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● バイオマーカー応用へ向けたエクソソームの

高感度評価法

エクソソームは生細胞から放出される直径 30～150

nm の細胞外小胞の一種であり，がんを中心とした様々

な疾病に関与している。エクソソームは血液や尿などの

体液中に産生細胞に由来する多様な生体分子を含んだ状

態で浮遊しており，非侵襲性で感度の高い疾患バイオ

マーカーとして期待されている。そのため近年では，臨

床応用を目的としたエクソソームの迅速かつ高効率な分

離・解析手法が精力的に研究されている。

エクソソームの代表的な分離手法としては，小胞のサ

イズを識別する超遠心法が知られている。超遠心法は比

較的大量のサンプル処理が可能であるが，サンプル内に

共存する浮遊タンパク質等の
きょう

夾
ざつ

雑成分の除去が難し

い。また，エクソソームに特有の表面タンパク質抗体を

固定化した磁気ビーズを使ったアフィニティー法もあ

る。この手法により得られたエクソソームは超遠心で回

収されるエクソソームよりも純度が高く，イムノブロッ

トや miRNA アレイなどによる機能評価が容易である。

しかしながら，エクソソーム中に存在する生体分子は

極微量であり，貴重な臨床サンプルから得られるエクソ

ソームの解析は困難を極める。例えば，Wan らの報告

によると，1.4×109 個のエクソソームから回収される

RNA はわずか 348.5 ng である1)。したがって，高純度

で回収されたエクソソームを感度よく検出し，分類でき

る手法が求められる。最近の研究で Li らは，CD9 抗体

を固定化した磁気ビーズによるアフィニティー精製によ

りエクソソームを回収し，表面増強ラマン散乱法（Sur-

face Enhanced Raman Scattering : SERS）によってそ

の化学特性を評価する非破壊的な高感度エクソソーム解

析法を開発した2)。SERS は金属基板上の局在表面プラ

ズモン共鳴により，通常のラマン分光法よりも数桁以上

高い感度を提供することができるため，無標識の微量分

析に有効である。Li らは，この手法を利用すること

で，乳がん患者と健常者間の血清サンプル中に存在する

エクソソーム間で 100 ％ に近い特異性を見いだすこと

に成功した。今後，今回紹介した例のように優れた分離

技術とスペクトロメトリーの合わせ技によって，精密か

つ高感度なエクソソーム解析法が精力的に開発されるこ

とで，エクソソームのバイオマーカー応用が大きく進展

することが期待される。
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● イオン液体マトリックスを用いた

MALDITOFMS による高分子量

ポリロタキサンの解析

ポリロタキサン（polyrotaxane, PR）は，スライド可

能な複数の環状分子をひも状の高分子が貫通した構造を

有する。特に，シクロデキストリン（cyclodextrin, CD）

とポリエチレングリコール（polyethylene glycol, PEG）

鎖で構成された PR（CDPR）は，特異な応力伸長特

性を示す環動ゲルや，可動性を活用した自己修復材料と

しての利用など，新機能性材料としての応用が期待され

ている。CDPR の特性は化学構造，平均分子量，CD

と PEG との相対モル比に大きく依存するため，様々な

手法で解析を行う必要がある。

MALDITOFMS は高分子の構造解析において有用

な手法の一つであるが，マスディスクリミネーション

や，固体マトリックスが高分子量の PR に適していない

問題があった。近年，高分子量化合物に適した高分解能

の検出器が開発され，この検出器を組み合わせた

MALDITOFMS では，非常に幅広い分子量領域（最

大 200 万 kDa）の検出が可能となった。また，固体マ

トリックスと比べ，再現性が高いイオン液体マトリック

ス（ionic liquid matrix, ILM）の研究もここ数年進んで

いる。

これらの背景を踏まえ，紹介する研究では 3アミノ

キノリン型の ILM (3AQbased ILM）をマトリック

スに用い，高分解能検出器を利用した MALDITOF

MS 測定により，高分子量（最大 70 万 kDa）の CD

PR の解析が行われた。ILM の種類によりスペクトル

形状は大きく異なり，実験に用いられた 3 種の ILM の

中で，CDPR の解析には 3AQ/CHCA が最適である

ことがわかった。また，ポリカプロラクトンが修飾した

aCDPR の解析では，SEC から得られた Mn と値がよ

く一致し，本手法は化学修飾された aCDPR の解析に

も有用であることがわかった。

さらに，空孔の内径が大きい gCD と PEG で構成さ

れた gPR の解析が行われた。高強度で，メインシグナ

ルの 121 kDa と，マイナーシグナルの 230 kDa が観測

された。約 2 倍の関係にあり，これは 2 本鎖形状によ

るものと考えられる。この gPR の測定結果から，複数

鎖の形状が含まれていたとしても，本手法を使えば一本

鎖形状なのか複数鎖形状なのか識別できること，gPR
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の主成分は一本鎖形状であることがわかった。

NMR および SEC に本手法を組み合わせることで，

PR の構造解析において複数鎖形状の識別が可能となっ

た。分子レベルでの精密な解析のため，質量分析手法の

さらなる進展が期待される。
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