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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　エキソソームの分析方法であって、
（ａ）試料からエキソソームを調製する工程と、
（ｂ）前記工程（ａ）で調製されたエキソソームと、前記エキソソームの表面に存在する
タンパク質を抗原とする抗体と、を接触させて第１の抗体－エキソソーム複合体を形成さ
せる工程と、
（ｃ）前記第１の抗体－エキソソーム複合体のゼータ電位を計測する工程と、
を有するエキソソームの分析方法。
【請求項２】
　前記工程（ｃ）は、前記第１の抗体－エキソソーム複合体を電気泳動により分離して、
前記第１の抗体－エキソソーム複合体のゼータ電位を１粒子レベルで計測する工程である
請求項１に記載のエキソソームの分析方法。
【請求項３】
　前記工程（ｃ）は、光学的に測定した移動度に基づいて前記第１の抗体－エキソソーム
複合体のゼータ電位を計測する工程を含む請求項２に記載のエキソソームの分析方法。
【請求項４】
　前記第１の抗体は、異常細胞又は正常細胞に高発現が認められるタンパク質を抗原とす
る請求項１～３のいずれか一項に記載のエキソソームの分析方法。
【請求項５】
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　前記第１の抗体は、異常細胞特異的又は正常細胞特異的に発現が認められるタンパク質
を抗原とする請求項１～４のいずれか一項に記載のエキソソームの分析方法。
【請求項６】
　前記第１の抗体は、複数種類の抗体からなる請求項１～５のいずれか一項に記載のエキ
ソソームの分析方法。
【請求項７】
　前記工程（ｃ）の後、
（ｄ）前記工程（ａ）で調製されたエキソソームと、前記エキソソームの表面に存在する
タンパク質を抗原とする第２の抗体と、を接触させて第２の抗体－エキソソーム複合体を
形成させる工程と、
（ｅ）前記第２の抗体－エキソソーム複合体のゼータ電位を計測する工程と、
を有する請求項１～６のいずれか一項に記載のエキソソームの分析方法。
【請求項８】
　前記工程（ｅ）は、前記第２の抗体－エキソソーム複合体を電気泳動により分離して、
前記第２の抗体－エキソソーム複合体のゼータ電位を１粒子レベルで計測する工程である
請求項７に記載のエキソソームの分析方法。
【請求項９】
　前記工程（ｅ）は、光学的に測定した移動度に基づいて前記第２の抗体－エキソソーム
複合体のゼータ電位を計測する工程を含む請求項８に記載のエキソソームの分析方法。
【請求項１０】
　前記第２の抗体は、臓器特異的に高発現が認められるタンパク質を抗原とする請求項７
～９のいずれか一項に記載のエキソソームの分析方法。
【請求項１１】
　エキソソーム分析装置であって、
　試料からエキソソームを調製する調製手段と、
　前記エキソソームと、前記エキソソームの表面に存在するタンパク質を抗原とする抗体
と、を接触させて抗体－エキソソーム複合体を形成させる複合体形成手段と、
　前記抗体－エキソソーム複合体のゼータ電位を計測する計測手段と、
　を備えたエキソソーム分析装置。
【請求項１２】
　前記抗体－エキソソーム複合体を電気泳動により分離する電気泳動手段を含む請求項１
１に記載のエキソソーム分析装置。
【請求項１３】
　エキソソーム電気泳動チップであって
　試料から調製したエキソソームと、該エキソソームの表面に存在するタンパク質を抗原
とする抗体と、を接触させた、抗体－エキソソーム複合体を含む懸濁液が注入されるリザ
ーバーと、
　前記抗体－エキソソーム複合体を含む懸濁液の電気泳動を行う流路と、
　を備え、
　前記流路は、前記抗体－エキソソーム複合体のゼータ電位を算出するために光照射され
る部分を有するエキソソーム電気泳動チップ。
【請求項１４】
　電圧を前記流路に印加するための電極が入れられる２つの部分を備える請求項１３に記
載のエキソソーム電気泳動チップ。
【請求項１５】
　電圧を前記流路に印加するための電極を備える請求項１３又は１４に記載のエキソソー
ム電気泳動チップ。
【請求項１６】
　前記流路の少なくとも一部は、生体分子の非特異的吸着を抑制するために、ポリマーで
コーティングされている請求項１３～１５のいずれか一項に記載のエキソソーム電気泳動
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チップ。
【請求項１７】
　エキソソームの分析方法であって、
（ａ）試料からエキソソームを調製する工程と、
（ｂ）前記工程（ａ）で調製されたエキソソームと、前記エキソソームの表面に存在する
生体分子と特異的に結合する分子と、を接触させて複合体を形成させる工程と、
（ｃ）前記複合体のゼータ電位を計測する工程と、
を有するエキソソームの分析方法。
【請求項１８】
　前記工程（ｃ）は、前記複合体を電気泳動により分離して、前記複合体のゼータ電位を
１粒子レベルで計測する工程である請求項１７に記載のエキソソームの分析方法。
【請求項１９】
　エキソソーム分析装置であって、
　試料からエキソソームを調製する調製手段と、
　前記エキソソームと、前記エキソソームの表面に存在する生体分子と特異的に結合する
分子と、を接触させて複合体を形成させる複合体形成手段と、
　前記複合体のゼータ電位を計測する計測手段と、
　を備えたエキソソーム分析装置。
【請求項２０】
　前記複合体を電気泳動により分離する電気泳動手段を含む請求項１９に記載のエキソソ
ーム分析装置。
【請求項２１】
　エキソソーム電気泳動チップであって、
　試料から調製したエキソソームと、該エキソソームの表面に存在する生体分子と特異的
に結合する分子と、を接触させた、複合体を含む懸濁液が注入されるリザーバーと、
　前記複合体を含む懸濁液の電気泳動を行う流路と、
　を備え、
　前記流路は、前記抗体－エキソソーム複合体のゼータ電位を算出するために光照射され
る部分を有するエキソソーム電気泳動チップ。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、エキソソームの分析方法、エキソソーム分析装置、抗体－エキソソーム複合
体、及びエキソソーム電気泳動チップに関する。
　本願は、２０１２年８月２４日に、日本に出願された特願２０１２－１８５６６６号に
基づき優先権を主張し、その内容をここに援用する。
【背景技術】
【０００２】
エキソソームは、直径３０～１００ｎｍの小型脂質小胞であり、エンドソームと細胞膜と
の融合体として、腫瘍細胞、樹状細胞、Ｔ細胞、Ｂ細胞等、種々の細胞から、血液、尿、
唾液等の体液中に分泌される。
【０００３】
　がん細胞等の異常細胞は、細胞膜に特有のタンパク質を発現している場合がある。エキ
ソソームの膜表面は、分泌源の細胞由来のタンパク質を発現している。そのため、体液中
のエキソソーム膜表面のタンパク質を分析することで分泌源の細胞の性質がわかり、バイ
オプシー検査をしなくとも生体内の異常を調べることができる検査技術が確立できる可能
性がある。なお、バイオプシー検査とは、病変部位の組織を採取し顕微鏡等で病変部位を
観察することによって、病気の診断等を調べる臨床検査をいう。
【０００４】
　このような期待に対して、エキソソームの膜表面に発現しているＣＤ６３を抗原とする
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抗体で修飾したビーズを用いて、ＣＤ６３陽性のエキソソームを捕捉し蛍光修飾抗体で標
識し、フローサイトメトリーを用いて計測することにより、エキソソームの膜表面を分析
する方法が提案されている（非特許文献１参照）。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【０００５】
【非特許文献１】Ｌａｓｓｅｒ　Ｃ.，ｅｔ．ａｌ．，Ｊ．Ｖｉｓ．Ｅｘｐ．，（２０１
２） ｖｏｌ．５９，ｅ３０３７．
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００６】
　しかし、エキソソームの膜表面におけるＣＤ６３等の糖タンパク質の発現量は少ないた
め、非特許文献１に記載のエキソソームの分析方法は、多量のサンプルを用いて、複数粒
子のエキソソームを抗体修飾ビーズに捕捉させなければ、エキソソームの膜表面における
糖タンパク質の発現を検出できない。非特許文献１に記載のエキソソームの分析方法は、
簡便かつ高感度にサンプル由来のエキソソームを分析するという点においては改良の余地
がある。
【０００７】
　本発明は、上記事情に鑑みてなされ、高感度にエキソソームを分析できる、エキソソー
ムの分析方法及びエキソソーム分析装置、抗体－エキソソーム複合体、並びに、エキソソ
ーム電気泳動チップを提供することを目的とする。
【課題を解決するための手段】
【０００８】
　本発明者らは上記の課題を解決するため、鋭意研究を行った結果、エキソソームの膜表
面に存在するタンパク質を抗原とする抗体とエキソソームとからなる複合体のゼータ電位
を計測することにより課題を解決できることを見出した。本発明の一実施態様は、下記（
１）～（６）を提供する。
　（１）本発明の一実施態様におけるエキソソームの分析方法は、エキソソームの分析方
法であって、
（ａ）試料からエキソソームを調製する工程と、
（ｂ）前記工程（ａ）で調製されたエキソソームと、前記エキソソームの表面に存在する
タンパク質を抗原とする抗体と、を接触させて第１の抗体－エキソソーム複合体を形成さ
せる工程と、
（ｃ）前記第１の抗体－エキソソーム複合体のゼータ電位を計測する工程と、
を有する。
　（２）本発明の一実施態様におけるエキソソーム分析装置は、エキソソーム分析装置で
あって、
　試料からエキソソームを調製する調製手段と、
　前記エキソソームと、前記エキソソームの表面に存在するタンパク質を抗原とする抗体
と、を接触させて抗体－エキソソーム複合体を形成させる複合体形成手段と、
　前記抗体－エキソソーム複合体のゼータ電位を計測する計測手段と、
　を備える。
　（３）本発明の一実施態様におけるエキソソーム電気泳動チップは、エキソソーム電気
泳動チップであって
　試料から調製したエキソソームと、該エキソソームの表面に存在するタンパク質を抗原
とする抗体と、を接触させた、抗体－エキソソーム複合体を含む懸濁液が注入されるリザ
ーバーと、
　前記抗体－エキソソーム複合体を含む懸濁液の電気泳動を行う流路と、
　を備え、
　前記流路は、前記抗体－エキソソーム複合体のゼータ電位を算出するために光照射され
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る部分を有する。
　（４）本発明の一実施態様におけるエキソソームの分析方法は、エキソソームの分析方
法であって、
（ａ）試料からエキソソームを調製する工程と、
（ｂ）前記工程（ａ）で調製されたエキソソームと、前記エキソソームの表面に存在する
生体分子と特異的に結合する分子と、を接触させて複合体を形成させる工程と、
（ｃ）前記複合体のゼータ電位を計測する工程と、
を有する。
　（５）本発明の一実施態様におけるエキソソーム分析装置は、エキソソーム分析装置で
あって、
　試料からエキソソームを調製する調製手段と、
　前記エキソソームと、前記エキソソームの表面に存在する生体分子と特異的に結合する
分子と、を接触させて複合体を形成させる複合体形成手段と、
　前記複合体のゼータ電位を計測する計測手段と、
　を備える。
　（６）本発明の一実施態様におけるエキソソーム電気泳動チップは、エキソソーム電気
泳動チップであって、
　試料から調製したエキソソームと、該エキソソームの表面に存在する生体分子と特異的
に結合する分子と、を接触させた、複合体を含む懸濁液が注入されるリザーバーと、
　前記複合体を含む懸濁液の電気泳動を行う流路と、
　を備え、
　前記流路は、前記抗体－エキソソーム複合体のゼータ電位を算出するために光照射され
る部分を有する。
【発明の効果】
【０００９】
　本発明によれば、高感度にエキソソームを分析できる。
【図面の簡単な説明】
【００１０】
【図１】本実施形態におけるエキソソーム分析装置の一態様の模式図である。
【図２】実施例１における抗体－エキソソーム複合体のゼータ電位計測結果である。
【図３】実施例２におけるマイクロキャピラリー電気泳動を用いて、抗体－エキソソーム
複合体のゼータ電位を計測する工程を示す模式図である。
【図４】実施例２におけるマイクロキャピラリー電気泳動を用いた抗体－エキソソーム複
合体のゼータ電位計測結果である。
【発明を実施するための形態】
【００１１】
　以下、本発明の好ましい例を説明するが、本発明はこれら例に限定されることはない。
本発明の趣旨を逸脱しない範囲で、構成の付加、省略、置換、およびその他の変更が可能
である。
≪エキソソームの分析方法≫
　本実施形態のエキソソームの分析方法は、細胞の異常を検出するためのエキソソームの
分析方法であって、
（ａ）検出対象の細胞が分泌したエキソソームを含有する試料から前記エキソソームを調
製する工程と、
（ｂ）前記工程（ａ）で調製されたエキソソームと、前記エキソソームの表面に存在する
タンパク質を抗原とする抗体と、を接触させて第１の抗体－エキソソーム複合体を形成さ
せる工程と、
（ｃ）前記第１の抗体－エキソソーム複合体のゼータ電位を計測する工程と、
を有する。
【００１２】
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　エキソソームは、細胞の分泌物であり、その表面に分泌源の細胞由来のタンパク質を発
現している。生体内に存在するがん細胞等の異常細胞は、その細胞膜に特有のタンパク質
を発現している。
　そのため、エキソソームの表面に発現しているタンパク質を分析することで分泌源の細
胞の異常を検出することができる。ここで、エキソソームの表面とは、細胞から分泌され
る膜小胞の膜表面であって、分泌されたエキソソームが生体内の環境と接する部分をいう
。
　更に、エキソソームは、生体内で循環している血液中で検出されるため、エキソソーム
を分析することで、バイオプシー検査をしなくとも、生体内の異常を検出することができ
る。
　以下、各工程について説明する。
【００１３】
　工程（ａ）は、検出対象の細胞が分泌したエキソソームを含有する試料から前記エキソ
ソームを調製する工程である。係る試料としては、検出対象の細胞をとりまく環境から得
られる試料であって、前記細胞が分泌したエキソソームを含有する試料であれば特に限定
されず、血液、尿、母乳、気管支肺胞洗浄液、羊水、悪性滲出液、唾液等の試料が挙げら
れる。血液又は尿は、エキソソームを検出しやすい。更に一例として、血液においては、
エキソソームの検出のしやすさから、血漿が挙げられる。
　また、係る試料には、培養細胞が分泌したエキソソームを含有する細胞培養液も含まれ
る。
【００１４】
　検出対象の細胞としては、エキソソームを産生することが知られているがん細胞、肥満
細胞、樹状細胞、網赤血球、上皮細胞、Ｂ細胞、神経細胞等が挙げられる。
【００１５】
　係る試料からエキソソームを調製する方法としては、超遠心分離、限外ろ過、連続フロ
ー電気泳動、クロマトグラフィー等の方法が挙げられる。ろ過及びクロマトグラフィーの
中では、サイズフィルターを用いたろ過方法やゲルろ過クロマトグラフィー法等の方法が
挙げられる。
【００１６】
　工程（ｂ）は、前記工程（ａ）で調製されたエキソソームと、前記エキソソームの表面
に存在するタンパク質を抗原とする抗体と、を接触させて第１の抗体－エキソソーム複合
体を形成させる工程である。
【００１７】
　工程（ｂ）において、接触とは、例えば、エキソソームの表面に存在するタンパク質と
前記タンパク質を抗原とする抗体とが、抗原－抗体反応を起こすほどに、相互作用するこ
とを意味する。
　エキソソームを分泌する異常細胞は、その細胞表面に特有のタンパク質を発現している
か、又は、前記異常細胞において、特有のタンパク質の発現が欠損している。従って、正
常細胞と比較して、発現パターンの異なるタンパク質を抗原とする抗体を用いることで、
細胞の異常を検出できる。
　係る観点から、第１の抗体は、一例として、異常細胞又は正常細胞に高発現が認められ
るタンパク質を抗原とし、また、一例として、異常細胞特異的又は正常細胞特異的に発現
が認められるタンパク質を抗原とする。
【００１８】
　例えば、正常の乳腺上皮細胞株において、ＣＤ１０、ＣＤ５／６、ＣＡＶ１、ＭＯＥＳ
ＩＮ、ＥＴＳ１等のタンパク質が高発現している一方、乳がん細胞株においては、これら
のタンパク質の発現が低下している旨の報告がなされている（Ｃｈａｒａｆｅ－Ｊａｕｆ
ｆｒｅｔ Ｅ，ｅｔ．ａｌ．，Ｏｎｃｏｇｅｎｅ（２００６） ｖｏｌ．２５，ｐｐ２２７
３－２２８４．）。一例として乳腺上皮細胞の異常を検出する場合、これらの抗体を第１
抗体として用いる。
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　第１の抗体が認識する抗原としては、エキソソームの表面に存在するタンパク質であれ
ば特に限定されず、細胞内に存在するタンパク質の一部が表面に露呈されていてもよい。
例えば、がん細胞において免疫細胞に攻撃される成分（以下、がん抗原という。）は、が
ん細胞の細胞質内でペプチドに分解され、がん細胞の細胞膜表面にクラスＩＭＨＣ分子と
共にがん抗原ペプチドとして発現される。第１の抗体が認識する抗原は、係るがん抗原ペ
プチドであってもよい。
　第１の抗体がエキソソームとの複合体を形成しやすいという観点から、一例としてレセ
プター等の膜タンパク質を抗原とする。
　従って、乳腺上皮細胞の異常を検出する場合、一例として第１の抗体がＣＤ１０、ＣＤ
５／６、ＣＤ４４等の膜タンパク質を抗原とする。
【００１９】
　また、第１の抗体は、複数種類の抗体からなるものであってもよく、前記複数種類の抗
体は、同一の抗原の異なるエピトープを認識してもよい。係る抗体を用いることにより、
特定の抗原を有するエキソソームの認識精度を高めることができる。
　また、複数種類の抗体は、異なる抗原を認識してもよい。例えば、乳がん細胞又は乳腺
上皮正常細胞に高発現が認められる複数種類のタンパク質を抗原とする複数種類の抗体を
用いることによって、乳腺上皮細胞の異常を検出する際の精度を高めることができる。
【００２０】
　また、第１の抗体は、がんに関連する抗体に限定されない。第１の抗体として、肥満、
糖尿病、神経変性疾患等に関連する抗体を用いることにより、対象細胞におけるこれらの
疾患に関連する異常を検出することができる。
【００２１】
　工程（ｃ）は、前記第１の抗体－エキソソーム複合体のゼータ電位を計測する工程であ
る。なお、ゼータ電位とは、水溶液中に分散された粒子の表面の帯電の指標であり、厳密
には、水溶液中に分散する粒子が電場を印加されて移動する際の「すべり面」の電位とし
て定義される。電気泳動実験により計測できる粒子の移動度に対し、スモルコフスキー（
Ｓｍｏｌｕｃｈｏｗｓｋｉ）の式等を適用することで求められる。エキソソームは負に帯
電している一方、抗体は正に帯電しているため、第１の抗体とエキソソームとが複合体を
形成する場合には、前記複合体のゼータ電位は、エキソソーム単独のゼータ電位と比較し
て正にシフトしている。
　従って、複合体のゼータ電位を計測することによって、エキソソームの膜表面における
、第１抗体が認識するタンパク質の発現を検出でき、分泌源の細胞の異常を検出すること
ができる。
　また、本実施形態の分析方法は、従来のエキソソームの分析方法と異なり、抗体で修飾
したビーズを用いて、エキソソームを多数捕捉する必要が無い。そのため、本実施形態の
分析方法によれば、細胞の異常を高感度にかつ簡便に検出できる。
【００２２】
　更に、工程（ｃ）は、一例として、前記第１の抗体－エキソソーム複合体を電気泳動に
より分離して、前記第１の抗体－エキソソーム複合体のゼータ電位を１粒子レベルで計測
する工程である。
　例えば、生体内を循環している血液からエキソソームを調製する場合、前記エキソソー
ムは複数の臓器由来の複数種類の細胞から分泌される為、エキソソームの膜表面に存在す
るタンパク質の種類及び発現量は、粒子ごとに異なる。従って、係るエキソソームを詳細
に分析するためには、一例として、電気泳動により１粒子レベルで分離して、分析する。
１粒子のエキソソームに結合する抗体の分子数が多いほど、複合体は正に帯電し、電気泳
動における複合体の移動速度は遅くなる。
【００２３】
　更に、工程（ｃ）は、一例として、光学的に測定した移動度に基づいて前記第１の抗体
－エキソソーム複合体のゼータ電位を計測する工程を含む。
　例えば、電気泳動の際、例えば、波長４８８ｎｍ、強度５０ｍＷのレーザ光を抗体－エ
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キソソーム複合体に照射して、レイリー散乱光による粒子画像を取得し、抗体－エキソソ
ーム複合体の電気泳動度を測定する。複数種類の抗体－エキソソーム複合体を電気泳動に
より分離し、スモルコフスキー（Ｓｍｏｌｕｃｈｏｗｓｋｉ）の式：
【数１】

を用いて複合体の電気泳動移動度からゼータ電位を算出することで、試料中のエキソソー
ムを１粒子レベルで分析することができる。
【００２４】
　がん幹細胞は、腫瘍組織形成の大本になる細胞であり、治療に対する抵抗性が高いこと
から、がんの再発・転移等の起源になると考えられている。一例として、治療によって大
部分のがん細胞を除いても、ごく少数のがん幹細胞が生き残っていれば再発が起こりうる
ことになり、これが、がんにおいてしばしば再発が起きる理由だと考えられている。従っ
て、がん幹細胞を標的として除去することができれば、がんの転移や再発の防止にも有用
な治療法の開発につながることが期待されている。
　乳がん、すい臓がん、胃がん、大腸がん等の固形がんにおいては、ＣＤ４４陽性のがん
細胞は免疫不全マウスでの腫瘍形成能力が高く、ＣＤ４４陽性のがん細胞はがん幹細胞様
の性質を有することが報告されている。
　従って、本実施形態によれば、生体内を循環している血液からエキソソームを調製し、
第１の抗体としてＣＤ４４を抗原とする抗体を用い、抗ＣＤ４４抗体－エキソソーム複合
体を電気泳動により分離して、抗ＣＤ４４抗体－エキソソーム複合体のゼータ電位を１粒
子レベルで計測することにより、ＣＤ４４を高発現する微量の転移性乳がん細胞等を検出
することができる。
【００２５】
　本実施形態のエキソソームの分析方法は、更に、前記工程（ｃ）の後、一例として、
（ｄ）前記工程（ａ）で調製されたエキソソームと、前記エキソソームの膜表面に存在す
るタンパク質を抗原とする第２の抗体と、を接触させて前記第２の抗体－エキソソーム複
合体を形成させる工程と、
（ｅ）前記第２の抗体－エキソソーム複合体のゼータ電位を計測する工程と、
を有する。
　即ち、一例として、本実施形態のエキソソームの分析方法は、上述した第１の抗体を用
いて、エキソソームとの複合体のゼータ電位を計測する工程とは別に、第１の抗体とは異
なる第２の抗体を用いて、エキソソームとの複合体のゼータ電位を計測する工程を有する
。
　以下、各工程について詳細に説明する。
【００２６】
　工程（ｄ）は、前記工程（ａ）で調製されたエキソソームと、前記エキソソームの膜表
面に存在するタンパク質を抗原とする第２の抗体と、を接触させて前記第２の抗体－エキ
ソソーム複合体を形成させる工程である。
　第２の抗体は、一例として、第１の抗体とは異なり、第１の抗体を用いることにより特
定される検出細胞の性質とは異なる性質を特定できる。例えば、第１の抗体としてがん特
異的に発現するタンパク質を抗原とするものを用いた場合、第２の抗体として臓器特異的
に発現するタンパク質を抗原とするものを用いる。これにより、エキソソームの分泌源の
細胞ががん細胞であるかどうかを特定できるだけではなく、エキソソームの分泌源の細胞
が生体内のどの臓器由来であるかを特定できる。
【００２７】
　例えば、臓器特異的に発現しているタンパク質としては、ＰＳＡ、ＰＳＣＡ、ＰＳＭＡ
等の前立腺がんマーカー；ＣＡ１５－３、ＢＣＡ２２５、ＨＥＲ２等の乳がんマーカー等
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が挙げられる。これを抗原とする抗体を第２の抗体として用いることにより、検出対象の
がん細胞の癌腫を特定できる。
【００２８】
　工程（ｅ）は、前記第２の抗体－エキソソーム複合体のゼータ電位を計測する工程であ
る。前記工程は、第１の抗体－エキソソーム複合体に代えて、第２の抗体－エキソソーム
複合体を用いる以外は、前記工程（ｃ）と同様である。
　エキソソームを詳細に分析する観点から、工程（ｅ）も、一例として、前記第２の抗体
－エキソソーム複合体を電気泳動により分離して、前記第２の抗体－エキソソーム複合体
のゼータ電位を１粒子レベルで計測する工程である。
　また、工程（ｅ）は、一例として、光学的に測定した移動度に基づいて前記第２の抗体
－エキソソーム複合体のゼータ電位を計測する工程を含む。
【００２９】
　本実施形態のエキソソーム分析方法は、細胞の異常を検出するためのエキソソームの分
析方法であって、
（ａ）試料からエキソソームを調製する工程と、
（ｂ）前記工程（ａ）で調製されたエキソソームと、前記エキソソームの表面に存在する
生体分子と特異的に結合する分子と、を接触させて複合体を形成させる工程と、
（ｃ）前記複合体のゼータ電位を計測する工程と、
を有する。
　一例として、前記工程（ｃ）は、前記複合体を電気泳動により分離して、前記複合体の
ゼータ電位を１粒子レベルで計測する工程である。
【００３０】
≪エキソソーム分析装置≫
　本実施形態のエキソソーム分析装置は、細胞の異常を検出するためのエキソソーム分析
装置であって、
　検出対象の細胞が分泌したエキソソームを含有する試料からエキソソームを調製する調
製手段と、
　前記エキソソームと、前記エキソソームの表面に存在するタンパク質を抗原とする抗体
と、を接触させて抗体－エキソソーム複合体を形成させる複合体形成手段と、
前記抗体－エキソソーム複合体のゼータ電位を計測する計測手段と、
を備える。
　一例として、前記エキソソーム分析装置は、前記抗体－エキソソーム複合体を電気泳動
により分離する電気泳動手段を含む。
【００３１】
　近年、体外診断分野における試験の高速化、高効率化、及び集積化、又は、検査機器の
超小型化を目指したμ－ＴＡＳ（Ｍｉｃｒｏ－Ｔｏｔａｌ　Ａｎａｌｙｓｉｓ　Ｓｙｓｔ
ｅｍｓ)の開発が進められている。
　μ－ＴＡＳとは、ＭＥＭＳ（Ｍｉｃｒｏ Ｅｌｅｃｔｒｏ　Ｍｅｃｈａｎｉｃａｌ　Ｓ
ｙｓｔｅｍｓ）技術を用いて、チップ上に微小な流路、反応室、及び混合室を設け、一つ
のチップ上で生体分子を分析するマイクロ流体デバイスを意味する。μ－ＴＡＳは、少量
の試料で測定、分析が可能なこと、持ち運びが可能となること、低コストで使い捨てが可
能なこと等、従来の検査機器に比べて優れている。
　更に、μ－ＴＡＳは、高価な試薬を使用する場合や少量多検体を検査する場合において
、有用性が高い方法として注目されている。
　従って、検出対象の細胞が分泌した微量のエキソソームを分析するため、本実施形態の
エキソソーム分析装置は、一例として、マイクロ流体デバイスを少なくとも一部に有する
。
　以下、図１を用いて、本実施形態のエキソソーム分析装置の一例について説明する。
【００３２】
　図１は、本実施形態のエキソソーム分析装置１の基本構成を示す模式図である。本実施
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形態のエキソソーム分析装置１は、血液検体からエキソソームを調製し、前記エキソソー
ムの分析を介して、分泌源の細胞の異常を検出するための装置として用いられる。
　本実施形態のエキソソーム分析装置１は、液溜部４，７、駆動源２、バルブ９、及び精
製装置１１からなる調製手段（調製部）２１と、液溜部３，７、駆動源２、バルブ８、及
び合流部１３からなる複合体形成手段（複合体形成部）２０と、電気泳動槽１２からなる
計測手段（計測部）２２と、から構成されている。
　図１に示すように、本実施形態のエキソソーム分析装置１は、駆動源２の下流に、液溜
部３，４を有しており、液溜部３には、それぞれ、抗体、血液が溜められている。駆動源
２の上流に位置する液溜部７には、駆動液が溜められている。更に、液溜部３，４の上流
の流路には、流体の流れを制御するバルブ８，９が設けられている。
【００３３】
　先ず、バルブ９を開け、駆動源２によって、液溜部４に溜められている血液検体が押出
され、押出された血液検体が精製装置１１を通る。精製装置１１は、血液から血漿のみを
選り分けるフィルター部と、血漿中の成分をサイズで選り分けるゲルろ過カラムからなる
。精製装置１１を通ったエキソソーム画分は、バルブが閉状態にある前記バルブ付きの合
流部１３に溜められる。
　次いで、バルブ８を開け、駆動源２によって、液溜部３に溜められている抗体が押出さ
れ、合流部１３にて、エキソソームが抗体と接触し、抗体－エキソソームが形成される。
　次いで、合流部１３に付されたバルブを開け、抗体－エキソソームは電気泳動槽１２を
通る。電気泳動槽１２は、図示略の電気泳動装置に接続されており、前記電気泳動装置に
よって、抗体－エキソソーム複合体のゼータ電位が計測される。
　このように本実施形態のエキソソーム分析装置１によれば、生体内の微量のエキソソー
ムを簡便かつ高感度に分析できる。
【００３４】
　本実施形態のエキソソーム分析装置は、細胞の異常を検出するためのエキソソーム分析
装置であって、
　試料からエキソソームを調製する調製手段と、
　前記エキソソームと、前記エキソソームの表面に存在する生体分子と特異的に結合する
分子と、を接触させて複合体を形成させる複合体形成手段と、
　前記複合体のゼータ電位を計測する計測手段と、
　を備える。
　一例として、前記エキソソーム分析装置は、前記複合体を電気泳動により分離する電気
泳動手段を含む。
【００３５】
≪抗体－エキソソーム複合体≫
　本実施形態の抗体－エキソソーム複合体は、細胞の異常を検出するための抗体－エキソ
ソーム複合体であって、
　試料から調製されたエキソソームと、
　前記エキソソームの表面に存在するタンパク質を抗原とする抗体と、からなり、
　電気泳動移動度によって算出される前記抗体－エキソソーム複合体のゼータ電位が、前
記エキソソームのゼータ電位と比較して正の電荷を有する。
　また、本実施形態の抗体－エキソソーム複合体は、一例として上述したゼータ電位計測
に用いられる。
　更に、本実施形態の抗体－エキソソーム複合体の物性は、抗体―エキソソーム複合体の
ゼータ電位がエキソソーム単体のゼータ電位に比べて、一例として０．１ｍＶ以上、ある
いは１ｍＶ以上、シフトしている。また、抗体―エキソソーム複合体のゼータ電位は、エ
キソソーム単体のゼータ電位に比べて、例えば、０．５、１、２、３、４、または５ｍＶ
以上シフトしている。
　本実施形態の抗体－エキソソーム複合体は、上述した本実施形態のエキソソームの分析
方法において説明されたものと同様であり、その説明を省略する。
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【００３６】
≪エキソソーム電気泳動チップ≫
　本実施形態のエキソソーム電気泳動チップは、細胞の異常を検出するためのエキソソー
ム電気泳動チップであって
　試料から調製したエキソソームと、該エキソソームの表面に存在するタンパク質を抗原
とする抗体と、を接触させた、抗体－エキソソーム複合体を含む懸濁液が注入されるリザ
ーバーと、
　前記抗体－エキソソーム複合体を含む懸濁液の電気泳動を行う流路と、
　を備えたものである。
【００３７】
　前記エキソソーム電気泳動チップは、一例として電圧を前記流路に印加するための電極
が入れられる２つの部分を備える。前記２つの部分は、２つのリザーバー内の任意の位置
にそれぞれ１つずつ設けられる。また、前記エキソソーム電気泳動チップは、一例として
電圧を前記流路に印加するための電極を備える。
　前記流路は、一例として、前記抗体－エキソソーム複合体のゼータ電位を算出するため
に光照射される部分を有する。また、一例として前記流路の少なくとも一部は、生体分子
の非特異的吸着を抑制するために、ポリマーでコーティングされている。前記ポリマーの
例としては、ＰＥＧ（ポリエチレングリコール）や、ＢＳＡ（ウシ血清アルブミン）など
タンパク質の吸着ブロッキングで用いられるポリマー等が挙げられるが、特にタンパク質
の非特異的吸着を抑制する観点からＭＰＣ（２－メタクリロイルオキシエチルホスホリル
コリン）が好ましい。
【００３８】
　本実施形態のエキソソーム電気泳動チップは、細胞の異常を検出するためのエキソソー
ム電気泳動チップであって、
　試料から調製したエキソソームと、該エキソソームの表面に存在する生体分子と特異的
に結合する分子と、を接触させた、複合体を含む懸濁液が注入されるリザーバーと、
　前記複合体を含む懸濁液の電気泳動を行う流路と、
　を備える。
【００３９】
　以下、実施例により本発明を説明するが、本発明は以下の実施例に限定されるものでは
ない。
【実施例】
【００４０】
≪実施例１≫
［エキソソーム懸濁液の調製］
　ヒト乳腺上皮細胞ＭＣＦ１０Ａを、乳腺上皮細胞培地キット（Ｌｏｎｚａ社製）を用い
て、コンフルエントに達するまで培養した。また、ヒト乳がん細胞ＭＤＡ－ＭＢ－２３１
を、１０％ ウシ胎児血清（インビトロジェン社製)、１００ｕｎｉｔｓ／ｍＬペニシリン
（インビトロジェン社製)、１００μｇ／ｍＬストレプトマイシン（インビトロジェン社
製)、及び１００μｇ／ｍＬカナマイシン（インビトロジェン社製)含有ＲＰＭＩ培地（イ
ンビトロジェン社製) を用いて、コンフルエントに達するまで培養した。
　次いで、培地交換を行い、ＭＣＦ１０Ａ及びＭＤＡ－ＭＢ－２３１を、無血清培地（１
００ｕｎｉｔｓ／ｍＬペニシリン（インビトロジェン社製)、１００μｇ／ｍＬストレプ
トマイシン（インビトロジェン社製)、及び１００μｇ／ｍＬカナマイシン（インビトロ
ジェン社製)含有ＲＰＭＩ培地（インビトロジェン社製)）で、１日培養し、培養上清を回
収した。
　この培養上清を、２０００×ｇで１５分間遠心分離して上清を回収し、回収した上清を
１６８００×ｇで３５分間遠心分離して上清を回収し、更に回収した上清を１５１０００
×ｇで７０分間遠心分離した。上清を廃棄して沈殿をＰＢＳで懸濁し、懸濁液を１５１０
００×ｇで７０分間遠心分離した。更に、上清を廃棄して沈殿をＰＢＳで懸濁し、エキソ
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ソーム懸濁液を得た。
【００４１】
［抗体－エキソソーム複合体の形成］
　ＭＣＦ１０Ａ及びＭＤＡ－ＭＢ－２３１の培養上清から調製したエキソソーム懸濁液そ
れぞれに、抗ヒトＣＤ１０抗体（日本ＢＤ社製、型番５５５７４６）懸濁液又はＩｓｏｔ
ｙｐｅコントロール用マウスＩｇＧ１,κ抗体（日本ＢＤ社製、型番３４９０５０）懸濁
液を加えてなる抗体－エキソソーム懸濁液を、４℃で３０分間撹拌して反応させ、抗体－
エキソソーム複合体の形成を試みた。
【００４２】
［抗体－エキソソーム複合体のゼータ電位計測］
　抗体－エキソソーム懸濁液７５０μＬをサンプルセルに入れ、ゼータ電位計測装置（マ
ルバーン社製、商品名：Ｚｅｔａｓｉｚｅｒ Ｎａｎｏ）を用いて、２５℃、２０Ｖの条
件下、ゼータ電位を計測した。尚、試験を３回連続で行った。計測結果を図２に示す。
　図２に示すように、ＭＣＦ１０Ａにおいて、抗ヒトＣＤ１０抗体－エキソソーム懸濁液
は、Ｉｓｏｔｙｐｅコントロール用マウスＩｇＧ１,κ抗体－エキソソーム懸濁液と比較
して、そのゼータ電位が上昇していることが確認された。
　このことから、Ｉｓｏｔｙｐｅコントロール用マウスＩｇＧ１,κ抗体－エキソソーム
懸濁液においては、Ｉｓｏｔｙｐｅコントロール用マウスＩｇＧ１,κ抗体－エキソソー
ム複合体を形成していない一方、抗ヒトＣＤ１０抗体－エキソソーム懸濁液においては、
抗ヒトＣＤ１０抗体－エキソソーム複合体を形成していることが確認された。
　一方、ＭＤＡ－ＭＢ－２３１においては、Ｉｓｏｔｙｐｅコントロール用マウスＩｇＧ
１,κ抗体－エキソソーム懸濁液及び抗ヒトＣＤ１０抗体－エキソソーム懸濁液のゼータ
電位に差がないことから、どちらの懸濁液も複合体を形成していないことが確認された。
【００４３】
　ＣＤ１０は、正常細胞であるＭＣＦ１０Ａに高発現が認められ、がん細胞であるＭＤＡ
－ＭＢ－２３１に発現が認められないことが報告されている（Ｃｈａｒａｆｅ－Ｊａｕｆ
ｆｒｅｔ Ｅ，ｅｔ．ａｌ．，Ｏｎｃｏｇｅｎｅ（２００６） ｖｏｌ．２５，ｐｐ２２７
３－２２８４．）。
　実施例１によれば、ある細胞で発現量が多いタンパク質を抗原とする抗体を用いて、抗
体－エキソソーム複合体のゼータ電位を測定することにより、エキソソームの分泌源であ
る細胞の存在を確認できる。すなわち、がん細胞特異的に発現するタンパク質又はがん細
胞に高発現するタンパク質を抗原とする抗体を用いて、抗体－エキソソーム懸濁液のゼー
タ電位を測定することにより、エキソソームの分泌源の細胞の異常を検出し、生体内に存
在するがんを簡便かつ高感度に検出できることが明らかである。
【００４４】
≪実施例２≫
［エキソソーム懸濁液の調製］
　実施例１と同様の方法にて、ヒト乳がん細胞ＭＤＡ－ＭＢ－２３１由来のエキソソーム
懸濁液を調製した。
【００４５】
［抗体－エキソソーム複合体の形成］
　ＭＤＡ－ＭＢ－２３１の培養上清から調製したエキソソーム懸濁液それぞれに、抗ヒト
ＣＤ６３抗体（日本ＢＤ社製、型番５５６０１９）懸濁液又はＩｓｏｔｙｐｅコントロー
ル用マウスＩｇＧ２ａ抗体（日本ＢＤ社製、型番５５５７４６）懸濁液を加えてなる抗体
－エキソソーム懸濁液を、４℃で３０分間撹拌して反応させ、抗体－エキソソーム複合体
の形成を試みた。また、ネガティブコントロールとして、抗体懸濁液を加えないエキソソ
ーム懸濁液を同様の条件にて用意した。
【００４６】
［電気泳動チップによる抗体－エキソソーム複合体のゼータ電位計測］
　図３右図に示すチップ電気泳動システムを用いて、抗体－エキソソーム懸濁液の電気泳
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動を行い、抗体－エキソソーム複合体のゼータ電位を計測した。詳細を以下に示す。
【００４７】
（ＰＤＭＳ（ポリジメチルシロキサン）電気泳動チップの作製）
　ＰＤＭＳ製電気泳動チップをソフトリソグラフィー法で作製した。電気泳動チップ内の
流路のサイズは幅２００μｍ、高さ５０μｍ、長さ１０００μｍである。タンパク質の非
特異吸着を抑制すべく、流路内壁をＭＰＣ（２－メタクリロイルオキシエチルホスホリル
コリン）ポリマーでコーティングした。
【００４８】
（抗体－エキソソーム複合体を用いたマイクロキャピラリー電気泳動）
　作製したＰＤＭＳ製電気泳動チップの両端に備えられたリザーバーの一方に、抗体－エ
キソソーム懸濁液を加え、他方からシリンジで吸引して、エキソソーム懸濁液又は抗体－
エキソソーム懸濁液を、電気泳動チップ内の流路内に導入した。両方のリザーバーにプラ
チナ電極を入れ、電界強度５０Ｖ／ｃｍで１０秒間電圧を印加して、電気泳動を行った。
　図３左図は、エキソソーム及び抗体－エキソソーム複合体それぞれの電気泳動の拡大図
を示す。エキソソームは負に帯電する一方、抗体は正に帯電するため、抗体－エキソソー
ム複合体のゼータ電位は、エキソソーム単独のゼータ電位と比較して正の電荷を有してい
る。従って、抗体－エキソソーム複合体の泳動度は、エキソソームの泳動度より小さいも
のとなる。
　更に、電気泳動チップの下側方から波長４８８ｎｍ、強度５０ｍＷのレーザ光を照射し
、出射光であるエキソソーム由来の散乱光を、電気泳動チップ下方にある対物レンズ（倍
率ｘ６０）で集光した。
　次いで、Ａｎｄｏｒ社製の高感度カメラＥＭＣＣＤ ｉＸｏｎ３を用いて、エキソソー
ム及び抗体－エキソソーム複合体それぞれの像を取得し、エキソソーム及び抗体－エキソ
ソーム複合体それぞれの移動速度を電界強度で除して、電気泳動移動度を算出した。また
、無電荷ビーズの電気泳動度を測定して、流路内の電気浸透流の電気泳動移動度を算出し
、エキソソーム及び抗体－エキソソーム複合体それぞれの電気泳動移動度から無電荷ビー
ズの電気泳動移動度を差し引いて、エキソソーム及び抗体－エキソソーム複合体それぞれ
の真の電気泳動移動度を算出した。
　次いで、スモルコフスキー（Ｓｍｏｌｕｃｈｏｗｓｋｉ）の式を用いてエキソソーム及
び抗体－エキソソーム複合体それぞれの真の電気泳動移動度からゼータ電位を算出した。
結果を図３及び表１に示す。
【００４９】
【表１】

【００５０】
　図４左は、エキソソーム懸濁液におけるゼータ電位の分布を示す。横軸は、ゼータ電位
を示し、縦軸は、エキソソームの数を示す。合計１１０個のエキソソームのゼータ電位が
計測された。表１に示すように、エキソソーム懸濁液におけるゼータ電位の平均値は、－
９．９４±２．４４ｍＶであった。また、コントロール用マウスＩｇＧ２ａ抗体－エキソ
ソーム懸濁液におけるゼータ電位の平均値は、－７．５２±１．４８ｍＶであり、エキソ
ソーム懸濁液におけるゼータ電位の平均値と近い値を示した。
　図４右は、抗ヒトＣＤ６３抗体－エキソソーム懸濁液におけるゼータ電位の分布を示す
。横軸は、ゼータ電位を示し、縦軸は、エキソソームの数を示す。合計３２個のエキソソ
ームのゼータ電位が計測された。表１に示すように、抗ヒトＣＤ６３抗体－エキソソーム
懸濁液におけるゼータ電位の平均値は、－２．８８±３．８７ｍＶであり、エキソソーム
懸濁液及びコントロール用マウスＩｇＧ２ａ抗体－エキソソーム懸濁液と比較して、その
ゼータ電位が上昇していることが確認された。
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　このことから、Ｉｓｏｔｙｐｅコントロール用マウスＩｇＧ２ａ抗体－エキソソーム懸
濁液においては、Ｉｓｏｔｙｐｅコントロール用マウスＩｇＧ２ａ抗体－エキソソーム複
合体を形成していない一方、抗ヒトＣＤ６３抗体－エキソソーム懸濁液においては、抗ヒ
トＣＤ６３抗体－エキソソーム複合体を形成していることが確認された。
【００５１】
　図４右に示すように、電気泳動チップを用いることにより、抗体－エキソソーム複合体
のゼータ電位の平均値だけでなく、抗体－エキソソーム複合体のゼータ電位を１粒子レベ
ルで計測することができる。そのため、ゼータ電位の平均値からは、抗体が認識する抗原
を有するエキソソームが試料中に存在しないように思われる場合であっても、電気泳動チ
ップによって、マイナーポピュレーションとして存在する前記抗原を有するエキソソーム
を検出することができる。
　即ち、実施例２によれば、例えば、生体内に微量に存在する悪性度の高いがん細胞を高
感度に検出し、がんの浸潤・転移を早期に発見できることが明らかである。
【００５２】
　更に、実施例１及び実施例２の結果から、例えば、先ず、第１の抗体としてがん細胞特
異的に発現するタンパク質を抗原とする抗体を用いて、第１の抗体－エキソソーム複合体
のゼータ電位を計測し、次いで、第２の抗体として臓器特異的に発現するタンパク質を抗
原とする抗体を用いて、第２の抗体－エキソソーム複合体のゼータ電位を計測することに
より、検出対象の細胞がどの臓器由来のがん細胞であるかを特定できる。また、がん細胞
に限らず、用いる抗体の組合せを変えることにより、生体内における細胞の異常を詳細に
特定することができる。
【００５３】
　以上の結果から、本実施形態によれば、簡便かつ高感度にエキソソームを詳細に分析で
きることが明らかである。
【産業上の利用可能性】
【００５４】
　本発明は、簡便かつ高感度にエキソソームを分析できる、エキソソームの分析方法及び
エキソソーム分析装置を提供することができる。
【符号の説明】
【００５５】
　１　　エキソソーム分析装置
　２　　駆動源
　３，４，７　液溜部
　８，９　バルブ
　１１　精製装置
　１２　電気泳動槽
　１３　合流部
　２０　複合体形成手段
　２１　調製手段
　２２　計測手段
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