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1　は じ め に

近年，細胞外小胞（extracellular vesicles, EVs）は生
体内における細胞間情報伝達や疾患発症機構において極
めて重要な役割を果たしていることが明らかとなってい
る．特に，がん，感染症，神経変性疾患，自己免疫疾患
など多様な疾患において，EVsを介した病態形成の促進
または抑制が報告されている．また，EVsはその構造の
安定性や放出由来細胞の状態を反映するため，バイオ
マーカーとしての利活用が注目を集めている．一方で，
EVsの種類や構造が複雑かつ多様であるため，正確な分
類・同定・定量が依然として課題であり，それらの解析
手法の整備と技術革新が求められている．
本稿では，EVsの分類と疾患関連性，さらに EVs解析
における最新技術について解説するとともに，我々の研
究室で行っている Helicobacter pylori（H. pylori）由来の
EVsの解析と臨床応用の可能性についても紹介する．こ
れらの知見を通じて，EVs解析が新たな分析化学手法の
一端を担い，異分野融合型の研究推進に貢献しうる可能
性について考察したい．

2　EVsとは

EVsとは，「細胞から放出され，脂質二重層で区切ら
れ，それ自体では複製できない（すなわち，機能的な核
を持たない）粒子」である．国際細胞外小胞学会（ISEV）
が発表した EVs研究の国際的なガイドライン（Minimal 

Information for Studies of Extracellular Vesicles 2023：
MISEV2023）によると EVsは，エンドソーム由来の「エ
クソソーム（30～150 nm）」，細胞膜から直接出芽して
放出される「マイクロベシクル（100～1000 nm）」，ア
ポトーシス時に細胞が崩壊して放出される「アポトーシ
ス小体（500～2000 nm）」があり，サイズや形成経路に
基づきサブタイプに分類される（図 1）1）．しかしながら，
これら EVsの性質や大きさはオーバーラップすること
が多く厳密に区別することは困難であり，総称として細
胞外小胞（extracellular vesicles, EVs）と呼び，その特
性については分類名だけではなく「サイズ・マーカー・
由来経路の情報」を併記することが推奨されている．

EVsは脂質二重膜により構成され，タンパク質，脂質，
核酸（mRNA, miRNAなど）を内包し，放出細胞の状態

や機能を反映するため，リキッドバイオプシー（血液や
尿などの体液から腫瘍や疾患に関する情報を非侵襲的に
得る検査手法）の材料としても期待される．さらには，
放出された EVsは細胞間のコミュニケーションツール
として働くなど多様な細胞応答を引き起こすことが解明
されつつあり，EVsに視座した疾患メカニズムの解明は
新規治療戦略の構築と臨床応用への展開が期待される．

3　 EVsと疾患

近年，エクソソームを含む細胞外小胞（EVs）は，が
ん，感染症，神経変性疾患などさまざまな疾患の病態形
成に深く関与することが明らかとなっている2）3）．

3・1　 腫瘍細胞由来細胞外小胞（tumor-derived extra-

cellular vesicle, tEVs）
腫瘍細胞由来細胞外小胞（tumor-derived extracellular 

vesicle, tEVs）は，がんの増殖や転移促進，免疫逃避，
薬剤耐性獲得に寄与する重要なコミュニケーションツー
ルとして機能することが知られている2）．近年の研究で
は，tEVs は腫瘍免疫を抑制し腫瘍の進行を促進するの
みではなく，逆に宿主免疫応答の活性化による腫瘍の退
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図 1　細胞外小胞の分類と形成経路
エクソソーム：細胞内でエンドソームが多胞体（MVB, multi-

vesicular bodies）へ成熟し，そこから小胞が形成・蓄積される．
これらの小胞は細胞膜と融合して細胞外へと放出される（直
径：約 30～150 nm）．マイクロベシクル : 細胞膜から直接出芽
することで放出される EVs．細胞膜のリモデリングを伴い，比
較的大きな小胞（100～1000 nm）が形成される．アポトーシ
ス小体：アポトーシス（細胞死）により細胞が断片化されて生
じる小胞．断片には核成分や細胞小器官が含まれることがある．
サイズは 500～2000 nmと最大．これらを総称して細胞外小胞
（EVs）と呼ぶ．
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縮にも関与する．例えば，転移性悪性黒色腫細胞由来の
tEVsは，原発性悪性黒色腫細胞よりも免疫抑制リガン
ドである programmed death 1 ligand 1（PD-L1）の発現
が有意に高い4）．PD-L1は，細胞傷害性 T細胞上の
programmed cell death 1（PD-1）受容体と相互作用し，
T細胞の機能低下を引き起こす．すなわち，原発性腫瘍
細胞よりも転移性腫瘍細胞の方が腫瘍免疫抑制効果は強
く生体への負荷は大きい．また，転移性悪性黒色腫細胞
は腫瘍局所のみではなく血中から全身へ tEVsを運搬す
ることにより，全身性の腫瘍免疫効果（細胞性免疫機
能）を低下させることが示唆された．一方，化学療法で
使用されるトポイカンや放射線照射を受けた乳がん細胞
から放出された tEVs内には二本鎖 DNAが含まれてお
り，cGAS/STING経路を介して樹状細胞を活性化し，
I型インターフェロン産生を増加させることで抗腫瘍効
果を増大させる5）6）．このように化学療法や放射線照射
による細胞ストレスは腫瘍細胞の性質を変化させ，その
影響は tEVsにも反映される可能性が指摘されている．
tEV は腫瘍免疫誘導に重要な役割を担うが，tEVsが宿
主に与える影響は単一ではないため，その特性と機能解
析が進み，新たな分子標的治療への応用が注目される．

3・2　ウイルス感染細胞由来 EVs

ウイルス感染においても EVsの関与が報告されてい
る．例えば C型肝炎ウイルス（Hepatitis C virus, HCV）
感染細胞からの EVs放出を阻害すると HCV複製が阻害
される7）．この結果は HCVが伝搬および感染の手段と
して EVsを利用していることを示唆している．さらに，
ウイルス感染細胞から放出される EVsにはウイルスの
マイクロ RNA（miRNA）が含まれている．例えば
HIV-1ウイルス感染細胞由来の EVsには trans-activation 

response element（TAR）miRNAが含まれ，この TAR 

miRNAは感染細胞のアポトーシスを抑制することで持
続感染を成立させ，AIDS病態形成に寄与すると報告さ
れている8）．EVs はウイルス感染のみならず，感染細胞
の維持および感染拡大にも影響している．

3・3　神経細胞由来 EVs

アルツハイマー病やパーキンソン病に代表される神経
変性疾患においては，神経細胞由来 EVsがアミロイド β

や αシヌクレインといった病態関連タンパク質を運搬
し，疾患の進行を促進する役割を果たす9）．脳には血液
脳関門（blood-brain barrier, BBB）という循環血液と脳
内間質液の間に物理的障壁が存在し，血液中の有害物質
や病原体からの侵入を防いでいる．しかし，EVsはこの
BBBを通過することができるため，病原体由来の EVs

が種々の病原因子を伝播し神経変性を助長する報告もあ
る10）．
このように多彩な疾患発症や病態形成に EVs の関与

が明らかとなり，血中 EVsの除去，EVs放出の阻害，標
的細胞における EVs取り込みの阻害，EVs内包成分の変
化を理解した戦略的治療法の開発が進められている．
EVs解析は疾患の発症や病態メカニズムの解明に寄与す
るのみでなく，EVsに含まれるmiRNAやタンパク質等
の内包成分が，バイオマーカーとして注目されており，
臨床応用にも期待される11）．

4　H. pylori由来細胞外小胞（bEVs）

EVsは真核細胞だけではなく，原核細胞である細菌も
EVsを産生放出することが確認され，グラム陰性細菌と
グラム陽性細菌ではその EVs産生機構が異なるが，総
称して細菌由来 EVs（bacterial extracellular vesicles, 

bEVs）と呼ばれている（図 2）．bEVsは DNA，RNA，
タンパク質等を内包し，病原性の伝播，細菌間のコミュ
ニケーション，遺伝子の水平伝播による機能獲得，スト
レスや薬剤耐性，免疫刺激などの作用機序が明らかにさ
れてきた12）～14）．bEVsは毒素や酵素，リポ多糖などの病
原因子を運び，病原性発現に深くかかわる一方で，腸内
細菌由来の bEVsは宿主細胞の恒常性維持にも寄与して
いる15）．
近年，H. pylori由来の bEVsも注目されている．H. 

pyloriはグラム陰性らせん菌であり，H. pylori感染は胃
がんや胃潰瘍などの上部消化管疾患だけでなく，自己免
疫疾患，代謝障害，心血管疾患，肝胆道疾患，神経変性
疾患，皮膚疾患等の胃外疾患も引き起こす16）～20）．
当研究室では，H. pylori関連免疫性血小板減少症

（Immune thrombocytopenia, ITP）の発症メカニズムの
一つとして，血小板に H. pylori外膜タンパク質 Lpp20

が結合し，抗 Lpp20抗体と免疫複合体を形成すること
で，血小板破壊および血小板数減少が誘導されることを
報告した21）．さらに，H. pylori外膜タンパク質 Lpp20が
H. pylori由来 bEVsに発現していることを世界で初めて
明らかにし，H. pylori外膜タンパク質 Lpp20の胃外輸
送に H. pylori由来 bEVsが関与する可能性を見いだし
た22）．興味深いことに，この研究では 7つの異なる地域
（日本，米国，欧州，オセアニア地域を含む）から分離

図 2　細菌由来 EVs

グラム陰性細菌とグラム陽性細菌では表層構造が異なるが，両
者から放出された EVsは総称して細菌由来 EVs（bacterial 

extracellular vesicles, bEVs）と呼ぶ．
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された H. pylori株すべてにおいて Lpp20発現と bEVs産
生を認めたが，bEVs中に Lpp20が発現していたのは 5

株のみであった．実際に，各地域で H. pylori関連 ITP

の発症率が異なることや，同じ地域でも感染している
H. pyloriには株間の差がある23）．さらに，同じ H. pylori

株でもストレスに暴露されると bEVs内の Lpp20発現レ
ベルが変化することがわかっている（未発表データ）．
ヒトは食事とともに様々な物質を摂取し，変化する胃内
環境は H. pyloriにとって多様なストレス暴露となり，そ
のことが H. pyloriの生物学的多様性をもたらしていると
推察される．したがって，各 H. pylori感染患者の血中
bEVs内 Lpp20発現を確認することは H. pylori関連 ITP

の発症リスクを予測できるかもしれない．また，Lpp20

が血小板凝集・活性化を惹起することも判明し，それら
を病態素地とする急性冠症候群などとの関連性の解明に
繋
つな

がるかもしれない．
そこで，Lpp20保有野生株（HPK5株）と lpp20遺伝

子破壊 HPK5株（ΔLpp20株）を使用して，Lpp20発現
bEVsを表面プラズモン共鳴イメージング（SPRi）法で評
価できるかを検討した．SPRi法は金属薄膜上の電子振動
が光と共鳴する現象（金属薄膜上表面プラズモン共鳴：
SPR）をイメージング化して，同時に多点での解析をす
る手法であり，分子間の相互作用（例：抗原─抗体，リ
ガンド─受容体等）をリアルタイムかつラベルフリーで
観察することが可能である（図 3）．筆者らは，HORIBA

社と共同で，金属膜を持つチップに，抗 Lpp20抗体ま
たは抗 Gro EL（bEVsのマーカー）抗体を固定後，
HPK5株および ΔLpp20株由来の bEVs浮遊液を測定し
た．図 4に示すように，両株とも抗 GroEL抗体で bEVs

は検出されたが，ΔLpp20株由来の bEVsは抗 Lpp20抗

体と反応せず，HPK5株のみで有意に検出された22）．本
手法は，bEVs中の Lpp20の検出を可能としており，ラ
ベルフリーで簡易に検出できることから血中に移行した
Lpp20含有 bEVsのリキッドバイオプシーとしての活用
が期待される．今後は，H. pylori感染患者の血清中
bEVs内 Lpp20の検出法を開発することで，臨床応用に
繋げたい．

図 3　SPRi法の模式図
金属薄膜（通常は金コーティング）上に抗体などのリガンドを固定し，試料中の目的分子（例：細胞外小胞やタンパク質）を
結合させる．入射光は臨界角で金属膜に当たり，表面プラズモン共鳴（SPR）を引き起こし，結合の有無によって反射光の強
度が変化する．反射光の変化をカメラでリアルタイムに検出し，複数のスポットの結合状態を同時に可視化・定量可能である．

図 4　SPRi法による bEVsの検出
各 H. pylori（HPK5および ΔLpp20株）をブルセラブロス培地
（BBL）＋ウマ血清（HS）入りの条件下で培養後，bEVs浮遊液
を回収し，SPRi法を実施した．上段：抗 Lpp20抗体，下段：
抗 GroEL抗体の結果を示す．各抗体に結合すると反応スポッ
トが明るくなる．HPK5，HPK5 株由来の bEV；ΔLpp20，
ΔLpp20株由来の bEVs；BBL+HSおよび BBL，H. pyloriの添加
なし（negative control）（文献 22を改変）．
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5　EVsの解析

EVs研究の発展には，正確な EVs分離・解析法の確立
が不可欠である．EVsの実験プロセスは，1）対象サン
プルの選定・前処理，2）EVsの回収・濃縮，3）EVsの
確認，4）EVsの特徴把握，5）EVsの機能解析である．

5・1　対象サンプルの選定・前処理
まず，EVsの由来（細胞や体液等）を決定し，EVs回
収・濃縮の有無を検討する必要がある．また，対象サン
プルによっては前処理が必要となる．特に培養細胞から
EVsを回収する場合，通常細胞培養に使用されるウシ胎
児血清（FBS）中にもウシ由来の EVsが存在するため，
超遠心で EVsを回収すると，培養細胞由来の EVs中に
ウシ由来 EVsが混在してしまう．そのため，ウシ由来
EVs除去済みの FBSを使用する，または回収の 48時間
前に通常の培地から無血清培地に交換する等の前処理が
必要となる．

5・2　EVs回収・濃縮
回収・濃縮方法は複数あり，超遠心法，密度勾配遠心
法，サイズ排除クロマトグラフィー，免疫沈降法などが
ある．近年は，免疫親和性ナノビーズを用いた迅速・高
感度な EVs分離技術も開発されており，目的に応じて
選択することが重要である．回収の基本は超遠心法であ
るが，超遠心法の実施が困難の場合や特定のポピュレー
ションを採取したい場合などは市販のキットや試薬を含
む EVsの回収方法も検討することが可能である．回収
に用いるサンプル溶液量，サンプル数，EVsの精製度，
コスト等を考慮して選択するが，まずは超遠心法での回
収を念頭に置くのがスタンダードである．超遠心は通常
の遠心とは異なり，100000g以上の非常に強力な遠心力
を使用するため，専用の超遠心機が必要になるだけでは
なく，サンプルを入れるチューブも超遠心専用のものを

使用しなければならない．通常，超遠心機は大型で設置
スペースも確保する必要があるが，卓上型のコンパクト
な超遠心機も存在する．ただし，一度に超遠心をかける
ことができるサンプル容量が異なるため，目的に合わせ
て選択することが求められる．

5・3　EVs確認
次に，目的とした EVsが回収できているかを確認す
る作業が必要となるが，EVsは細胞と異なり目視や光学
顕微鏡で観察することはできない．そのため，多くの論
文では一度は電子顕微鏡にて EVsを観察し，その形状
や大きさを示している．電子顕微鏡は個々の EVs形態
を高解像度で可視化できる一方で，電子顕微鏡は装置が
高価でかつ操作も煩雑であり，広く汎用されている機器
ではないため，EVs研究介入の障壁となっている一面も
ある．同様に装置は必要となるが，ナノ粒子トラッキン
グ（NTA）法や電気抵抗パルス（TRPS）法を利用する
ことで粒子径・粒子数を手軽に測定することが可能であ
る．NTA法は高感度カメラで粒子の散乱光を検出し，
粒子のブラウン運動を追跡することで，粒子径や粒子濃
度を測定する方法である．TRPS 法はナノサイズの粒子
が微小孔を通過する際の電気抵抗変化を利用してサイ
ズ・濃度・電荷を解析する手法である．電子顕微鏡でも
粒子サイズは確認可能だが，NTA法は多数の粒子をリ
アルタイムで測定し，粒径分布の統計解析が可能であ
る．当研究室では H. pylori由来 EVs を電子顕微鏡およ
び NTA法で解析しており，そのサイズは約 100 nmで
あることが明らかとなった（図 5A，B）．NTA法は EVs

回収の日差変動にも気が付くことができる点が電子顕微
鏡よりも優れているが，検出された粒子がすべて EVs

とは限らない点は留意する必要がある．また，これら装
置も高価であり，外部発注に頼らざる得ないのが現状で
ある．EVs研究において電子顕微鏡，NTA法や TRPS

法による EVs確認は欠かすことのできない工程である

図 5　H. pylori由来の bEVs
H. pylori（HPK5）由来の bEVsを電子顕微鏡（A）および NTA法（B）により確認した（文献 22を改変）．
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が，どの研究室にも装置があるわけではない．この観察
が安価で簡易的にできるように技術開発がなされ，EVs

研究が飛躍的に発展することに期待したい．

5・4　EVs特徴把握
EVsは DNA，RNA，タンパク質等も含有しているた
め，EVsの特徴も把握しておきたい．特に，ストレスや
培養環境により，EVsの粒子径・産生放出数のみではな
く構成成分も変化することが知られているため，目的に
合わせて評価する対象を選択する必要がある．
解析には，電子顕微鏡，NTA法，TRPS法に加えて，

DNAやRNAの抽出後には PCR/RT-PCR法や次世代シー
ケンス解析，タンパク質は目的の抗体を利用して検出す
るフローサイトメトリー・免疫ブロット法・免疫沈降法
および生体の分子情報を網羅的に解析するオミックス解
析（プロテオーム・トランスクリプトームなど）が活用
される．

5・5　EVs機能解析
最後に，EVsの機能解析はバイオマーカー探索や EVs

検出法の開発目的では必須ではないが，EVsは細胞との
コミュニケーションツールとしても機能し，様々な細
胞・臓器等に影響を与えることから，解析対象の EVs

が生体へどのような影響を及ぼすかに焦点を当てた研究
が進行している．例えば，in vitro系として培養細胞と
の共培養で，EVsの細胞内取り込みや免疫応答などが評
価されている．さらに，in vivo系では実験マウスに蛍光
ラベルした EVsを投与し生体内での EVs動態を観察す
ることが可能である．筆者らも，H. pylori由来 bEVsを
介した Lpp20の生体に及ぼす影響について，胃がん細
胞株との共培養やマウスを用いて評価しており，今後も
引き続き機能解析を行い，疾患発症機序やその病態メカ
ニズムの解明を目指している．

6　お わ り に

EVs研究は今や基礎・臨床を問わず多くの分野に波及
しつつあり，その診断や治療標的としての利用価値は計
り知れない．EVsの分離，検出，定量，構成因子の解析
における分析化学的アプローチは，EVs研究の発展を技
術面から支える要であり，今後ますます重要性が高まる
と考えられる．
本稿で紹介したように，EVsの分類や機能に基づいた
解析は，疾患の早期診断や新たな治療法の確立に資する
可能性がある．特に，H. pylori由来の bEVにおける病
原性因子の検出と，その疾患関連性の解析は，新たな病
態理解が進展するとして期待されている．また，SPRi

法などの先進的な分析技術の導入は，EVs解析に新たな
革新をもたらすものである．

EVs解析は依然として課題が多い領域ではあるが，分

析化学と生物学・医学の融合が進むことで，今後さらな
る技術革新と臨床応用の実現が期待される．研究者・技
術者・臨床側が一体となって EVs研究に取り組むこと
で，次世代の診断技術・治療戦略の確立へと繋がること
を強く願う．
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