative Intensity Particle Size / Relative Intensity 3D plot

Operator: YY
Sample: Heart _Normal_UC
Video File: 070918_Heart Normal_UC.avi analysis no: 001
Date/Time of Report: 12/07/2018   10:50:00
Dispersant/Diluent: 50
Concentration:
Pre-treatment:
Remarks: Camera15

RESULTS:
Size Distribution: Mean: 93 nm, Mode: 67 nm, SD: 53 nm
Cumulative Data (nm): D10: 53, D50: 80, D90: 144, D70: 99
User Lines: 0 nm, 0 nm
Total Concentration: 43.78 particles / frame, 3.87E8 particles / ml
Selected Concentration: 0.00 particles / frame, 0.00E8 particles / ml
Fitted Curve : Mean: 0 nm, SD: 0
Completed Tracks: 3302
Drift Velocity: 370 nm/s

ANALYSIS SETTINGS:
Frames Processed: 1499 of 1499
Frames per Second: 25.00
Calibration: 220 nm/pixel
Blur: Auto
Detection Threshold: 7 Multi
Min Track Length: Auto
Min Expected Size: Auto - failed
Temperature: 24.70 oC
Viscosity: 0.89 cP
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②心臓採血／通常チューブ／ポリマー 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

図：心採血／通常チューブ／ポリマーによるエクソ

ソームの NanoSight 解析の結果、最頻値サイズ 

(18nm)、濃度 (230.59 particles/frame) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
③眼窩採血／通常チューブ／超遠心 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図：眼窩採血／通常チューブ／超遠心によるエクソ

ソームの NanoSight 解析の結果、最頻値サイズ 

(57nm)、濃度 (22.69 particles/frame) 

 
 
 
 
 
 
 
  

ANALYSIS REPORT
Nanoparticle Tracking Analysis (NTA) Version 2.3 Build 0025

Particle Size / Concentration Sample Video Frame

Particle Size / Relative Intensity Particle Size / Relative Intensity 3D plot

Operator: YY
Sample: Heart _Normal_TEI
Video File: 070918_Heart Normal_TEI.avi analysis no: 001
Date/Time of Report: 12/07/2018   10:43:43
Dispersant/Diluent: 50
Concentration:
Pre-treatment:
Remarks: Camera6

RESULTS:
Size Distribution: Mean: 50 nm, Mode: 18 nm, SD: 45 nm
Cumulative Data (nm): D10: 16, D50: 33, D90: 106, D70: 52
User Lines: 0 nm, 0 nm
Total Concentration: 230.59 particles / frame, 24.29E8 particles / ml
Selected Concentration: 0.00 particles / frame, 0.00E8 particles / ml
Fitted Curve : Mean: 0 nm, SD: 0
Completed Tracks: 7915
Drift Velocity: 3514 nm/s

ANALYSIS SETTINGS:
Frames Processed: 1499 of 1499
Frames per Second: 25.00
Calibration: 220 nm/pixel
Blur: Auto
Detection Threshold: 7 Multi
Min Track Length: Auto
Min Expected Size: Auto
Temperature: 24.40 oC
Viscosity: 0.90 cP

ANALYSIS REPORT
Nanoparticle Tracking Analysis (NTA) Version 2.3 Build 0025

Particle Size / Concentration Sample Video Frame

Particle Size / Relative Intensity Particle Size / Relative Intensity 3D plot

Operator: YY
Sample: Heart _Normal_TEI
Video File: 070918_Heart Normal_TEI.avi analysis no: 001
Date/Time of Report: 12/07/2018   10:43:43
Dispersant/Diluent: 50
Concentration:
Pre-treatment:
Remarks: Camera6

RESULTS:
Size Distribution: Mean: 50 nm, Mode: 18 nm, SD: 45 nm
Cumulative Data (nm): D10: 16, D50: 33, D90: 106, D70: 52
User Lines: 0 nm, 0 nm
Total Concentration: 230.59 particles / frame, 24.29E8 particles / ml
Selected Concentration: 0.00 particles / frame, 0.00E8 particles / ml
Fitted Curve : Mean: 0 nm, SD: 0
Completed Tracks: 7915
Drift Velocity: 3514 nm/s

ANALYSIS SETTINGS:
Frames Processed: 1499 of 1499
Frames per Second: 25.00
Calibration: 220 nm/pixel
Blur: Auto
Detection Threshold: 7 Multi
Min Track Length: Auto
Min Expected Size: Auto
Temperature: 24.40 oC
Viscosity: 0.90 cP

ANALYSIS REPORT
Nanoparticle Tracking Analysis (NTA) Version 2.3 Build 0025

Particle Size / Concentration Sample Video Frame

Particle Size / Relative Intensity Particle Size / Relative Intensity 3D plot

Operator: YY
Sample: eye _normal_UC
Video File: 070918_Eye_Normal_UC.avi analysis no: 001
Date/Time of Report: 12/07/2018   11:14:56
Dispersant/Diluent: 50
Concentration:
Pre-treatment:
Remarks: Camera15

RESULTS:
Size Distribution: Mean: 85 nm, Mode: 57 nm, SD: 39 nm
Cumulative Data (nm): D10: 47, D50: 73, D90: 132, D70: 99
User Lines: 0 nm, 0 nm
Total Concentration: 22.69 particles / frame, 1.96E8 particles / ml
Selected Concentration: 0.00 particles / frame, 0.00E8 particles / ml
Fitted Curve : Mean: 0 nm, SD: 0
Completed Tracks: 961
Drift Velocity: 495 nm/s

ANALYSIS SETTINGS:
Frames Processed: 1499 of 1499
Frames per Second: 24.99
Calibration: 220 nm/pixel
Blur: Auto
Detection Threshold: 7 Multi
Min Track Length: Auto
Min Expected Size: Auto
Temperature: 24.90 oC
Viscosity: 0.89 cP

ANALYSIS REPORT
Nanoparticle Tracking Analysis (NTA) Version 2.3 Build 0025

Particle Size / Concentration Sample Video Frame

Particle Size / Relative Intensity Particle Size / Relative Intensity 3D plot

Operator: YY
Sample: eye _normal_UC
Video File: 070918_Eye_Normal_UC.avi analysis no: 001
Date/Time of Report: 12/07/2018   11:14:56
Dispersant/Diluent: 50
Concentration:
Pre-treatment:
Remarks: Camera15

RESULTS:
Size Distribution: Mean: 85 nm, Mode: 57 nm, SD: 39 nm
Cumulative Data (nm): D10: 47, D50: 73, D90: 132, D70: 99
User Lines: 0 nm, 0 nm
Total Concentration: 22.69 particles / frame, 1.96E8 particles / ml
Selected Concentration: 0.00 particles / frame, 0.00E8 particles / ml
Fitted Curve : Mean: 0 nm, SD: 0
Completed Tracks: 961
Drift Velocity: 495 nm/s

ANALYSIS SETTINGS:
Frames Processed: 1499 of 1499
Frames per Second: 24.99
Calibration: 220 nm/pixel
Blur: Auto
Detection Threshold: 7 Multi
Min Track Length: Auto
Min Expected Size: Auto
Temperature: 24.90 oC
Viscosity: 0.89 cP

ANALYSIS REPORT
Nanoparticle Tracking Analysis (NTA) Version 2.3 Build 0025

Particle Size / Concentration Sample Video Frame

Particle Size / Relative Intensity Particle Size / Relative Intensity 3D plot

Operator: YY
Sample: Heart _Normal_TEI
Video File: 070918_Heart Normal_TEI.avi analysis no: 001
Date/Time of Report: 12/07/2018   10:43:43
Dispersant/Diluent: 50
Concentration:
Pre-treatment:
Remarks: Camera6

RESULTS:
Size Distribution: Mean: 50 nm, Mode: 18 nm, SD: 45 nm
Cumulative Data (nm): D10: 16, D50: 33, D90: 106, D70: 52
User Lines: 0 nm, 0 nm
Total Concentration: 230.59 particles / frame, 24.29E8 particles / ml
Selected Concentration: 0.00 particles / frame, 0.00E8 particles / ml
Fitted Curve : Mean: 0 nm, SD: 0
Completed Tracks: 7915
Drift Velocity: 3514 nm/s

ANALYSIS SETTINGS:
Frames Processed: 1499 of 1499
Frames per Second: 25.00
Calibration: 220 nm/pixel
Blur: Auto
Detection Threshold: 7 Multi
Min Track Length: Auto
Min Expected Size: Auto
Temperature: 24.40 oC
Viscosity: 0.90 cP

ANALYSIS REPORT
Nanoparticle Tracking Analysis (NTA) Version 2.3 Build 0025

Particle Size / Concentration Sample Video Frame

Particle Size / Relative Intensity Particle Size / Relative Intensity 3D plot

Operator: YY
Sample: eye _normal_UC
Video File: 070918_Eye_Normal_UC.avi analysis no: 001
Date/Time of Report: 12/07/2018   11:14:56
Dispersant/Diluent: 50
Concentration:
Pre-treatment:
Remarks: Camera15

RESULTS:
Size Distribution: Mean: 85 nm, Mode: 57 nm, SD: 39 nm
Cumulative Data (nm): D10: 47, D50: 73, D90: 132, D70: 99
User Lines: 0 nm, 0 nm
Total Concentration: 22.69 particles / frame, 1.96E8 particles / ml
Selected Concentration: 0.00 particles / frame, 0.00E8 particles / ml
Fitted Curve : Mean: 0 nm, SD: 0
Completed Tracks: 961
Drift Velocity: 495 nm/s

ANALYSIS SETTINGS:
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⑥眼窩採血／通常チューブ／ポリマー 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図：眼窩採血／通常チューブ／ポリマーによるエク

ソソームの NanoSight 解析の結果、最頻値サイズ 

(35nm)、濃度 (332.92 particles/frame) 

 
 
上記の①〜④のNanosightによる解析により、

観察された粒子数は、①43.78②230.59③
22.69④332.92 となっており、Total exosome 
isolation kit を用いたポリマー沈降法の方が

５倍以上多い結果となった。しかしながら、

粒子の大きさを比較すると、その最頻値は、

①67nm②18nm③57nm④36nm となっており、

50〜150nm とされるエクソソームの大きさ

を考慮すると、ポリマー沈殿により得られ

た多くの粒子は、エクソソームではなく、

タンパクの凝集体であると結論できる。 
 
 
 
D．考察 
 平成３０年度において、超遠心法および

ポリマー沈殿法の検証を行った。超遠心法

は、超遠心機が必要となり、どの施設でも

使用可能であるという訳ではない一方、エ

クソソーム単離の方法として用いられた論

文が多数存在し、エクソソーム単離方法と

して適切であると言える。一方、ポリマー

法はエクソソームの純度が低く、鋭敏なバ

イオマーカーの単離を目指す上では、超遠

心法の方が適切であると判断した。 
  
E．結論 
 このように、本研究の第一の目的は、マ

ウスにおいて化学物質ばく露の毒性のバイ

オマーカーとしてエクソソーム RNA を利

用することにより、超高感度な次世代型の

安全性評価法を確立することである。本年

度の結果より、エクソソーム単離は、超遠

心ペレットダウン法が適切であると結論し、

実際にコントロール物質として行った四塩

化炭素ばく露群と溶媒投与群の比較から多

くの有用なバイオマーカー候補が得られた

ことから、３年計画の初年度の結果として

は、目的を達成できた。 
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