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高純度エクソソーム精製法による新規腫瘍マーカーの同定 

業務主任者 華山 力成 大阪大学免疫学フロンティア研究センター特任准教授 

研究要旨 
エクソソームは主に免疫細胞や腫瘍細胞から放出される直径
30-100nm の分泌型膜小胞で、分泌細胞特異的な蛋白質や mRNA、
non-coding RNA などを内包化している。近年、これらのエクソソー
ム構成因子が腫瘍細胞のバイオマーカーとして有用である可能性が
報告されており、癌の早期診断や治療効果の判定、予後の予測など
との相関性が活発に研究されている。しかし、従来のエクソソーム
精製法では、夾雑物の混入による純度の低下や、煩雑な操作により
回収量が不安定であること、また高価な超遠心機が必要で多検体の
測定が不可能などといった問題が存在する。 
そこで我々は、エクソソームの受容体である Tim4 蛋白質と磁気ビー
ズを用いたアフィニティー精製法によりエクソソームを簡易かつ高
純度に精製する方法の確立を目指す。これまでに、Tim4 の細胞外領
域にヒト免疫グロブリンのFc領域を結合させたTim4-Fc蛋白質をビ
オチン標識し、ストレプトアビジン結合磁気ビーズと結合させるこ
とで Tim4-Fc 磁気ビーズを作製した。Tim4 はエクソソーム膜上のリ
ン脂質ホスファチジルセリン(PS)とカルシウム依存的に結合するこ
とから、キレート剤である EDTA を含む溶出バッファーを用いること
で抗体蛋白やビーズを含まない高純度なエクソソームを効率よく精
製可能である。実際、Tim4-Fc 磁気ビーズを用いて、マウス腹腔マ
クロファージからエクソソームを精製し、超遠心法やポリエチレン
グリコール(PEG)沈殿法により精製したエクソソームと比較したと
ころ、我々の方法では夾雑蛋白質の大部分が取り除かれ、100 倍以
上高純度なエクソソームが精製されていることが明らかとなった。
そこで平成 26 年度には、電子顕微鏡や微粒子測定装置を用いてより
詳細に解析を進めることで Tim4-Fc 磁気ビーズにより精製したエク
ソソームの純度の評価を行い、本法の有用性を確立する。平成 27 年
度には、Tim4-Fc 磁気ビーズを用いて実際に人の血液や尿などから
エクソソームの精製を試み、効率の良い精製条件の確立を目指す。
平成 28 年度には大阪大学医学部附属病院と共同で、インフォームド
コンセントのもと、癌患者の血液から腫瘍由来エクソソームを本法
で高純度に精製し、エクソソームの蛋白質や RNA の構成を健常人と
比較解析することにより、新規腫瘍マーカーの同定を目指す。 
 
 
 



 

 

 

  

  

Ａ．研究目的 
 腫瘍マーカーは癌細胞の増大とともに
増加する生体内抗原で、癌の発生や進行、
治療効果の評価などに広く用いられてい
る。主に血液中に遊離してくる蛋白質を抗
体で検出する検査法であるが、単独の腫瘍
マーカーで癌の存在を診断できるものは
少なく、現時点で有用ではあるが確実な方
法ではない。その理由として、腫瘍マーカ
ーとして用いられている蛋白質は、健常人
であっても血液中に存在しており、高い特
異性と感受性をもつ腫瘍マーカーの同定
が期待されている。近年、エクソソームと
呼ばれる分泌型膜小胞が、主に免疫細胞や
腫瘍細胞から放出され、その生理機能が研
究されるとともに、新たなバイオマーカー
として注目を集めている。例えばメラノー
マ細胞が放出するエクソソームには
TYRP2、VLA-4、MET などの蛋白質が高濃度
に含まれており、転移能や進行を予期でき
るマーカーとして可能性が報告されてい
る(Nat Med. 18:881-891(2012))。またエ
クソソームには分泌細胞由来の mRNA や
non-coding RNA が多く含まれており、こ
れらが新たなマーカーとして疾患との相
関性と特異性が広く研究されている
(Biochim Biophys Acta. 
1806(2):200-207(2010))。しかし、従来の
エクソソーム精製法では、主に超遠心法や
PEG 沈殿法による濃縮が行われており、非
常に多くの夾雑物が混入する為、エクソソ
ームの純度がとても低い。このような純度
でバイオマーカーとして用いるのは困難
であり、エクソソームを高純度で精製する
方法の開発が期待されている。 
 我々は最近、Tim4 という膜蛋白質がエ
クソソームの特異的な受容体であること
を見出した。Tim4 は細胞外領域の IgV ド
メインを介して、エクソソーム膜上の膜リ
ン脂質ホスファチジルセリンとカルシウ
ム依存的に強力に結合するが、カルシウム
を EDTA でキレートすることにより、遊離
させることが可能である。そこで本研究で
は、Tim4 の細胞外領域にヒト免疫グロブ
リンの Fc 領域を結合させた Tim4-Fc 蛋白
質と磁気ビーズを用いてエクソソームを
精製する方法の有用性を評価し(H26 年
度)、人の血液や尿から高効率に精製する
方法を確立し 
 

(H27 年度)、実際に癌患者と健常人のエク
ソソームを本法で精製し比較することで、
特異性と感受性の高い腫瘍マーカーの同
定を目指す(H28 年度)。 
Ｂ．研究方法 
私達は Tim4-Fc と磁気ビーズを用いたア
フィニティー精製により、高純度なエクソ
ソームを効率よく回収する方法を開発し
た。実際、Tim4-Fc 磁気ビーズを用いて、
マウス腹腔マクロファージからエクソソ
ームを精製し、超遠心法や PEG 沈殿法によ
り精製したエクソソームと比較したとこ
ろ、我々の方法では夾雑蛋白質の大部分が
取り除かれ、100 倍以上高純度なエクソソ
ームが精製されていた。そこで本研究では
以下の方法により、Tim4-Fc 磁気ビーズを
用いたエクソソーム精製の有用性と精製
条件を確立し、実際に癌患者と健常人の血
液からエクソソームを回収して比較解析
することにより、特異性と感受性の高い新
規腫瘍マーカーの同定を目指す。 
 
[平成 26 年度] Tim4-Fc 磁気ビーズを用い
たエクソソーム精製法の有用性の評価 
  
エクソソーム精製法の比較の為、各方法で
精製したエクソソームを SDS-PAGE に供
し、Oriole 試薬による全蛋白質染色と、
エクソソーム特異的マーカーである
flotillin-2 の抗体を用いたウェスタンブ
ロッティングを行い、純度の評価を行っ
た。その結果、超遠心分離法や PEG 沈殿法
によって精製したエクソソームには多く
の夾雑物が含まれていたのに対し、
Tim4-Fc 磁気ビーズを用いて精製したエク
ソソームでは夾雑物が100分の1以下に減
少していることが確認された。そこで、透
過型電子顕微鏡を用いてネガティブ染色
による観察を行うことで、Tim4-Fc 磁気ビ
ーズ、超遠心法、PEG 沈殿法でそれぞれ精
製したエクソソームの形状や大きさ、純度
を比較し評価を行う。すなわち、直径 100nm
以下の粒子径のそろった 
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エクソソームが得られているのか、物理的
な力により凝集したエクソソームになっ
ていないか、エクソソーム以外の粒子が混
在していないかなどを確認する。また、微
粒子測定装置である NanoSight LM10 を用
いて、精製したエクソソームの粒子径と濃
度を測定する。測定結果より収量、平均粒
子径および粒子径分布を算出し、精製エク
ソソームの評価を行う。 
 
（倫理面への配慮） 
実験マウスを用いた実験を行うにあたっ
ては、「動物の愛護および管理に関する法
律」「実験動物の飼育及び保管並びに苦痛
の軽減に関する基準」など、関連法規・指
針に従った必要な措置を講じ、大阪大学動
物実験規程を遵守して、動物愛護上の観点
に十分配慮した環境で行う。 
 
Ｃ．研究結果 
エクソソーム精製法の比較の為、我々の開
発した Tim4-Fc 磁気ビーズ法と超遠心法、
ポリエチレングリコール(PEG)沈殿法をそ
れぞれ用いて、ヒト白血球細胞株 K562 細
胞からエクソソームを精製し純度を比較
した。各方法で精製したエクソソームを
SDS-PAGE に供し、Oriole 試薬による全蛋
白質染色と、エクソソーム特異的マーカー
である flotillin-2 の抗体を用いたウェ
スタンブロッティングを行い、純度の評価
を行った。その結果、超遠心分離法や PEG
沈殿法によって精製したエクソソームに
は多くの夾雑物が含まれていたのに対し、
Tim4-Fc 磁気ビーズを用いて精製したエク
ソソームでは夾雑物が100分の1以下に減
少していることが確認された。次に、透過
型電子顕微鏡を用いてネガティブ染色に
よる観察を行うことで、Tim4-Fc 磁気ビー
ズ法、超遠心法、PEG 沈殿法でそれぞれ精
製したエクソソームの 
 

形状や大きさ、純度を比較し評価を行った
ところ、Tim4-Fc 磁気ビーズ法では、直径
100nm 以下の粒子径のそろったエクソソー
ムが得られており、超遠心法と違い物理的
な力により凝集したエクソソームになっ
ておらず、PEG 沈殿法と違いエクソソーム
以外の粒子が全く混在していないことを
確認した。また、精製したエクソソーム上
の蛋白質をショットガン質量分析で同定
したところ、Tim4-Fc 磁気ビーズ法では
457 種の蛋白質が同定可能であったのに対
し、超遠心法、PEG 沈殿法ではそれぞれ 90
種、39 種の蛋白質しか同定できず、Tim4-Fc
磁気ビーズ法の有用性が示された。 
 
Ｄ．考察 
今回我々の開発した方法は、エクソソーム
の精製法として期待以上の効果があるこ
とが明らかとなった。よって今後の研究と
しては、Tim4-Fc磁気ビーズを用いて人の
サンプルからエクソソームを精製する条
件を確立するとともに、癌の早期診断に応
用する為、１細胞からのエクソソーム精製
法を開発する。最終的には実際に癌患者と
健常人の血液からエクソソームを回収し
て比較解析することにより、特異性と感受
性の高い新規腫瘍マーカーの同定を目指
す。 
 
Ｅ．結論 
私達は Tim4-Fcと磁気ビーズを用いたア
フィニティー精製により、高純度なエクソ
ソームを効率よく回収する方法を開発し
た。実際、Tim4-Fc磁気ビーズを用いて、
ヒト白血球細胞株K562細胞からエクソソ
ームを精製し、従来の方法と比較したとこ
ろ、我々の方法では夾雑蛋白質の大部分が
取り除かれ、100倍以上高純度なエクソソ
ームが精製されていた。 
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