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総論の部 

緒言 

 

ヒトの体を構成する細胞の数は約 37兆個とも言われ、その種類は多岐に渡る。それぞれ

の細胞は単独で機能するのみならず、細胞間の物質輸送に基づく情報伝達を行うことで生

体の機能が維持されている。従来、細胞間の情報伝達はギャップ結合に代表される細胞間

の直接的な相互作用や、ホルモンやサイトカインなどの細胞外に分泌される可溶性分子を

介して行われていると考えられていた。しかしながら、これらの機構に加えて、細胞外小

胞と呼ばれる細胞から分泌される脂質二重膜により形成される小胞が細胞間の情報伝達に

関与することが明らかとされ注目を集めている。細胞外小胞は、その産生経路によってア

ポトーシス小体、マイクロベシクル、エキソソームに分類される 1)。これらの細胞外小胞の

中でも、近年その役割が注目されるとともに、新たな疾患診断法・治療法への利用が期待

されているのがエキソソームである。 

エキソソームは多小胞体の開口分泌（エキソサイトーシス）により分泌される直径約 100 

nmの脂質二重膜で形成される小胞であり、産生細胞に由来するタンパク質や核酸を含有し

ている 2)。癌細胞由来エキソソームは癌抗原を内包しており、抗腫瘍免疫反応を誘導可能で

あることから、癌抗原の同定を必要としない新規癌ワクチン製剤としての利用が期待され

ている 3)。癌細胞由来エキソソームを利用した癌免疫療法の実現には、抗原提示細胞である

樹状細胞（DC）への効率的なエキソソームのデリバリーに加えて、その後の DC の活性化

と DC 上の MHC クラス I 分子による癌抗原の提示が必要である。しかしながら、DC への

デリバリー方法の開発に際して重要となる、体外から投与された癌細胞由来エキソソーム

の体内動態に関する情報は乏しく、また癌細胞由来エキソソームを取り込んだ DCの活性化

および癌抗原の提示に関する検討も不十分であった。 

そこで本研究では、癌細胞由来エキソソームを基盤とした癌免疫療法の開発を目的に、

まず、遺伝子改変技術を応用したエキソソームの放射標識法を開発し、癌細胞由来エキソ

ソームの体内動態定量的解析を試みた。次いで、エキソソームを取り込んだ DC の効率的活

性化を目的として、癌細胞由来エキソソームを免疫賦活剤（アジュバント）で修飾し、DC

の活性化能および抗腫瘍免疫誘導能を評価した。さらに、DC の癌抗原提示能の増大を目的

に、細胞内動態制御型癌細胞由来エキソソームを開発し、エキソソームの内包物の細胞質

へのデリバリー効率の改善による、癌抗原提示能の増強を試みた。本研究で得られた結果

を以下 3章にわたり論述する。 

  



2 

 

第 1章 癌細胞由来エキソソームの定量的体内動態解析を目的 

とした放射標識法の開発 

 

 エキソソームは様々な細胞から分泌される膜小胞であり、タンパク質や核酸を内包して

いる 4)。近年の研究から、こうした生理活性分子がエキソソームを介して標的細胞へ取り込

まれることで、癌の転移や免疫反応などの生体反応を引き起こしていることが明らかと

なった 5-8)。 

癌細胞由来エキソソームは癌抗原を内包しており、抗腫瘍免疫反応を誘導可能であるこ

とから、癌抗原の同定を必要としない新規癌ワクチン製剤としての利用が期待されている

9-10)。しかしながらその実現には、抗原提示細胞である樹状細胞（DC）への送達、DC の活

性化、DC 上の抗原提示分子への癌抗原の提示等を可能とする癌細胞由来エキソソームの開

発が必要である。DC へのエキソソームの送達の実現のためには、体外から投与された癌細

胞由来エキソソームの体内動態情報が必要となる。しかしながら、エキソソーム体内動態

の解析手法が存在しないためにその情報は非常に乏しかった。 

従来、エキソソームの体内動態を解析する際には脂溶性の蛍光色素が広く用いられてき

た 11-14)。蛍光色素による標識は比較的安価で簡便な方法であり、組織へ移行したエキソソー

ムの検出には有用であるが、感度および定量性に乏しく、全身レベルでの体内動態の定量

的解析には適さない。また、化学発光を利用したエキソソームの体内動態特性解析も報告

されている。Takahashiらは、レポータータンパク質である Gaussia luciferase （gLuc）とエ

キソソーム移行性タンパク質である lactadherin（LA）との融合タンパク質（gLuc-LA）をエ

キソソームへ標識することで、体外から投与されたエキソソームの体内動態の可視化に成

功し、マウス黒色細胞種 B16BL6 細胞由来エキソソームは主に肝臓、脾臓、肺に分布するこ

とを明らかとしている 15)。しかしながら、レポータータンパク質は細胞へ取り込まれた後

に失活・分解するため、臓器に移行したエキソソームの絶対量の測定は不可能である。こ

れに対し、高感度で安定性に優れる放射性同位体を用いた標識は定量的な体内動態解析の

ための有用な手段であるが、エキソソームへの標識に応用した報告例は存在しなかった。 

そこで本章では、遺伝子改変技術を応用したエキソソームへの新規放射標識法の開発と

それを利用した定量的な癌細胞由来エキソソームの体内動態解析を試みた。エキソソーム

の放射標識には、ストレプトアビジン（SAV）とビオチン（biotin）間の結合を利用した 16)。

すなわち、SAV と LA との融合タンパク質（SAV-LA）を設計し、これを発現するプラスミ

ド DNA（pDNA）を構築した。B16BL6 細胞に対し SAV-LA 発現 pDNAを導入し、培養上清

中に分泌された SAV-LA 修飾エキソソーム（SAV-exo）を回収した。次に、SAV-exo をヨウ

素 125 標識 biotin 誘導体の (3-125I-iodobenzoyl) norbiotinamide（125I-IBB）と反応させること

でエキソソームを放射標識した。調製した放射標識エキソソームをマウス尾静脈より投与

し、血液および各主要臓器中の放射活性を経時的に測定することで、体内動態の定量的解

析を行った。 
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1.1 SAV-LA修飾エキソソームの調製 

SAV-LA の模式図を Fig. 1A に示した。SAV-LA を発現する pDNA を B16BL6 細胞へ導入

した後、エキソソーム回収過程の各画分における SAV 濃度を測定した。その結果、細胞画

分およびエキソソーム画分における SAV 濃度はそれぞれ約 118 nM、約 42 nMであった（Fig. 

1B）。また、精製前の培養上清および超遠心後の上清中の SAV 濃度は検出限界（2nM）以下

であった。続いて、回収したエキソソームと biotin標識金コロイドを混合後、透過型電子顕

微鏡（TEM）によりエキソソーム粒子を観察した（Fig. 1C）。その結果、SAV-LA 発現 pDNA

を導入した細胞から回収したエキソソームの表面における biotin 標識金コロイドの存在が

確認された。一方、pDNA を導入しない細胞から回収したエキソソームでは、biotin標識金

コロイドは検出されなかった。エキソソーム画分における SAV 濃度およびエキソソームの

粒子数から SAV の修飾率を算出したところ、エキソソーム 1 粒子あたりおよそ 43 分子の

SAV が修飾されていることを確認した。これらの結果より、SAV-LA 修飾エキソソームは

biotinに対する結合能を有することが示された。 

 

 

 

Figure 1. Modification of exosomes with 

SAV-LA  

(A) Schematic representation of lactadherin (LA) 

(upper image) and streptavidin (SAV)-LA (lower 

image). (B) Twenty-four hours after transfection 

of SAV-LA-expressing pDNA, cell lysate and 

culture medium were collected. Ultracentrifuge 

(UC) supernatant and exosomes were collected 

from the culture medium. The results are 

expressed as means ± standard deviations (SDs) 

of 3 samples. (C) Transmission electron 

microscope (TEM) image of SAV-exo incubated 

with 10-nm biotin-coated gold nanoparticles. 

Arrows indicate the 10-nm gold particles. Scale 

bar = 100 nm. 
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1.2 SAV-LA修飾エキソソームの物理化学的性質 

続いて、ナノ粒子マルチアナライザーqNanoを用いて SAV-exoの粒度分布を測定した（Fig. 

2A）。その結果、得られた粒度分布は未修飾エキソソーム（Exo）を測定した場合の粒度分

布とほぼ同一であった。SAV-exo の平均粒子径および表面電荷はそれぞれ 70 ± 3 nm、−41 ± 

6 mV であり、Exoの測定値はそれぞれ 68 ± 3 nm、−43 ± 3 mV であったことから、平均粒子

径および表面電荷においても大きな違いはなかった（Fig. 2B and C）。さらに、TEMによる

粒子形状の観察画像においても、SAV-LA 修飾の有無による粒子形状の顕著な相違は認めら

れなかった（Fig. 2D and E）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2. Physicochemical properties of exosomes collected from B16BL6 cells  

(A) Histogram of the particle size distribution of the exosomes determined by using a qNano. (B) The particle size 

and (C) zeta potential of the exosomes before and after the transfection of streptavidin−lactadherin 

(SAV-LA)-expressing pDNA determined using a Zetasizer Nano ZS. These results are expressed as means ± 

standard deviation (SDs) (n = 3). Transmission electron micrographs of the exosomes collected from (D) 

untransfected or (E) transfected B16BL6 cells. Scale bar = 100 nm. 
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1.3 SAV-LA修飾エキソソームへの 125I-IBB結合 

エキソソームへの 125I-IBB の結合を確認するため、SAV-exoと 125I-IBB を混合後、ペーパー

クロマトグラフィーを行い放射活性の分布を評価した（Fig. 3A）。その結果、125I-IBB を単

独で展開した場合には、放射活性は fraction No.6 を中心に分布した。一方、125I-SAV、

125I-SAV-LA、SAV-exoと 125I-IBB との混合物（125I-labeled B16BL6 exosomes）を展開した場

合には、放射活性はスポットした fraction No.1 から移動しなかった。よって、SAV-biotin間

の結合に基づきエキソソームが放射標識可能であることが示された。 

 

1.4 血清中でのエキソソームへの放射標識の安定性 

続いて、20％FBS 含有 PBS 条件下で放射標識エキソソームをインキュベートし、300 kDa

のフィルターを用いて限外濾過後、残存する放射活性を測定することで血清存在下におけ

るエキソソームの放射標識の安定性を評価した（Fig. 3B）。その結果、95%以上の放射活性

が限外濾過後もフィルター上に存存したことから、エキソソームへの放射標識は血清中で

も解離することなく、安定に維持されることが示された。 

 

 

 

Figure 3. Binding of 125I-IBB to 

SAV-exo and labeling stability in 

serum 

(A) Paper chromatography of 

125I-IBB alone (white column), 

125I-IBB incubated with SAV (gray 

column), SAV-LA (horizontal lined 

column), and SAV-exo (closed 

column). (B) Labeling stability of 

exosome labeled with 125I-IBB in 

PBS containing 20% FBS. The 

results are expressed as means ± 

standard deviation (SDs) (n = 3) 
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1.5 エキソソームの血中濃度推移 

放射標識した B16BL6 細胞由来エキソソーム、SAV、SAV-LA 融合タンパク質をマウス尾

静脈内へ投与後、血液中の放射活性を経時的に測定することでエキソソームの血中濃度推

移を評価した（Fig. 4）。その結果、静脈内投与されたエキソソームは SAVあるいは SAV-LA

融合タンパク質と比較して速やかに血中から消失した。エキソソームの血中からの消失挙

動は 2 相性を示したため、続いて 2 コンパートメントモデルに基づいて、エキソソームの

薬物動態学的パラメータを算出した（Table 1）。その結果、分布相および消失相の半減期は

それぞれ約 1.5分、346分であった。また、エキソソームの血中濃度－時間曲線下面積（AUC）

が 3.2% ID·h/ml であったのに対し、SAV および SAV-LA 融合タンパク質はそれぞれ 48.3% 

ID·h/mlおよび 29.0% ID·h/mlであった。なお、125I-IBBをマウス尾静脈内へ投与した場合も

血中から速やかに消失し、AUC は 3.1% ID·h/mlであった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 4.Pharmacokinetics of 125I-labeled B16BL6 exosomes derived from B16BL6 cells after 

intravenous injection into mice  

Time course of blood concentrations in each sample in mice after intravenous injection of 125I-labeled 

B16BL6 exosomes (circle symbols), 125I-streptavidin (SAV) (square symbols), and 125I-SAV-lactadherin 

(LA) (triangle symbols), 125I-IBB (rhombus symbols). The results are expressed as means ± standard 

deviations (SDs) (n = 4). 
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1.6 エキソソームの組織分布 

続いて、エキソソームを静脈内投与後、各臓器をサンプリングし、放射活性を測定する

ことでエキソソーム体内動態を定量的に評価した（Fig. 5A）。その結果、投与されたエキソ

ソームは主に肝臓、脾臓、肺に集積した。肝臓において、静脈内投与後 1分の時点で 17% ID

の放射活性が検出され、30分でピークを迎えた（39% ID）。その後、4時間の時点で 28% ID

まで減少した。脾臓において、1.8% IDの放射活性が投与 1分後に検出された。その後、投

与 30分後にピークに達し（2.4% ID）、4時間では 1.6% ID が検出された。加えて、肺への

エキソソームの集積も確認された。投与 1時間後に 12% ID、4時間後では 7% ID の放射活

性が検出された。膀胱に蓄積した尿中の放射活性は時間と共に増大し、投与 1 時間後では

3.4% ID、4時間後では 8.8% ID の放射活性が検出された。 

これに対し、SAV タンパク質を静脈内投与した場合には主に腎臓及び膀胱で放射活性が

検出された（Fig. 5B）。投与 1分後に腎臓で 2.7% ID が検出され、4時間後には 7.0% IDま

で増大した。膀胱においても放射活性は時間と共に増大し、1時間後で 12% ID、4時間後で

23% ID の放射活性がそれぞれ確認された。一方、肝臓、肺で検出された放射活性はエキソ

ソームと比較して非常に低く、投与 4時間の時点で肝臓では 1.9% ID、肺では 0.24% ID で

あった。なお、脾臓に関しては検出不可能なレベルであった。 

SAV-LA 融合タンパク質については、投与 1分後に肺で 1.4% ID が検出され、4時間後で

は 0.16% ID にまで減少した（Fig. 5C）。投与 4時間後での肺で検出された放射活性は、エキ

ソソームと比較しておよそ 1/35と低い値となった。脾臓においては、0.81% ID が投与 1分

後に検出され、1時間後にピーク達した（2.2% ID）。その後放射活性は減衰していき、投与

4時間後では 0.94% IDとなった。肝臓では投与 1分後に 13% IDが検出され 30分後には 32% 

ID まで増大した。その後、4 時間の時点で 13% IDまで減少した。腎臓および膀胱への移行

パターンは SAV を投与した場合と類似しており、腎臓では 4.4% ID、膀胱では 15% IDが投

Dose 
AUC  

(% ID·h/mL ) 

MRT  

(h) 

t1/2 (min) 

t1/2α t1/2β 

125I-labeled B16BL6 exosomes 3.2 0.78 1.5 346 

125I-SAV 48.3 1.23 11.7 173 

125I-SAV-LA 29.0 0.90 7.5 99 

125I-IBB 3.1 0.99 2.7 116 

Table 1. Pharmacokinetic parameters of 125I-labeled B16BL6 exosomes, 125I-streptavidin (SAV), and 

125I-SAV-lactadherin (LA), 125I-IBB after intravenous injection into mice 
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与 4時間後の時点でそれぞれ検出された。 

 125I-IBB を尾静脈内投与した場合には肝臓、腎臓、小腸、膀胱で放射活性が検出された（Fig. 

5D）。肝臓においては投与 5 分後に 28% ID が検出され、4時間後には 2% IDまで減衰した。

腎臓では 12% ID の放射活性が投与 1分後に検出され、4時間後には 0.43% ID となった。小

腸および膀胱においては、30% ID および 28% IDの放射活性が投与 4時間後にそれぞれ検

出された。 

 

 

 

 

 

Figure 5. In vivo distribution of 125I-labeled B16BL6 exosomes derived from B16BL6 cells after 

intravenous injection into mice  

Time course of radioactivity in each organ after intravenous injection of (A) 125I-labeled B16BL6 exosomes, 

(B) 125I-SAV, and (C) 125I-SAV-LA, (D) 125I-IBB. These results are expressed as means ± standard error of 

means (SEMs) (n = 4). 
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1.7 考察 

エキソソームと biotin標識試薬との結合実験から、SAV-LA発現 pDNAを導入したB16BL6

細胞から回収したエキソソームは biotinとの結合親和性を有していることが証明された（Fig. 

1 and 3）。一方、エキソソーム表面に提示された分子は血液成分と接触しやすい環境にある

ことから、標識体の分解や解離により体内動態解析結果の信頼性が損なわれる可能性があ

る。しかしながら、エキソソームの放射標識は血清中でも安定であり、さらには放射標識

エキソソームの体内動態は 125I-IBB のそれと全く異なる挙動を示したことから、今回開発し

た方法により、エキソソームの体内動態が定量的に解析可能であることが実証された（Fig. 

3-5）。 

SAVを修飾した粒子への搭載を目的に、これまでに各種抗癌剤や抗体の biotin誘導体が開

発されている 17-18)。従って、SAV-LA融合タンパク質を利用すれば、こうした機能分子をbiotin

誘導体としてエキソソーム表面に修飾可能となることから、エキソソームを基盤としたデ

リバリーシステムの開発にも本方法は有用であると考えられる。また体内動態の解析を目

的としたエキソソームの標識法の開発に際しては、エキソソームの物理化学的性質に与え

る影響が少ない方法が望ましい。SAVは生理的条件下で 4量体を形成することから、SAV-LA

修飾によってエキソソームが凝集体を形成する可能性が懸念された 19)。しかしながら、エ

キソソームの粒子径測定や粒子形状の観察からは、SAV-LA 修飾による大きな変化は認めら

れなかった（Fig. 2）。したがって、今回開発したエキソソーム放射標識法は、エキソソーム

が本来有する物理化学的性質を損なうことなく体内動態を評価可能な有用な方法であるこ

とが示された。 

放射標識エキソソームの体内動態解析結果から、マウス尾静脈内に投与された B16BL6

細胞由来エキソソームは血中から速やかに消失し、その後肝臓、脾臓、肺へ集積した（Fig. 

4-5 and Table 1）。この B16BL6 細胞由来エキソソームの肺への集積は、以前に我々が行った

gLuc標識エキソソームの体内動態解析の結果と一致している 15)。一方で、ヒト胎児腎臓 293

細胞由来エキソソームや間葉系幹細胞由来エキソソームをマウス尾静脈内に投与した場合

には、肝臓や脾臓に優先的に移行するという報告もある 20-21)。これらのエキソソームの粒

子径は今回我々が評価した B16BL6 細胞由来エキソソームの値とほぼ同一であったことか

ら、エキソソームの体内動態の規定因子としては粒子径や表面電荷のような物理化学的性

質に加えて、エキソソーム表面に発現するタンパク質などの生物学的性質が大きく関与し

ている可能性も考えられる。また、静脈内投与されたエキソソームは、産生細胞の種類に

依らず血中から速やかに消失することが報告されている 22）。従って、今回検討に用いた

B16BL6細胞由来エキソソームを含め、標的細胞へと選択的にエキソソームを送達するため

にはその体内動態を制御する方法の開発が必要となる。 

B16BL6 細胞由来エキソソームの体内動態の定量的解析から、肝臓および脾臓にエキソ

ソームが移行することを見出したが、これらの臓器はマクロファージなどの単核食細胞系

（mononuclear phagocyte system; MPS）を豊富に含んでいることが知られている。また、負
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電荷を帯びたリポソームは静脈内投与された後 MPS に補足されることが報告されており、

MPS が認識する様式に関しては血清タンパク質を介した機構と介さない機構の両方が存在

する 23-25)。エキソソームも同様に負電荷を帯びていることから、静脈内投与後されたB16BL6

細胞由来エキソソームに関しても負電荷リポソームと同様の機構でマクロファージに取り

込まれた可能性が考えられる。加えて、エキソソーム表面に豊富に存在する負電荷リン脂

質の一種であるホスファチジルセリン（PS）はマクロファージに認識されることから 26-27)、

体内動態の規定因子としてはエキソソームの脂質組成も重要であると思われる。 

肝臓や脾臓に加えて、B16BL6 細胞由来エキソソームの肺への集積も確認された。エキソ

ソームと同じく負電荷を帯びるマイクロベシクルが静脈内投与された場合、膜表面の PSが

肺の血管内皮細胞に認識されることが報告されている 28)。従って、B16BL6 細胞由来エキソ

ソームの肝臓や脾臓への集積と同様、肺への集積に関してもエキソソームの脂質膜を構成

する PS が体内動態特性に大きく関与している可能性がある。 

直径が 50-100 nm の粒子は静脈内投与後腎臓のメサンギウム細胞に取り込まれることが

報告されているが 29)、B16BL6 細胞由来エキソソームに関しては腎臓への蓄積は確認されな

かった。また、上述した臓器へ B16BL6 細胞由来エキソソームが移行した後、膀胱でも放射

活性が検出され、時間と共にその活性は増大した。腎臓の糸球体基底膜にはサイズおよび

電荷依存的な濾過機能が存在し、アルブミンなどの高分子量タンパク質の尿中排泄を制限

している 30)。直径がおよそ 100 nmであるエキソソームが糸球体基底膜を通過することは考

えにくいことから、B16BL6 細胞由来エキソソーム投与後に膀胱で検出された放射活性は、

エキソソームが細胞に取り込まれ、分解後に遊離した放射性同位体に起因する放射活性を

測定しているものと考えられる。 

以上、第 1 章ではエキソソームへの新規放射標識法を開発し、癌細胞由来エキソソーム

の定量的な体内動態解析に成功した。そして、静脈内に投与された B16BL6 細胞由来エキソ

ソームは速やかに血中から消失し、主に肝臓に取り込まれることを見出した。癌細胞由来

エキソソームを利用した癌免疫療法の実現には、エキソソームの体内動態特性を解明し、

DC への効率的なデリバリー法を開発する必要があるため、本検討で得られた知見は癌細胞

由来エキソソームを利用した癌免疫療法の開発に対して有用な情報を提供するものと考え

られる。  
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第 2 章 遺伝子改変癌細胞由来エキソソームを基盤とする癌抗原－

アジュバント同時デリバリーシステムの開発 

 

 癌抗原を利用した癌免疫療法は、癌抗原特異的な細胞傷害性 T 細胞の誘導により腫瘍を

退縮可能であるが、その実現には癌抗原の同定と精製が課題である 31-33)。加えて、強力な

抗腫瘍免疫の獲得には抗原提示細胞である樹状細胞（DC）の活性化が必要であることから、

アジュバントの DC への効率的な送達も重要となる 34-37)。従って、癌免疫療法の発展には、

癌抗原の同定・精製が不要で、なおかつアジュバントのデリバリーキャリアとしても利用

可能な新規素材の利用が求められる。 

癌細胞由来エキソソームは癌抗原を内包しており、DC への癌抗原の送達を介した抗腫瘍

免疫の誘導が期待できる。従って、癌細胞由来エキソソームを利用することで、癌抗原の

同定や精製を必要としない新規癌ワクチン製剤の開発が可能と考えられている 38-41)。加え

て近年では、癌細胞由来エキソソームを利用した癌ワクチンに関する臨床研究も行われ始

めている 42-43)。さらに、これまでの先行研究から、small interfering RNA（siRNA）や抗炎症

性の低分子治療薬などをエキソソームに搭載することで、標的細胞へ効率的にデリバリー

できることが実証されていることから、アジュバントのデリバリーキャリアとしての利用

も期待できる 44-45)。 

一方、癌抗原特異的な免疫反応の誘導には、癌抗原を取り込んだ DCの活性化が重要であ

ることから、癌細胞由来エキソソームとアジュバントを同一の DCへ送達する方法の開発が

望まれる 46-48)。以上の知見に基づき、著者は癌細胞由来エキソソームをアジュバントで修

飾することで、癌抗原とアジュバントとの DC への同時デリバリーが可能となり、強力な抗

腫瘍免疫の誘導が可能ではないかと考えるに至った。 

 そこで第 2 章では、遺伝子改変癌細胞由来エキソソームをアジュバントで修飾すること

で、癌細胞由来エキソソームを利用した癌抗原とアジュバントの同時デリバリーシステム

の開発を試みた。第 1 章と同様の方法で、癌細胞である B16BL6 細胞由来エキソソームを

SAV-LA 融合タンパク質で修飾し 49)、これに免疫刺激性核酸である CpG DNA の biotin誘導

体を反応させ、CpG DNA修飾エキソソーム（CpG-SAV-exo）を調製した（Fig. 6）。そして、

培養細胞を用いて CpG-SAV-exo の DC へのデリバリー能および活性化能を評価するととも

に、担癌モデルマウスを用いた抗腫瘍免疫の誘導能についても評価した。  
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2.1 CpG DNA修飾癌細胞由来エキソソームの調製 

SAV-LA 発現 pDNAを B16BL6 細胞に導入し、培養上清中に含まれるエキソソームを超遠

心操作により回収した。細胞およびエキソソームに含まれる各種タンパク質の存在を

western blotting法により検出した（Fig. 7A）。その結果、回収したエキソソームについてエ

キソソームのマーカータンパク質である Alix、HSP70、CD81の存在を確認できた。さらに、

エキソソーム画分において小胞体に局在するカルネキシンに由来するバンドは検出されな

かったことから、回収したエキソソームには細胞断片が混入していないことが示された。

SAV-LA 発現プラスミドを導入した細胞から回収したエキソソームでは、SAV も検出された。

さらに、B16BL6 細胞から分泌されるエキソソームは、メラノーマ抗原である gp100や TRP2

を含有していることも確認した。続いて、エキソソームの CpG DNA による修飾を確認する

ため、赤色蛍光色素 PKH26 で標識した SAV-LA 修飾エキソソームとフルオレセイン標識し

た biotin化 CpG DNA を混合後、蛍光顕微鏡にてエキソソーム粒子を観察した（Fig. 7B）。

SAV-LA 修飾エキソソーム（SAV-exo）と biotin 化 CpG DNAを混合した場合には、両者の共

局在が観察されたのに対し、未修飾のエキソソーム（Exo）あるいは gLuc-LA 標識エキソソー

ム（gLuc-exo）と biotin 化 CpG DNA を混合した場合には両者の共局在は認められなかった。

従って、SAV-biotin 結合に基づきエキソソームを CpG DNAで修飾可能であることが示され

Figure 6. Schematic representation of the 

preparation of CpG DNA-modified exosomes. 

A plasmid DNA encoding a fusion protein of 

streptavidin (SAV), N-terminal secretion signal of 

lactadherin (LA) and C1C2 domain of LA 

(SAV-LA) was constructed. SAV–LA expressing 

exosomes (SAV-exo) were collected from the 

culture supernatants of B16BL6 cells transfected 

with the plasmid DNA. CpG DNA-modified 

exosomes (CpG-SAV-exo) were prepared by 

mixing SAV-exo and biotinylated CpG DNA. 
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た。回収したエキソソームのタンパク量、粒子数および CpG DNA の蛍光強度を測定したと

ころ、エキソソーム 1 µgにおよそ 1 pmolの CpG DNA すなわちエキソソーム 1粒子におよ

そ 287分子の CpG DNAが修飾されていることが分かった。続いて、回収した CpG-SAV-exo

の粒子形状および物性を Exoあるいは SAV-exoと比較した（Fig. 7C and Table 2）。その結果、

Exo、SAV-exo、CpG-SAV-exo の粒子径はそれぞれおよそ 114、119、109 nmであった。また、

表面電荷はいずれも-33 mV 程度であり、粒子形状の大きな変化も認められなかった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 7. Development of CpG DNA-modified exosomes (CpG-SAV-exo).  

(A) Western blotting analysis of Alix, HSP70, CD81, Calnexin, streptavidin (SAV), gp100, and TRP2 in cell 

lysates and exosomes from non-treated (NT) or SAV–lactadherin (SAV–LA) transduced B16BL6 cells. (B) 

Fluorescent microscopic observation of CpG-SAV-exo, exosomes mixed with biotinylated CpG DNA (Exo + 

CpG), and gLuc-LA expressing exosomes mixed with biotinylated CpG DNA (gLuc-exo + CpG) (green = 

fluorescein-labeled biotinylated CpG DNA, red = PKH26-labeled exosomes). (C) Histograms of particle size 

distribution and transmission electron microscopy (TEM) images of Exo, SAV-exo, and CpG-SAV-exo. Scale 

bar = 100 nm. 
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2.2 DC2.4細胞による取り込み 

フローサイトメトリー法により、フルオレセイン標識 CpG DNA （F-CpG）、エキソソー

ムと F-CpG との混合物 （Exo + F-CpG）、gLuc-LA 標識エキソソームと F-CpG との混合物

（gLuc-exo + F-CpG）および F-CpG DNA修飾エキソソーム（F-CpG-SAV-exo）を DC2.4 細

胞へ添加後の取り込みを評価した（Fig. 8A and B）。平均蛍光強度（MFI）を算出したところ、

F-CpG-SAV-exo を添加した場合に、F-CpG 単独を添加した時と比較して MFI の増大が確認

されたことから、CpG DNAの取り込みはエキソソームへの修飾で向上することが示された。

これに対し、PKH67標識したエキソソームの取り込みは、CpG DNA 修飾の有無に関わらず

同程度であった（Fig. 8C and D)。さらに、蛍光顕微鏡を用いてエキソソームの取り込みを

観察したところ、F-CpG-SAV-exo を添加した場合に CpG とエキソソームが同一細胞に取り

込まれる様子が観察された（Fig. 7E）。 

 

Particle size 

(nm) 

Zeta potential 

(mV) 

Exo 112 ± 12 −33 ± 0.2 

SAV-exo 119 ± 9 −32 ± 0.5 

CpG-SAV-exo 109 ± 10 −32 ± 1.6 

Table 2. Particle size and zeta potential of Exosomes (Exo), streptavidin (SAV)-exosomes (SAV-exo) and 

CpG DNA-modified exosomes (CpG-SAV-exo). Results are expressed as means ± standard deviations (n = 3). 
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2.3 サイトカイン産生能および抗原提示能 

続いて、各種エキソソームを DC2.4細胞へ添加後の TNF-α、IL-6、IL-12p40産生量を評価

した（Fig. 9A-C)。エキソソームと CpG DNAの混合物（Exo + CpG）あるいは gLuc-LA 標識

エキソソームと CpG DNA の混合物（gLuc-exo + CpG）を添加した場合と比較して、

CpG-SAV-exo を添加した場合にこれらのサイトカイン産生の大幅な増大が観察された。さ

らに、エキソソームを取り込んだ DC2.4 細胞と gp100 に反応性を示す BUSA14 細胞を共培

養後、BUSA14細胞から産生される IL-2を測定することで抗原提示能を評価した（Fig. 9D）。

その結果、CpG-SAV-exo を DC2.4 細胞へ添加することで、BUSA14 細胞からの IL-2 産生の

増大が認められた。しかしながら、Exo + CpG あるいは gLuc-exo + CpG を添加した場合で

は、IL-2産生の増大は認められなかった。 

Figure 8. Efficient and simultaneous delivery of tumor antigens and adjuvant by CpG DNA-modified 

exosomes (CpG-SAV-exo).  

(A-D) Flow cytometric analysis of DC2.4 cells after the addition of fluorescein-labeled biotinylated 

CpG-SAV-exo (A, B) and PKH67-labeled CpG-SAV-exo (C, D). The mean fluorescence intensity (MFI) was 

calculated as an index of cellular uptake. (E) Fluorescent microscopic image of DC2.4 cells incubated with 

CpG-SAV-exo (green = fluorescein-labeled biotinylated CpG DNA, red = PKH26-labeled exosomes, blue = 

DAPI). Scale bar = 20 µm. 
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2.4 B16BL6細胞特異的免疫の誘導 

B16BL6 細胞特異的な免役応答を評価するため、CpG-SAV-exo をマウスへ皮内投与した。

その後、脾細胞を回収しマイトマイシン C 処理した B16BL6 細胞あるいは EG7 細胞と共培

養し、産生される IFN-γ 量を測定した（Fig. 10A）。Exo、SAV-exo、および Exo + CpG を免

疫した場合の脾細胞が産生する IFN-γ は同程度であったのに対し、CpG-SAV-exo を免疫した

場合には IFN-γ 産生量の大幅な増大が認められた。一方、EG7細胞と共培養後の脾細胞から

は、有意な IFN-γ 産生は確認されなかった。さらに、血清中の B16BL6 特異的抗体価につい

ても評価を行った（Fig. 10B–G）。その結果、CpG-SAV-exo 投与群における B16BL6 特異的

な総 IgG抗体価は、Exo + CpG投与群よりも有意に高かった。さらに、Th-1応答性に関連

する IgG2a 抗体価に関しても、CpG-SAV-exo 投与による上昇が確認された。一方で、Th-2

応答性の IgG1抗体価については、CpG-SAV-exo を投与しても上昇は認められず、Exo + CpG

投与群と同程度であった。また、IgG2a/IgG1 比に関しても CpG-SAV-exo の投与により増大

したことから、B16BL6 特異的な Th-1 応答性の体液性免疫を効果的に誘導可能であること

が示された（Fig. 10H）。 

続いて、B16BL6 特異的な cytotoxic T-lymphocyte（CTL）活性を評価した（Fig. 11A and B）。

CpG-SAV-exo を免疫後の脾細胞では、Exo、SAV-exo、Exo + CpGを免疫した場合と比較し

Figure 9. Stimulation with CpG DNA-modified exosomes (CpG-SAV-exo) enhanced antigen presentation 

capacity of dendritic cells.  

(A) Tumor necrosis factor-α (TNF-α), (B) interleukin-6 (IL-6) and (C) IL-12 p40 secretion from DC2.4 cells at 

8h after the treatment with CpG-SAV-exo. (D) IL-2 secretion from BUSA14 cells induced by a gp100-specific 

response. DC2.4 cells were treated with Exo, SAV-exo, Exo + CpG, gLuc-exo + CpG, or CpG-SAV-exo at a 

final concentration of 1 μg/ml of exosomes. Next, BUSA14 were added, and the cultures were incubated for 24 

h. IL-2 concentrations in culture media were measured. Results are expressed as means ± standard deviations (n 

= 4). Data shown are representative of three independent experiments. *P < 0.05 compared with the Exo + CpG 

group. 
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て、B16BL6 に対する高い CTL活性を示した。一方で、EG7 細胞に対する有意な CTL活性

は認められなかった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 10. Induction of potent B16BL6-specific cellular and humoral immunity by CpG DNA-modified 

exosomes (CpG-SAV-exo). 

Mice were intradermally immunized three times with PBS, CpG-SAV-exo, SAV-exo, Exo + CpG, or 

CpG-SAV-exo (1-pmol DNA and 1-µg exosomes/50 µL-PBS/mouse) at 3-day intervals. (A) Cellular immune 

response induced by CpG-SAV-exo. Splenocytes were collected 7 days after the last immunization and 

stimulated with mitomycin C-treated B16BL6 or EG7 cells for 3 days. Levels of interferon-γ (IFN-γ) in the 

culture media were measured. (B-H) Humoral immune responses after immunization with CpG-SAV-exo. Plates 

were coated with B16BL6 or EG7 lysates and incubated with serum from immunized mice. Total mouse 

immunoglobulin G (IgG) (B, C), mouse IgG2a (D, E), and mouse IgG1 (F, G) were detected. (H) Ratio of 

IgG2a/IgG1 antibodies titers against B16BL6. Results are expressed as the means ± standard deviations of data 

from five mice. Data shown are representative of two independent experiments. *P < 0.05 compared with the 

Exo + CpG group. 
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2.5 CpG DNA修飾エキソソームの抗腫瘍効果 

各種エキソソームを 3 日間隔で計 3 回皮内投与したマウスに、最終免疫から 7 日後に

B16BL6 細胞を皮下に移植し、腫瘍径およびマウス生存率を経日的に測定した。その結果、

CpG-SAV-exoの投与により、他の投与群と比較して癌の増殖が有意に抑制された（Fig. 12A）。

一方、Exo + CpG を投与した場合の癌増殖抑制効果は Exo あるいは SAV-exoの投与群と同程

度であった。加えて、マウス生存率も CpG-SAV-exo を投与することで有意に上昇した（Fig. 

12B）。 

続いて、B16BL6 担癌モデルマウスに対し、各種エキソソームを 3日間隔で計 3回腫瘍内

投与し、マウスの腫瘍径および生存率を経日的に測定した（Fig. 12C）。その結果 Exo、SAV-exo、

Exo + CpG を投与しても腫瘍増殖抑制効果は殆ど認められなかった。しかしながら、

CpG-SAV-exo を投与することで有意な腫瘍増殖抑制効果が認められた。また、CpG-SAV-exo

の投与によるマウス生存率も有意に上昇した（Fig. 12D）。また、CpG DNA修飾エキソソー

ムの腫瘍内投与は、皮内投与と比較してより強力に腫瘍増殖を抑制することを確認した（Fig. 

13）。続いて、抗腫瘍免疫活性における T 細胞の関与を確認するため、胸腺欠損マウスに

B16BL6細胞を移植し、CpG-SAV-exoを腫瘍内投与した場合の腫瘍増殖を評価した（Fig. 14）。

その結果、野生型の担癌マウスでは CpG-SAV-exo 投与による抗腫瘍免疫活性が確認された

のに対し、胸腺欠損マウスではほとんど認められなかったことから、CpG-SAV-exo による

抗腫瘍免疫は T 細胞が大きく関与していることが示唆された。 

Figure 11. Induction of potent B16BL6-specific 

cytotoxic T lymphocytes by CpG DNA-modified 

exosomes (CpG-SAV-exo). 

Splenocytes isolated from immunized mice were 

co-cultured with mitomycin C-treated B16BL6 cells for 4 

days. A 51Cr release assay was subsequently performed. 

B16BL6 (A) and EG7 (B) cells were used as target cells. 

Results are expressed as the means ± standard deviations of 

data from five mice. Data shown are representative of two 

independent experiments. *P < 0.05 compared with the Exo 

+ CpG group. 



19 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 12. Antitumor immunity induced by CpG DNA-modified exosomes (CpG-SAV-exo). 

(A, B) Mice were intradermally immunized three times with PBS, CpG-SAV-exo, SAV-exo, Exo + CpG, or 

CpG-SAV-exo (1-pmol DNA and 1-µg exosomes/50-µL PBS/mouse) at 3-day intervals. Seven days after the last 

immunization, mice were subcutaneously inoculated with B16BL6 cells (5 × 105 cells/mouse). Tumor volume 

(A) and survival (B) were measured daily. (C, D) Mice were subcutaneously inoculated with B16BL6 cells. 

When the tumor volume in these mice exceeded 100 mm3, the indicated test components were directly injected 

into tumor tissues at 3-day intervals. Tumor volume (C) and survival (D) were measured daily. Results are 

expressed as the means ± standard deviations of data from eight mice. Data shown are representative of two 

independent experiments. *P < 0.05 compared with the Exo + CpG group. 
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Figure 13. Therapeutic antitumor immunity induced by intradermal administration of CpG 

DNA-modified exosomes (CpG-SAV-exo). 

When the tumor volume in the mice exceeded 100 mm3, PBS, CpG, Exo, SAV-exo, Exo + CpG, or 

CpG-SAV-exo were intradermally injected three times at 3-days intervals. Tumor volume (A) and survival (B) 

were measured daily. Results are expressed as the means ± standard deviations of data from eight mice. *P < 

0.05 compared with the Exo + CpG group. (C-H) Tumor volume of individual mice after the first vaccination. 

(C) Phosphate-buffered saline (PBS), (D) CpG, (E) exosome (Exo), (F) streptavidin-expressing exo (SAV-exo), 

(G) Exo + CpG, and (H) CpG DNA-modified exo (CpG-SAV-exo). 
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2.6 CpG DNA修飾エキソソーム投与が癌微小環境形成および転移に与える影響 

CpG DNA修飾エキソソームによる強力な抗腫瘍免疫が確認されたが、一方で癌細胞由来

エキソソームは血管新生や免疫抑制作用を介した癌微小環境形成、あるいは癌転移の促進

に関わっているといった報告も存在する。そこで、CpG DNA修飾エキソソームの投与がこ

れらの現象に与える影響を評価した。まず、担癌モデルマウスに CpG-SAV-exo を腫瘍内投

与後、腫瘍組織における VEGF および TGF-β1 の mRNA を測定することで、CpG-SAV-exo

が癌微小環境に与える影響を評価した（Fig. 15A and B）。その結果、CpG-SAV-exo を投与し

ても、両 mRNA の発現増大は認められなかった。また、共焦点蛍光顕微鏡による観察から

も腫瘍組織における血管新生の増大は認められなかった（Fig. 15C）。 

癌転移に与える影響を評価するため、CpG-SAV-exo投与後の担癌マウスから肺を摘出し、

肺結節数を測定した（Fig. 16）。その結果、Exoあるいは Exo + CpGを投与した場合には、

PBS群と同程度の結節数が確認されたのに対し、CpG-SAV-exoの投与ではむしろ減少した。

これらの結果より、CpG-SAV-exo は癌微小環境にほとんど影響は与えず、むしろ癌転移を

抑制することが示された。 

Figure 14. Tumor volume in athymic nude mice (BALB/c nu/nu) after vaccination with PBS, Exo, Exo + 

CpG or CpG-SAV-exo. 

When the tumor volume in the athymic BALB/c nu/nu mice exceeded 100 mm3, the mice received intartumoral 

injection of PBS, Exo, Exo + CpG, or CpG-SAV-exo. Immunization were repeated three times at 3-day intervals. 

Tumor volume was measured daily. Results are expressed as the means ± standard deviations of data from four 

mice. 
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Figure 15. Evaluation of VEGF and TGF-β1 mRNA level and microvessel formation in tumor tissue after 

the treatment with CpG-SAV-exo.  

Total RNA was extracted from tumor tissue at 1 day after the last immunization and the mRNA level of VEGF 

(A) and TGF-β1 (B) were measured. Results are expressed as the means ± standard deviations of data from four 

mice. (C) Typical images of tumor tissue stained with anti-CD31 antibody (microvessel; green) and DAPI 

(nucleus; blue). Scale bar = 20μm. 
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2.7 考察 

癌抗原を利用した癌免疫療法においては、限られた種類の癌抗原しか同定・精製されて

いないのが現状である。従って、こうしたプロセスを必要としない癌細胞由来エキソソー

ムを利用した癌免疫療法は、様々な癌に対して癌抗原特異的 CTL を誘導するのに有効と言

える 50)。癌細胞由来エキソソームとアジュバントを利用した癌免疫療法は臨床試験で既に

行われているものの、両製剤の単純混合物を投与していることから、抗原提示細胞である

DC への癌抗原とアジュバントの同時デリバリーはほとんど期待できない。本研究では、癌

細胞由来エキソソームを CpG DNAで修飾することで、癌細胞由来エキソソームを基盤とし

た癌抗原とアジュバントの同時デリバリーシステムを開発し、優れた抗腫瘍免疫を誘導可

能であることを示した（Fig. 8 and 12）。この方法を利用することでエキソソームによる癌免

疫療法の更なる発展が期待できるものと考える。 

本研究ではエキソソームを CpG DNA で修飾するために、解離定数が 10−15 M と非常に強

力な SAV と biotin 間の相互作用を利用した 51-53)。また、SAV は LA との融合タンパク質と

することでエキソソームへ修飾しているが、第 1章の検討より LA を介してエキソソーム表

面へ提示される分子は血清存在下のような生物学的環境においても安定であることが示さ

れている 49, 54)。このような結合安定性の高い方法を用いてエキソソームを CpG DNA修飾し

たため、両製剤を DC へ同時デリバリーできたとものと考えられる。 

エキソソームの物理化学的性質に関して、負電荷を帯びた CpG DNA の存在によりエキソ

Figure 16. Pulmonary metastasis of B16BL6 cells in tumor-bearing mice after the treatment with 

CpG-SAV-exo.  

At 1 day after the last immunization, lung of tumor-bearing mice was isolated and the number of pulmonary 

tumor nodules were counted. Photographs of lungs after the treatment with (A) Phosphate-buffered saline (PBS), 

(B) CpG, (C) exosome (Exo), (D) SAV-LA-expressing exo (SAV-exo), (E) Exo + CpG, and (F) CpG 

DNA-modified exo (CpG-SAV-exo). (G) Number of pulmonary tumor nodules. Results are expressed as the 

means ± standard deviations of data from four mice. *P < 0.05 compared with the Exo + CpG group. 
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ソームの表面電荷が変化し、DCへのエキソソームのデリバリー能に影響を及ぼしかねない。

しかしながら、エキソソーム 1 µg あたりに存在する CpG DNAはおよそ 1 pmolであり、こ

れはエキソソームに負電荷を与えている主要な分子の一つである PS がエキソソーム 1µg

あたり 100 pmol含まれるのと比較すると非常に少ないことから、エキソソームの物性に与

える影響は少ないものと考えられる 55)。実際に物性測定や細胞取り込み実験からもその可

能性は否定された。 

抗腫瘍免疫の評価に関して、エキソソームを CpG DNA で修飾することで、1回あたり 1µg

の投与量で強力な Th-1型の免疫応答および抗腫瘍免疫活性が誘導できた（Fig.12）。エキソ

ソームを利用したワクチン開発の先行研究の多くが 1 回あたり 10-200 µg を投与しており、

本検討で用いた CpG-SAV-exo は非常に少量であるにも関わらず効果的な免疫応答を引き起

こした 56-58)。エキソソーム回収量の増大は癌免疫療法において重要な課題とされているこ

とから、アジュバント修飾によるエキソソーム投与量の削減は、癌細胞由来エキソソーム

を基盤とした癌免疫療法の更なる発展に繋がると期待できる 59-60)。 

CpG DNA修飾エキソソームの腫瘍内投与は、皮内投与よりも優れた抗腫瘍免疫活性を示

した（Fig. 12 and 13）。これまでに、CpG DNA の腫瘍内投与により癌細胞のネクローシスを

惹起可能な TNF-αの産生が増大することが報告されている 61)。加えて、CpG DNA の腫瘍内

投与は CD4陽性および CD8陽性 T 細胞を効果的に誘導し、さらには骨髄由来免疫抑制細胞

の活性を減弱することも報告されている 62-63)。CpG DNA修飾エキソソームを用いることで

CpG DNA のデリバリー能の向上が認められたことから、CpG DNA 修飾エキソソームの腫

瘍内投与により上述した CpG DNAの活性が増大している可能性がある。 

癌細胞由来エキソソームを利用した癌ワクチンの臨床研究が進む一方で、癌細胞由来エ

キソソームによる血管新生や免疫抑制作用、あるいは癌転移の促進といった相反する作用

も報告されている 8, 64-67)。しかしながら、本研究においては CpG DNA修飾エキソソームを

投与後の腫瘍組織におけるこれらの現象に関与すると考えられるサイトカインの mRNA 発

現量に変化は無く、肺転移に関してもむしろ減少した（Fig. 15 and 16）。従って、CpG DNA

修飾エキソソームを利用した癌抗原－アジュバントの同時送達システムは癌抗原特異的な

抗腫瘍免疫を優先的に誘導可能と考えられる。また、CpG DNA 修飾エキソソーム投与後の

免疫応答に関して、EG7 細胞に対する有意なサイトカイン産生および CTL活性は確認され

なかった（Fig. 10 and 11）。癌細胞由来エキソソームは癌抗原のみならず自己抗原も含んで

いることから、これらが DC への取り込みを介して提示されると自己免疫反応を誘導する恐

れがある。現在のところエキソソームを利用した癌ワクチンに関する臨床研究ではそのよ

うな報告は存在しないが、今後はこうした自己免疫応答にも注意すべきと思われる。 

DC へのエキソソームおよび CpG DNAのデリバリー能に関して、CpG DNA 修飾エキソ

ソームを用いた場合に CpG DNAのデリバリー効率は顕著に上昇したのに対し、エキソソー

ムのデリバリー能に変化は無かった（Fig. 8）。体外から投与された癌細胞由来エキソソーム

は DC に取り込まれるものの、そのデリバリー効率は高くないことが報告されている 68)。
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これに対し、DC を標的とした抗原デリバリーシステムの開発において、CD40 や

glycosphingolipid Gb3といったリガンドの使用により DCへの抗原のデリバリー効率が上昇

することが報告されている 69-71)。従って、これらのリガンドを LA との融合タンパク質とし

てエキソソームへ修飾することで、DC へのデリバリー能の更なる向上が期待できるものと

考える。 

以上、第 2章では遺伝子改変技術を利用して癌細胞由来エキソソームを CpG DNA で修飾

することにより、DC への癌抗原－アジュバント同時デリバリーに成功した。さらに、担癌

モデルマウスを用いた検討から、エキソソームと CpG DNA の単純混合物を投与した場合と

比較して、CpG DNA修飾エキソソームを投与することで優れた抗腫瘍免疫が得られること

を明らかとした。これらの結果は、癌細胞由来エキソソームを利用した癌抗原－アジュバ

ント同時デリバリーシステムの開発するうえで重要な情報を提供するものと考える。 
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第 3章 細胞内動態制御型癌細胞由来エキソソームの開発による 

癌抗原提示能の増強 

 

癌細胞由来エキソソームを用いた癌免疫療法では、癌抗原の DCへの取り込みと、それに

引き続く効率的な癌抗原の提示が必要である。抗原特異的な免疫反応の誘導には、CD8 陽

性細胞傷害性 T 細胞および CD4 陽性ヘルパーT 細胞への抗原提示が重要であり、これらの

T 細胞は DC 上のMHCクラス Iおよびクラス II分子を介して提示された抗原ペプチドをそ

れぞれ認識する 72)。一般に、DC に取り込まれた癌抗原はエンドソーム/リソソーム画分で

プロセシングを受け、MHC クラス II分子に結合し細胞表面へ移送された後、CD4陽性ヘル

パーT 細胞へ提示される 73)。しかし、一部の癌抗原は細胞質に局在するプロテアソームと

呼ばれるタンパク質分解酵素複合体により分解され、生じた抗原ペプチドは小胞体上のTAP

（transporter associated with antigen presentation）を通過し、MHC クラス I分子に結合する。

その後、MHCクラス I-抗原ペプチド複合体は細胞表面へと輸送され CD8 陽性細胞傷害性 T

細胞に対し提示されることが知られており、この一連の経路はクロスプレゼンテーション

と呼ばれる 74-75)。効果的な抗腫瘍免疫の獲得には CD8 陽性細胞傷害性 T細胞の誘導が必要

であるため、癌抗原を細胞質へと積極的にデリバリーし、DC 上の MHC クラス I 分子を介

した癌抗原の提示を増強することが望ましい 76)。 

これまでの先行研究から、エキソソームは主にエンドサイトーシスを介して DC に取り込

まれることが報告されている 77)。従って、癌細胞由来エキソソームを利用した癌免疫療法

においても、エンドソームからの効率的な脱出を図り、細胞質へ癌抗原をデリバリーする

ことで癌抗原のMHCクラス I提示能を増強させる必要がある。 

そこで第 3章では、DC に取り込まれた癌細胞由来エキソソームの細胞内動態を制御する

ことで、癌抗原のMHCクラス I提示能の増強を試みた。エンドソームから細胞質への移行

を促進する機能分子として、pH応答性膜融合ペプチドである GALAを選択した 78-79)。GALA

は酸性条件で両親媒性の α-ヘリックス構造を形成し、脂質膜へ貫入することで膜溶解作用

を示す。エキソソームへの GALA 修飾は、第 2 章と同様に SAV-biotin 間の結合を利用する

こととした。すなわち、B16BL6細胞由来エキソソームを SAV-LA融合タンパク質で修飾し、

これに GALA の biotin 誘導体を反応させることで GALA 修飾癌細胞由来エキソソーム

（GALA-exo）を調製した。酸性条件におけるGALA-exoの膜溶解活性を評価するとともに、

マウス樹状細胞DC2.4細胞を用いて、GALA-exoのエンドソーム脱出能および癌抗原のMHC

クラス I提示能についても評価した。 
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3.1 GALA修飾癌細胞由来エキソソームの調製 

SAV-LA 発現プラスミドを導入した B16BL6 細胞からエキソソームを回収し、各種タンパ

ク質の存在を western blotting 法により検出した（Fig. 17A）。その結果、第 2章と同様にエ

キソソームのマーカータンパク質である Alix、HSP70、CD81 の存在を確認した。さらに、

メラノーマ抗原の 1 種である gp100 を発現していることも確認した。続いて、エキソソー

ムの GALA による修飾を確認するため、赤色蛍光色素 PKH26 で標識した SAV-LA 修飾エキ

ソソームとフルオレセイン標識した biotin 化 GALA を混合し、蛍光顕微鏡にてエキソソー

ム粒子を観察した（Fig. 17B）。SAV-LA 修飾エキソソーム（SAV-exo）と biotin化 GALA を

混合した場合には、両者の共局在が観察されたのに対し、未修飾のエキソソーム（Exo）と

biotin 化 GALA を混合した場合には両者の共局在は認められなかった。従って、SAV-biotin

結合に基づきエキソソームを GALA で修飾可能であることが示された。また、GALA の修

飾効率についても確認したところ、エキソソーム 1 µgにおよそ 1.98 pmolの GALA すなわ

ちエキソソーム 1 粒子におよそ 571 分子の GALA が修飾されていることが示された。続い

て、回収した GALA-exo の物性を Exoあるいは SAV-exo と比較した（Fig. 17C and Table 3）。

その結果、Exo、SAV-exo、CpG-SAV-exo の粒子径はそれぞれおよそ 107、107、106 nmであ

り、粒度分布に関しても類似したパターンを示した。また、表面電荷はそれぞれいずれも

−32 mV程度であり、GALA 修飾後もエキソソームの物性は大きく変化しないことが示され

た。 
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3.2 GALA修飾癌細胞由来エキソソームの膜溶解活性 

 GALAは酸性条件下で膜溶解活性を示すことから、続いてカルセインを封入したリポソー

ムをGALA-exoと混合後、リポソームの膜溶解に伴い漏出するカルセイン量を測定した（Fig. 

18）。その結果、pH5 の条件でカルセイン封入リポソームと GALA-exo を混合することで、

カルセインの漏出が確認された。また、この時のカルセインのリポソームからの漏出は

GALA-exo の添加量依存的に増大した。一方、pH5 においてカルセイン封入リポソームを

Exo と混合してもカルセインの漏出は確認されなかった。さらに、pH7.4 においては、

GALA-exo あるいは Exo と混合してもリポソームからのカルセインの漏出は確認されな

かったことから、GALA-exo が酸性条件において膜溶解活性を発揮することが示された。 

 

 

Particle size 

(nm) 

Zeta potential 

(mV) 

Exo 107 ± 10 −32 ± 0.6 

SAV-exo 107 ± 5 −32 ± 0.4 

GALA-exo 106 ± 4 −33 ± 1.9 

Figure 17. Development of GALA-modified exosomes (GALA-exo).  

(A) Western blotting analysis of gp100, HSP70, CD81, Calnexin, SAV in cell lysates and exosomes from 

non-treated (NT) or SAV–LA transduced B16BL6 cells. (B) Fluorescent microscopic observation of GALA-exo, 

exosomes mixed with biotinylated GALA (Exo + GALA) (green = fluorescein-labeled biotinylated GALA, red 

= PKH26-labeled exosomes). (C) Histograms of particle size distribution images of Exo, SAV-exo, and 

GALA-exo.  

Table 3. Particle size and zeta potential of Exosomes (Exo), streptavidin (SAV)-exosomes (SAV-exo) and 

GALA-modified exosomes (GALA-exo). Results are expressed as means ± standard deviations (n = 3). 
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3.3 DC2.4細胞に取り込まれたエキソソーム内包物の局在 

細胞に取り込まれたエキソソームの細胞内動態を評価するため、エキソソーム内包物を

Exo-Greenを用いて緑色に蛍光染色した後 DC2.4 細胞へ添加し、その様子を共焦点蛍光顕微

鏡で観察した（Fig. 19A）。その結果、Exo あるいは SAV-exo を DC2.4 細胞へ添加した場合

には、エキソソーム内包物を示す緑色の蛍光はエンドソームを示す赤色の蛍光と共局在し

ていた。これに対し、GALA-exo を添加した際にはエキソソーム内包物を示す緑色の蛍光が

細胞質全体へ拡散する様子が観察された。また、GALA 修飾エキソソームの内包物の細胞

質移行は、エンドソームの酸性化阻害剤であるクロロキンの処理により消失した。また、

Exo、SAV-exo、GALA-exo を DC2.4 細胞へ添加した際の取り込み量について比較したとこ

ろ、いずれのエキソソームでも同程度細胞に取り込まれることが確認された（Fig. 19B）。

従って、SAVや GALA の修飾はエキソソームの DC2.4 細胞への取り込みに大きな影響は与

えないことが示された。 

Figure 18. Membrane-lytic activity of GALA-exo. 

Calcein-encapsulating liposomes added to 96-well plates were incubated with the indicated concentration 

of unmodified exosomes (Exo) or GALA-exo for 1 h at 37°C. The fluorescence intensity of samples were 

measured with excitation at 490 nm and emission at 520 nm. Results are expressed as means ± standard 

deviations (n = 4). *P < 0.05 compared with the Exo in pH 5 at same concentration. #P < 0.05 compared 

with the GALA-exo in pH7.4 at same concentration. 
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Figure 19. Cellular uptake of GALA-exo by DC2.4 cells.  

(A) Upper; Confocal fluorescent microscopic image of DC2.4 cells 12 h after incubation with Exo, SAV-exo or 

GALA-exo. Bottom; DC2.4 cells were incubated with 10 μM chloroquine for 60 min to inhibit endosomal 

acidification. Then, the cells were incubated with Exo, SAV-exo or GALA-exo for 12 h and observed under 

confocal fluorescent microscopy. (green = cargos of exosomes, red = endosome, blue = DAPI). Scale bar = 20 

µm. (B) Flow cytometric analysis of DC2.4 cells after the addition of Exo, SAV-exo or GALA-exo in the 

absence (■) or presence (□) of chloroquine (CQ). Results are expressed as means ± standard deviations (n = 

4). 
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3.4 DC2.4細胞による癌抗原のMHCクラス I提示能 

 続いて、Exo、SAV-exo、GALA-exo を添加した DC2.4 細胞と BUSA14 細胞を共培養し、

BUSA14細胞が分泌する IL-2を測定することでDC2.4細胞の癌抗原のMHCクラス I提示能

を評価した（Fig. 20）。その結果、Exoあるいは SAV-exo を DC2.4細胞へ添加した場合に比

べ、GALA-exo を添加することで BUSA14 細胞が分泌する IL-2が有意に増大した。従って、

エキソソームを GALA で修飾することで DC2.4 細胞による癌抗原の MHC クラス I 提示能

が増強されることが示された。 

 

 

 

 

 

 

3.5 考察 

 従来の癌抗原タンパク質あるいはペプチドを用いた癌ワクチンと同様に、癌細胞由来エ

キソソームを利用した癌免疫療法においても、効果的な抗腫瘍免疫の獲得には DCによる癌

抗原提示能の増大に基づく CD8陽性細胞傷害性 T細胞の誘導が重要であることが実証され

ている 80)。これまでに、癌細胞由来エキソソームによる抗腫瘍免疫の増強にはアジュバン

トが広く用いられてきた 81-84)。臨床試験においても、癌細胞由来エキソソームとアジュバ

ントの併用により DC を活性化することで癌抗原提示能が増強され、CD8陽性細胞傷害性 T

細胞を効率的に誘導可能であることが報告されている 42-43)。しかしながら、癌細胞由来エ

キソソームの細胞内動態制御により DC の癌抗原提示能の増強を達成した報告は存在しな

かった。今回、癌細胞エキソソームを pH 応答性の膜融合ペプチドである GALA で修飾す

ることで、エキソソーム内包物の細胞質への移行が促進され、DC による癌抗原の MHC ク

ラス I提示能の増強に成功した。 

 細胞に取り込まれたエキソソームの細胞内動態の制御は、エキソソームを利用した癌免

疫療法のみならず、エキソソームを基盤としたドラッグデリバリーシステム（DDS）開発

にも有用と考えられる 85-87)。エキソソームは内因性の核酸の輸送担体としても機能するこ

とから、small interfering RNA（siRNA）や micro RNA といった核酸医薬品のデリバリーシス

テムとしての利用も期待されている 44-45, 88-90)。こうした核酸医薬品の主たる作用部位は細胞

Figure 20. Tumor antigen presentation capacity by MHC class I molecules on DC2.4 cells. 

DC2.4 cells treated with Exo, SAV-exo or GALA-exo were co-cultured with BUSA14 cells and incubated for 24 

h. IL-2 secretion from BUSA14 cells induced by a gp100-specific response were measured. Results are 

expressed as means ± standard deviations (n = 4). *P < 0.05 compared with the Exo group. 
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質であるが、エキソソームのエンドソームからの脱出が不十分なため作用が最大限発揮さ

れないといった問題が指摘されている 91)。SAV-biotin 結合を利用したエキソソームへの

GALA 修飾は、癌細胞のみならず他の細胞が分泌するエキソソームにも適用可能であるた

め、エキソソームを基盤とした DDS 開発に有用な知見を提供するものと考えられる。 

 GALA は酸性条件において両親媒性の α-ヘリックス構造を形成し、脂質膜への貫入を引

き起こすことで膜溶解作用を示す 78)。さらに、GALA は濃度依存的に膜溶解活性を発揮す

ることも報告されており 92)、これらの知見は今回のカルセイン封入リポソームに対する

GALA-exo の膜溶解活性でも確認された（Fig. 18）。さらに、DC2.4 細胞を用いた細胞取り

込みの観察から、GALA 修飾によりエキソソーム内包物が細胞質へと効率的に移行する様

子が確認されたが、この効果はエンドソームの酸性化阻害剤であるクロロキンの処理によ

り消失した。よって、GALA-exo がエンドソーム内の酸性条件において膜溶解活性を発揮し

たものと推察される（Fig. 19A）。また、フローサイトメトリー法による検討から、DC2.4

細胞によるエキソソームの取り込み量は GALA の修飾に影響されないことを確認した（Fig. 

19B）。従って、GALA 修飾による癌抗原のMHCクラス I提示能の増強は、エキソソーム取

り込み量の増大によるものではなく、細胞内挙動の変化に起因するものと考えられる。 

 BUSA14 細胞を利用した抗原プレゼンテーションアッセイより、DC2.4細胞による gp100

の MHC クラス I 提示能は GALA-exo の処理により増大することが示された（Fig. 20）。し

かしながら、癌細胞由来エキソソームは癌抗原のみならず内因性の自己抗原も内包してい

る。従って、こうした自己抗原の細胞質への移行も GALA 修飾により増大していることが

予想され、これにより自己反応性の CD8陽性 T細胞が誘導されている可能性がある 93)。よっ

て、癌細胞由来エキソソームを基盤とした癌免疫療法の実用化に向けては、GALA-exo を免

疫後の自己免疫反応の惹起にも注意を払う必要がある。 

 以上、第 3章では SAV-biotin結合を利用することで、癌細胞由来エキソソームを pH 応答

性の膜融合ペプチド GALA で修飾することに成功した。そして、GALA 修飾癌細胞由来エ

キソソームは DC に取り込まれた後エキソソーム内包物を細胞質へ積極的に送達すること

を見出すとともに、DC による癌抗原の MHC クラス I 提示能を増強できることを明らかと

した。これらの知見は癌細胞由来エキソソームの細胞内動態制御に基づく癌免疫療法の開

発に有益な情報を提供するものと考える。 
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結論 

 

著者は 3 章にわたり、癌細胞由来エキソソームを利用した癌免疫療法の開発を目的に、

エキソソームの体内動態定量的解析法を開発するとともに、癌細胞由来エキソソームを取

り込んだ DC の活性化能および癌抗原提示能についての検討を行い、以下の結論を得た。 

 

第 1章 癌細胞由来エキソソームの定量的体内動態解析を目的とした放射標識法の開発 

 癌細胞である B16BL6 細胞に SAV-LA 発現プラスミドを導入することで、SAV-LA 修飾エ

キソソームを調製した。さらに、このエキソソームに 125I-IBBを反応させることで SAV-biotin

結合に基づくエキソソームの放射標識に成功した。そして、エキソソーム放射標識法の開

発により、各組織へ移行した癌細胞由来エキソソームの絶対量を定量的に解析することを

可能とした。これらの検討から、癌細胞由来エキソソームの DCへの効率的なデリバリー法

の開発に基づく癌免疫療法の構築に向けて、エキソソーム放射標識法の開発に基づく体内

動態定量的解析が有用であることが示された。 

 

第 2 章 遺伝子改変癌細胞由来エキソソームを基盤とする癌抗原－アジュバント同時デリ

バリーシステムの開発 

 SAV-LA 修飾エキソソームに対し、免疫刺激性核酸である CpG DNA の biotin誘導体を反

応させることで CpG DNA 修飾癌細胞由来エキソソームの開発に成功した。癌細胞由来エキ

ソソームへCpG DNAを修飾することでマウス樹状細胞株DC2.4細胞へのCpG DNAのデリ

バリー効率は大幅に上昇し、さらにエキソソームと CpG DNA の同一細胞への同時デリバ

リーも可能とした。CpG DNA 修飾癌細胞由来エキソソームは DC2.4細胞を効率的に活性化

し、癌抗原提示能も増大した。さらに、CpG DNA修飾癌細胞由来エキソソームを投与する

ことで、エキソソームと CpG DNA の混合物を投与した場合よりも効率的に癌抗原特異的免

疫反応が誘導され、優れた抗腫瘍効果が得られた。これらの検討から、癌細胞由来エキソ

ソームを利用した癌抗原－アジュバント同時デリバリーは DC の活性化および癌抗原提示

能の増大が可能であり、抗腫瘍免疫を強力に誘導できることが示された。 

 

第 3章 細胞内動態制御型癌細胞由来エキソソームの開発による癌抗原提示能の増強 

 SAV-LA修飾エキソソームと pH応答性膜融合ペプチド GALAの biotin誘導体を混合する

ことで、SAV-biotin結合に基づく GALA 修飾癌細胞由来エキソソームの調製に成功した。調

製した GALA 修飾癌細胞由来エキソソームは酸性条件において膜溶解活性を発揮すること

が示された。GALA 修飾癌細胞由来エキソソームは DC2.4 細胞に取り込まれた後、その内

包物が細胞質へ積極的に移行することを見出すとともに、その内包物質の細胞質以降には

エンドソームの酸性を必要とすることを明らかとした。さらに、癌細胞由来エキソソーム
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を GALA で修飾することで、DC2.4 細胞による癌抗原の MHC クラス I提示能が増強される

ことが示された。これらの検討から、癌細胞由来エキソソームの細胞内動態を制御するこ

とで、樹状細胞による癌抗原の MHC クラス I提示能を増強可能なことが明らかとなった。 

 

 以上、著者は、エキソソームの放射標識法を開発し、癌細胞由来エキソソームの定量的

体内動態解析に成功した。また、優れた抗腫瘍免疫の獲得には遺伝子改変癌細胞由来エキ

ソソームを用いた癌抗原－アジュバントの同時デリバリーが有効であることを見出すとと

もに、エンドソーム脱出能を有する癌細胞由来エキソソームを開発することで効率的な癌

抗原の提示を可能とした。本研究で得られた知見は、癌細胞由来エキソソームを利用した

癌免疫療法の開発に対して有用な基礎的情報を提供するものと考えられる。  
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実験の部 

第 1章 実験の部 

 

【1】試薬 

DMEM 培地は日水製薬株式会社より購入した。ウシ胎仔血清（FBS）は MP Biomedicals

社より購入した。ポリエチレンイミン（PEI）Maxは Polyscience社より購入した。Opti-modified 

Eagle’s medium（Opti-MEM）は Life Technologies より購入した。その他の試薬は、市販の特

級品を用いた。 

 

【2】細胞株 

マウスメラノーマ細胞株 B16BL6 は、理研バイオリソースセンター社から購入した。細胞

は、10 % FBS、0.15 % 炭酸水素ナトリウム、100 units/ml ペニシリン、100 mg/ml ストレプ

トマイシンを添加した DMEM培地で、37 C、 5 % CO2、加湿条件下で培養した。 

 

【3】実験動物 

5週齢、雄性、BALB/c マウスは、日本エスエルシー株式会社より購入した。 

 

【4】SAV-LA 発現プラスミド DNA の作成 

SAV、LAの cDNA の作成方法については以前に報告している 15, 94)。SAV-LAの cDNA は、

以下のプライマーを用いて polymerase chain reaction （PCR）法により増幅した。SAV (forward) 

5′-GGATAGATCTCAGCATGCAGGTCTCCCGTGTGCTGGCCGCGCTGTGCGGCATGCTACT

CTGCGCCTCTGGCCTCTTCGCCGGTGACCCCTCCAAGGACTC-3′, (reverse) 

5′-TCCATGCCCAGCTGTGTAGAACAACCCTGCTGAACGGCGTCGAGCG-3′; LA (forward) 

5′-TGTTCTACACAGCTGGGCATGGA-3′, (reverse) 

5′-CTACGCTAGCCTGAGCATTAACAGCCCAGCAGCTC-3′. 増 幅 し た SAV-LA 部 分 を

pcDNA3.1 ベクターへ挿入することで、SAV-LA 発現プラスミド DNAを作成した。 

 

【5】エキソソーム回収用培地の作成 

 10 % FBS 含有 DMEM培地を 100,000 × g で 2時間超遠心操作を行うことで、FBS 由来の

エキソソームを除去した。その後、孔径 0.45 µmのメンブランフィルター（日本ミリポア社）

で滅菌濾過操作を行った。 

 

【5】B16BL6 細胞への遺伝子導入 

 SAV-LA 発現プラスミド DNA 40 μgを 0.323 g/Lに調製した PEI Max（Polysciences社） 320 

µlと混合し、30分間静置することにより複合体を形成させた。その後、80 %コンフルエン



37 

 

ト状態となった B16BL6 細胞へ複合体溶液を添加し、1時間後にエキソソーム回収用培地に

交換後さらに 24時間培養を行った。 

 

【6】SAV-LA 修飾エキソソームの回収 

プラスミド導入後の細胞培地に対して、300 × g 10分、2,000 × g 20 分、10,000 × g 30分の

順で遠心分離を行って細胞断片を除去し、その後孔径 0.2 µmのメンブランフィルターを用

いて濾過操作を行うことで前処理培地を調製した。前処理培地に対して 100,000 × g 1 時間

の超遠心操作を行うことで SAV-LA 修飾エキソソームを沈殿させた。培養上清を除去し PBS

に置換し再度超遠心操作を 2回行うことで培地由来のタンパク質を洗浄除去した。その後、

ブラッドフォード法によるタンパク質定量を行うことでエキソソームの回収量を算出した。 

 

【7】エキソソームの物理化学的性質の評価 

エキソソームの粒度分布および平均粒子径はナノ粒子マルチアナライザーqNano（Izon社）

を用いて測定した。エキソソームの表面電荷については、Zetasizer Nano ZS（Malvern）を用

いて測定した。 

 

【8】透過型電子顕微鏡によるエキソソーム粒子の観察 

エキソソームに 2 % パラホルムアルデヒドを添加し室温で 30分固定した後、走査型電子

顕微鏡（TEM）観察用グリッド（応研商事社）に添加した。PBS で洗浄後、1 % グルター

ルアルデヒドで再度固定し、1 % 酢酸ウランを添加することで透過処理を行った。その後、

エキソソーム粒子を TEMにより観察した。 

 

【9】放射標識エキソソームの調製 

SAV-LA 修飾エキソソーム 10 μg/50 μlを 125I-IBB 92.5 kBq/30 μlと室温で 10分インキュ

ベートすることによりエキソソームの放射標識を行った。調製したエキソソームの放射化

学的純度は、ペーパークロマトグラフィーを用いて評価した。 

 

【10】放射標識の安定性評価 

放射標識エキソソームを 20 % FBS 含有 PBS 中でインキュベーションした。1時間後およ

び 4時間後に Nanosep 300 K Omega（Pall Corporation）でサンプルを限外濾過し、濾過され

ずに残存したサンプル中の放射活性をシンチレーションカウンター（PerkinElmer社）で測

定した。 

 

【11】エキソソーム体内動態の評価 

 マウスへ放射標識エキソソームを 1匹当たり 4 μg/37 kBqで静脈内投与した。経時的に大

静脈採血することで屠殺し、血液中あるいは各組織中の放射活性をシンチレーションカウ
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ンターで測定した。エキソソームの速度論的解析は、非線形最小二乗法プログラム MULTI

を用いて算出した 95)。  
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第 2章 実験の部 

 

【1】試薬 

RPMI1640培地は日水製薬株式会社より購入した。非必須アミノ酸溶液はナカライテスク

株式会社より購入した。モノチオグリセロールおよびマイトマイシン C は和光純薬工業株

式会社より購入した。蛍光色素 PKH26 および PKH67は Sigma-Aldrich 社より購入した。他

の試薬は第 1章と同様のもの、もしくは市販の特級品を用いた。 

 

【2】細胞株 

B16BL6 細胞は第 1 章と同様の方法で実験に用いた。マウス胸腺腫細胞株 EG7 細胞は

American Type Culture Collection より購入した。マウス樹状細胞株 DC2.4はマサチューセッ

ツ医科大学病理学部の Kenneth Rock博士より供与して頂いた。BUSA14 細胞（gp100反応性

のマウス T 細胞ハイブリドーマ）はワイツマン科学研究所の Lea Eisenbach教授より供与し

て頂いた 96)。 

 

【3】実験動物 

5週齢、雄性、BALB/c マウスおよび胸腺欠損 BALB/c Slc-nu/nuマウスは、日本エスエル

シー株式会社より購入した。 

 

【4】オリゴヌクレオチド（ODN） 

3´末端を biotin-triethylene glycol（TEG）修飾したホスホロチオエート型 ODN 1668

（5′-TCCATGACGTTCCTGATGCT-3′）は Integrated DNA Technologies社より購入した。別途、

3´末端を biotin-TEG修飾、5´末端を Fluorescein isothiocyanate（FITC）で蛍光標識した ODN

も Integrated DNA Technologies社より購入した。CpG モチーフに該当する配列は下線で記し

た。 

 

【5】SAV-LA 修飾エキソソームの回収 

第 1章と同様の方法で SAV-LA 修飾エキソソームを回収した。 

 

【6】CpG DNA 修飾エキソソームの調製 

SAV-LA 修飾エキソソーム 1 μgを biotin化 CpG DNA 100 pmol と混合し、室温にて 10分

インキュベートした。その後、超遠心操作により未反応の biotin化 CpG DNA を除くことで

CpG DNA修飾エキソソームを精製した。別途、FITC標識した biotin化 CpG DNAを SAV-LA

修飾エキソソームと混合し、さらに PKH26 を添加することでエキソソームの脂質膜を蛍光

染色した。その後、超遠心操作により CpG DNA 修飾エキソソームの蛍光標識体を精製した。 
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【7】エキソソームの物理化学的性質の評価 

第 1 章と同様の方法でエキソソームの粒度分布、平均粒子径ならびに表面電荷を測定し

た。 

 

【8】透過型電子顕微鏡によるエキソソーム粒子の観察 

第 1章と同様の方法でエキソソーム粒子を TEMにより観察した。 

 

【8】Western blotting 

 エキソソームおよび凍結融解により調製した細胞溶解液 5 μgを 0.1 Mの dithiothreitolで処

理後、95°C で 3分間加熱した。その後、10 %ポリアクリルアミドゲルを用いた SDS-PAGE

により 100 V で 2 時間電気泳動を行った。さらに、ゲルを回収し電気泳動により PVDF 膜

へタンパク質を転写した。得られた PVDF膜は Blocking One溶液で 30分間振盪した後、各

種一次抗体と室温で 1時間処理した。その後 0.1 % tween 20 含有 TBS（250 mM Tris-HCl, 1.5 

M NaCl）で洗浄し、peroxidase 標識 2次抗体と室温にて 1時間反応させた。洗浄後、Immobilon 

Western Chemiluminescent HRP Substrate（Millipore社）で処理し、LAS-3000 imaging system

（FUJIFILM社）によりバンドを検出した。各抗体は下記に記した。 

 

The primary and secondary antibodies used for western blotting 

Primary antibodies 

rabbit anti-streptavidin antibody (1:100; Sigma-Aldrich) 

mouse anti-Alix antibody (1:20,000; BD Biosciences) 

rabbit anti-HSP70 antibody (1:1,000; Cell Signaling Technology) 

rabbit anti-CD81 antibody (1:200; Santa Cruz Biotechnology) 

rabbit anti-Pmel17 antibody (1:200; Santa Cruz Biotechnology) 

goat anti-TRP2 antibody (1:1,000; Santa Cruz Biotechnology) 

rabbit anti-Calnexin antibody (1:1,000; Santa Cruz Biotechnology) 

Secondary antibodies 

rabbit anti-mouse IgG-HRP (1:2,000; Thermo Fisher Scientific) 

goat anti-rabbit IgG-HRP (1:5,000; Santa Cruz Biotechnology) 

donkey anti-goat IgG-HRP (1:5,000; Santa Cruz Biotechnology) 

 

【9】DC2.4細胞によるエキソソームの取り込み 

DC2.4細胞 5 × 104 個を 96ウェルプレートに播き、24時間培養した。PBSで細胞を二回

洗浄した後、蛍光標識したエキソソームを細胞に添加し、37 Cで 8時間インキュベートし

た。PBS で細胞を二回洗浄した後、200 μl の PBS で細胞を回収し、フローサイトメトリー

（Gallios Flow Cytometer）で細胞の蛍光強度を測定し、Kaluza software （version 1.0）で算
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出した。 

 

【10】蛍光顕微鏡観察 

DC2.4細胞を 13 mmのカバーガラス上に播いた。4時間培養した後、蛍光標識したエキソ

ソームを添加し、37 ºCで 24時間インキュベートした。PBS で細胞を 2回洗浄した後、4%

パラホルムアルデヒドで 10分間固定した。PBS で細胞を 2回洗浄した後、細胞核を染色す

るために60 nMの4’,6-diamino-2-phenylindole (DAPI)を添加し、10分間インキュベートした。

細胞が接着したカバーガラスを、マウント剤（SlowFade Gold）を添加したスライドガラス

上へ置き、蛍光顕微鏡（Biozero BZ-X710）を用いて観察した。 

 

【11】DC2.4 細胞からのサイトカイン産生量評価 

5.0  104個の DC2.4 細胞を 96ウェルプレートに播いた。24時間培養後、Opti-MEMで希

釈したエキソソームを細胞に添加した。8時間インキュベート後、上清を回収し、-80 C で

保存した。上清中の TNF-濃度は ELISA 法（OptEIA set）を用いて測定した。 

 

【12】DC2.4 細胞の抗原提示能評価 

DC2.4細胞 5 × 104 個を 96ウェルプレートに播き、24時間培養した。その後 Opti-MEM

で希釈したエキソソームおよび 5.0  104個の BUSA14細胞を添加し共培養した。24時間イ

ンキュベート後、上清を回収し、-80 C で保存した。上清中の IL-2濃度は ELISA 法を用い

て測定した。 

 

【13】脾臓細胞からのサイトカイン産生および 

エキソソームをマウス側腹部に 3 日間隔で計 3 回皮内投与した。最終免疫から 7 日後の

マウスより脾臓を採取し、脾臓細胞の懸濁液を調製した。別途、B16BL6 細胞および EG7

細胞をマイトマイシン C処理することで増殖を停止させ、これらを標的細胞とした。5  105

個の脾臓細胞と 5  104個の標的細胞を 48 ウェルプレート内で 3 日間共培養し、上清中の

IFN-γ 濃度を ELISA 法により測定した。 

 

【14】CTLの活性測定 

 エキソソームを免疫後のマウス脾細胞をマイトマイシン C 処理した B16BL6 細胞で 3 日

間再刺激した後、脾臓細胞を 2107 cells/mLに調製した。次に、51Cr 標識を施した 2 × 104

個の標的細胞と段階希釈した脾臓細胞を 100 L ずつ混合し、4 時間培養した。この際、最

大遊離として、脾臓細胞の代わりに 1 % Triton-X100溶液を、自然遊離として、培養液 100 L

を加えた。培養終了後、培養上清を 100 Lずつ回収しその中に含まれる放射活性を測定し

た。以下の式により B16BL6および EG7における% of specific lysisを算出し、CTL活性を

測定した。 
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% of specific lysis =
(observed release − spontaneous release)

(maximal release − spontaneous release)
 

 

【15】B16BL6 特異的 IgG 産生の評価 

エキソソームをマウス側腹部に 3 日間隔で計 3 回皮内投与した。最終免疫から 7 日後に

マウス下大静脈より採血を行い、遠心分離することにより血清を回収した。別途、B16BL6

および EG7 を炭酸緩衝液（pH 9.5）に懸濁後、凍結融解を繰り返すことで細胞溶解液を調

製し、これを 96 ウェルプレートに吸着させた。このプレートを 0.05 % Tween20 含有 PBS

（T-PBS）で 3回洗浄し、0.1 % BSA 含有 T-PBS を加え一時間放置し、ブロッキングを行っ

た。T-PBSにより洗浄した後、希釈した血清サンプルをアプライし、室温にて 2時間放置し

た。洗浄後、HRP 標識マウス IgG抗体、IgG1抗体および IgG2 抗体（Bethyl Laboratories 社）

を加えて 1時間インキュベートし、T-PBS溶液にて洗浄した後、基質溶液（OPD 20 mg、H2O2 

20 L/リン酸-クエン酸緩衝液 50 mL）により室温にて発色させた。30 分後、10 % H2SO4に

よって反応を停止させ、490 nmの吸光度を測定した。 

 

【16】エキソソームによる抗腫瘍効果の評価 

癌予防効果を検討するため、エキソソームをマウス側腹部に 3 日間隔で計 3 回皮内投与

し、最終免疫から 7日後に 5 × 105個の B16BL6 細胞を背部皮下に移植した。別途、癌治療

効果を検討するために、マウス背部皮下に 5 × 105個の B16BL6 細胞を移植した。腫瘍体積

が 100 mm3を超えた時、エキソソームを腫瘍内に直接投与あるいは側腹部に皮内投与した。

エキソソームは 3 日間隔で計 3 回投与した。抗腫瘍効果は、マウスの腫瘍体積および生存

日数を指標に評価した。腫瘍体積は以下の式を用いて算出した。 

Tumor volume (mm3) = (longer length × shorter length2) × 0.5 

なお、腫瘍体積が 3000 mm3を超えたマウスは安楽死させた。 

 

【17】腫瘍組織中 mRNAの測定 

担癌マウスにエキソソームを腫瘍内投与後、腫瘍組織から全 RNAを抽出し、ReverTra Ace 

qPCR RT Kit (TOYOBO 社)を用いて逆転写反応を行った。腫瘍組織中に含まれる VEGF と

TGF-β1の mRNAの発現レベルは、StepOnePlus Real-Time PCR System（Applied Biosystems

社）を用いた定量的 PCRにより測定した。尚、定量的 PCRには以下のプライマーを用いた。 

GAPDH forward, 5’-AGGTCGGTGTGAACGGATTTG-3’; reverse, 

5’-TGTAGACCATGTAGTTGAGGTCA-3’; VEGF forward, 5’- CATCTTCAAGCCGTCCTGTGT 

-3’; reverse, 5’- CAGGGCTTCATCGTTACAGCA -3’; TGF-β1 forward, 5’- 

TTGCTTCAGCTCCACAGAGA -3’; reverse, 5’- TGGTTGTAGAGGGCAAGGAC -3’. 
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【18】腫瘍組織における新生血管の観察 

担癌マウスに対しエキソソームを腫瘍内投与後、クリオスタットにより腫瘍組織を切片

厚 10 μmで切り出し、4 %パラホルムアルデヒドで固定した。PBSで洗浄後、20 % FBS 含

有 PBS中で 1 時間処理した。さらに、切片をウサギ抗マウス CD31 抗体（Biolegend社）と

1 時間反応させ、洗浄後、Alexa Fluor 488 標識した抗ウサギ IgG (Molecular probes)で 1時間

処理した。細胞核を染色するために 60 nMの DAPIを添加し、10分間インキュベートした。

その後マウント剤（SlowFade Gold）を添加し、共焦点蛍光顕微鏡（A1R MP）を用いて切片

を観察した。 

 

【19】肺転移の評価 

担癌マウスにエキソソームを 3 日間隔で計 3 回腫瘍内投与した。最終投与の翌日に肺を

摘出し、肺に転移した癌の小結節数を測定した。 

 

【20】統計学的解析 

Analysis of variance（ANNOVA）を行い、Tukey-Kramer 法により有意差検定を行った。p<0.05

を統計学的に有意であるとした。  
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第 3章 実験の部 

 

【1】試薬 

1,2-Distearoyl-sn-glycero-3-phosphocholine（DSPC）および Bis [N,N-bis (carboxymethyl) 

aminomethyl] fluorescein（カルセイン）は東京化成工業より購入した。コレステロールはナ

カライテスク株式会社より購入した。Exo-Green は System Biosciences 社より購入した。他

の試薬は第 2章と同様のもの、もしくは市販の特級品を用いた。 

 

【2】細胞株 

B16BL6 細胞、DC2.4 細胞および BUSA14 細胞第 2 章実験の部【2】と同様の方法で実験

に用いた。 

 

【3】ペプチド 

N 末 端 を biotin-aminohexanoic acid (Ahx) で 修 飾 し た GALA

（WEAALAEALAEALAEHLAEALAEALEALAA）は Genscript社より購入した。別途、N末

端を biotin- Ahx、C末端を FITC で標識した GALAも Genscript社より購入した。 

 

【4】SAV-LA 修飾エキソソームの回収 

第 1章実験の部【6】と同様の方法で SAV-LA 修飾エキソソームを回収した。 

 

【6】GALA 修飾エキソソームの調製 

SAV-LA 修飾エキソソーム 1 μg を biotin化 GALA 10 pmol と混合し、室温にて 10分イン

キュベートした。その後、超遠心操作により未反応の biotin 化 GALA を除くことで GALA

修飾エキソソームを精製した。別途、FITC 標識した biotin化 GALA を SAV-LA 修飾エキソ

ソームと混合し、さらに PKH26 を添加することでエキソソームの脂質膜を蛍光染色した。

その後、超遠心操作により GALA 修飾エキソソームの蛍光標識体を精製した。 

 

【7】エキソソームの物理化学的性質の評価 

第 1章実験の部【7】と同様の方法でエキソソームの粒度分布、平均粒子径ならびに表面

電荷を測定した。 

 

【8】透過型電子顕微鏡によるエキソソーム粒子の観察 

第 1章実験の部【8】と同様の方法でエキソソーム粒子を観察した。 

 

【9】ウェスタンブロッティング 

第 2章実験の部【8】と同様の方法でウェスタンブロッティングを行った。 
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【10】リポソームの調製 

 DSPC41 mg とコレステロール 10 mg をクロロホルムに溶解し、ナス型フラスコに分取し

た。ロータリーエバポレーターを用いて溶媒を減圧留去して脂質薄膜とした。この薄膜に

60 mMカルセイン含有 Tris緩衝液を加え懸濁し、70 Cで 30分間振盪し、孔径 100 nmのポ

リカーボネート膜を用いた濾過操作により粒子径を均一にした。その後、Sephadex G50 Fine

（GE Healthcare 社）によるゲル濾過を行い、リポソームに封入されていないカルセインを

分離した。この時のバッファーは pH 5 のクエン酸緩衝液または pH 7.4の PBS を使用した。 

 

【11】膜溶解活性 

総脂質濃度 10 µg のカルセイン封入リポソームを添加した 96 ウェルプレートにエキソ

ソームを添加後、37 Cで 1時間インキュベートした。リポソームに封入したカルセインの

漏出挙動を蛍光測定することで、エキソソームの膜溶解活性を評価した。膜溶解活性は 1 % 

(v/v) Triton X-100 を添加した際の最大蛍光強度に対する蛍光強度の百分率として以下の式

を用いて算出した。 

% Calcein leakage =
𝐹𝐼𝑠𝑎𝑚𝑝𝑙𝑒 − 𝐹𝐼𝑏𝑢𝑓𝑓𝑒𝑟

𝐹𝐼𝑡𝑟𝑖𝑡𝑜𝑛 − 𝐹𝐼𝑏𝑢𝑓𝑓𝑒𝑟
× 100 

 

【12】DC2.4 細胞によるエキソソームの取り込み 

DC2.4細胞 5 × 104 個を 96ウェルプレートに播き、24時間培養した。Exo-Greenを用いて

エキソソーム内包物を蛍光標識した後、細胞へ添加し 37 Cで 12時間インキュベートした。

PBSで細胞を二回洗浄した後、200 mlの PBSで細胞を回収し、フローサイトメトリー（Gallios 

Flow Cytometer）で細胞の蛍光強度を測定し、Kaluza software （version 1.0）で算出した。 

 

【13】共焦点蛍光顕微鏡での観察 

DC2.4細胞を 13 mmのカバーガラス上に播き、4時間培養した。Exo-Greenを用いてエキ

ソソーム内包物を蛍光標識した後、細胞へ添加し 37 Cで 12時間インキュベートした。PBS

で細胞を 2回洗浄した後、1 µMの LysoTracker Red DND-99（Life Technologies 社）で 2時間

インキュベートした。PBS で洗浄後、さらに 4%パラホルムアルデヒドで 10分間固定した。

洗浄後、60 nMの DAPIを添加し、10分間インキュベートした。その後マウント剤（SlowFade 

Gold）を添加し共焦点蛍光顕微鏡（A1R MP）を用いて細胞を観察した。 

 

【14】DC2.4 細胞の抗原提示能評価 

 第 2章実験の部【12】と同様の方法で抗原提示能を評価した。 

 

【15】統計学的解析 
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第 2章実験の部【20】と同様の方法で統計学的解析を行った。 
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