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1　は じ め に

細胞外小胞（EVs）は，ほぼすべての細胞から分泌さ
れる脂質二重膜構造を有するナノ粒子である．その生成
過程には，細胞内の多胞体と細胞膜の融合による放出
や，細胞膜からの直接的な出芽などが知られており，粒
径はおよそ 30 nmから数 μmと幅広い分布を示す．EVs

の内部や膜表面には，由来する細胞のタンパク質，脂
質，核酸（miRNA, mRNA, DNAなど）や代謝物など多
様な生体分子が封入されており，これらを輸送すること
で細胞間情報伝達の重要な媒体として機能している．近
年，外科的手術を伴う組織生検に代わり，血液や尿など
の体液試料を用いて低侵襲に診断を行うリキッドバイオ
プシーが注目されている．循環腫瘍細胞（CTC）や循
環腫瘍 DNA（ctDNA）に続く第 3の分析対象として，
血
けっしょう

漿中の EVsが期待されているが，その分離計測には
分析化学的な難題が存在する．第一の課題は，前述の通
り EVsが単一成分ではなく，サイズや組成において極
めて不均一な粒子分散系である点にある．第二に，血液
などの複雑なマトリックス中には，リポタンパク質
（LPPs）などの夾

きょうざつ

雑成分が EVsよりも圧倒的に高濃度
で共存しており，これらが測定の妨害要因となる点であ
る．こうした要因などにより，測定値の正確さや施設間
での再現性が損なわれており，分析法の標準化が喫緊の
課題となっている．本稿では，国際的な標準化指針にお
ける EVsの再定義から，クロマトグラフィー／質量分析
法を活用したマルチオミクス解析による EVs特異的マー
カーの探索，EVs濃縮の分離技術，EVs粒子表面を含む
特性評価について，分析化学における重要性の視点から
概説する．

2　MISEV2023による操作的定義と報告基準の
標準化

国際細胞外小胞学会（ISEV）は，EVs研究の再現性と
透 明 性 を 高 め る た め，2023 年 に 包 括 的 な 指 針
（MISEV2023）を公開した1）．本指針における最大の変
更点は，サイズ，密度，生化学的組成といった客観的に
測定可能な用語の使用を明確に推奨した点である．ま
た，試料の採取，前処理，精製，特性評価の各段階にお
いて，推奨される項目が整理された．特に精製法につい
ては，回収率と特異性の間にトレードオフが存在するこ
とを認識し，研究目的に応じて手法を選択し，その妥当
性を定量的指標（粒子数／タンパク質比など）で示すこと
が求められている．また，血漿中 EVs分析においては，
溶血の評価や LPPsの混入度合いを評価する MIBlood-

EV（minimal information to enhance the quality and 

reproducibility of blood extracellular vesicle research）
の活用が，標準化の第一歩となる可能性がある．

3　マルチオミクス解析による循環 EVsの「ホー
ルマーク」特定

EVsを非 EVs粒子から識別するための定量的分子指標
の確立は，標準化を推進する上で重要な課題である．
Raiらは，密度勾配分離法（DGUC）を用いてヒト血漿
試料から EVsを精製し，4500種以上のタンパク質と
829種の脂質を同定した．この解析により，膜タンパク
質である ADAM10を含む 182種のタンパク質と，ホス
ファチジルセリン（PS）などの 52種の脂質が，循環
EVsにおいて極めて保存性の高いホールマーク分子（特
徴的 EVs指標）として同定された．特に ADAM10は，
EVsに特異的に濃縮され，非 EVs画分と明確に区別可能
であることから，機械学習においても 97%以上の精度
で EVsを識別できる強力なバイオマーカーとして提案
されている2）．
一方，Suらは DGUCとサイズ排除クロマトグラ
フィー（SEC）という分離原理の異なる手法を組み合わ
せた直交分離法を評価し，LPPsの主要成分であるコレ
ステリルエステル（CE）の枯渇を確認することが，EVs

の濃縮度を測る重要な指標となり得ることを示した．高
度に精製された EVs画分では，CEが顕著に減少する一
方で，PSなどの脂質が有意に濃縮される．このような
指標の確立は，異なる手法・施設間での EVs特性の比
較に用いられる可能性がある3）．

4　単離技術の高度化：微量迅速化と直交分離の
最適化

臨床現場やバイオバンクの試料に対する多検体分析を
視野に入れた，EVs精製・分析技術の改良も進んでいる．
従来の超遠心法は大量の試料（数mL以上）と長時間の
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処理（数時間～数日）を要し，標準化の大きな妨げと
なっていた．Haversらは，捕捉用のシリカ粒子を用い
た音響トラッピング法を開発し，わずか 8 μLの血漿か
ら 6分間で EVsを抽出する手法を開発した4）．この手法
は，マイクロ流体デバイス内で超音波放射圧を利用して
シリカ粒子の周囲に EVsを捕捉・洗浄するものであり，
従来の超遠心法に比べ劇的な迅速化を実現しつつ，非小
胞性血漿タンパク質を大幅に低減できる．特筆すべき
は，抽出された EVs画分から未処理の血漿では検出困
難であった 51種の低存在量タンパク質（その半数は
EVs関連タンパク質として知られる）が検出された点で
ある．また，Suらの研究では，SECカラムの細孔径の
選択が，不純物である高比重リポタンパク質（HDL）
の除去効率に著効することが示された3）．DGUCによる
密度分離後に適切な SECを組み合わせる直交分離は，
不純物に埋もれていた中枢神経系由来タンパク質などの
検出を可能にし，新たなバイオマーカー探索をも可能に
する有望な技術と考えられる．

5　バイオ分子コロナ：標準化における新たな解
析次元

粒子としての EVsだけでなく，その周囲を覆うバイ
オ分子コロナ（BCs）の存在が，EVsの議論に新たな視
点を与えている．BCsは，EVsが分泌された環境（細胞，
血漿や組織液）から獲得したタンパク質，脂質，核酸の
多層構造であり，EVsの安定性，体内分布，細胞取り込
み効率の重要な決定因子となり得るとされている．BCs

は単なる付着した汚染物質ではなく，EVsの生物学的特
性の一部として捉え直す必要がある．BCsには強固に結
合したハードコロナと動的に入れ替わるソフトコロナが
存在し，温度や pH，タンパク質組成に応じて変化する．
また，このコロナ層が受容体結合を阻害したり，貪食細
胞による排除が促進されることも明らかにされている．
BCsは EVsの表面物性を変化させ，粒子間相互作用や
コロイド安定性にも影響を与える．さらに，BCsを人工
的に制御するコロナエンジニアリングは，薬剤の標的輸
送能を高める次世代の EVs治療薬開発における有望な
戦略ともなっている．したがって，EVsの標準的な特性
評価には，粒子径や粒子数だけでなく，表面 BCs構成
成分などの化学的性質も考慮すべき要素と認識されつつ
ある5）．

6　結言と今後の展望

EVs分析の標準化は，MISEV2023指針による命名法
や報告基準の統一という形式的標準化から，ホールマー
ク分子の特定や BCsの解析という実質的な EVsの標準
化へ向けた方向へ深化している．また，近年の研究にお
ける，ADAM10や PS（36：1）などのホールマーク分
子は，EVs識別を可能にすることから，異なる施設間で

のデータ比較や品質管理に資する．今後の展望として，
分析化学的な視点から三つの重要な方向性が挙げられ
る．第一に，LPPs，非 EVs粒子や共存成分の排除を定
量的評価する純度評価基準の設定である．第二に，臨床
現場や大規模バイオバンク試料への適用を見据えたハイ
スループット抽出・分析技術の普及である．第三に，
BCsを含めた包括的な EVsの特性評価が挙げられる．
将来的には，粒子評価と界面分子評価が融合すること
で，EVs研究は生命医科学における確固たる分析プラッ
トフォームへと進化しうると考えられる．こうした進展
は，EVs研究を探索的段階から定量科学へと移行させ，
その基盤技術として分析化学が重要な貢献を果たすこと
が期待される．
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