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＜お詫び＞ コスモバイオニュース掲載商品 誤記のお詫びと訂正 

 
コスモ・バイオ EVｓハンドブックの記載内容に誤りがございました。深くお詫び申し上げますとと

もに、以下の通り訂正させていただきます。 
 
該当箇所 
■ 95 ページ 
  ・「がんの検出と治療におけるエクソソームのバイオマーカー」の文章の参考文献情報 
     記載の文章 
       参考文献： 

1) Figure from Yu et al . 2022.1 Reproduced under the Creative Commons license. 
2) Yu, D., Li, Y., Wang, M., Gu, J., Xu, W., Cai, H., Fang, X., & Zhang, X. Exosomes as a 

new frontier of cancer liquid biopsy. Molecular Cancer 21 (2022). 
https://doi.org/10.1186/s12943-022-01509-9 

正しい文章 
  参照： 

Yu, D., Li, Y., Wang, M. et al. Exosomes as a new frontier of cancer liquid biopsy. Mol 
Cancer 21, 56 (2022). （ https://molecular-
cancer.biomedcentral.com/articles/10.1186/s12943-022-01509-9）、Licenced Under CC 
BY 4.0（https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/） 

 
■ 96 ページ 
  ・「エクソソーム ― 小さな「プレイヤー」が果たす大きな役割 ―」の文章のお礼 

記載忘れの文章  本原稿をご寄稿いただいた株式会社プロテインテックに 
心よりお礼申し上げます。 

■ 114 ページ 
・品番：PS-1の標準価格（税別） 
   記載の標準価格 ￥800,000～ 
   正しい標準価格 ご照会 
 
・品番：PS-1の備考 
   記載の備考  精製タンパク質 1.5 mg 
      正しい備考  精製タンパク質 1.0 ng (目標量) 
 
・品番：QE-1、QE-2 のサービス内容 
   記載のサービス内容  （コスモ・バイオ社製）の受託測定   

正しい記載内容    （ハカレル社製）の受託測定 
 

ご迷惑をおかけいたしました事をお詫び申し上げます。 
 



楊洲周延『千代田之御表　蹴鞠』, 福田初次郎 , 明治３０. 
国立国会図書館デジタルコレクション
 https://dl.ndl.go.jp/pid/1302634 ( 参照 2023-07-21)

【参 考】

「鞠」を「細胞外小胞」に見立てて

日本古来からの球技、蹴鞠（けまり）で競われたのは、次の

人に鞠をつなぎ、どれだけ多く蹴っていられるかということ

や、その所作の美しさであるといいます。

伝達物質を内蔵し、細胞から細胞へとやり取りされるエクソ

ソームを代表とした EVs（Extracellular Vesicles/ 細胞外小胞）。

次につなぎ、伝えたいものは何なのか？　

その謎を解く一助にこのハンドブックがなれますと幸いです。
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身近になりつつあるエクソソーム
              :  宝箱を開ける“鍵”はどこに？

　筆者は小学生の頃、テレビゲームが好きで、特に RPG を好んで
いた。ドラゴンクエストやファイナルファンタジーと言ったゲームには、
かなりの時間を費やした。このようなゲームの中で必ずと言っていい
ほど、出てくるものが宝箱だ。中には貴重なアイテムやストーリーの
進行に欠かせないものが入っていたりする場合もあって、宝箱を見つ
けるとワクワクした記憶がある。しかし、鍵が掛かっている宝箱も度々
あり、開けられない時はどうしたものかと悩んだ。ストーリーの後半
に手にいれる鍵もあれば、近くの敵を倒せば手に入る時など様々だが、
鍵が掛かっている＝重要なアイテムが入っている、という認識で、ど
うしてもその宝箱が気になってしまうのだ。
　そのうち、中学生、高校生となるに連れ、あれだけやっていたゲー
ムをしなくなり、気がつけば、大学院生となっていたのだが、そこで
またしても、鍵が掛かった宝箱（と思われるもの）に出会った。それが、
エクソソームだ。もちろん、宝箱も鍵も“比喩”であり、エクソソー
ムには鍵も掛かっていないし、宝箱のように何か冒険に必要なアイテ
ムが入っているわけではない。しかし、エクソソームの中には、様々
な分子が詰め込まれており、それらを上手く使いこなすこと（＝鍵を
使って開けること）で、宝箱のような存在になりうるのだ。人々がエ
クソソームという宝箱に気づいてから、かなり時間が経っており、現状、
この宝箱を開けることができたのか、そして、私たちとエクソソーム
の関わりが将来どのようになっていくのかを考え、概説する。

はじめに

エクソソームは分子の複合体

エクソソームリキッドバイオプシーの
可能性
　ゲームにおいて、誰がどのような理由で宝箱を設置したのかは、考
えれば考えるほど謎である。ストーリー上、その理由が分かるものも
あるのだが、大半は分からないし、敵がわざわざ設置してくれたと考
えると何がしたいのか分からない。しかし、前述したようにエクソソー

　エクソソームを始めとする細胞外小胞は、かなりバラエティに富ん
でいる。“バラエティ”という単語は便利であり、何となく多様性が
あり複雑な、何でもありな感じがしてしまう。ここで言うバラエティと
は、細胞外小胞を構成する分子の多様性を指す。エクソソームの定
義を思い返してみると、細胞がエンドソームを経由して分泌する脂質
二重膜を有する小胞である [1]。つまり、分泌する細胞の種類や特定
の分子の有無については言及されていない。なぜなら、様々な細胞
が小胞を分泌するし、それらの構成分子は多岐に渡り、タンパク質、

mRNAや miRNAなどの核酸、脂質、代謝産物などカテゴリーの異

なる分子群が含まれており [1]、特定の分子で定義することが難しい
からである。それは他の細胞外小胞でも同じことが言える。これら分
子がいくつもの組み合わせでエクソソームに含まれることから、エク
ソソームはバラエティに富んでいると言える [2]。このような多種多様
な細胞外小胞が細胞間コミュニケーションツールとして働くことは、
多彩な生命現象を制御している一因であろう。例えば、細胞間情報
伝達物質として、サイトカインなどが有名であるが、これらは主に 1

つのタンパク質を用いて特定のレセプターを発現している細胞へと伝
達する様式であり、免疫系や造血系の細胞でのやりとりが多い。サイ
トカインの種類自体は多いものの、バラエティに富んでいると言うよ
りは、微量で特異的な細胞に対して生理作用を示し、一対一対応の
ような一様な存在と感じる。話を戻すと、エクソソームはサイトカイ
ンのような、ハッキリとした存在ではなく、分子から規定するのが難
しい存在である。
　また、エクソソームの構成分子は、由来する細胞や細胞が置かれ
ている状況によって異なることが示されており、構成分子のバラエティ
を生み出している要因の一つとなっている [2]。それと同時に、細胞
は自身のアイデンティティや状況を伝えるメッセージを分子として、エ
クソソームに詰め込んで分泌している。つまり、エクソソームの構成
分子を覗き見ることで、どのような細胞が、どのような状況で、何の
ために分泌したか分かるかもしれない。実は、このことがエクソソー
ムを宝箱と思える理由に繋がっている。例えば、エクソソームの構成
分子を解析することで、分泌した細胞を特定し、その細胞の状況を把
握した時、それが、がん細胞のもので、まさに転移しようとする状況
ということを知れたら、エクソソームは宝箱となりうるのではないだろ
うか。
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エクソソームは治療製剤になりうるか
　ゲームにおいて宝箱は冒険の手助けになるアイテムが入っている。
これは現実世界の宝箱であるエクソソームにおいても同様で、リキッ
ドバイオプシーによる疾患診断の手助けになることに加えて、治療効
果を有する分子（アイテム）が入っており、治療に用いることも可能
である。その代表格は、間葉系幹細胞（MSC）に代表される幹細
胞由来の細胞外小胞である。もともと、多分化能を持つ MSC は再
生医療の代表としても有望視されており、組織再生や機能回復に重
要なサイトカインなどの液性因子を分泌していることが知られている

[12,13]。近年、液性因子の一つであるエクソソームが損傷を起こし
た組織の修復に有効であることや抗炎症作用、抗線維化作用、免疫
抑制作用などの様々な機能を示すことが注目されている。実際に、
臨床試験においても治療効果が確認されており、オーストリアとドイ
ツのグループは人工内耳装着による副反応の炎症を抑える目的として
内耳に臍帯由来 MSC の細胞外小胞を添加する臨床試験を行い、音
声知覚の改善が認められた [14]。MSC の細胞外小胞による治療効
果が得られる疾患は、肝硬変 [15]、アルツハイマー [16]、慢性閉塞
生肺疾患 [17]、腎疾患 [18]、リンパ浮腫 [19]、変形性膝関節症

[20] など多岐に渡り、現在、MSC の細胞外小胞を用いた臨床試験
も世界中で多く行われている。この宝箱の中身であるmRNAを解析
すると、歯髄由来の MSC からは神経形成に関する分子を、脂肪由
来の MSC からは血管形成に関する分子が豊富に含まれており、両

MSC由来 EVに共通して発毛関連や皮膚基質関連の分子が多く含ま
れていた [21]。つまり、由来するMSCによってエクソソームの中身
は少し異なるものの、いずれも組織修復や再生に関わる分子が多く
含まれていた。日本でも慈恵医科大学らのグループを中心に、気道
上皮細胞由来のエクソソームとなるが、特発性肺線維症に対する治
療開発が行われ [22]、すでに PMDAとの対面助言まで進んでおり、
臨床試験までの工程が見えてきており、実用化に期待がかかっている。
　上記は、エクソソームそのものが治療効果を有していることを利用
した例であるが、エクソソームに治療効果を付与したり、siRNA や

miRNA、低分子化合物を標的細胞に届けるための（宝箱ではなく）
ギフトボックスとして、利用する例もある。この分野で、先陣を切っ
て応用化を目指していたのはアメリカの Codiak Biosciences 社で
あった。なぜ、過去形で記載しているか、結論から言うと、Codiak 

Biosciences 社の計画は頓挫したからである。2022 年 8 月末には
大規模リストラを行い、社内整備を行なったものの、2023年 3月に
は破産申告がされた。Codiak Biosciences 社は改変型エクソソー

ムにおいては、中身を見ることで、どのような細胞がどういった理由
で分泌したのかが分かる可能性がある。この事を利用したのが、リキッ
ドバイオプシーによる疾患診断である。細胞外小胞はわれわれの体液
中を循環しており、現状の技術では正確な数は算出できないが、

Nanoparticle tracking analysis を用いると、血液中では、約
～1011 個 /mL、尿中では約～1010 個 /mL、とかなり多くの細胞外
小胞が存在していると考えられている。体液を採取し、そこに含まれ
るエクソソームの中に、疾患のアイデンティティを示す分子を見出せ
れば、疾患診断の手がかりになりうる。実際、エクソソームによるリキッ
ドバイオプシーの開発は世界中で活発化しており、現在、最も開発が
進んでいる例として、アメリカの Exosome Diagnostic社（現在は

Bio-Techne 社に買収されている）が 2016 年に上市した ExoDx 

Lung シリーズや ExoDx Prostate が挙げられる。これら検査は主
にエクソソームに含まれる RNAを検出することで、ExoDx Lungシ
リーズは ALK や EGFR に対する分子標的薬のコンパニオン診断薬
に [3]、ExoDx Prostateは3種類のRNA（PCA3、ERG、SPDEF）
を測定することで、PSA 検査で高値を示した患者に対して、前立腺
生検の必要性を判断する際の補助診断薬としている [4,5]。特に、尿
中エクソソームを解析する ExoDx Prostate は 2019 年より FDA

から Breakthrough Device Designation（画期的医療機器／デバ
イス指定）を受け、臨床での実用が期待されている。日本でも、い
くつかのベンチャー企業がエクソソームリキッドバイオプシーによる検
査の実用化を目指しており、例えば、尿中のエクソソームmiRNAを
標的としているCraif社や [6,7]、エクソソームタンパク質によるがん
診断を目指しているテオリアサイエンス社 [8,9]、涙液による乳がん
診断法を開発している TearExo 社などが挙げられる [10,11]。今後
も実用化に向けた動きは過熱すると思われる。しかし、われわれは、
リキッドバイオプシーにおける宝箱を開ける鍵は手に入れているのだ
ろうか？この場合、宝箱を開ける鍵は、いくつかあると考えられる。
一つは、疾患のアイデンティティを示す分子を明らかにすることだろ
う。特定の疾患における特異的なエクソソーム分子を明らかにするこ
とができなければ、リキッドバイオプシーが成立しないため、これが
文字通り鍵となる。そして 2つ目の鍵は、特異的な分子をどのように
検出するか、である。前述したように、われわれの体液中には多くの

細胞外小胞が循環しているが、疾患に由来するエクソソームは、極わ
ずかである。そのため、ノイズとなる正常細胞由来のエクソソームを
掻き分け、重要アイテムが入っている疾患由来のエクソソームだけを
開けなければ、永遠と空の宝箱を開けることとなる。エクソソーム中
の目的分子を感度高く検出する方法が必要で、さらに、検出にはど
のくらいの時間や手間、コストがかかるのかを吟味しなければならな
い。また、3 つ目の鍵としては、検査に用いる検体の品質を一定に
することで、体液中のエクソソームの量や質を均一化することである。
さらに現状定まっていない、インナーコントロールを定めることで、
エクソソームの回収効率や個人差を考慮することができ、安定した検
査結果へと繋がるだろう。

図　膵臓がん患者血清から回収したエクソソーム
膵臓がん患者の血清に含まれるエクソソームの電子顕微鏡像。100 nm サイズのエクソソー
ムの中身を電子顕微鏡では見ることはできないが、中には貴重なお宝が入っているかもしれ
ない。
スケールバー：100 nm
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ムを作製する技術に強みがある。Prostaglandin F2 receptor 

negative regulator （PTGFRN）をエクソソーム膜上に露出させる
ことで、腫瘍への送達性をあげ、さらに、STING 経路の活性化を誘
導する STING アゴニストを内包させたエクソソーム（exoSTING）

[23]、および、エクソソーム表面に IL–12を搭載させ、IL–12 がが
ん局所で作用するエクソソーム（exoIL–12）を開発し [24]、2020

年にはこれらの臨床試験をスタートさせた。さらに、2021 年には

Lonza 社が Codiak Biosciences 社のエクソソーム製造設備を買
収し、本格的なエクソソーム製剤の製造拠点を築こうとしていた。そ
の矢先の破産申告であり、正確な原因は不明だが、臨床試験が上手
く行かなかった可能性が考えられる。Codiak Biosciences 社の例
は、エクソソームという宝箱を開けることが一筋縄で行かないことを
示した例と言えるだろう。Codiak Biosciences 社がエクソソーム製
剤を実用化できなかった正確な理由は分からないが、エクソソームを
治療用製剤に用いる際の鍵となるポイントについて考えてみよう。一
つは、エクソソームの安定的な供給が必須であり、そのための GMP

グレードの細胞の大量培養系および高効率かつ純度の高いエクソソー
ムの回収方法の存在が不可欠である点が挙げられる。現状、特に後
者のエクソソーム回収法についてはベストな方法が長い間、模索され
ているにも関わらず、決定打に欠けている。もう一つは、エクソソー
ムが分子の複合体であることに起因して、治療効果を発揮する分子
がどれであるのか特定できない、そして、作用機序が明らかではな
い場合があることだ。例えば、MSC 由来のエクソソームが抗炎症作
用を示すという場合でも、エクソソーム中に存在する多数の分子のう
ち、どの分子が抗炎症作用を発揮しているか分からないし、単一の
分子とも限らず、複数存在している可能性もある。主となる分子や作
用機序が不明でも治療薬として使用することは可能なのだが、生産
過程における品質管理の際に、治療効果を有するエクソソームがどの
程度含まれているのか、目的外のエクソソームがどの程度含まれて
いるのかを評価する系や治療効果を安定的に評価できる系の構築が
求められるだろう。

おわりに
　エクソソームという宝箱を開けるための鍵は、徐々に揃い始めてき
た。特に、リキッドバイオプシーの分野では、宝箱の中身が次々と開
けられ、どの細胞に由来するのか、そのメッセージを解き明かそうと
様々な解析・探索が行われてきた。ただし、今までの報告は、小規
模な解析検体数であったり、単一施設による限定的な状況の結果で
あることが多く、実用化に向けて、更なる検証が必要だろう。また、
エクソソームを用いた治療製剤の開発についても課題は多いものの、
着実に進んでいることが窺える。その理由の一つに、PMDA が

2021 年に、エクソソームを含む細胞外小胞（EV）を利用した治療
用製剤に関する専門部会を立ち上げて、2023 年 1 月に報告書をま
とめたことからも、細胞外小胞を治療用製剤に用いることがすでに想
定されているのだろう。エクソソームが私たちの身近な生活に入って
くるのはまだ先かもしれないが、どんな RPG だって、最初からレベ
ル 99 でラスボスを倒すところからは始まらず、レベル 1 から進めて
行くしかないのと同じで、ちょっとずつエンディングを目指すしかない。
そうして、エンディングに辿り着くころには、毎年、エクソソームによ
る疾患検査を受けて、疾患が見つかればエクソソーム治療製剤で治

療し、日頃の健康維持のためにエクソソーム入りの健康食品を食べ、
肌のハリを保つため、エクソソーム入りの化粧水を使い、薄くなった
頭皮にエクソソーム入り育毛剤を使っている将来があるかもしれない。
　ちなみに、ゲーム内では時たま宝箱を開けるとお宝ではなく、敵（ミ
ミック）が現れて、痛い目を見ることがある。このパターンはエクソソー
ムにも存在している。それは、がん細胞などのエクソソームである。
リキッドバイオプシーの観点から見ると、診断の手助けするお宝が入っ
ているように見えるが、がん細胞のエクソソームは、がん悪性化に繋
がる分子を豊富に含み、実際に転移などの悪性化を引き起こす要因
の一つとなっており、悪玉エクソソームと位置付けできる [25] [26] 

[27]。しかし、ゲーム内では、ミミックを倒すとアイテムを貰えること
が多くあり、お宝があることには違いないので、筆者は、“この宝箱
はミミックだ”と分かっていても開けるタイプである。その性格とは
関係ないのだろうが、がん細胞エクソソームを倒して（解析して）、
お宝である疾患のメカニズム解明に繋がる研究も好きである。
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第 1章　機能解析
Functional analysis

商品

タンパク質抽出 連続的にエクソソーム精製およびエクソソームタンパク質抽出

DiagExo® 血清エクソソーマルタンパク質抽出キット 8ページ～

精製済みエクソソームから界面活性剤を含まないトータルタンパク質抽出

エクソソームタンパク質抽出キット（界面活性剤フリー） 9ページ～

RNA / 
タンパク質抽出

精製済みのエクソソームから RNAおよびタンパク質を抽出

エクソソーム由来の RNAおよびタンパク質抽出キット 10ページ～

RNA抽出 エクソソーム（血漿／血清用）精製後に RNA分離

血漿／血清エクソソーム精製 & RNA分離キット 11ページ～

エクソソーム（尿由来）精製後に RNA分離

尿用 エクソソーム精製 & RNA分離キット 12ページ～

エクソソーム（尿由来）から一気に RNA精製

尿中のエクソソーム RNA精製キット 13ページ～

エクソソーム（細胞培養上清）精製後に RNA分離

細胞培養上清用 エクソソーム精製 & RNA分離キット 15ページ～

精製済みのエクソソームから RNA分離

エクソソーム RNA分離キット 16ページ～

サンプルから small RNAを単離

TraPR small RNA単離キット 17ページ～

DNA抽出 精製済みのエクソソームから DNA 分離

エクソソーム由来の DNA抽出キット 19ページ～

遺伝子操作 miRNA導入 ExoFectin® sRNA-into-Exosome Kit（Electro） 20ページ～

miRNA阻害核酸 CL-AMO　miRNA 阻害核酸 21ページ～

ターゲット検出 miRNAscope™ miRNA in situ hybridization 23ページ～

miRNAの cDNA増幅 microScript microRNA cDNA 合成キット 25ページ～

ライブラリ調製 Small RNA-Seq Library Prep Kit 26ページ～

観察 超解像光学顕微鏡用 ExoBrite™ STORM EV Membrane Staining Kits 27ページ～

エクソソームの膜染色 脂質膜染色蛍光色素 CellBrite® Steady 28ページ～

透過型電子顕微鏡用 Exosome-TEM-easyキット 30ページ～
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タンパク質 /RNA/DNA抽出 エクソソームタンパク質抽出 記事 ID検索

DiagExo® 血清エクソソーマルタンパク質抽出キット
11767

微量サンプルから高収率で回収・分離

ヒトの血清、血漿、母乳、唾液、腹膜流体、脳脊髄液（CSF）、胃腸液（GI）、
羊水から、エクソソーム由来のタンパク質を単離するためのキットです。わ
ずか 100 µLのサンプルから効率的にタンパク質を抽出します。

特長特長
●高純度なエクソソームを回収
●超遠心分離法に比べて高い収率（約 10倍）
●煩雑な単離操作は不要（操作時間は 2時間以内）
●抗体ビーズ法よりも低コスト
●回収したエクソソーム由来のタンパク質は各種アプリケーションに適
用可能（ELISA、タンパク質質量分析、タンパク質バイオマーカー検証、
ゲル分析など）

プロトコールプロトコール
0.1～ 0.5 mL血清サンプルの例

12  再度5,000×gで3分遠心すると、再び3層になる。11をもう一度行う。
fluffペレットだけがチューブに残る。

13   チューブの蓋を開け、室温で 5～ 10分風乾する（乾燥させすぎない）。

14  fluffペレットに対し4倍量の1×PBSを加える。40回強くピペッティ
ングをし、fluffペレットを再懸濁する。

エクソソームの単離とタンパク質抽出

❶ サンプルの準備 ： 

血清サンプル 0.1～ 0.5 mLを採取し、氷上で冷却する。
凍結サンプルを使用する場合は、サンプルを室温で完全に解凍してか
ら氷上で冷却する。

❷  4℃、3,000×g で 15分間遠心分離し、細胞と残渣を除去する。
重要 ： このステップを省くと、ステップ 15でフィルターが詰まる可能性がある。

❸  ペレットに触れないよう、澄明な上清 0.1～ 0.5 mLを 15 mL遠心
チューブに移す。
上清にサンプルバッファーを加え、トータルで 2 mLになるように希
釈し、氷上で冷却する。
（その他の体液（サンプル量 0.1～ 1 mL）を使用する場合も、同様に
希釈する。）
重要 ：  サンプル量が 1 mLを超える場合は、同量のサンプルバッファーを加え、氷

上で冷却する。例えば、唾液 1.2 mLは、サンプルバッファー 1.2 mLで希
釈する。（サンプル量が 1～ 2 mLの場合は、同様に希釈する。）

❹  別の 1.5 mL遠心チューブに、下記の順に溶液 A / B / Cを加え、混合
液 0.9 mLを調製する。
（溶液 A / B / C混合液は使用直前に調製する）

（1）溶液 Aを添加 ： 0.3 mL

（2）溶液 Bを添加 ： 0.3 mL

（3）溶液 Cを添加 ： 0.3 mL

❺  溶液 A / B / C混合液を 10秒間ボルテックスし、均一な溶液にする。

❻  溶液 A / B / C混合液 0.9 mLを、希釈した血清サンプル 2 mL（ステッ
プ❸で調製したもの）に加える。

❼  15 mLチューブのキャップをしっかりと閉め、チューブを静かに 10
回以上反転させよく混ぜ、4℃で 30分間インキュベートする。

❽ チューブを 5,000×g で 3分間遠心させる。

❾  a. 混合液は 3層に分かれる。10に進む。

上層 ： 透明

中間層 ： fluff (エクソソームが含まれます)
下層 ： 無色

10  中間層に触れないよう、上層を取り除く。中間層を 1.5 mL遠心チュー
ブに移し、5,000×g で 3分遠心する。新たに 3層に分かれる。

上層 ： 透明

中間層 ： fluff (エクソソームが含まれます)

下層 ： 無色

11  上層を取り除く。ピペットのチップを下層に挿入し、無色の下層も完
全に除去する。中間層だけをチューブに残す。エクソソームはこの層
に含まれる。

上層を吸引する 中間の fluff 層だけを残す下層を除去する

中間層にエクソソームが含まれるため、中間層に触れないよう、上層
を取り除く。
別途、溶液 A / B / C混合液 0.9 mL（❹❺を参照）を調製し、中間層
と下層が含まれるチューブに加える。
チューブを静かに 10回以上反転させよく混ぜ、4℃で 30分間インキュ
ベートする。5,000×g で 3分遠心し、❾ aのような三層になったら、
10に進む。

b.  サンプルによっては層の分離がはっきりせず、写真のような 3層に
なる場合がある。

下層 ： 無色

中間層 ： 白濁

上層 ：濁った層
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品名 品番 包装 希望販売価格 貯蔵
DiagExo® Serum Exosomal Protein Extraction kit, Trial size P300S 2 rxns ￥51,000 QR

DiagExo® Serum Exosomal Protein Extraction kit P300 10 rxns ￥142,000 QR

［101 Bio, LLC　　メーカー略号 ： OBL］

18  DiagExo® 溶解バッファーを解凍する。単離されたエクソソームの量
を確認し、単離されたエクソソームと等量の溶解バッファーを加える。
5回ピペッティングし、均一な溶液にした後、氷上で 15分間インキュ
ベートする。

19  4℃、14,000×gで 10分遠心する。この上清が抽出されたエクソソー
ム由来タンパク質となる。新しいチューブに移し、すぐにタンパク質
アッセイに使用するか、－80℃で保存する。

15  水平シェーカーで高速で 3分攪拌した後、10回強くピペッティングを
する。シェーカーで攪拌→ピペッティングをさらに 2回繰り返す。
重要 ：  fluffペレットをよく再懸濁させないと、エクソソームの中に fluffペレットが

捕捉され、エクソソームの純度や回収量が低くなる場合がある。高脂血症患
者サンプルなど、fluffペレットからエクソソームを放出されることが難しい
場合は、このステップでピペッティングと攪拌時間を延長する。

16  5,000× g で 5分遠心し、fluffペレットに触れないよう上清を
DiagExo® カラムに移す。
重要 ：  fluffペレットは 4℃で保管する。

17  DiagExo® カラムを 3,000×g で 5分間遠心し、フロースルー画分を
回収する。このフロースルー画分が、単離されたエクソソームとなる。

タンパク質 /RNA/DNA抽出 エクソソームタンパク質抽出 記事 ID検索

エクソソームタンパク質抽出キット（界面活性剤フリー）
17672

抽出後のタンパク質は界面活性剤を含みません

精製したエクソソームから、界面活性剤を含まないトータルタンパク質を
抽出できるキットです。タンパク質抽出バッファーは界面活性剤や EDTA

を含みません。抽出したタンパク質は、プロテオーム解析（LC / MS）、免
疫沈降（IP）、ELISA、二次元電気泳動、等電点電気泳動、SDS-PAGE、
イムノブロットなどにご使用いただけます。

10反応分のキットで、1回の反応で、10～ 50 µLの精製エクソソーム
から、150～ 200 µgのエクソソーム由来タンパク質を抽出できます。

構成内容構成内容
●Buffer A

●Buffer B

品名 品番 包装 希望販売価格 貯蔵
Detergent-free Exosomal Protein Extraction Kit P201 10 rxns ￥103,000 S

［101 Bio, LLC　　メーカー略号 ： OBL］

エクソソーム量（μL） バッファー A（μL） バッファー B（μL）
5 5 5

10 10 10
20 20 20
30 30 30
40 40 40
50 50 50

表　エクソソームの量に対するバッファーの量

❶  タンパク質を抽出する前に、バッファーおよびマイクロ遠心チューブを
氷上であらかじめ冷却する。

❷  101 Bio社の PureExo® エクソソーム単離キット（55ページ参照）を
用いて、エクソソームを単離する。

❸  エクソソーム懸濁液に適切な量のバッファー Aを加え（下表）、10～
20秒ボルテックスしてエクソソームを溶解する。等量のバッファー B

をチューブに加え、軽くボルテックスしてよく混合する。

❹  エクソソーム溶解液をあらかじめ冷却したマイクロ遠心チューブに移
し、マイクロ遠心機で 10分間トップスピードで遠心する（14,000～
16,000 rpm）。

❺  フロースルーの上清（界面活性剤を含まないタンパク質抽出物）をあら
かじめ冷却した清浄なマイクロ遠心チューブに移し、氷上に保つ。タン
パク質の濃度を測定する。得られたサンプルはそのままアッセイに使用
するか、－80℃で 3ヵ月間保存可能。

プロトコール
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タンパク質 /RNA/DNA抽出 エクソソーム RNA/タンパク質抽出 記事 ID検索

エクソソーム由来の RNAおよびタンパク質抽出キット
11770

エクソソーム中の RNAおよびタンパク質を抽出

各種エクソソーム単離キット（品番 ： P100、P101、P120、P121）で単離した高純度エクソソームから、エクソソーマル RNAおよびエクソソーマル
タンパク質の両方を抽出するためのキットです。

●PureExo® エクソソーム精製キット
（品番 ： P100、P101） ： 55ページでご紹介
●DiagExo® エクソソーム精製キット
（品番 ： P120、P121） ： 60ページでご紹介

構成内容構成内容
●エクソソーマルタンパク質溶解バッファー
●N1、N2、N3、N4溶液
●RNA溶出バッファー

プロトコールプロトコール

① サンプル調製

❶  単離したエクソソームを RNaseフリーチューブに移す。1× PBSを
加え、100 µLとする。

❷  RNAとタンパク質の両方の抽出が必要な場合は、エクソソームサンプ
ルを 2つに分ける ： 75 µLを RNA抽出、25 µLをタンパク質抽出。

② エクソソーマル RNA の抽出

❸  エクソソームサンプル 75 µLを RNaseフリーチューブに移し、N1
溶液 250 µLを加える。ピペットで上下させて混合し、室温で 5分間
インキュベートさせる。
＊  エクソソームサンプル量が異なる場合は、N1溶液の容量をサンプル量に比例
して調節する。

❹  N2溶液 50 µLをサンプルに加え、15秒間強くボルテックスし、室温
で 2～ 3分間インキュベートする。

❺  12,000 g、4℃で 15分間遠心する。

❻  境界面を乱さないように、上層（水層）を吸引し、新しい RNaseフリー
チューブに移す。

❼  ❻のチューブに N3溶液 125 µLを加え、エクソソーマル RNAを沈殿
させる。

❽  室温で 15分間インキュベートし、12,000 g、4℃で 10分間遠心する。

❾  エクソソーマル RNAのペレットは、チューブの底または側部でゲルを
形成する。上清を注意深く吸引し、除去する。

10  RNAペレットに N4溶液 250 µLを加えて混合し、7,500 g、4℃で
5分間遠心する。RNAペレットに触れないように、上清を除去する。

11  ステップ 10を繰り返す。

12  RNAペレットを室温で 10分間風乾させる。

13   RNAペレットを RNA溶出バッファー 10～ 15 µLに溶解させる。そ
のままアッセイに用いるか、－80℃で最大 6ヵ月間保存できる。

③ エクソソーマルタンパク質の抽出

14  エクソソームサンプル 25 µLを 1.5 mLチューブに移す。

15  エクソソーマルタンパク質溶解バッファーを室温で解凍し、氷上に置
く。

16  エクソソームサンプル 25 µLにエクソソームタンパク質溶解バッ
ファー 50 µLを加え、ピペットで上下させて混合させる。

17  4℃で 15分間インキュベートし、14,000 g、4℃で 10分間遠心する。

18   この上清が抽出したエクソソーマルタンパク質である。上清を新しい
チューブに移し、氷上に置く。タンパク質濃度を測定し、そのままアッ
セイに用いるか、－80℃で最大 3ヵ月間保存できる。

品名 品番 包装 希望販売価格 貯蔵
Exosomal RNA and Protein Extraction kit P200 20 prep. ￥172,000 QR

［101 Bio, LLC　　メーカー略号 ： OBL］

細胞上清
（2 mL)

エクソソーム由来
RNA

エクソソーム由来
タンパク質

PureExoⓇ Cell kit 　
（品番：P100)

PureExoⓇ Serum kit　
（品番：P101)

DiagExoⓇ Urine kit　
（品番：P120)

DiagExoⓇ BodyFluid kit　
（品番：P121)

血清サンプル
（0.1 mL)

高純度エクソソーム！（in 100 uL PBS)

Exosomal RNA & Protein Extraction kit
（品番  ：P200）

25 uL エクソソーム75 uL エクソソーム

尿サンプル
（2 mL)

体液サンプル
（0.1-2 mL)

本商品
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血漿／血清エクソソーム精製 & RNA分離キット
16039

microRNAを含む全サイズのエクソソーム RNAを単離、濃縮

血清または血漿サンプルからエクソソームの精製および精製したエクソ
ソーム由来の RNA単離を連続的に行えます。
本キットは、Norgen社独自のスピンカラムクロマトグラフィーを用いて、

全てのサイズのエクソソームまたは細胞外小胞由来の RNA（microRNAを
含む）を精製することができます。他社のキットとは異なり、特別な装置や
沈殿試薬、フェノール／クロロホルム抽出やプロテアーゼ処理の必要があり
ません。また、使用目的に合わせて溶出量を調製することができます（50
～ 100 µL）。精製したエクソソーム RNAは、qPCR、RT-PCR、ノーザ
ンブロット法、RNaseプロテクションアッセイ、プライマー伸長法、発現
アレイなどにご使用いただけます。

特長特長
●血漿または血清サンプルから機能解析のためのインタクトなエクソ
ソームを精製・濃縮
●様々な量の血漿・血清サンプルに対応
●microRNAを含む全サイズのエクソソーム／細胞外小胞由来の RNA

を分離
●サイズやGC含有量に関わらず全ての RNAを結合・溶出
●フェノール抽出不要、プロテイナーゼ K処理不要、キャリア RNA不要
●時間を要する超遠心分離、ろ過、特別なシリンジは不要
●オーバーナイトインキュベーションは不要
●RNA結合タンパク質を含まない、純粋なエクソソームを精製
●沈殿試薬のコンタミネーションなし

使用例使用例
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図 2　異なる手法を用いて、1 mLの血漿サンプルからエクソソームを精製した。
Miniキット（品番 ： 58300）、他社商品 Aおよび他社商品 Bを使用して、エクソソームを単離後、
NanoSight® LM10で濃度（A）、粒径（B）を解析した。その結果、他社商品よりも高い収量（9.64
× 1013 particles/mL）で、純粋なエクソソーム（粒径 ： 50～ 150 nm）を得ることができた。

図 1　異なる量の血漿サンプルを用いたエクソソーム RNAの精製
Miniキット（品番 ： 58300）を用いて、エクソソームを分離後、RNAを精製した。
精製した RNA 2µLを RT-qPCRのテンプレートとして使用し、血漿エクソソーム由来のmiR-26a

の増幅を評価した。
（A）miR-26aの平均 Ct値は、どちらもサンプル量の増加に応じて直線的に低下した。
（B） 血漿エクソソーム由来のmiR-26aの相対量は、90%以上の回収率を示し、サンプル量の増加

に応じて直線的に増加した。
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品名／構成内容 サンプル量 品番 包装 希望販売価格 貯蔵
Plasma/Serum Exosome Purification and RNA Isolation Mini Kit 50 µL～ 1 mL 58300 50 prep. ￥240,000 Q

Plasma/Serum Exosome Purification and RNA Isolation Midi Kit 1～ 4 mL 58500 25 prep. ￥219,000 Q

Plasma/Serum Exosome Purification and RNA Isolation Maxi Kit 4～ 10 mL 58600 15 prep. ￥131,000 Q
【共通構成内容】　　 ●Slurry E　　●ExoCバッファー　　●ExoRバッファー　　●溶解バッファー A　　●溶解添加剤 B　　●洗浄溶液 A　　●溶出溶液 A　　

●Miniフィルタースピンカラム　　●Miniスピンカラム　　●コレクションチューブ　　●溶出チューブ（1.7 mL）

［Norgen Biotek Corp.　　メーカー略号 ： NOG］

Plasma -10 mL InputPlasma -1 mL Input

図 3　Miniキット（品番 ： 58300）を用いて、1 mLまたは 10 mLの血漿サンプ
ルから精製したエクソソーム

仕様仕様

仕様 Miniキット
品番 ： 58300

Midiキット
品番 ： 58500

Maxiキット
品番 ： 58600

サンプルの種類 血漿／血清
サンプル量 50 µL～ 1 mL 1～ 4 mL 4～ 10 mL

精製エクソソーム
の粒径 40～ 150 nm

精製できる
RNAのサイズ

全てのサイズ
miRNAおよび small RNA（＜ 200 nt）を含む

溶出量 50～ 100 µL

10回の精製に
かかる時間 35～ 40分

平均的な収量 サンプル量により異なる
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尿用 エクソソーム精製 & RNA分離キットは、尿サンプルからエクソソー
ムの精製および精製したエクソソーム由来の RNA単離を連続的に行える
オールインワンシステムです。
本キットは、Norgen社独自のスピンカラムクロマトグラフィーを用いて、

全てのサイズのエクソソームまたは細胞外小胞（extracellular vesicles ： 

EVs）由来の RNA（miRNAを含む）を精製することができます。他社の
キットとは異なり、特別な装置や沈殿試薬、フェノール／クロロホルム抽出
やプロテアーゼ処理は必要ありません。また、使用目的に合わせて溶出量を
調整することができます（50～ 100 µL）。精製したエクソソーム RNAは、
PCR、qPCR、RT-PCR、ノーザンブロット法、RNaseプロテクションアッ
セイ、プライマー伸長法、発現アレイなどにご使用いただけます。

仕様仕様

仕様 Miniキット
品番 ： 58400

Midiキット
品番 ： 58700

Maxiキット
品番 ： 58800

サンプルの種類 尿
サンプル量 250 µL～ 1 mL 2～ 10 mL 11～ 30 mL

精製エクソソーム
の粒径 40～ 150 nm

精製できる
RNAのサイズ

全てのサイズ
miRNAおよび small RNA（＜ 200 nt）を含む

溶出量 50～ 100 µL

10回の精製に
かかる時間 35～ 40分

平均的な収量 サンプル量により異なる

特長特長
●尿サンプルから機能解析のための無傷なエクソソームを精製・濃縮
●様々な量の尿サンプルに対応
 （Miniキット ： 250 µL～ 1 mL、Midiキット ： 2～ 10 mL、

Maxiキット ： 11～ 30 mL）
●miRNAを含む全サイズのエクソソーム／細胞外小胞由来のRNAを分離
●サイズやGC含有量に関わらず全ての RNAを結合・溶出
●フェノール抽出不要、プロテイナーゼ K処理不要、キャリア RNA不要
●時間を要する超遠心分離、ろ過、特別なシリンジは不要
●オーバーナイトインキュベーション不要
●RNA結合タンパク質を含まない、高純度なエクソソームを精製
●沈殿試薬のコンタミネーションなし

構成内容構成内容
●Slurry E

●ExoCバッファー
●ExoRバッファー
●溶解バッファー A

●溶解添加剤 B

●洗浄溶液 A

●溶出溶液 A

●Miniフィルタースピンカラム
●Miniスピンカラム
●コレクションチューブ
●溶出チューブ（1.7 mL）

タンパク質 /RNA/DNA抽出 エクソソーム RNA 抽出 記事 ID検索

尿用 エクソソーム精製 & RNA分離キット
16038

miRNAを含む全サイズのエクソソーム RNAを単離、濃縮

使用例使用例

図 2　異なる手法による 5 mLの尿サンプルからのエクソソーム精製比較
Midiキット（品番 ： 58700）、S社商品および L社商品を使用して、エクソソームを単離後、
NanoSight® LM10で粒径と濃度を解析した。その結果、他社商品よりも高い収量（8.36× 109

particles/mL）で、高純度なエクソソーム（粒径 ： 75～ 250 nm）を得ることができた。

図 1　異なる量の尿サンプルを用いたエクソソーム RNAの精製
Miniキット（品番 ： 58400）を用いて、エクソソームを分離後、RNAを精製した。
精製した RNA 2 µLを RT-qPCRのテンプレートとして使用し、尿エクソソーム由来のmiR-30aの
増幅を評価した。
（A）miR-30aの平均 Ct値は、どちらもサンプル量の増加に応じて直線的に低下した。
（B） 尿エクソソーム由来のmiR-30aの相対量は、90%以上の回収率を示し、サンプル量の増加に応

じて直線的に増加した。
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尿中のエクソソーム RNA精製キット
9234

スピンカラムで簡単に分離・抽出

図 3　Midiキット（品番 ： 58700）または超遠心分離法を用いて、10 mLの尿サンプルから精製したエクソソーム
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品名 対応サンプル量 品番 包装 希望販売価格 貯蔵
Urine Exosome Purification and RNA Isolation Mini Kit 250 µL～ 1 mL 58400 50 preps ￥302,000 Q

Urine Exosome Purification and RNA Isolation Midi Kit 2～ 10 mL 58700 25 preps ￥286,000 Q

Urine Exosome Purification and RNA Isolation Maxi Kit 11～ 30 mL 58800 15 preps ￥172,000 Q

［Norgen Biotek Corp.　　メーカー略号 ： NOG］

Norgen社の尿中エクソソーム RNA単離キットは、尿サンプルからエク
ソソーム RNAを単離、濃縮するオールインワンシステムです。Norgen社
独自の樹脂を基盤としたスピンカラムにより精製します。本キットは尿サン
プル（50検体）からエクソソーム RNAを単離できるよう設計されています。
また 1～ 10 mLの尿サンプルからエクソソーム RNAを単離することがで
きます。
エクソソーム RNAは阻害物質を含まずに単離できるため、様々なダウン

ストリームアッセイに鋳型として用いることができます。

ダウンストリームアッセイ例ダウンストリームアッセイ例
●バイオアナライザー ●プライマー伸長法
●リアルタイム PCR法による定量 ●発現アレイ
●RT-PCR法 ●次世代シーケンシング
●ノーザンブロット法 ●RNAクローニング
●RNaseプロテクション法

構成内容構成内容
●Slurry B1 ●ミニフィルタースピンカラム
●結合バッファー A ●回収チューブ
●溶解バッファー A ●溶出チューブ（1.7 mL）
●洗浄液 A ●Product Insert

●溶出液 A

特長特長
●迅速で簡便なプロトコール
 迅速なスピンカラム法により、複数サンプルを 30分以内に処理
●幅広い尿量に対応
 1～ 10 mLの尿サンプルからエクソソーム RNAを抽出
●フェノール／クロロホルム抽出不要
 フェノールやクロロホルム等、有毒な化学物質を用いずにエクソソー
ム RNAを抽出可能
●高純度
 精製したRNAは、RT-PCR法、ノーザンブロット法、マイクロアレイ等、
遺伝子制御や機能解析実験に利用可能

尿サンプル採取

遠心 2回 ・  細胞フリーの尿を移す

遠心

遠心

遠心

遠心

・  上清を除去

・  Slurry B1、
　Binding Buffer A (5 mL以上の場合)
　を添加

・  3回洗浄
・  ドライスピン

・  溶出

・  ボルテックス

エクソソーム由来RNAを分離

・  フィルタースピンカラムに移す

・  溶解バッファーAに再懸濁
・  室温でインキュベート
・  イソプロパノール添加
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図 2　各尿量から抽出したエクソソーム RNA量の測定
本キットを用いて、1～ 15 mLの尿量からエクソソーム RNAを抽出した。抽出した尿中エクソソー
ム RNAを RT-qPCRの鋳型とし、ヒト 5S遺伝子を測定した。3 µLの単離した尿中エクソソーム
RNAを RTの鋳型とし、cDNAの 3 µLを qPCRに供した。確認できるよう、各尿量から単離した
RNAで qPCRでの検出と増幅が行えたため、単離した尿中エクソソーム RNAは高品質であるとい
える。

Norgen社
尿中エクソソームRNA抽出キット

ナノ濾過法
 15 25 55 105 155 105

図 1　尿量のエクソソーム由来 RNA抽出
本キットを用いて、1～ 15 mLの尿からエクソソーム RNAを抽出し、RNAの収量を従来のナノろ
過法と比較した。本キットは、処理した尿量に応じて RNAの収量も直線的に増加した。また、本キッ
トと従来のナノろ過法で 10 mLの尿から抽出した場合では、本キットの方が高収量であった。
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図 3　尿中エクソソーム RNAを効果的かつ確実に検出
本キット（青）と他社製キット 2種類（緑、赤）を用いて、細胞を除いた 5 mLのヒト尿からエクソ
ソーム RNAを抽出した。miR-21、miR-16のステムループと、ハウスキーピング遺伝子として 5S 

rRNAを RT-qPCRで測定した。まず、100 µLの単離 RNA溶液から 3 µLを、5S rRNA、miR-

21、miR-16の各リバースプライマーを用いた反応系 20 µLの逆転写反応に供した。cDNAの 3 µL

を、反応系 20 µLの各遺伝子のリアルタイム PCR反応に用いた。本キットは唯一、確認したすべて
の転写産物を品質よく確実に検出した。

品名 品番 包装 希望販売価格 貯蔵
Urine Exosome RNA Isolation Kit 47200 50 preps ￥164,000 Q

［Norgen Biotek Corp.　　メーカー略号 ： NOG］

グライコバイオロジー
ハンドブック第 3版

神経研究ハンドブック タンパク質発現カタログ RNAiハンドブック
第 3版

ゲノム編集ハンドブック
第 3版

好評配布中！
コスモ・バイオのハンドブック

ウェブサイトからカタログ送付依頼【無料】ができます！

www.cosmobio.co.jp

タンパク質発現カタログ

抗体作製ハンドブック
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使用例使用例

図　異なる量の細胞培養上清サンプルからエクソソーム RNAを精製
Miniキット（品番 ： 60700）を用いて、エクソソームを分離後、RNAを精製した。精製した RNA 2 µLを RT-qPCRのテンプレートとして使用し、血漿エクソソーム由来のmiR-26aの増幅を評価した。
（A）miR-26aの平均 Ct値は、どちらもサンプル量の増加に応じて直線的に低下した。
（B） 血漿エクソソーム由来のmiR-26aの相対量は、90%以上の回収率を示し、サンプル量の増加に応じて直線的に増加した。
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品名 対応サンプル量 品番 包装 希望販売価格 貯蔵
Cell Culture Media Exosome Purification and RNA Isolation Mini Kit 5～ 10 mL 60700 50 preps ￥234,000 Q

Cell Culture Media Exosome Purification and RNA Isolation Midi Kit 10～ 20 mL 60800 25 preps ￥245,000 Q

Cell Culture Media Exosome Purification and RNA Isolation Maxi Kit 20～ 35 mL 60900 15 preps ￥157,000 Q

［Norgen Biotek Corp.　　メーカー略号 ： NOG］

タンパク質 /RNA/DNA抽出 エクソソーム RNA 抽出 記事 ID検索

細胞培養上清用 エクソソーム精製 & RNA分離キット
16037

miRNAを含む全サイズのエクソソーム RNAを単離、濃縮

細胞培養上清用 エクソソーム精製 & RNA分離キットは、細胞培養上清
サンプルからエクソソームの精製および精製したエクソソーム由来の RNA

単離を連続的に行えるオールインワンシステムです。
本キットは、Norgen社独自のスピンカラムクロマトグラフィーを用いて、

全てのサイズのエクソソームまたは細胞外小胞（extracellular vesicles ： 

EVs）由来の RNA（miRNAを含む）を精製することができます。他社の
キットとは異なり、特別な装置や沈殿試薬、フェノール／クロロホルム抽出
やプロテアーゼ処理は必要ありません。また、使用目的に合わせて溶出量を
調整することができます（50～ 100 µL）。精製したエクソソーム RNAは、
PCR、qPCR、RT-PCR、ノーザンブロット法、RNaseプロテクションアッ
セイ、プライマー伸長法、発現アレイなどにご使用いただけます。

仕様仕様

仕様 Miniキット
品番 ： 60700

Midiキット
品番 ： 60800

Maxiキット
品番 ： 60900

サンプルの種類 細胞培養培地
サンプル量 5～ 10 mL 10～ 20 mL 20～ 35 mL

精製エクソソーム
の粒径 40～ 150 nm

精製できる
RNAのサイズ

全てのサイズ
miRNAおよび small RNA（＜ 200 nt）を含む

溶出量 50～ 100 µL

10回の精製に
かかる時間 35～ 40分 40～ 45分

平均的な収量 サンプル量により異なる

特長特長
●細胞培養上清から機能解析のためのインタクトなエクソソームを精製・
濃縮
●様々な量の細胞培養上清サンプルに対応
 （Miniキット ： 5～ 10 mL、Midiキット ： 10～ 20 mL、

Maxiキット ： 20～ 35 mL）
●miRNAを含む全サイズのエクソソーム／細胞外小胞由来のRNAを分離
●サイズやGC含有量に関わらず全ての RNAを結合・溶出
●フェノール抽出不要、プロテイナーゼ K処理不要、キャリア RNA不要
●時間を要する超遠心分離、ろ過、特別なシリンジは不要
●オーバーナイトインキュベーション不要
●RNA結合タンパク質を含まない、高度なエクソソームを精製
●沈殿試薬のコンタミネーションなし

構成内容（Miniキット）構成内容（Miniキット）
●Slurry E

●ExoCバッファー
●ExoRバッファー
●溶解バッファー A

●溶解添加剤 B

●洗浄溶液 A

●溶出液 A

●ミニフィルターカラム
●ミニスピンカラム
●コレクションチューブ
●溶出チューブ（1.7 mL）
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エクソソーム RNA分離キット
16040

精製済みのエクソソームサンプルから RNAを単離、濃縮

エクソソーム RNA単離キットは、Norgen社のエクソソーム精製キット（62ページ参照）使用後のサンプルから、迅速にエクソソーム RNAを精製・濃
縮できるキットです。また、分離した細胞外小胞（extracellular vesicles ： EVs）サンプルの RNA精製にもご使用いただけます。
本商品は、Norgen社独自の樹脂を用いており、全てのサイズのエクソソームまたは EVs由来の RNA（miRNAを含む）を精製することができます。他
社のキットとは異なり、特別な装置や沈殿試薬、フェノール／クロロホルム抽出やプロテアーゼ処理の必要がありません。また、使用目的に合わせて溶出量
を調整することができます（50～ 100 µL）。精製したエクソソーム RNAは、PCR、qPCR、RT-PCR、ノーザンブロット法、RNaseプロテクションアッ
セイ、プライマー伸長法、発現アレイなどにご使用いただけます。

使用例使用例

図 2　異なる量の血漿サンプルから精製したエクソソームを用いて、RNAを分離
本キットを用いて、血清／血漿用 エクソソーム精製キット（62ページ参照）で分離したエクソソー
ムから RNAを精製した。
精製した RNA 2 µLを RT-qPCRのテンプレートとして使用し、血漿エクソソーム由来のmiR-26a

の増幅を評価した。
（A） miR-26aの平均 Ct値は、どちらもサンプル量の増加に応じて直線的に低下した。
（B） 血漿エクソソーム由来のmiR-26aの相対量は、90%以上の回収率を示し、サンプル量の増加

に応じて直線的に増加した。

図 1　異なる量の尿サンプルから精製したエクソソームを用いて、RNAを分離
本キットを用いて、尿用 エクソソーム精製キット（62ページ参照）で分離したエクソソームから
RNAを精製した。
精製した RNA 2 µLを RT-qPCRのテンプレートとして使用し、尿エクソソーム由来のmiR-30a

の増幅を評価した。
（A） miR-30aの平均 Ct値は、どちらもサンプル量の増加に応じて直線的に低下した。
（B） 尿エクソソーム由来のmiR-30aの相対量は、90%以上の回収率を示し、サンプル量の増加に

応じて直線的に増加した。

品名／構成内容 品番 包装 希望販売価格 貯蔵
Exosomal RNA Isolation Kit 58000 50 preps ￥94,000 Q
●溶解バッファー A　　●溶解添加剤 B　　●洗浄溶液 A　　●溶出溶液 A　　●Miniフィルタースピンカラム 50本　　●コレクションチューブ 50本　　
●溶出チューブ（1.7 mL）50本

［Norgen Biotek Corp.　　メーカー略号 ： NOG］

仕様仕様
仕様 品番 ： 58000

サンプルの種類

血清／血漿、細胞培養培地または
尿から精製したエクソソーム

（Norgen社のエクソソーム精製キットを
使用して抽出したサンプル）

精製できる
RNAのサイズ

全てのサイズ
miRNAおよび small RNA（＜ 200 nt）を含む

溶出量 50～ 100 µL

10回の精製に
かかる時間 35～ 40分

平均的な収量 サンプルにより異なる

特長特長
●miRNAを含む全サイズのエクソソームRNA／細胞外小胞RNAを分離
●サイズやGC含有量に関わらず全ての RNAを結合・溶出
●フェノール抽出不要、プロテイナーゼ K処理不要、キャリア RNA不要
●単離した RNAを目的に合わせた量で溶出（50～ 100 µL）
●高品質の RNAを 35～ 45分間で迅速に精製
●沈殿試薬のコンタミネーションなし
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TraPR small RNA単離キット
37266

精製エクソソームに使用できます

TraPR（Trans-kingdom, rapid, affordable Purification of RISCs）
small RNA単離キットは、機能性 small RNAを単離するキットです。カ
ラムを用いて RISC（RNA-induced silencing complex ； RNA誘導サイ
レンシング複合体）と呼ばれるRNA-タンパク質複合体の画分を調製後、フェ
ノール・クロロホルム法で small RNAを単離します。様々な生物種（真核
生物）やサンプルタイプにご使用いただけます。

特長特長
●生理的に重要な機能性 small RNAを単離
●カラムを用いた手法で操作は簡便
●様々な生物種（真核生物）やサンプルに使用可能
●再現性の高い結果が得られる
●単離した small RNAは RNA-seqなどの実験に使用可能

図 1　TraPRは様々な生物種で使用可能な TraPR small RNA単離キットを用いて、繊毛虫、植物（イネ、
シロイヌナズナ）、マウスから RISC画分を調製し small RNAを単離した。組織より抽出した total RNA

（I）、TraPRを用いて調製した small RNA（E）、TraPRカラムに保持された画分（R）について放射性同
位体で標識し、ゲル電気泳動を行った。Eのサンプルでは、20～ 30 nt付近に small RNAのバンドが確
認できた。（Grentzinger et al., 2020）

原理原理
細胞または組織を溶解し、TraPRカラムにロードすると、遊離している

RNAや DNAはカラムに保持され、small RNAや Agoタンパク質からな
る RISCは溶出されます。この RISC画分からフェノール／クロロホルム
法により small RNAを単離します。得られた small RNAは、様々な分子
生物学実験や次世代シーケンス解析に使用可能です。

■ FAQあります
コスモ・バイオのWebに本商品のFAQを掲載しています。

記事ID 検索検索44403

従来の small RNA単離法との比較従来の small RNA単離法との比較

＊Small RNAの長さについて特異性あり
表　従来の small RNA単離法との比較

Time8 h 10 h4 h 6 h2 h0 h 12 h 14 h 16 h

TraPR RISC Isolation 
RNA Extraction
AGO Co-Immunoprecipitation

Commercial sRNA Extraction Kits
Gel Extraction

Functional sRNA Isolation (High Specificity and Sensitivity)

Size-dependent sRNA Enrichment (Low Specificity and Sensitivity)

図 2　TraPRでは small RNAの解析時間の削減が可能
TraPRでは 1時間 15分で機能性 small RNAを単離可能。一般的な small RNA抽出キットは非常に迅速だが特異性は望めない。ゲル抽出や免疫沈降では特異性は上がるものの、実験に 1～ 2日要する。

TraPRでは、簡便なカラム精製（15分）とそれに続く RNA抽出（1時間）
により、機能性 small RNAを RISCから単離可能（図 2）で、時間のかか
るゲル抽出や免疫沈降は不要です。本キットは生理的に重要な機能性 small 

RNAを短時間かつ簡便に効率よく抽出し、解析する画期的な方法です。次
世代シーケンスに適した small RNAの調製が可能なため、従来の手法では
解析が難しいとされていたサンプルからも再現性の高い結果が得られます
（表）。

次のページへ続く
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ワークフローワークフロー
TraPRカラムを用いて、細胞や組織の溶解液からRISC画分を調製します。

RISC画分の調製に要する時間はわずか 15分です。調製した RISC画分か
ら、フェノール・クロロホルム法を用いて small RNAを単離します。得ら
れた small RNAは、次世代シーケンス解析等の様々な解析にご使用いただ
けます。

RISC画分の調製 RISC画分から
Small RNAを単離

15分 1時間

サンプルを溶解バッファー
に溶解し、
1.5mLチューブに移す

遠心 フェノール抽出

Storage Bufferを除去
溶解液

イソプロパノール沈殿

遠心

Small RNA

溶出バッファーで
溶出（2回）

溶解液をカラムにアプライし、混合

遠心

遊離している
RNAやDNAは保持

RISC画分

RISC画分

750µlのRISC画分

タンパク質解析

Small RNA
シーケンス解析

ターゲット
Small RNA解析

パフォーマンスパフォーマンス
本商品では、piRNA、siRNA、miRNAを含む RISC-associated small RNAをカラムを用いて回収し、その後、機能性 small RNAのみ単離し、ライ
ブラリ調製に用います（図 3）。このように、シーケンリードを機能性 small RNAに向けることで small RNA-Seqのコストを抑えることが可能です（図 4）。

図 3　TraPRは機能性 small RNAを濃縮する
Arabidopsis thalianaについて、従来の手法で調製した total RNAと TraPRを用いて単離した small 

RNAについて、NGSライブラリを調製しシケンス解析した。マップされたリードのサイズ分布および
small RNAタイプを示す。

一般的なRNA抽出

TraPRを
用いた場合
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図 4　TraPRは small RNAの解析コストを削減できる
従来の抽出法で調製した RNAサンプルでは、機能的な small RNAにマップされるリードは総リードのう
ち約 40%だが、TraPRで単離した RNAサンプルでは、リードのほとんどが機能的な small RNAにマッ
プされる（図 4も参照）。1レーンあたりより多くのライブラリをプールすることが可能で、その結果、サ
ンプルあたりの全体的なコストが減少する。

品名／構成内容 品番 包装 希望販売価格 貯蔵
TraPR small RNA Isolation Kit 128.08

128.24
8 prep.

24 prep.
￥79,000
￥193,000

S
S

【構成内容】
●TraPR溶解バッファー　　●TraPR溶出バッファー　　●TraPRカラム　　●Carrier Substance　　●酢酸ナトリウム　　●RNA溶出バッファー

【お客様にてご用意いただく試薬】
●フェノール溶液 pH 4.3　　●クロロホルム　　●イソアミルアルコール　　●イソプロパノール　　●80%エタノール

［Lexogen GmbH　　メーカー略号 ： LEX］
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エクソソーム由来の DNA抽出キット
16541

血清／細胞培養上清由来エクソソームから DNAをスピンカラムで精製するキット

各種エクソソーム単離キット（品番 ： P100、P101、
P120、P121、それぞれ 55、55、61、60ページ参照）
で単離した高純度エクソソームから、エクソソーム由来
の DNAを抽出するキットです。
血清 200 µLまたは細胞培養上清 5 mLからエクソ
ソームを単離した場合、本キットを用いて約 100～
300 ngの DNAを回収することができます。

構成内容構成内容
●Buffer E1
●Buffer E2
●Buffer E3

●Buffer PN

●Buffer PS

●Buffer EB

●RNaseA

●PureExo®スピンカラム
●コレクションチューブ

品名 品番 包装 希望販売価格 貯蔵
Exosomal DNA Extraction Kit P230-25

P230-50
25 rxns
50 rxns

￥103,000
￥178,000

Q
Q

［101 Bio, LLC　　メーカー略号 ： OBL］

❶  血清 200 µLまたは細胞培養上清 5 mLからエクソソームを単離する
（品番 ： P100、P101、55ページ参照）。
単離したエクソソームを PBS 100 µLで再懸濁する。

❷  Buffer E1（RNase A添加）250 µLをエクソソームサンプルに加え、
ボルテックスまたはピペッティングで塊がなくなるまで混合する。

❸  Buffer E2 250 µLを加え、4～ 6回転倒混和する。その後室温で 4
～ 5分間静置すると粘性のある透明な溶液になる。

❹  Buffer E3 350 µLを加え、4～ 6回転倒混和する。

❺  室温で 5分間静置後、10分間遠心する。また、PureExo®スピンカラ
ムをコレクションチューブに取り付ける。

❻  遠心後の上清を、ステップ 5で用意したスピンカラムに移す。

❼  30～ 60秒間遠心後、フロースルーを除去する。

❽  Buffer PN 200 µLを加えて洗浄する。30～ 60秒間遠心後、フロー
スルーを除去する。

❾  Buffer PS 400 µLを加える。30～ 60秒間遠心後、フロースルーを
除去する。

10  スピンカラムをコレクションチューブに再度取り付け直し、さらに 2
分間遠心することで、残った洗浄バッファーを除去する。

11  新しい 1.5 mLチューブにスピンカラムを移し、10～ 300 µL Buffer 

EBまたは精製水をカラム中央のフィルムに加える。室温で 2分間静置
し、1分間遠心する。遠心後のフロースルーが精製後のエクソソーム由
来 DNAである。

プロトコール

細胞上清
（2 mL)

PureExoⓇ Cell kit 　
（品番：P100)

PureExoⓇ Serum kit　
（品番：P101)

DiagExoⓇ Urine kit　
（品番：P120)

DiagExoⓇ BodyFluid kit　
（品番：P121)

血清サンプル
（0.1 mL)

高純度エクソソーム（in 100 uL PBS)

Exosomal RNA & 
Protein Extraction kit
（品番  ：P200）

尿サンプル
（2 mL)

体液サンプル
（0.5 ～ 2 mL)

本商品
Exosomal DNA
Extraction kit
（品番：P230）

グライコバイオロジー
ハンドブック第 3版

神経研究
ハンドブック

RNAiハンドブック
第 3版

ゲノム編集ハンドブック
第 3版

好評配布中！
コスモ・バイオのハンドブック

ウェブサイトからカタログ送付依頼【無料】ができます！

www.cosmobio.co.jp

抗体作製ハンドブック
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遺伝子操作 エクソソームへmiRNA導入 記事 ID検索

ExoFectin® sRNA-into-Exosome Kit（Electro）
11771

エクソソームに siRNA、miRNAを簡単導入

各種エクソソーム単離キット（品番 ： P100、P101、P120、P121、それぞれ 55、55、61、60ページ参照）で単離した高純度エクソソームに、
miRNA、siRNAなどの small RNAを導入するためのキットです。

特長特長
●高いローディング効率
●エクソソームに対する影響は穏やか
●扱いやすい

構成内容構成内容
●ExoFectin® 溶液 A、B

●エレクトロポーレーションキュベット
●無菌ピペット

❶  高純度エクソソームを単離する（エクソソーム単離キット（品番 ： 

P100、P101、P120、P121など）を使用）。単離したエクソソーム
がペレットの場合は、1×PBS 10～100 µLに再懸濁する（エクソソー
ムペレットの大きさに応じて、ペレットの10倍容量のPBSを加える）。
エクソソーム懸濁液を氷上に置く。

❷  エクソソーム懸濁液 2～ 5 µLをとり、エクソソームタンパク質を定量
する。トータルのエクソソームタンパク質濃度がエクソソームの定量
値を示す。

❸  ExoFectin® 溶液 A 65 µLと ExoFectin® 溶液 B 35 µLを混合し、
エクソソーム（10～ 100 µg）および small RNA（0.1～ 3 µmol）
に加えて、ピペットで上下させて混合させる。
＊ 混合液のトータル容量は、120 µLを超えないように注意する。

❹  ExoFectin® -エクソソーム -small RNA混合液をキュベットに移す（混
合液でキュベットの底を覆い、気泡が入らないように注意する）。キュ
ベットに蓋をする。

❺  混合液の入ったキュベットを、エレクトロポレーターキュベットホル
ダーに挿入する。400 mV、パルスタイム 10～ 15秒で混合液をエレ
クトロポレートする。

❻  エレクトロポレート完了後、キュベットを取り出し、1× PBS 500 

µLをキュベットに加える。キットに添付の無菌ピペットを使用して、
混合液を新しい無菌チューブ（予め 1%BSAを含む 1× PBS 1.5 

mLを入れておく）に移す。この時点でエクソソームには small RNA

が導入されている。

【オプション】
❼  PureExo® エクソソーム単離キット（品番 ： P100）を用いてエクソソー
ムを沈殿させる。

❽  small RNAを導入したエクソソームについて、下記のようなアプリケー
ションに使用できる。

●エクソソームを使ってターゲット細胞に RNAをデリバリー ： 
1%BSAを含む 1× PBSにエクソソームを懸濁する。ターゲット
細胞を 48時間飢餓状態にする。もしくは、50%コンフルエント
に達するまでターゲット細胞を FBS枯渇状態で培養する。small 

RNAを導入したエクソソームを加える。48～ 72時間培養を続け
た後、細胞を回収し、リアルタイム RT-PCRでターゲット遺伝子
の発現を測定する。

● in vivo RNAデリバリー（動物への静脈注射（尾部注射など）また
は局所注射（筋肉内注射など）によるデリバリー） ： 
単離したエクソソームを 5%グルコース通常食塩水に再懸濁し、レ
シピエント動物に注射する。注射を繰り返すことで、エクソソーム
デリバリーの効果を増強することができる。免疫抵抗を最小限に抑
えるために、エクソソームの由来と同じ種のレシピエント動物を選
択することを推奨する。エクソソームデリバリー後、各種時点にお
いて、挿入した組織におけるターゲット遺伝子の発現を、リアルタ
イム RT-PCRを用いて測定するか、映像法を用いてターゲット遺
伝子の発現を検出する。

品名 品番 包装 希望販売価格 貯蔵
ExoFectin® sRNA-into-Exosome Kit (Electro) P400 1 kit（10 rxns） ￥175,000 S

［101 Bio, LLC　　メーカー略号 ： OBL］

商品使用文献商品使用文献
【sRNA-into-Exosome Kit（Chemical）（品番 ： P401）】

1． Salama A, Fichou N, Allard M, Dubreil L, De Beaurepaire L, Viel A, Jégou 

D, Bösch S, Bach JM. MicroRNA-29b modulates innate and antigen-
specific immune responses in mouse models of autoimmunity. PLoS 

One. 2014 Sep 9;9(9):e106153. doi: 10.1371/journal.pone.0106153. 

(Sold through our European distributor Gentaur.)

品名 品番 包装 希望販売価格 貯蔵
ExoFectin® sRNA-into-Exosome Kit (Chemical) P401 1 kit（20 rxns） ￥151,000 S

［101 Bio, LLC　　メーカー略号 ： OBL］

■関連商品　sRNA-into-Exosome Kit（Chemical）
独自の組成のポリマー試薬で、miRNA、siRNAなどの small RNAをエ
クソソームに導入（トランスフェクション）するための商品です。

構成内容構成内容
●ExoFectin Reagent

●Supplemental buffer

操作概要
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遺伝子操作 m iRNA 阻害核酸 記事 ID検索

CL-AMO　miRNA阻害核酸
43741

安定化 2本鎖を有する強力なマイクロ RNA阻害核酸

CL-AMOは、クロスリンクして安定化させた 2本鎖（CL）をアンチセン
ス配列の両末端に接続した構造を持つ強力なAnti-miRNA oligonucleotide

（AMO）です。他の AMOに比べて遥かに高い細胞内安定性とmiRNA阻
害効果を有しています。
国立研究開発法人 産業技術総合研究所との共同研究により開発しました。

特長特長
●細胞内で高い安定性
●高い標的miRNA特異性
●高い標的miRNA結合力

背景背景
マイクロ RNA（miRNA）は 18～ 23塩基の内在性ノンコーディング

RNAの一種で、メッセンジャー RNA（mRNA）の非翻訳領域に結合して
遺伝子発現の制御を担っています 1, 2）。様々な遺伝子がmiRNAによる制御
を受けるため、miRNAは様々な疾患とも密接に関わっています 3, 4）。Anti-

miRNA oligonucleotide（AMO）は標的miRNAと相補的な配列（アン
チセンス配列）を有し、miRNAに結合してその機能を抑制する人工核酸
です。細胞内の核酸分解酵素に対する耐性を獲得させるために、一般的に
AMOには様々な化学修飾や二次構造が導入されています。

CL-AMOは、クロスリンクして安定化させた 2本鎖（CL）をアンチセ
ンス配列の両末端に接続した構造を持ち、従来の AMOに比べて非常に強
力な AMOです 5）。

図 2　miR-21を標的とする CL-AMOまたはネガティブコントロール CL-AMOをMCF-7細胞にトラ
ンスフェクションした場合の細胞数の変化。トランスフェクションした日を 1とした相対値で表示。

MCF-7細胞に、miR-21を標的とする CL-AMOまたはランダム配列を
有するネガティブコントロール CL-AMOをそれぞれトランスフェクション
し、細胞増殖変化をWST-8法で測定しました。miR-21を標的とした CL-

AMOのみが増殖抑制効果を示しました（図 2）。

■高い標的特異性

細胞のがん化と深く関係するmiR-21を標的とする CL-AMOを乳がん細胞株（MCF-7、ZR-75）にトランスフェクションし、細胞増殖変化をWST-8
法により測定しました。CL-AMOは 9日間にわたって安定的に細胞増殖を抑制しました（図 1A、B）。

図 1　miR-21を標的とする AMOをトランスフェクションしたMCF-7細胞（A）および ZR-75細胞（B）の細胞数の変化。トランスフェクションした日を 1とした相対値で表示。

（A） （B）

■安定な阻害効果
データ例データ例

核
細胞

分解酵素

多様なmiRNA

CL-AMO

標的miRNA

抑制する

抑制しない
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miRNAには類似した配列を持つものが多く存在するため、正しい標的
miRNAのみを特異的に阻害することが重要です。miR-148aを標的と
する CL-AMO、配列の一部にミスマッチを含む CL-AMO、さらにmiR-

148aと類似したmiRNAであるmiR-148bを標的とする CL-AMOを
MCF-7細胞にトランスフェクションしたところ、miR-148aと完全に相
補な CL-AMOのみが増殖抑制を示しました（図 4）。

図 4　各 CL-AMOの終濃度が 20 nMとなるようにトランスフェクションしたMCF-7細胞の細胞数
の変化。トランスフェクションした日を 1とした相対値で表示。

■類似miRNAを見分ける高い標的特異性

一般的に低発現miRNAの抑制効果は検出しにくいと考えられています。乳がん細胞における発現量が少ないとされるmiR-148aを標的とする様々な
AMOをMCF-7細胞にトランスフェクションしたところ、CL-AMOのみが低濃度でも増殖抑制を示しました（図 3）。

図 3　miR-148aを標的とする AMOを終濃度が 20 nMもしくは 200 nMとなるようにトラン
スフェクションしたMCF-7細胞の細胞数の変化。トランスフェクションした日を 1とした相対
値で表示。

■低発現miRNAにも効果的

2021年 論文発表しました！
従来の AMOでは解らなかった、低発現miRNAの機能を、

CL-AMOが明らかにしました。

『 Stable duplex-linked antisense targeting miR-148a 
inhibits breast cancer cell proliferation』

Okumura et al., Scientific Reports 11, 11467 (2021)

品名 品番 包装 希望販売価格 貯蔵
CL-AMO, anti-hsa-miR-21-5p CLAM-H21-5 1 nmol ￥45,000 R

CL-AMO, negative control1 CLAM-NC1 1 nmol ￥45,000 R

［コスモ・バイオ株式会社　　メーカー略号 ： CSR］

■お見積もり・お問い合わせ先
カスタム製造を承ります。詳細はお問い合わせください。

コスモ・バイオ株式会社　札幌事業部
E-mail ： primarycell@cosmobio.co.jp

参考文献参考文献
1)  Fabian, M. R., Sonenberg, N. & Filipowicz, W. Regulation of mRNA 

Translation and Stability by microRNAs. Annu. Rev. Biochem. 79, 351-379 

(2010).

2)  Bartel, D. P. MicroRNAs: Target Recognition and Regulatory Functions. Cell 

136, 215-233 (2009).

3)  Li, Y. & Kowdley, K. V. MicroRNAs in Common Human Diseases. Genomics, 

Proteomics Bioinforma. 10, 246-253 (2012).

4)  Ardekani, A. M. & Naeini, M. M. The role of microRNAs in human diseases. 

Avicenna J. Med. Biotechnol. 2, 161-179 (2010).

5)  Mie, Y. et al. Function Control of Anti-microRNA Oligonucleotides Using 

Interstrand Cross-Linked Duplexes. Mol. Ther. - Nucleic Acids 10, 64-74 

(2018).

6)  Okumura, S., Hirano, Y. & Komatsu, Y. Inhibition of breast cancer cell 

proliferation with anti-microRNA oligonucleotides flanked by interstrand 

cross-linked duplexes. Nucleosides Nucleotides Nucleic Acids 39, 225-235 

(2019).

7)  Okumura, S., Hirano, Y. & Komatsu, Y. Stable duplex-linked antisense 

targeting miR-148a inhibits breast cancer cell proliferation, Scientific 

Reports 11, 11467 (2021).
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遺伝子操作 ターゲット検出 記事 ID検索

miRNAscope™ miRNA in situ hybridization
44046

RNAscope® は、FFPE組織、凍結組織、培養細胞等のサンプル中のRNAを、独自のRNA in situ hybridization法により検出する技術です。miRNAscope™ 

は、RNAscope® を応用したmiRNA in situ hybridization法で、従来の RNAscope® では検出が難しかった短鎖 RNA（mature miRNAやアンチセンス
オリゴヌクレオチド等の核酸医薬）を組織上で検出可能です。内在性miRNAの局在解析や核酸医薬の生体内安定性評価にご利用いただけます。

図 2　miRNAscope™アッセイにて、マウス大腿四頭筋組織中のアンチセンスオリゴヌクレオチドを検
出した（赤色）。
アンチセンスオリゴヌクレオチドを投与していないコントロール群ではシグナルは見られず、投与群にお
いて、アンチセンスオリゴヌクレオチドのデリバリーを確認できた。

アンチセンスオリゴヌクレオチドアンチセンスオリゴヌクレオチド
VEHICLE (neg. control) TREATED

内在性miRNA／免疫組織染色との共染色内在性miRNA／免疫組織染色との共染色

図 3　miRNAscope™ アッセイにて、ヒト子宮頸がん組織中のmiR-223-3pを染色した（赤色）。その後、
抗 CD3抗体を用いて免疫組織染色を行った（緑色）。

図 4　siRNA#1に対するプローブを用いてmiRNAscope™アッセイを行った。siRNA#1を導入したマ
ウスの肝臓組織では赤色のシグナルが検出され、siRNAを導入していないマウスの肝臓組織や異なる配列
の siRNA（siRNA#2）を導入したマウスの肝臓組織では赤色のシグナルは見られなかった。

siRNAsiRNA コントロール実験コントロール実験

図 5　コントロールプローブを用いて、ヒトおよびマウス由来試料を染色した。
ポジティブコントロールプローブ（品番 ： 727871-S1） ： U6 small nuclear 1（RNU6-1）に対するプローブ
ネガティブコントロールプローブ（品番 ： 727881-S1） ： スクランブル配列のプローブ

SALINE (neg. control) siRNA #1 delivered
siRNA #2 delivered 
(neg. control) ヒト組織　　　    　HeLa 細胞　　　     マウス組織　　　      3T3 細胞
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特長特長
●miRNA、siRNA、アンチセンスオリゴヌクレオチドなどの短鎖 RNA

（17～ 50 nt）を検出可能
●FFPE組織、新鮮／固定 凍結組織、培養細胞など様々なサンプルに対応
●AP/Fast Redで染色（マニュアル染色、自動染色）
●抗体を用いた免疫組織染色と組み合わせ可能

図 1　miRNAscope™ アッセイにて、ヒト子宮頸がん組織中のmiR-223-3pを染色した（赤色）。その後、
抗 CD3抗体を用いて免疫組織染色を行った（緑色）。

miR-223-3pの検出miR-223-3pの検出
miR-223-3p / CD3 (IHC)

■詳細はWebへ
試薬キットの詳細はコスモ・バイオのWebをご覧ください。

記事ID 検索検索43882

［Advanced Cell Diagnostics, a brand of Bio-Techne Corporation　　メーカー略号 ： ADC］

ワークフローワークフロー
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ISHプローブをRNAに
　　　　ハイブリダイズ
　　　　　　　　させる

細胞や組織に前処理
を施し、細胞膜の
透過性を上げる

顕微鏡で確認する 定量化・分析する

AMP 標識させた

シグナルを増幅させる

PreAMP AMP 標識させた
プローブ

■関連商品　RNAscope™ Plus smRNA-RNA Assay

miRNAscope™ と RNAscope® の技術を組み合わせた RNA in situ 

hybridization（ISH）法です。miRNA、siRNA、アンチセンスオリゴヌク
レオチド（ASO）などの small RNA（smRNA）とmRNAを同時に検出
可能です。
50～ 300塩基のターゲットを検出する BaseScope™、300塩基以上のターゲットを
検出する RNAscope® もございます。

BaseScope™ 記事ID 検索検索17257

RNAscope® 記事ID 検索検索9056

特長特長
●独自の RNA ISH法による高感度・特異的な検出
●1つの smRNA（17～ 50塩基）と 3つのmRNA（300塩基以上）
の最大 4ターゲットを同時検出可能
●FFPEと新鮮凍結切片に対応
●TSA vividやOpalを用いた蛍光多重染色

必要な試薬と機器必要な試薬と機器
●ターゲットプローブ

Advanced Cell Diagnostics社のサイトから既存プローブをご確認
いただけます（https://acdbio.com/）。
プローブの検索方法は、コスモ・バイオのWebでご案内しております。

記事ID 検索検索44400

既存ブローブがない場合、プローブのカスタム作製も承ります。
●試薬キットおよび蛍光色素
●ポジティブコントロール／ネガティブコントロール
●コントロールスライド ： 

ターゲットと同一の種のスライドをご選択いただきます。
●ハイブリダイゼーションシステム
●その他関連試薬
●疎水性撥水ペン

ワークフローワークフロー

smRNAとmRNAを同時検出！

miR-124        POLAR2A       PPIB miR-124UBC

図 6　RNAscope™ Plus smRNA-RNA Fluorescent Assayを使用したマウス脳組
織におけるmiR-124の組織特異的検出

■詳細はWebへ
本商品の詳細は、コスモ・バイオのWebをご覧ください。

記事ID 検索検索44305

まず切片を前処理し、次に smRNA特異的プローブ（黄緑色で図示）および RNA特異的プローブ（紫、青、水色で図示）をターゲット RNAにハイブリ
ダイズさせます。RNAscope™ Plus smRNA-RNA Fluorescent Assayは、それぞれ異なる蛍光体を使用する 4つの独立したシグナル増幅システムを採
用しており、4つの位置関係だけでなく、転写産物の発現量を定量化することもできます。

品名 品番 包装 希望販売価格 貯蔵
TSA Vivid Fluorophore 520 323271 1 each ￥40,000 QR

TSA Vivid Fluorophore 570 323272 1 each ￥40,000 QR

TSA Vivid Fluorophore 650 323273 1 each ￥40,000 QR

［Advanced Cell Diagnostics, a brand of Bio-Techne Corporation　　メーカー略号 ： ADC］

その他、ポジティブコントロール、ネガティブコントロール、コントロールスライド、疎水性撥水ペン、必要機器（ハイブリダイゼーションシステム）、その他関連試薬は、コスモ・
バイオのWebをご覧ください。 記事ID 検索検索44305

■蛍光色素

■試薬キット
TSA vividが含まれておりませんので必要に応じ別途ご購入ください。smRNA 1つとmRNA 3つの四重染色をする場合は、Opal色素※が必要となります。

※Akoya Biosciences社よりご購入いただけます。詳細はコスモ・バイオのWebよりご確認ください。 記事ID 検索検索44305

品名 品番 包装 希望販売価格 貯蔵
RNAscope™ Plus smRNA-RNA HD Reagents Kit 322785 1 kit（for 20 slides） ￥450,000 QS

［Advanced Cell Diagnostics, a brand of Bio-Techne Corporation　　メーカー略号 ： ADC］　
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遺伝子操作 m iRNA の cDNA 増幅 記事 ID検索

microScript microRNA cDNA合成キット
14559

miRNAの cDNAを簡便に増幅

トータル RNAまたは濃縮済みmicroRNA（miRNA）サンプルから cDNA

を逆転写するためのキットです。
all-in-oneかつReady-to-Useのキットで、2x反応ミックスとmicroScript 

microRNA酵素ミックスがセットになっています。2x反応ミックスと酵素
ミックス、RNAテンプレートをシングルチューブで混合するだけのシンプ
ルなワークフローが特長です。microScript逆転写酵素は、モロニーマウ
ス白血病ウイルス（M-MuLV ； Moloney Murine Leukemia Virus）の変
異型で、RNase H活性が低減され、熱安定性が増加しています。

使用方法使用方法
2x反応ミックスと酵素ミックス、RNAテンプレートをシングルチュー
ブで混合し、次いで、サーマルサイクラーで反応させると、poly(A)tailは
最初に RNAへ付加され、続いてアダプタープライマーを用いて cDNA合
成を行います。シングルチューブでの調製は、使いやすさに加えて優れた
一貫性と感度を実現します。合成された cDNAは、ユニバーサル PCRリ
バースプライマーとmicroRNA配列を含むフォワードプライマーを用いて、
PCRまたは qPCRにご利用いただけます。シングルチューブでの cDNA

調製は、異なるmicroRNAを同時にいくつも PCR増幅する場合に有用で
す。さらに、トータル RNAからの cDNA調製は、遺伝子特異的プライマー
を用いてmRNAや長鎖 RNAの PCRまたは qPCR検出にも使用すること
ができるため、microRNA / microRNAターゲットを並列で評価すること
を可能にします。

miR-21 5S rRNA S15 (mRNA)

PCR

Melt
Curve

図 2　トータル RNA転写産物（microRNAs
およびmRNA）のロバストな逆転写
microScript microRNA cDNA合成キットは、microRNA

とmRNAや長鎖 RNAなどを効率的に逆転写できるため、
microRNAとmicroRNAターゲットを並列で解析できま
す。HeLa細胞由来の RNA（200 ng）をテンプレート
として cDNAを合成し、3つの異なる RNAの qPCR反
応に使用した。上部のパネルは、miR-21（microRNA）、
5S rRNA（RNA without poly-A tail）、S15（large 

mRNA）の増幅の成功を示す。下部のパネルは、3つの
PCR増幅アンプリコンがユニークな融解曲線の特性を有
することを示す。

200 ng

20 ng

2 ng

200 pg

20 pg

2 pg

Amplification

0 10 20 30 40

RF
U

miR-1246 miR-21
Amplification

RF
U

0 10 20 30 40
CyclesCycles

図 1　高感度でロバストなmicroRNA増幅
microScript microRNA cDNA合成キットを用いて、
200 ng～ 2 pgの各 RNA量でmicroRNAを増幅した。
microScript microRNA cDNA合成キットを RT-qPCR

反応に利用し、Total RNA精製キットで分離した HeLa

細胞由来のトータル RNAからヒトmiR-1246とmiR-

21を増幅した。こられらの PCRターゲットは、幅広い
範囲のいずれの RNAインプット量でも増幅された。

測定データ測定データ

特長特長
●便利
 Ready-to-Useのマスターミックスにテンプレートと酵素を加えるだ
けの逆転写酵素反応セットアップ
●一回の cDNA合成で、複数のmicroRNA、microRNAターゲット
を解析

 各microRNA cDNA合成反応後に、異なるmicroRNAおよびmicroRNA

ターゲットを PCR検出
●時間の節約に
 より少ないピペット操作で逆転写反応液調製が可能
●反応に必要なものはすべて Ready-to-Useマスターミックスに入って
いる
●高感度・高収量
●ロバストな酵素
 microScript逆転写酵素は、難しいテンプレートの増幅や高温反応に
おける高い再現性を実現

品名 品番 包装 希望販売価格 貯蔵
microScript microRNA cDNA Synthesis Kit 54415

54410
12 rxns
50 rxns

￥20,000
￥85,000

R
R

［Norgen Biotek Corp.　　メーカー略号 ： NOG］

■関連商品　microRNA (cel-miR-39) Spike-In Kit
品名／構成内容 品番 包装 希望販売価格 貯蔵

microRNA (cel-miR-39) Spike-In Kit 59000 1 kit ￥12,000 R
●cel-miR-39 RNA　　●Nuclease-Free Water　　●cel-miR-39 Forward PCR Primer

［Norgen Biotek Corp.　　メーカー略号 ： NOG］

表　構成内容

品番 ： 54410
（12反応分）

品番 ： 54410
（50反応分）

microScript microRNA
酵素ミックス 12 µL 50 µL

2x反応ミックス 120 µL 500 µL

ユニバーサル PCR
リバースプライマー 60 µL 250 µL

Nuclease-Free Water 1.25 mL 2× 1.25 mL
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遺伝子操作 ライブラリ調製 記事 ID検索

Small RNA-Seq Library Prep Kit
34681

miRNAや snoRNAの解析に

Total RNAや豊富な small RNAからイルミナ社シーケンサー
用ライブラリを、5時間以内で簡単に調製できます。遺伝子発現制
御において重要な役割を担っているとされるmicroRNAや small 

interfering RNAなどのsmall RNAのプロファイリングが可能です。

特長特長
●ゲルフリープロトコールで操作は簡便
●5時間以内でライブラリ調製が可能
●RNA必要量は 50 pgから（適応範囲は 50 pg～ 1,000 ng）
●血漿、血清、尿のような RNA含量の低い検体にも対応
●i7インデックスにより 96サンプルまでマルチプレックス解析
が可能
●TraPR small RNA単離キットと併用可能
（17ページでご紹介）

対応機種対応機種
●HiSeq 2000/2500/3000/4000
●NextSeq 500/550
●MiSeq

●MiniSeq

●Genome Analyzer

構成内容構成内容
●Reagent box

●Purification Columns / Collection Tubes

●Small RNA i7 Index Plateまたはプライマー
（キットサイズにより異なります）
●Purification Module with Magnetic Beads

（品番 ： 058.08と 058.24のみ）

図 1　ワークフロー
ライブラリ作製は、total RNAや small RNAの 3'末端側と 5'末端側にアダプターを付けること（ライゲーション）
をベースにしている。まず、両末端（5'末端と 3'末端）にアダプターを付加した RNAをもとに cDNAを合成し、
PCRステップで i7インデックスを付加する。この i7インデックスの付加によりマルチプレックス解析が可能にな
る。多くの場合、特に試料 RNAにmicroRNAが多く含まれる場合、作製したライブラリはイルミナ社シーケン
サーにそのまま使用できる。一方、リンカー同士の結合産物（ダイマーなど）の除去や、total RNAライブラリか
ら small RNAライブラリを分けたい場合は、Lexogen社の磁気ビーズによる精製モジュールを利用できる。

パフォーマンスパフォーマンス
Small RNA-Seq Kitは少量の RNAで、microRNA発現解析のためのライブラリ作製が可能です（図 2）。高感度な検出により、血漿、血清、尿等のリキッ
ドバイオプシー（エクソソーム含む）のような RNA含量の低い検体での解析に適しています。加えて、本キットは、異なるインプット量やサンプル間でも
高い再現性と相関性を示します。

■ FAQあります
コスモ・バイオのWebに本商品の FAQを掲載しています。

記事ID 検索検索43930
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図 2　Lexogen社 Small RNA-Seq Kitは少量の RNAから多くのmicroRNAの検
出が可能
個別に作製した 4つのライブラリにおいて、各ライブラリで検出されたmicroRNAの総数。精製した血
漿 RNA（6、60、600 pg）を用いて、4社のライブラリ作製キットでライブラリを作製した。各ライブ
ラリを等しいモル濃度、1.5～ 2 M Total Raw Readsでシーケンス解析した。Lexogen社ライブラリ
作製キットは全ての試験区、5 Raw Reads以上で、非常に多くのmicroRNAを検出した。
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図 3　サンプル間の高い相関性 ： 精製した血漿 RNAの各濃度（60、600 pg）、RPM（Reads per 

Million）で、サンプル間で高い相関性を示した。

品名 品番 包装 希望販売価格 貯蔵
Small RNA-Seq Library Prep Kit for Illumina 052.08

052.24
8 prep.

24 prep.
￥179,000

ご照会
Qa
Qa

Small RNA-Seq Library Prep Kit for Illumina including Purification Module with 
Magnetic Beads

058.08
058.24

8 prep.
24 prep.

￥195,000
ご照会

Qa
Qa

［Lexogen GmbH　　メーカー略号 ： LEX］

96 prepの別包装もございます。価格についてはご相談ください。
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STORMで検証済みの CF®色素が結合した、エクソソームを含む
Extracellular Vesicles（EVs）を染色可能な dSTORM（direct stochastic 

optical reconstruction microscopy）用色素です。
ExoBrite™ STORM EV Membrane Stainsは、EVsの STORMイメー

ジングのために開発され STORMで検証済みの CF®色素が組み込まれてい
ます。ExoBrite™ STORM EV Membrane Stainsは、EV膜の染色に使
用されてきた従来の親油性色素とは異なり、バッファのみのコントロールで
凝集によるバックグラウンドをほとんど示さないため、EVsを正確に識別
することができます。ExoBrite™ 560/585は、蛍光性テトラスパニン抗
体とともにONI Nanoimager S MarkⅡ上で dSTORMのバリデーション
を行い、単一 EVの特性評価を行うことができました。

背景背景
エクソソームを含む EVsは、細胞から放出される脂質結合小胞です。

EVsは、特異的な表面タンパク質を有しており、核酸などの様々な物質を
内包し、身体の異なる部位の細胞に情報を伝達することができます。これら
により、EVsの研究はドラッグデリバリーや医療診断用アプリケーション
への応用の可能性があるとして、急速に研究が進められました。dSTORM

のような超高解像度顕微鏡技術は、従来の光学顕微鏡の回折限界を超え、
EVsに見られるタンパク質などの細胞内構造の単一分子を観察することが
できます。

特長特長
●EVsとエクソソームの膜を染色可能
●STORMによる超解像イメージング用に開発
●高シグナル、低バックグラウンド
●精製済みもしくはビーズに結合したエクソソームを染色可能
●抗体との共染色が可能
●4色の蛍光から選択可能

構成内容構成内容
●ExoBrite™ STORM EV Membrane Stain

●ExoBrite™ Reconstitution Solution

エクソソームを染色可能な dSTORM用蛍光染色キット

観　察 超解像光学顕微鏡用 記事 ID検索

ExoBrite™ STORM EV Membrane Staining Kits
44572

■関連商品
Biotium社では、ExoBrite™ EV Membrane Stainsと ExoBrite™ Antibody Conjugatesもご提供しています。
ExoBrite™ 染色は、抗体染色（例えば、テトラスパニンタンパク質 CD9、CD63、CD81の抗体）と組み合わせて、複数のパラメーターを分析すること
ができます。Biotium社は、フローサイトメトリーまたはウエスタンブロットによるEVの検出に最適化された有効なExoBrite™ 抗体のご用意がございます。
また、フローサイトメトリーによる精製またはビーズ結合した EVの検出に有効な ExoBrite™ EV Membrane Stainsもございます。

品名 励起波長／蛍光波長 検出チャネル 品番 包装 希望販売価格 貯蔵
ExoBrite™ STORM CF® 505 EV Membrane 
Staining Kit

505/519 nm FITC 30115-T
30115

1 kit（100 labelings）
1 kit（500 labelings）

￥46,000
￥156,000

R
R

ExoBrite™ STORM CF® 583 EV Membrane 
Staining Kit

583/609 nm Rhodamine or 
Texas Red®

30116-T
30116

1 kit（100 labelings）
1 kit（500 labelings）

￥46,000
￥156,000

R
R

ExoBrite™ STORM CF® 647 EV Membrane 
Staining Kit

652/668 nm Cy® 5 30117-T
30117

1 kit（100 labelings）
1 kit（500 labelings）

￥46,000
￥156,000

R
R

ExoBrite™ STORM CF® 680 EV Membrane 
Staining Kit

681/698 nm Cy® 5.5 30118-T
30118

1 kit（100 labelings）
1 kit（500 labelings）

￥46,000
￥156,000

R
R

［Biotium, Inc.　　メーカー略号 ： BTI］

■詳細はWebへ
ExoBrite™ EV Membrane Staining Kits

記事ID 検索検索42908

■その他綺麗な dSTORM画像はWebへ
dSTORM観察用に染色したエクソソームの画像が紹介されています。
下記から論文に使われている画像をご覧いただけます。

図　ヒト大腸がん細胞株由来 EVsの超解像 dSTORM画像
EVsは、抗テトラスパニン抗体（抗 CD9/CD63/CD81カクテル、すべて CF® 647に結合、マゼンタ）
と 1X ExoBrite™ 560/585（シアン）で染色されました。サンプルは Oxford Nanoimaging（ONI）
の EV Profiler Kitで調製し、ONIの Nanoimager S MarkⅡで画像を取得した。データは、ONIのクラ
ウドベースのデータ解析プラットフォームであるCODIのベータリリースバージョンを使用して処理した。
スケールバーは 500 nm（左）、シングル EVパネル（右）は 50 nmである。画像提供 ： ONI
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観　察 エクソソームの膜染色 記事 ID検索

脂質膜染色蛍光色素 CellBrite® Steady
41174

エクソソームの膜染色に、長期的な細胞イメージングが可能！

細胞外小胞とエクソソソームは、脂質二重層で囲まれた小胞です。これらの膜は、細胞膜の染色に用いられるのと同じ色素を用いて染色することができます。
しかし、すべての色素がエクソソームの染色に同じように適しているわけではありません。Biotium社は、鮮やかな染色を示し、凝集を最小限に抑えた（あ
るいは全く凝集しない）蛍光色素を各色ご提供しています。

図 2　濃縮したエクソソームを、10X CellBrite® Steady 488で染色した（右）。バッファー中の
CellBrite® Steady 488と比較して、特異的な染色が見られた（左）。エクソソームは、FITCチャネ
ルの CytoflexLXフローサイトメーターで検出した。

図 3　濃縮したエクソソームは、0.5X CellBrite® Steady 550で染色した（右）。バッファー中の
CellBrite® Steady 550と比較して、特異的な染色が見られた（左）。エクソソームは、PEチャネル
の CytoflexLXフローサイトメーターで検出した。

■CellBrite® Steady 膜染色キット
本色素は、数時間から数日間の長期的な脂質二重層のイメージング用に設
計されており、フローサイトメトリーで検出するための染色に優れていま
す。凝集を最小限に抑えた明るい染色を示します。複数色を提供しており、
その中で CellBrite® Steady 488、CellBrite® Steady 550、CellBrite®

Steady 650では、細胞外小胞の染色に推奨しています。CellBrite®

Steady 550と 650は、STORMによる超解像イメージングに対応して
います。キットに含まれる CellBrite® Steadyエンハンサーを使用すると、
エクソソームや細胞の膜をイメージングするために、細胞質染色を軽減また
は排除できます。

本色素は、精製された細胞外小胞（EV）およびエクソソームの標識に
ついて検証されています。しかし、Biotium社のテストでは、CellBrite®

Steadyがビーズ結合エクソソームに非特異的に結合することが示されまし
た。精製エクソソームとビーズ結合エクソソームの両方を最適に標識するに
は、ExoBrite™ Membrane Staining Kitsをお勧めします。（84ページ
参照）

特長特長
●エクソソームの膜表面を 24時間以上イメージング
●急速に内部移行する他の膜色素とは異なり、膜表面に保持される
●エクソソーム内のシグナルをマスクするエンハンサーを含む
●CellBrite® Steady 550と 650は、STORMによる超解像イメージ
ングに対応

構成内容構成内容
●CellBrite® Steady 色素、1,000× in DMSO, 100 µL

●CellBrite® Steady エンハンサー、1,000× in DMSO, 100 µL

エンハンサーはエクソソーム内の蛍光をマスクして、膜を選択的に可視化
します。特に遠赤色の CellBrite® Steady 650では、細胞質内の蛍光をほ
ぼ完全にマスキングします。

図1　Excitation and emission spectra of CellBrite® Steady Dyes in methanol.
（関連商品の情報含む。）
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図 4　濃縮したエクソソームを、2X CellBrite® Steady 650で染色した（右）。バッファー中の
CellBrite® Steady 650と比較して、特異的な染色が見られた（左）。エクソソームは、APCチャネルの
CytoflexLXフローサイトメーターで検出した。

図 5　CellBrite® Steady 488（緑）（エンハンサー使用）とMitoView™ 

633ミトコンドリア染色（マゼンタ）で 45分間共染色した HeLa細胞（生
細胞）。細胞は、洗浄ステップなしで共焦点顕微鏡で観察した。

図 6　CellBrite® Steady Dyes（エンハンサー使用）による長期染色。MCF7細胞を 1× CellBrite® Steady 405または CellBrite® 

Steady 488色素で染色し、0.2×エンハンサーと最大 6日間共培養した。細胞は、洗浄ステップなしで共焦点顕微鏡で観察した。

■関連商品
品名 励起波長 蛍光波長 品番 包装 希望販売価格 貯蔵

CellBrite® Steady 405 Membrane Staining Kit 406 428 30105 1 kit（500 labelings） ￥212,000 R

CellBrite® Steady 685 Membrane Staining Kit 686 708 30109 1 kit（500 labelings） ￥212,000 R

［Biotium, Inc.　　メーカー略号 ： BTI］

上記商品は、トライアルサイズ（100 labelings）も販売しております。品番の最後に“-T”を加えてください（希望販売価格 ： ¥57,000）。

品名 励起波長 蛍光波長 品番 包装 希望販売価格 貯蔵
CellBrite® Steady 488 Membrane Staining Kit 505 529 30106 1 kit（500 labelings） ￥212,000 R

CellBrite® Steady 550 Membrane Staining Kit 562 579 30107 1 kit（500 labelings） ￥212,000 R

CellBrite® Steady 650 Membrane Staining Kit 656 676 30108 1 kit（500 labelings） ￥212,000 R

［Biotium, Inc.　　メーカー略号 ： BTI］■CellBrite® Steady Membrane Stains

上記商品は、トライアルサイズ（100 labelings）も販売しております。品番の最後に“-T”を加えてください（希望販売価格 ： ¥57,000）。

■関連商品　CellBrite® Fix Membrane Stains
CellBrite® Fix Membrane Stainsは、細胞膜に蓄積して蛍光を発する蛍光色素で、膜タンパク質に共有結合するためのアミン反応性基を持っています。

CellBrite® Fix Membrane Stainsは、Santiana氏らのウイルス感染における小胞囲い込みの役割を調査する研究において、ウイルス粒子を含む細胞外小
胞の染色に使用されました。その結果、CellBrite® Fix 488は、ノロウイルスを含む細胞外小胞で処理した培養マウスマクロファージ様細胞の相対的な感染
率を比較するために、超解像顕微鏡や共焦点顕微鏡で単離した細胞外小胞を染色するのに適していることがわかりました。

品名 励起波長 蛍光波長 品番 包装 希望販売価格 貯蔵
CellBrite® Fix 488 406 428 30090 1 kit（5 vials） ￥163,000 R

CellBrite® Fix 555 505 529 30088 1 kit（5 vials） ￥141,000 R

CellBrite® Fix 640 562 579 30089 1 kit（5 vials） ￥141,000 R

［Biotium, Inc.　　メーカー略号 ： BTI］

上記商品は、トライアルサイズ（1 vial）も販売しております。品番の最後に“-T”を加えてください（希望販売価格 ： 品番 ： 30090-Tは ¥48,000、それ以外は ¥40,000）。

■注意点
CellBrite® Steady染色試薬は細胞間を容易に移行するため、細胞追跡、共培養、または移植研究には推奨されません。
別キットの ViaFluor® SE Cell Proliferation Kitは染色に安定性があり、かつ非毒性で、顕微鏡やフローサイトメトリーによる長期追跡に使用できます。

記事ID 検索検索44320
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本商品は、透過型電子顕微鏡（TEM；transmission electron microscope）
観察用のエクソソーム試料を調製するキットです。質の高い TEM観察像を
得ることができます。

TEMアッセイでは、エクソソームの純度と密度が重要になりますので、
エクソソームの分離には、101 Bio社 PureExo®シリーズを推奨しており
ます。（55ページ、 記事ID 検索検索11648 ）

構成内容構成内容
1． フォルムバー／カーボンコート EMメッシュ 400グリッド ： × 10

2．洗浄バッファー ： 1.5 mL

3．EM溶液 ： 100 µL

＜その他で必要な器具・機械＞
1．パラフィルム
2．ピンセット（Dumont社 NO.5）
3．Whatman NO.1ろ紙
4．透過型電子顕微鏡（TEM）

プロトコール

❶  分離した新鮮なエクソソームを再懸濁する。

❷  エクソソーム懸濁液を清潔なパラフィルム上に 2～ 3滴（5～ 10 µL）
置く。エクソソームの液滴上にフォルムバー／カーボンコートEMグリッ
ドをコート面が接するように置く。ドライ条件下で、グリッド膜にエク
ソソームを 10分間吸着させる。

❸  清潔なパラフィルム上に、20 µLの洗浄バッファーを滴下する。先の尖っ
たピンセットを用いて、グリッド膜をコート面を下向きにして、洗浄バッ
ファーの液滴上に置き、30秒間洗浄する。

❹  ステップ 3を繰り返す。

❺  清潔なパラフィルム上に、10 µLの EM溶液を滴下する。EM溶液の液
滴上コート面を下向きにしてグリッドを置き、10分間そのままにする。

❻  ステップ 3の手順で洗浄を行う。

❼  コート面を上向きにした状態でグリッド膜をろ紙に移す。そのまま室温
で一晩乾燥させる。

❽  透過型電子顕微鏡（TEM）下でエクソソームを観察する。

観　察 透過型電子顕微鏡用 記事 ID検索

Exosome-TEM-easyキット
12907

透過型電子顕微鏡（TEM）用エクソソームサンプル調製キット

図 1　101 Bio社 Exosome-TEM-easy kitを用いて作製した試料の TEM観察像 図 2　フォルムバー／カーボングリッド
光沢のある縁の有る方がフォルムバー／カーボンコート面。コート面にエクソソームが吸着する。

品名 品番 包装 希望販売価格 貯蔵
Exosome-TEM-easy Kit P130-C 10 rxns ￥148,000 Q

［101 Bio, LLC　　メーカー略号 ： OBL］

グライコバイオロジー
ハンドブック第 3版

神経研究
ハンドブック

RNAiハンドブック
第 3版

ゲノム編集ハンドブック
第 3版

好評配布中！
コスモ・バイオのハンドブック

ウェブサイトからカタログ送付依頼【無料】ができます！

www.cosmobio.co.jp

抗体作製ハンドブック
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多細胞生物体内の細胞が放つエクソソームは細胞外小胞 ： EVs

（Extracellular Vesicles）の 1つであり、すでに医薬品および化
粧品への応用が期待され各分野で開発が進行しています。一方、
単細胞である微生物からも同様の EVsが放出され、20～ 400 

nmの球状の構造体であり、エクソソームと同様に微生物 -微生
物間、さらには微生物 -宿主細胞間の情報伝達を担っていること
が明らかになっています。EVs産生は微生物にとって不可欠な機
能であり、EVsによる細菌間もしくは宿主との相互作用の機能解
明は、ワクチン開発のシーズや腸内における細菌の宿主への作用、
ドラッグデリバリーシステム（DDS）といった様々な応用分野へ
の展開が期待されています。

微生物学分野においては、以前よりグラム陰性細菌の分泌する
細胞外小胞をOuter Membrane Vesicle（OMV）と称し、研究
が盛んにされてきました。最近の研究では病態の進行に腸内細菌
が関わり、そのメカニズムを EVsによって解き明かされつつあり
ます。肝硬変の研究で大腸菌由来の EVsがマクロファージや好中
球に対して炎症を惹起することが報告されています 1）。

一方で、最近ではグラム陽性細菌の EVs研究も注目されてきて
おり、乳酸菌由来の EVsが免疫の活性化に関与する論文がいくつ
か報告されています。乳酸菌由来 EVsが動物の腸管免疫系を活性
化すること 2）や皮膚へ抗炎症効果を示すことが明らかになってお
り 3）、腸内細菌叢や皮膚疾患における EVsの有効性が大いに期待

されています。また酵母や麹菌などの発酵食品に含まれる微生物
由来 EVsの研究も広がっています。

今後、我々と共存している多種多様な微生物が EVsを介して生
体に及ぼす影響やその機構解明から得られた知見が積極的に活用
され、医薬品をはじめ食品や化粧品、農業分野などへの新たな開
発と応用が期待されています。

次ページで商品を紹介しています。

参考文献
1)  Escherichia coli-derived outer-membrane vesicles induce immune activation 

and progression of cirrhosis in mice and humans, Kazuki Natsui et. al., Liver 
International, 08 February 2023

2)  Characterization of extracellular vesicles from Lactiplantibacillus plantarum, 
Scientific Reports, (2022) 12:13330

3)  Lactobacillus plantarum-derived extracellular vesicles induce anti-

inflammatory M2 macrophage polarization in vitro, Wanil Kim et al., Journal 
of Extracellular Vesicles, 2020, Vol. 9, 1793514

微生物由来細胞外小胞

ヒト、ウシ、ラットなどの広範な動物の乳中にもエクソソーム
が存在し、miRNAやmRNA、タンパク質などを内包し、標的細
胞へ取り込まれることによってそれらが生体内で機能することが
示唆されています 1）。

生乳由来のエクソソームは、ドラッグデリバリーシステム（DDS）
としての研究も盛んに行われており、免疫学的毒性の低い抗がん
剤の経口投与手段としても注目されています 2）。細胞由来のエク
ソソームとは異なる特殊な特性があること 3）や、腸管バリアを通
過する能力があることから、経口送達の有望な薬物送達ツールと
しての利用が期待されています 4）。

また、標準化など課題は多いものの、ミルクエクソソームは原
料が生乳であり細胞培養液と比べ安価に収量が多くとれる可能性
があることから工業生産的なメリットもあります。

ヒト母乳由来エクソソームは、CD63や CD81といったエク
ソソームマーカーを発現し、多くのmiRNAを内包していますが、
なかでも免疫に関するmiRNAが多く同定されており、これらの
miRNAが母から乳児に移動する可能性が示唆されています 5）。

ヒト母乳中エクソソームによる免疫細胞の制御についていくつ
かの報告 6）がある一方で、ブタの乳由来のエクソソームでは、乳
仔の腸管上皮細胞に対して直接増殖促進の機能を示すという報告

もあり 7）、母乳中のエクソソームの機能やその作用メカニズムに
関する研究もますます注目されています。

37ページで商品を紹介しています。

参考文献
1)  Bovine milk exosomes contain microRNA and mRNA and are taken up 

by human macrophages, Hirohisa Izumi, et al ., J Dairy Sci. 2015 May; 

98(5):2920-33

2)  Milk-derived exosomes for oral delivery of paclitaxel, Ashish K.Agrawal et 
al., Nanomedicine. 2017 Jul;13(5):1627-1636.

3)  Milk exosomes: an oral drug delivery system with great application potential, 

Food & Function, Issue3, 2023

4)  High-quality milk exosomes as oral drug delivery system, Biomaterials
Volume 277, October 2021, 121126

5)  microRNA as a new immune-regulatory agent in breast milk, N Kosaka, et 
al., Silence. 2010 Mar 1;1(1):7

6)  Exosomes from breast milk inhibit HIV-1 infection of dendritic cells and 

subsequent viral transfer to CD4+ Tcells, Näslund TI et al., AIDS. 2014 Jan 

14;28(2):171-80.

7)  Porcine milk-derived exosomes promote proliferation of intestinal epithelial 

cells, T Chen, et al., Scientific Reports volume 6, Article number: 33862 

(2016)

ミルクエクソソーム

information; Bacterial EVs and Milk Exosome
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微生物由来 EV（Extracellular Vesicles）の機能解明・応用研究に

乳酸菌の培養上清から超遠心分離法または限外ろ過法により EV画分を精製した研究用試薬です。乳酸菌由来 EVのヒトへの作用や生理的機能の解明の研究
を支援いたします。また、菌体そのものを利用する従来のプロバイオティクスの発展形として、医薬品、機能性食品、化粧品原材料の開発等にご利用ください。

乳酸菌由来細胞外小胞乳酸菌由来細胞外小胞

Bacillus coagulans は世界中で利用されている有胞子性乳
酸菌で、lilac-01※ 1は、ライラックの花から単離された株です。

■ Bacillus coagulans lilac - 01株 EV

図 1　NanoSight® による乳酸菌 EVの粒子
写真

粒子数： 3.97×1011particles/mL
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図 2　NanoSight® 粒度分布データ

Leuconostoc mesenteroides ※ 2は、漬物などから分離さ
れる植物性乳酸菌の代表で偏性ヘテロ発酵様式をとります。

■  Leuconostoc mesenteroides
180720-12-1株 EV

図 3　菌体の電子顕微鏡画像 図 4　NanoSight® 粒度分布データ

粒子数                     ： 2.70×1010 partices/mL
粒子径（平均値）：134.0 nm
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Lactobacillus paracasei ※ 2は植物性発酵食品、発酵乳な
ど幅広く分離される偏性ヘテロ発酵乳酸菌で免疫活性が注目
されています。

■  Lactobacillus paracasei
180913-R1株 EV

図 5　菌体の電子顕微鏡画像 図 6　NanoSight® 粒度分布データ

粒子数： 2.27x1010 particles/mL

EV s・EV s 産生 EV s 記事 ID検索

微生物由来細胞外小胞
38209

図 7　NanoSight®による酵母由来 EVsの粒度分布測定例

YSEV-R3 YSEV-R4

YSEV-R5 YSEV-R6

単細胞性の真菌である酵母も EVsを産生することが報告さ
れており、様々な生理活性物質の運搬を担っていることが示
唆されています。本品は、酵母の培養上清を、限外ろ過法に
より EV画分を精製されています。

酵母由来細胞外小胞（EV）酵母由来細胞外小胞（EV）

Hanseniaspora vineae ※ 2は自然界に広く分布する代表的
な芳香性野生酵母であり、自然発酵ワインの醸造初期段階で
働くことが知られています。

Kloeckera apiculata ※ 3はワインの発酵初期に働くブドウ
糖のみを資化するレモン型酵母で、揮発酸（酢酸）生成量が
多いことが知られています。

Saccharomyces cerevisiae ※ 3はアルコール耐性に優れ、
醸造用・製パン用に選抜された汎用市販酵母として広く利用
されています。

Saccharomyces paradoxus ※ 3は遺伝的にS. cerevisiae

の親種に相当し、アルコール耐性など優れた発酵特性を持つ
酵母です。

■  Hanseniaspora vineae
181019Y5-2株 EV
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大腸菌由来細胞外小胞（EV）大腸菌由来細胞外小胞（EV）
グラム陰性細菌とグラム陽性細菌では EVsの放出機構が異なり、EVsの伝達する情報も異なりま
す。特にグラム陰性細菌である大腸菌（Escherichia coli）由来の EVs上には LPSが存在するこ
とから、宿主細胞に対してグラム陽性菌とは異なる反応性を示すことが報告されています。
本製品は、遺伝子工学実験に広く使用されているEscherichia coli DH5αの培養上清から、
限外ろ過法により EVsを精製しています。

図 9　NanoSight® による大腸菌由来 EVsの粒度分布測定例

図 8

［コスモ・バイオ株式会社　　メーカー略号 ： CSR］
品名 由来 粒子数（mLあたり） 品番 包装 希望販売価格 貯蔵

乳酸菌由来細胞外小胞 Bacillus coagulans lilac-01株 EV ＞ 1× 1011 particles/mL LBEV01 200 µL/tube ￥50,000 S

Leuconostoc mesenteroides 株 EV ＞ 1× 1010 particles/mL LBEV-R1-UF 200 µL ￥50,000 S

Lactobacillus paracasei 株 EV ＞ 1× 1010 particles/mL LBEV-R2 200 µL/tube ￥50,000 S

酵母由来細胞外小胞 Hanseniaspora vineae
181019Y5-2株

＞ 1× 1010 particles/mL YSEV-R3 200 µL/tube ￥50,000 S

Kloeckera apiculata 180926-3株 ＞ 1× 1010 particles/mL YSEV-R4 200 µL/tube ￥50,000 S

Saccharomyces cerevisiae
1611-4株

＞ 1× 1010 particles/mL YSEV-R5 200 µL/tube ￥50,000 S

Saccharomyces paradoxus
181211-12株

＞ 1× 1010 particles/mL YSEV-R6 200 µL/tube ￥50,000 S

大腸菌由来細胞外小胞
（DH5α）

Escherichia coli DH5α ＞ 1× 1010 particles/mL ECEV 200 µL/tube ￥50,000 S

パントエア・アグロメランス
IG1株由来細胞外小胞

Pantoea agglomerans IG1 ＞ 1× 1010 particles/mL LPSEV01 200 µL/tube ￥50,000 S

図 11　NanoSight® による Pantoea agglomerans IG1
株由来 EVsの粒度分布測定例

図 10　Pantoea agglomerans IG1株の脂質二重膜構造と EV産生機構
グラム陰性菌の EVsの特徴として、外膜に LPSが含まれています。しかし、主に生理活性を担うリピド A（Lipid A）部分は外膜の内側を向いており、EVsに含まれた状態では、TLR4と反応しにくい可能性があります。
そのことから、精製 LPSや菌体から遊離した LPSとは免疫細胞に対する働きが異なる可能性があります。そこで、EVsは腸内、口腔内などの共生細菌の生育環境における宿主への働きを解明する一つのツールになると
考えられています。

※ 1　アテリオ・バイオ株式会社が特許を取得した（特許第 5006986号）有胞子性乳酸菌です。
※ 2　 酪農学園大学 応用微生物学研究室 山口 昭弘 教授、亀田 くるみさんら研究室生が学内植物材料や道産食材などから、独自に分離培養・同定した乳酸菌です。また電子顕微鏡画

像は同大学 応用生化学研究室 岩﨑 智仁 教授の撮影です。
※ 3　 酪農学園大学 応用微生物学研究室 山口 昭弘 教授、亀田 くるみさんら研究室生が学内植物材料や道産食材などから、独自に分離培養・同定した酵母です。
※ 4　自然免疫応用技研株式会社が特許を取得した（特許第 5511112号および特許第 5517215号）LPS産生細菌です。

LPS産生細菌由来細胞外小胞（EV）LPS産生細菌由来細胞外小胞（EV）

Pantoea agglomerans（パントエア・アグロメランス）IG1株※ 4は、植物（小麦、イネ、サツ
マイモ、リンゴ、ナシ、サトウキビなど）に広く共生するグラム陰性菌で、ライ麦パンの発酵過程
で本菌が葉酸の産生に重要な役割を担っていること、リンゴやナシの黒カビ病を防ぐバイオ生剤と
して活用されていることなど食品分野にも生菌が使用されています。このように食経験の豊富な菌
であり、腸内細菌の一つとしても知られています。本製品は、Pantoea agglomerans IG1株の培
養上清から限外ろ過法により EVs画分を精製しています。

■ Pantoea agglomerans IG1株 EV
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エクソソームスタンダード －健常人ドナーと細胞培養上清由来－
11967、16252

アッセイキャリブレーション／定量用のコントロールに

特長特長
●標準化用の高精製エクソソーム
●エクソソーム定量用のコントロール（spike-in）
●アッセイキャリブレーションに便利な Ready-to-Useフォーマット
●様々な生体サンプルからのエクソソーム

安定性安定性
凍結乾燥エクソソームは、4℃で 3年間保存できます。
再水和したエクソソームスタンダードは、室温での長期保存に適していな
いため、2時間以内に使用してください。残った再水和スタンダードのストッ
ク溶液は、ポリプロピレンバイアル（低結合性のものが望ましい）に分注し、
－20℃で 1ヵ月間、－80℃で 6ヵ月間保存できます。凍結溶解を繰り返
さないでください。

エクソソームスタンダードは、各種アプリケーション（FACS、WB、
ELISA）のリファレンス、生体サンプルの定量比較のためのキャリブレー
ションスタンダードとしてご利用いただけます。
エクソソームを長期保存するための理想的な方法は凍結乾燥で、凍結
乾燥品は 4℃における長期保存でも安定であることがわかっています。
HansaBioMed（HNB）社では、各種生体原料（細胞培養上清、ヒト血漿、
尿サンプルなど）から取得した凍結乾燥エクソソームをご提供しています。超
遠心分離法とマクロフィルター法を組み合わせて単離し、全体的なタンパク
質量と粒子数をNTAおよびNanosight® によって定量化／検証しています。 透過型電子顕微鏡を用いた HCT116 EVs（品番 ： HBM-

HCT）の観察画像

その他使用例その他使用例
●電子顕微鏡（EM）および免疫電子顕微鏡（IEM）での観察
●活性アッセイ ： 凍結乾燥 EVにおけるアセチルコリンエステラーゼ活性
●EV関連の RNAのプロファイリング

使用例使用例

図 3　血漿由来エクソソームの Nanosight分析の比較
左 ： 新鮮なエクソソーム、右 ： 凍結乾燥エクソソーム
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図 1　細胞培養上清から精製したエクソソームスタンダードの CD63検出による滴定
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図 2　新鮮なエクソソームと凍結乾燥エクソソームにおけるエクソソームマーカーの比較
ヒト結腸がん細胞株の培養上清から分画遠心法で精製したエクソソームの FACSプロファイル

MBM-MM1
exosomes

Rab5b

43 kDa
35 kDa
25 kDa

GAPDH

F －20℃ L

図 4　ウエスタンブロットによるエクソソームマー
カー発現の比較
F ： 新鮮なエクソソーム
－20℃ ： 凍結エクソソーム
L ： 凍結乾燥エクソソーム

図 5　超解像蛍光顕微鏡による EVフェノ
タイピング

※80ページにも本商品を使ったデータを記載しています。

次のページへ続く
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■健常人ドナー由来の凍結乾燥エクソソーム　　 記事ID 検索検索11967 ［HansaBioMed OU　　メーカー略号 ： HNB］
品名 由来 品番 包装 希望販売価格 貯蔵

Lyophilized exosomes from Plasma 
of Healthy donors

ヒト血漿 HBM-PEP-30/2
HBM-PEP-30/5

HBM-PEP-100/2
HBM-PEP-100/5

60 µg（2× 30 µg）
150 µg（5× 30 µg）
200 µg（2× 100 µg）
500 µg（5× 100 µg）

￥73,000
￥163,000
￥98,000
￥199,000

R
R
R
R

Lyophilized exosomes from Serum 
of Healthy donors

ヒト血清 HBM-PES-30/2
HBM-PES-30/5

HBM-PES-100/2
HBM-PES-100/5

60 µg（2× 30 µg）
150 µg（5× 30 µg）
200 µg（2× 100 µg）
500 µg（5× 100 µg）

￥73,000
￥163,000
￥98,000
￥199,000

R
R
R
R

Lyophilized exosomes from Urine 
of Healthy donors

ヒト尿 HBM-PEU-30/2
HBM-PEU-30/5

HBM-PEU-100/2
HBM-PEU-100/5

60 µg（2× 30 µg）
150 µg（5× 30 µg）
200 µg（2× 100 µg）
500 µg（5× 100 µg）

￥73,000
￥163,000
￥98,000
￥199,000

R
R
R
R

■細胞培養上清由来の凍結乾燥エクソソーム　　 記事ID 検索検索16252 ［HansaBioMed OU　　メーカー略号 ： HNB］
品名 由来 品番 包装 希望販売価格 貯蔵

Lyophilized exosomes 
from COLO1 cell culture supernatant

COLO1細胞株
（ヒト大腸がん）

HBM-COLO-30/2
HBM-COLO-100/2

60 µg（2× 30 µg）
200 µg（2× 100 µg）

￥77,000
￥102,000

R
R

Lyophilized exosomes 
from U87 MG cell culture supernatant

U87 MG細胞株
（ヒト神経膠芽腫／星状細胞腫）

HBM-U87-30/2
HBM-U87-100/2

60 µg（2× 30 µg）
200 µg（2× 100 µg）

￥77,000
￥102,000

R
R

Lyophilized exosomes 
from SK-N-SH cell culture supernatant

SK-N-SH細胞株
（ヒト神経芽細胞腫）

HBM-SK-30/2
HBM-SK-100/2

60 µg（2× 30 µg）
200 µg（2× 100 µg）

￥77,000
￥102,000

R
R

Lyophilized exosomes 
from HCT116 cell line

HCT116細胞株
（ヒト大腸がん）

HBM-HCT-30/2
HBM-HCT-30/5

HBM-HCT-100/2
HBM-HCT-100/5

60 µg（2× 30 µg）
150 µg（5× 30 µg）
200 µg（2× 100 µg）
500 µg（5× 100 µg）

￥77,000
￥166,000
￥102,000
￥202,000

R
R
R
R

Lyophilized exosomes 
from PC3 cell culture supernatant

PC3細胞株
（ヒト前立腺腺がん　グレード IV）

HBM-PC3-30/2
HBM-PC3-100/2

60 µg（2× 30 µg）
200 µg（2× 100 µg）

￥77,000
￥102,000

R
R

Lyophilized exosomes 
from A549 cell culture supernatant

A549細胞株
（肺がん）

HBM-A549-30/2
HBM-A549-100/2

60 µg（2× 30 µg）
200 µg（2× 100 µg）

￥77,000
￥102,000

R
R

Lyophilized exosomes 
from K562 cell culture supernatant

K-562細胞株
（慢性骨髄性白血病（胸水））

HBM-K562-30/2
HBM-K562-100/2

60 µg（2× 30 µg）
200 µg（2× 100 µg）

￥77,000
￥102,000

R
R

HansaBioMed社では、ご要望に応じて、その他多くの細胞株から精製エクソソームスタンダードを調製してご提供いたします。コスモ・バイオのWeb

で取り扱い細胞株のリストをご覧いただけます。詳細についてはお問い合わせください。

記事ID 検索検索16252

■カスタム品　その他の細胞株由来のエクソソームスタンダード

FAQあります

Q1　エクソソームスタンダードはどのように調製されていますか？
A1　 超遠心分離およびマイクロフィルトレーションによって回収したエクソソームを安定化処理し、凍結乾燥しています。エクソソームスタンダードは、

ウエスタンブロット、ELISA、フローサイトメトリー、電子顕微鏡観察などの様々なアプリケーションにご使用いただけます。

Q2　凍結乾燥により小胞の形や収量は変化しますか？
A2　凍結乾燥は小胞の形に影響を及ぼしません。凍結乾燥エクソソームは 4℃保存で 3年間安定です。

Q3　エクソソームスタンダードを水で溶解後、どのように保存すれば良いですか？
A3　溶解後は、－20℃で 1ヵ月間または－80℃で 1年間は安定です。凍結融解は避けてください。

Q4　なぜ PBSではなく、水で溶解するのですか？
A4　 バッファーに懸濁したエクソソームを凍結乾燥しているため、水で溶解した場合に適切なバッファー組成に戻ります。希釈が必要な場合は 1×

PBSで希釈をすると、RNA／タンパク質抽出、qPCR、TEMアッセイ、ウエスタンブロット、細胞表面ラベリングなどの様々な実験にご使用い
ただけます。

Q5　Plasma Exosome Standardsとはどのようなものですか？
A5　健常人ドナー由来のプール血漿から、超遠心分離およびマイクロフィルトレーションにより単離したエクソソームです（凍結乾燥品）。

Q6　ウエスタンブロットに使用する際のサンプル調製方法を教えてください。
A6　 ポリアクリルアミドゲルの 1レーンにつき、15～ 20 µgのエクソソームをアプライしていただくことをお勧めします。100 µgの凍結乾燥エク

ソソームに対し 100 µLの水を添加し、1 µg/µLのエクソソーム溶液を調製します。必要であれば、2-メルカプトエタノールまたは DTTを還元
剤として添加します。CD63や CD9などのテトラスパニンを解析する際、還元処理は必ずしも必要ではありません。ターゲット分子およびご使
用される抗体の特性をご確認のうえ、ご検討ください。
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EV s・EV s 産生 EV s 記事 ID検索

ヒト間葉系幹細胞（MSC）由来
34666

Zen-Bio社では、自社のヒト間葉系幹細胞（Mesenchymal Stem Cell ； MSC）から調製したエクソソームをご用意しています。組織工学や再生医療研
究におすすめです。
Quality Control ：  エクソソームを調製する細胞について、HIV-1、HIV-2、Hep-B、Hep-Cおよび梅毒の陰性を確認しています。単離エクソソームについては、平均粒子径、タン

パク質濃度、RNA濃度および粒子数（particles/mL）を確認しています。

背景背景
生体内へ移植された細胞はほとんど生存しないことから、細胞治療の効果
は細胞から分泌される因子に依る可能性が考えられます。パラクライン分泌
の重要な鍵を握るのがエクソソームや細胞外小胞で、エクソソームは細胞内
で形成され、細胞膜に融合後、細胞外に分泌されます。最近の研究では、前
駆脂肪細胞由来のエクソソームが、in vitro 創傷治癒モデルにおいて細胞増
殖を刺激することや、脂肪移植片由来のエクソソームが皮膚の再生やリモデ
リングに有用なことが示唆されています 1）。

参考文献参考文献
1)  Pellon MA. Fat-graft derived exosomes: a promising tool for skin repair 

and remodeling. Poster presentation, Second International Meeting of ISEV 

(International Society of Extracellular Vesicles) 2013, Boston, USA, April 

17th-20th, 2013

図　セルスクレーパーを用いて単層培養した線維芽細胞に傷をつけた後、細胞を洗浄し、DMEM+10%

エクソソーム不含 FBS（コントロール）もしくは 25 µgの前駆脂肪細胞由来エクソソームを添加した
DMEM+10%エクソソーム不含 FBS（エクソソーム処理）中で培養した。5日間培養後、エクソソーム
を添加した群では、線維芽細胞の増殖により傷をつけた部位の隙間が埋まった。この結果から、前駆脂肪
細胞（脂肪組織由来間葉系幹細胞）由来エクソソームに含まれる因子が細胞増殖を促進することにより、
創傷治癒や組織再生に関与する可能性が考えられる。

組織工学や再生医療研究におすすめ

ヒト脂肪組織／胎盤／臍帯血　間葉系幹細胞由来のエクソソーム

［Zen-Bio, Inc.　　メーカー略号 ： ZEN］
品名 由来 品番 包装※ 希望販売価格 貯蔵

Preadipocyte （Mesenchymal Stem Cell） Exosomes ヒト脂肪組織 EXP-F100 1 vial ￥237,000 a

Placental Derived Mesenchymal Stem Cell Exosomes ヒト胎盤 EXPLMSC-F100 1 vial ￥292,000 a

Cord Blood Serum Exosomes ヒト臍帯血 EXCBS-F100 1 vial ￥310,000 a

※ 1 vial（＞ 7 billion particles/vial）

国産生乳由来のエクソソームです。健康な牛から採
取された生乳から超遠心分離法によりエクソソーム画
分を調製しています。In vitro から in vivo まで幅広
い実験にご利用いただけます。
なお、本製品は以下の国立がん研究センター研究所 

分子細胞治療分野 吉岡祐亮先生の研究プロジェクト
による成果を応用して開発しました。

本製品を使用した文献発表等本製品を使用した文献発表等
ご提供者 ：  東北大学大学院工学研究科 

プロセス要素工学講座 菅 恵嗣 先生
Insight into the Exosomal Membrane: 

From Viewpoints of Membrane Fluidity and Polarity 

Langmuir 2021, 37, 38, 11195–11202

日本医療研究開発機構（AMED）
革新的バイオ医薬品創出基盤技術開発事業
課　題　名 ：  エクソソーム改変技術を用いた新

規ドラッグデリバリーシステムの
開発

研究代表者 ： 吉岡祐亮 先生

図 1　CD81モノクローナル抗体を
用いたWestern Blotting
タンパク質量として 2 µgを用いて Anti 

CD81モノクローナル抗体（品番 ： SHI-

EXO-M03）で検出した。
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図 2　NanoSightを用いた粒度分布測定
Size Distribution ： Mean ： 119 nm
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［コスモ・バイオ株式会社　　メーカー略号 ： CSR］
品名 種由来 濃度 品番 包装 希望販売価格 貯蔵

牛乳由来エクソソーム Bovine タンパク質濃度 ： 100 µg/mL PBS
（ろ過滅菌済み）

EXBM100L
EXBM1000L

1 set（100 µL× 10 vials）
1 set（1 mL× 10 vials）

￥30,000
￥100,000

S
S

EV s・EV s 産生 EV s 記事 ID検索

ミルクエクソソーム
32953



EVs　エクソソームを含む細胞外小胞ハンドブック www.cosmobio.co.jp

38 Cosmo Bio Co., LTD.　　お問い合わせ先：TEL: 03-5632-9610　　E-mail: mail@cosmobio.co.jp

機
能
解
析

受
託
サ
ー
ビ
ス

リ
キ
ッ
ド

バ
イ
オ
プ
シ
ー

基
礎（
調
製
・
検
出
）

タンパク質 /
RNA/DNA抽出

遺伝子操作

観察

cf-DNA/
cf-RNA精製

その他

エクソソーム
マーカー抗体

ELISA

FC/FCCS

EVs・
EVs 産生

EVs精製

母乳中のエクソソームの機能・作用メカニズムの研究に

健康なヒトから倫理的に適切な手続きを経て提供された母乳から、超遠心
分離法によって調製したエクソソーム画分です。In vitro から in vivo まで
幅広い実験にご利用いただけます。原料母乳は FDAの認める方法によって
感染症（HIV-1、HCV、HBV by NAT、HBsAg、HCV Ab、HIV1および
2Ab、RPR）に非感染であることが確認されています。

背景背景
エクソソームはヒト母乳にも存在し、CD63やCD81といったエクソソー

ムマーカーを発現することがわかっています 1）。ヒト母乳中のエクソソーム
は多くのmiRNAを内包しますが、なかでも免疫に関するmiRNAが多く
同定されており、これらのmiRNAが母から乳児に移動する可能性が示唆さ
れています 2）。ヒト母乳中エクソソームによる免疫細胞の制御についていく
つかの報告がある 1）、3）一方で、ブタの乳由来のエクソソームでは、乳仔の
腸管上皮細胞に対して直接増殖促進の機能を示すという報告もあり 4）、母乳
中のエクソソームの機能やその作用メカニズムに関する研究が注目されてい
ます。
1)  Exosomes with Immune Modulatory Features Are Present in Human Breast Milk, 

Charlotte A, et al., J Immunol August 1, 2007, 179 (3) 1969-1978.
2)  microRNA as a new immune-regulatory agent in breast milk, N Kosaka, et al., 

Silence. 2010 Mar 1;1(1):7
3)  Exosomes from breast milk inhibit HIV-1 infection of dendritic cells and subsequent 

viral transfer to CD4+ Tcells, Näslund TI et al., AIDS. 2014 Jan 14;28(2):171-80.
4)  Porcine milk-derived exosomes promote proliferation of intestinal epithelial cells, T 

Chen, et al., Scienti_ c Reports volume 6, Article number: 33862 (2016) 

図 1　CD9, 63, 81モノクローナル抗体を
用いたWestern Blotting
タンパク質量として 0.5 µgを用いて、Anti-CD9モノク
ローナル抗体（品番 ： SHI-EXO-M01）、Anti-CD63モ
ノクローナル抗体（品番 ： SHI-EXO-M02）および Anti-

CD81モノクローナル抗体（品番 ： SHI-EXO-M03）で
検出した。
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図 2　NanoSightを
用いた粒度分布測定
本品を PBSで 200倍希釈
し、NanoSight LM10で測
定した。
平均粒度 ： 179 nm

本品 1 mLあたりの粒子数 ： 
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［コスモ・バイオ株式会社　　メーカー略号 ： CSR］
品名 種由来 品番 包装 希望販売価格 貯蔵

Breast Milk Exosome Human EXHM100L 1 set（100 µL× 10 vials） ￥60,000 S

エクソソーム粒子数はロットごとに異なります。製品に添付の CoAをご参照ください。

EV s・EV s 産生 EV s 記事 ID検索

ヒト 母乳由来エクソソーム
34756

ウエスタンブロットに適用

本製品はウシミルクから超遠心法で精製したエクソソームを抗原として作
製したポリクローナル抗体です。最近の研究ではエクソソームの性質を利用
して、ドラッグデリバリー担体（DOS）としての研究もおこなわれており、
とくに生乳由来のエクソソームは抗がん剤の経口投与手段としても注目され
ています 1）。

参考文献参考文献
1) Ashish K.Agrawal et al., Nanomedicine. 2017 Jul; 13(5) : 1627-1636.

図　品番 ： EXO-AB-01のウエスタンブロット

［コスモ・バイオ株式会社　　メーカー略号 ： CAC］
品名 交差性 免疫動物 適用 品番 包装 希望販売価格 貯蔵

ウシミルクエクソソーム抗体 Bovine Rabbit WB EXO-AB-01 100 µL（1 mg/mL） ￥30,000 R

交差種 ウシ
アプリケーション ウエスタンブロット

特異性 Whole Exosome of Bovine Milk

精製方法 硫酸アンモニウム沈殿（乳清タンパク質吸収処理済）
性状 PBS(-) 15 ppm Proclin 300

使用時推奨希釈率 ウエスタンブロット時　1/1,000

EV s・EV s 産生 EV s 記事 ID検索

ミルクエクソソーム抗体
33312

polypoly
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蛍光を CD63に発現させているので、安定性が高い

エクソソームの CD63に EGFP（緑）を安定的に融合させた蛍光標識 EVです。蛍光の高い安定性を実証しているため、in vitro の追跡研究や、ナノ粒子
の分析、アッセイのキャリブレーション用の参照材料としてご使用いただけます。
本商品は、CD63との融合タンパク質として、蛍光タンパク質を発現できる HEK293細胞からタンジェンシャル フロー フィルトレーション（TFF）と
サイズ排除クロマトグラフィー（SEC）の組み合わせによって、精製した細胞外小胞です。

EV s・EV s 産生 EV s 記事 ID検索

EGFPを発現させたエクソソーム　FLuoEVs
44774

蛍光 NTAにおける FLuoEVのパフォーマンス（Zetaviewアナライザー、Particle Metrix）蛍光 NTAにおける FLuoEVのパフォーマンス（Zetaviewアナライザー、Particle Metrix）

図 2　Scatterモードと蛍光モード（蛍光粒子の割合 ： 40～ 60％）

HEK293 CD63-EGFP EVs
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［HansaBioMed OU　　メーカー略号 ： HNB］
品名 蛍光部位 品番 包装 希望販売価格 貯蔵

Lyophilized EGFP Fluorescent EVs 
from HEK293 cells (CD63-EGFP)

CD63-EGFP HBM-HEK-EGFP 1 vial（1× 109 fluorescent particles） ￥100,000 S

Lyophilized EGFP Fluorescent EVs 
from HEK293 cells (CD9-EGFP)

CD9-EGFP HBM-HEK-EGFP9 1 vial（1× 109 fluorescent particles） ￥100,000 S

Lyophilized EGFP Fluorescent EVs 
from HEK293 cells (CD81-EGFP)

CD81-EGFP HBM-HEK-EFGP81 1 vial（1× 109 fluorescent particles） ご照会 S

特長特長
●粒子サイズ ： 50～ 120 nm

●EVを膜染色するより、蛍光色素を発現させているので、安定性が高い

アプリケーションアプリケーション
●細胞へのスパイクインと in vitro 追跡
●細胞へのスパイクイン時の定量用コントロール
●EVの取り込みのモニタリング
●EVアナライザー用の標準化されたポジティブコントロール
●フローサイトメトリー
●蛍光ナノトラッキング法

EGFP
CD63, CD9, または CD81

EGFP

EGFP
図 1

フローサイトメトリーにおける FLuoEVのパフォーマンス（NanoAnalyzer、NanoFCM）フローサイトメトリーにおける FLuoEVのパフォーマンス（NanoAnalyzer、NanoFCM）

NanoAnalyzer NanoFCMによる FLuoEV HEK293-CD63-EGFP（品番 ： HBM-HEK-EGFP）の分析（蛍光粒子の割合 60～ 80%）
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ウシ由来miRNAを含まない FBSの調製に！

ウシ胎児血清（FBS）中のエクソソームを迅速かつ簡便に除去すること
ができるキットです。
本商品でエクソソームを除去した FBSには、ウシ由来miRNAが含ま
れず、通常の FBS使用時と同等の細胞増殖をサポートします。本商品は、
120～ 240 mLの FBSサンプルからエクソソームを除去することができ
ます。Norgen社独自の樹脂を用いており、従来法と比較して特別な装置や
超遠心分離、沈殿試薬、プロテアーゼ処理を必要としません。市販されてい
る高価なエクソソーム除去 FBSを使用するよりも安価にエクソソームを除
去することができます。

E V s・E V s 産生 エクソソーム除去 記事 ID検索

FBS Exosome Depletion Kit（Slurry Format+Column Format）
16034、16033

背景背景
細胞培養で使用される培地は、多くの場合細胞の成長や増殖のために

FBSを必要とします。FBSには、ウシ由来のエクソソーム小胞が大量に含
まれており、このエクソソームは、細胞から放出されるエクソソームを研究
する際の培養実験など特定の研究分野において信頼性の低下を招く要因とな
るため、エクソソーム除去 FBSの利用が推奨されています。

特長特長
●ウシ由来のmiRNAを含まない FBSの調製に
●プロテアーゼ処理不要
●時間を要する超遠心分離不要
●ろ過、特別なシリンジ、沈殿試薬不要
●オーバーナイトインキュベーション不要
●エクソソーム除去 FBSは、通常の FBSと同等の細胞増殖率

仕様仕様
Kit I Kit II

サンプル量 最大 140 mL 最大 280 mL

除去対象 エクソソームサイズの小胞
ウシmiRNA 検出限界以下に除去

6回の精製にかかる時間 40分

構成内容構成内容
Slurry Format

Kit I Kit II
包装 6プレップ 12プレップ

ExoCバッファー 2× 1.5 mL 8 mL

Slurry E 14.5 mL 2× 14.5 mL

Column Format
Kit I Kit II

包装 6 プレップ 12 プレップ
ExoC バッファー 2× 1.5 mL 8 mL

Maxi スピンカラム 6本 12本

使用例使用例

図 1　Slurry Formatの商品を使用してエクソソームを除去した FBS中のmiRNA量
本商品（品番 ： 61200）を使用して、5 mLの FBSからエクソソームを除去後、市販の FBS／エクソソー
ム除去 FBSとともに RNAを精製した。精製した RNA 5 µLを RT-qPCRのテンプレートとして使用し、
5種類のウシmiRNA（miR-26a, miR-30a, miR-92a, miR-23a, miR-122）の増幅を評価した。5種
類の内 3種類（miR-26a, miR-92a, miR-23a）は増幅がみられず、残りの 2種類（miR-30a、miR-

122）は極めて高い ct値を示したが、融解曲線によればプライマーダイマーであると考えられる。

miR-26a miR-30a miR-92a miR-23a miR-122

Standard FBS  　　Depleted FBS - Norgen社  　 Depleted FBS - 他社

Standard FBS  　　Depleted FBS - Norgen社  　 Depleted FBS - 他社

miR-26a miR-30a miR-92a miR-23a miR-122
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Standard FBS  　　 Depleted FBS - Norgen社  　  Depleted FBS - 他社

miR-26a miR-30a miR-92a miR-23a miR-122

Standard FBS  　　Depleted FBS - Norgen社  　   Depleted FBS - 他社
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図 2　Column Formatの商品を使用してエクソソームを除去した FBS中のmiRNA 量
本商品（品番 ： 61200）を使用して、5 mLの FBSからエクソソームを除去後、市販の FBS／エクソソー
ム除去 FBSとともに RNAを精製した。精製した RNA 5 µL を RT-qPCR のテンプレートとして使用し、
5種類のウシmiRNA（miR-26a, miR-30a, miR-92a, miR-23a, miR-122）の増幅を評価した。5種
類の内 3種類（miR-26a, miR-92a, miR-23a）は増幅がみられず、残りの 2種類（miR-30a、miR-

122）は極めて高い ct値を示したが、融解曲線によればプライマーダイマーであると考えられる。
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凍結乾燥エクソソームスタンダード

Immunostep 社では細胞培養上清、ヒト血清などの様々なソースから分離さ
れた凍結乾燥エクソソームを取り扱っております。エクソソームは分画遠心法
によって分離されています。

特長
● すべてのバッチで、FCM、WB、NTA 分析を用いた検証が行われています。
● 凍結乾燥エクソソームのため、4℃保存が可能です。

詳細は
コチラから！
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Standard FBS Depleted-FBS (Norgen)

図 3　エクソソーム除去 FBSを使用した HeLa細胞の増殖
本キットを用いたエクソソーム除去 FBSと標準 FBSの両方で、同一の細胞形態、同様の増殖が見られた。

［Norgen Biotek Corp.　　メーカー略号 ： NOG］
品名／内容 Webの記事 ID 品番 包装 希望販売価格 貯蔵

FBS中のエクソソームをスラリー（樹脂懸濁液）で除去するキットです。
FBS Exosome Depletion Kit I-Slurry Format 16034 61100 140 mL（6 preps） ￥64,000 Q

FBS Exosome Depletion Kit II-Slurry Format 16034 61400 280 mL（12 preps） ￥111,000 Q

FBS中のエクソソームをカラムベースで除去するキットです。
FBS Exosome Depletion Kit I-Column Format 16033 61200 120 mL（6 preps） ￥68,000 Q

FBS Exosome Depletion Kit II-Column Format 16033 61300 240 mL（12 preps） ￥130,000 Q
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EVsの精製方法
コスモ・バイオで販売しているエクソソーム精製キットを合わせてご紹介

エクソソームや微小胞の単離は、エクソソーム分野の全ての研究者にとって主要なテーマです。近年エクソソーム単離において、様々な方法が検討されて
います。どのような実験にエクソソームを必要とするのかにより、回収量か純度のどちらを優先するか違いがあるため、それを念頭に入れて使用する方法を
ご選択ください。

精製方法 方法 特徴 対応商品

超遠心分離法
網羅的なエクソソーム
の回収・解析に

溶液中に存在する一定の大きさや
密度の粒子を、遠心により沈降さ
せる。最もシンプルな方法。

EVを高回収率で得られるが、EV以外の画分も含まれる。培養液中
の EVのmiRNA解析やタンパク質解析をする場合などに利用でき
る※。
※培養に用いる FBS中の EVに注意する必要もある。

ー

密度勾配
遠心法

途中のペレットダウン法で得られ
た EV画分を、密度勾配のあるス
クロース液やイオジキサノール液
で再度超遠心分離する方法。

浮遊密度の違いにより分離でき、極めて純度の高いエクソソームの
精製が可能。しかし、圧力によってエクソソームが多少破壊され 1）2）、
回収率は低下する 3）4）。また、血清試料を用いた場合には、アルブミ
ン、IgG、プロテオソーム等のタンパク質が混入してしまう。

OptiPrep™
（44ページ参照）

抗体
アフィニティー法、
免疫沈降法

エクソソーム抗体をコートしたラ
テックスや磁気ビーズを用いた、
速くて簡単な手法。

目的のマーカーを持つエクソソームを高純度で得られる。マイクロ
ベシクルとの分離も可能。しかし、マーカーを発現しないエクソソー
ムは捕捉できず、網羅解析には向かない。回収後のエクソソームと
抗体の結合が強固なため、厳しい条件での解離が必要で、インタク
トなエクソソームの単離は困難（Fab-TACS® のように、ラベルフ
リーのエクソソームが得られるよう、工夫のある商品も存在する）。

ExoTrap™
（45ページ参照）

Fab-TACS®

（47ページ参照）

ポリマー沈殿法

親水性ポリマー（PEGなど）の
添加により EV表面の水分を奪っ
て凝集を促進させ、低速遠心でポ
リマーと EVの共沈殿物を回収す
る方法。

親水性ポリマーはエクソソーム以外のタンパク質も一緒に取り込み
沈殿するため、純度はあまり高くない。ポリマーとエクソソームは
一つの凝集体として沈殿するため、下流実験に影響を及ぼす可能性
がある。（Exo-Prepなど、商品により精製したエクソソームの活
用範囲が広いものもある）

Exo-Prep
（49ページ参照）

サイズ排除
クロマトグラフィー法

（SEC法）

粒子のサイズによる分画方法。カ
ラムの通過は大きなサイズの粒子
ほど速く、小さな粒子ほど遅くな
ることを利用する。

少量の検体からの単離に適しているが、大容量には不向き。得られ
る EVは高純度だが、濃度は低くなる傾向にある。エクソソームと
マイクロベシクルの分離は難しい。

PURE-EV
（50ページ参照）

タンジェンシャル
フローろ過
（TFF）法

メンブレン面に対して平行方向に
サンプルを還流させ、メンブレン
への粒子の堆積を防ぎながらサイ
ズ分画する方法。

サンプルの精製と濃縮を同時に行うことが可能。直接的なろ過と比
較しサンプルに対する負荷が少なく、10 mL程度から 10 L程度ま
での範囲のサンプルをろ過できる。水分量を減らす濃縮もできる。
EV単離前の、細胞培養上清や尿の低濃度マトリックスの濃縮とし
ても用いる。

TFF-Evs
TFF-Easy

（51ページ～参照）

■代表的な精製方法

手法 純度 収量、回収率 所要時間
（+が多いと時間かかる）

超遠心分離法 ++++ ++ +++++

抗体アフィニティー、
免疫沈降法 +++ ++ ++

ポリマー沈降法 ++ +++ +

サイズ排除
クロマトグラフィー法

（SEC法）

++++

（ただし、同じサイズのマイクロベシクルや
リポタンパク質の分離は不得意）

+++ +

TFF法 ++++ +++ +

イオン交換法 ++ + +++

■エクソソーム単離法のまとめ

※本表は、HansaBiomed社からの情報やコメントを元に制作いたしました。TFF法につきましては、Sara Busattoらの論文 7）も参考にしました。
※ コスモ・バイオの考えのもと、RNA分析用、タンパク質分析用など、精製したエクソソームの使用用途を限定しており、NanoSight解析（NTA）ができない商品は、精製したエク
ソソームは「インタクトではない」としています。エクソソーム単離キットを販売する主要なメーカーには確認を取っておりますが、同じ手法を取るすべての商品において、メーカ
ーの主張と同じであるとは限りません。
※サイズ排除クロマトグラフィー法で精製した後に、さらに精度を上げるためには、イオン交換法を追加するなどの方法もあります 6）。
※ポリマー沈降法は、典型的なものでしたら書かれている評価になりますが、メーカーの開発によりタンパク質プロファイリングが可能な商品もあります。
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精製方法 方法 特徴 商品

イオン交換法 負の荷電でエクソソームを精製
する方法。

安価、そして簡単な操作で短時間に回収できるが、
エクソソームの他にマイクロベシクルも精製する。

EV-Capture™
（53ページ参照）

101 Bio社独自方法 メーカー独自の非公開方法。 3つの溶液とカラムを使用。タンパク質夾雑物を除
去し、95%の高純度でエクソソームを単離できる。

PureExo®

（55ページ参照）
DiagExo®

（60ページ参照）

炭化ケイ素樹脂（SiC）法
（Norgen社独自方法）

特定の pHにおいてエクソソーム
を捕獲する炭化ケイ素樹脂を使用
する方法。
（Norgen社が特許を持つ）

操作も短時間で済み、NanoSight®または
電子顕微鏡を用いて粒子サイズおよび濃度の分析、
エクソソーム RNAの発現解析ができる。

Norgen社商品
（62ページ参照）

細胞外小胞に含まれる
グリコサミノグリカン
との相互作用

Glypican-1等のグリコサミノグ
リカンががん由来のエクソソーム
に高発現しており、それがリガン
ドになることを活用した方法。

がん研究のリキッドバイオプシー研究に有用。 evGAG※

（111ページ参照）

■その他の精製方法

簡便性 インタクト タンパク質プロファイリング
への適用

核酸プロファイリング
への適用

+ △ ++++ ++++

+++

×（商品により異なる）
（エクソソームと抗体とを解離させて
インタクトな状態のエクソソームを
得るのは難しい商品が多い。）

+++ ++++

+++ ○
++

向かないという意見もある 5）
++++

++++ ○ ++++ ++++

++++ ○ ++++ ++++

+++ ○ ―（向かない） ―（向かない）

参考文献参考文献
1)  Coumans, F.A.W. et al. Methodological Guidelines to Study Extracellular Vesicles. Circ. Res. 2017, 120, 1632–1648.

2)  Ismail, N. et al. Macrophage microvesicles induce macrophage differentiation and miR-223 transfer. Blood 2013, 121, 984–995.

3)  Théry, C. et al. Minimal information for studies of extracellular vesicles 2018 (MISEV2018): A position statement of the International Society for Extracellular 

Vesicles and update of the MISEV2014 guidelines. J. Extracell. Vesicles 2018, 7, 1535750.

4)  Baranyai, T. et al. Isolation of Exosomes from Blood Plasma: Qualitative and Quantitative Comparison of Ultracentrifugation and Size Exclusion Chromatography 

Methods. PLoS ONE 2015, 10, e0145686.

5)  Konoshenko MY, Lekchnov EA, Vlassov AV, Laktionov PP. Isolation of extracellular vesicles: general methodologies and latest trends. Biomed Res Int. 2018; 

2018:8545347.

6)  J. Van Deun et al., "Integrated Dual-Mode Chromatography to Enrich Extracellular Vesicles from Plasma", adv. Biosyst., 2020, 1900310.

7)  Sara Busatto et al. Tangential Flow Filtration for Highly Efficient Concentration of Extracellular Vesicles from Large Volumes of Fluid. Cells 2018, 7(12), 273; 

https://doi.org/10.3390/cells7120273.

※第 3章の「リキッドバイオプシー」でご紹介しています。
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EV s 精製 密度勾配遠心 記事 ID検索

OptiPrep™（オプティプレップ）多用途密度勾配遠心分離媒体
1797

エクソソーム分離の理想的なソリューション
引用
文献

報
以上！4,0004,000

細胞など様々なサンプルの分離に

特長特長
●エクソソーム等の膜小胞や細胞の単離におすすめ
●ショ糖と比較して粘度が低く、取り扱いが容易
●細胞に対し、非常に低毒性
●ISO13485に準拠した製造、滅菌済

性状性状
●60%（w/v）Iodixanol水溶液
●密度 ： 1.320± 0.001 g/mL（20℃）
●エンドトキシン ： ＜ 1.0 IU/mL

［Serumwerk Bernburg AG　　メーカー略号 ： SEW］
品名 品番 包装 希望販売価格 貯蔵

OptiPrep™ 1893 250 mL ￥28,000 Q

■詳細はWebへ
各種プロトコールやエクソソーム精製のミニレビュー、文献情報は
Webより閲覧可能です。 記事ID 検索検索1797
ご用意のあるプロトコール例
●血球・培養細胞
●細胞内小器官・膜小胞
●高分子・リポタンパク質

●カーボンナノチューブ
●原核生物・真核生物
●ウイルス

■サンプルはWebへ
本商品を紹介するコスモ・バイオのWebから無料サンプルをご請求い
ただけます。

記事ID 検索検索1797

サンプルあります

密度 (g/mL)

濃度（％ w/v）

1.3

1.2

1.1

1

ショ糖
Nycodenz@ lodixanol (OptiPrepTM )

他社品P 塩化セシウム他社品F

0 10 20 30 40 50 60

Iodixanol
(OptiPrepTM)

各密度勾配溶質の溶液濃度と密度との関係
他社品 Pや他社品 Fは作製できる密度に制限があるが、Iodixanolは 1.3 g/mL程度まで幅広く密度を調
製できる。

浸透圧 (ｍOsm)

濃度（％ w/v）

1,000

800

600

400

200

1

ショ糖
Nycodenz@ lodixanol (OptiPrepTM )

他社品P 塩化セシウム他社品F

Iodixanol
(OptiPrepTM)

0 10 20 30 40 50 60

各密度勾配溶質の溶液濃度と浸透圧との関係
塩化セシウムやショ糖溶液は低濃度でも浸透圧が高くなってしまい、目的分子から水分が奪われ分子の安
定性に影響を与える可能性がある。また、他社品 Fは 30～ 40%にかけて曲線的に浸透圧が変化してし
まう。一方、Iodixanolは溶液濃度と浸透圧との関係が比例関係にあり、高濃度溶液でも浸透圧が適度に
保たれている。

Iodixanolと他の密度勾配溶質の性質Iodixanolと他の密度勾配溶質の性質
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各密度勾配溶質の溶液濃度と粘度との関係
他社品 Pや他社品 Fは低濃度でも高い粘度を示すが、ショ糖や Iodixanolはそれに比べ粘度が低い。
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図　Iodixanolと他の密度勾配溶質の性質

本ハンドブックの最後に OptiPrep™ などの密度勾配遠心媒体
を用いる方法や注意点などの様々な情報を掲載しています。

技術情報あります
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スピンカラムタイプのエクソソーム単離キット

スピンカラムにエクソソームマーカーとして知られているヒト CD9抗体
を固相化し、ヒト血清、血漿、唾液、尿、培養上清から 30分以内でウエス
タンブロット、質量分析などのタンパク質研究に使用できるエクソソーム由
来タンパク質を単離することができます。
＊ 特許一部成立済み

血清、血漿サンプルからの精製プロトコール

❶ 血清、血漿を PBSで 6倍希釈し、12,000 rpm、4℃、15 min遠心する。

❷ 0.22 µmのフィルターで上清をろ過し、新しいチューブに回収する。

❸  ExoTrap™ の上下のキャップを開封し、1.7 mLチューブにカラムをセッ
トし、5,000 rpm、20℃、1 min遠心して保存液を捨てる。

❹  サンプル 600 µLをカラムにアプライし、5,000 rpm、20℃、1 min

遠心し、フロースルーを除去する。

❺  ❹を必要回数繰り返す。（この実験例では EDTA血漿 200 µLを 6倍希
釈し、2回繰り返した）

❻  PBS 600 µLをカラムにアプライし、5,000 rpm、20℃、1 min遠心し、
フロースルーを除去する。

❼  ❻をもう一度繰り返してカラムを洗浄する。

❽  カラムを新しい 1.7 mLチューブに乗せ換える。

❾  各種アプリケーションに適した溶出バッファーをカラムのフィルタ部分
にアプライする。

10  37℃、30 minインキュベートする。

11  7,500 rpm、20℃、1 min遠心してサンプルを回収する。
細胞培養上清、尿、脳脊髄液などタンパク質濃度が低いサンプルには別のプロトコール
を用います。

特長特長
●血清、血漿、尿、唾液、培養上清（全てヒトサンプルのみで試験済み）
から高純度なエクソソーム由来のタンパク質を 30分以内で単離

●使いやすいスピンカラムタイプ

EV s 精製 抗体アフィニティー、免疫沈降 記事 ID検索

ExoTrap™ Exosome Isolation Spin Column Kit
14078

ご準備いただくもの（その他必要なもの）ご準備いただくもの（その他必要なもの）
●1.7 mLチューブ（ビーエム機器 品番 ： BM4017推奨）
●PBS　　●溶出バッファー　　●シリンジ
●0.22 µmディスクフィルタまたは 0.22 µmスピンフィルタチューブ

製品使用文献製品使用文献
1)  Yoshitaka S. (2017) Elimination of LMP1-expressing cells from a monolayer 

of gastric cancer AGS cells, Oncotarget., 8(24): 39345-39355. PMCID: 

PMC5503617
2)  Tsuda S. (2017) Novel mechanism of regulation of the 5-lipoxygenase/

leukotriene B4 pathway by high-density lipoprotein in macrophages, Sci 
Rep., 7(1):12989. PMCID: PMC5636875

［コスモ・バイオ株式会社　　メーカー略号 ： CSR］
品名 品番 包装 希望販売価格 貯蔵

ExoTrap™ Exosome Isolation Spin Column Kit for Protein Research SHI-EXO-K010 10 prep. ￥57,000 S

ウエスタンブロットによる実験例ウエスタンブロットによる実験例
ExoTrap™ を使用して SDSサンプルバッファー 50 µLにてエクソソーム由来タンパク質を回収後、ウエスタンブロットにてエクソソームマーカーの発

現を確認した。

2． ヒト血漿からのエクソソーム単離

サンプル ： ヒト血漿 EDTA処理
一次抗体 ： Anti CD9（品番 ： SHI-EXO-M01）
アプライ量 ： 20 µL/レーン

1．培養上清からのエクソソーム単離

サンプル ： 293T細胞培養上清、MKN7細胞培養上清
一次抗体 ： Anti CD9（品番 ： SHI-EXO-M01）、Anti CD63（品番 ： SHI-EXO-M02）、Anti CD81（品番 ： SHI-EXO-M03）
アプライ量 ： 20 µL/レーン

ウイルス感染細胞とエクソソームを扱うアプリケーションノート
を次ページでご紹介しています。

記事ID 検索検索33910
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EV s 精製 抗体アフィニティー、免疫沈降 記事 ID検索

CD9/CD81 Fab-TACS® Exosome Agarose Column Starter Kit
44360

CD9+や CD81+エクソソームをラベルフリーで単離可能

細胞培養液、血清や血漿から、CD81+もしくは CD9+のエクソソームを
ラベルフリーで精製できます。
本商品で用いる Fab-TACS® は、低親和性の Fabフラグメントを用いた

イムノアフィニティクロマトグラフィーの代替法です。Fabフラグメント
はエクソソームの表面タンパク質と結合しますが、ビオチンの添加後に自発
的に解離します（Strep-tag® 技術）。分離されたエクソソームは完全にラ
ベルフリーで機能的であり、様々なダウンストリームアプリケーションに適
しています。
ウエスタンブロット以外にも nanoparticle tracking analyses（NTA）、
細胞培養実験等に適しています。

ラベルフリー精製のための Strep-tagラベルフリー精製のための Strep-tag®® 技術 技術
Strep-tag® 技術では、アフィニティクロマトグラフィー精製であるにも

かかわらず、ラベルフリーのエクソソーム精製を可能にします。
ラベルフリーの実現のために、Strep-tag® 技術ではエクソソーム精製用
の「Fab-TACS®」法と呼ばれる、トレースレスのアフィニティエクソソー
ム単離方法を使用します。Fab-TACS® 法で使用する抗体由来の Fabフ
ラグメントから派生した「Fab」は、Twin-Strep-tag® と結合して Fab-

Strep（図 1）となり、もう一方で精製時にエクソソーム表面マーカーに特
異的に結合したり、回収時には離れさせることができます（低親和性の結合）
（図 1）。

特長特長
●高純度
●ターゲットへの可逆的な結合
●完全な機能を保持したエクソソームを精製
●低親和性 Fab fragmentによるラベルフリーなエクソソーム精製
●短時間かつシンプルなプロトコール

図 1　FAB-TACS® 法で用いる Fab-Strepの構造

抗体
Twin-Strep-tag®

Fab-Strep

Fab

ラベルフリーで精製できる理由ラベルフリーで精製できる理由
Twin-Strep-tag® は、人工ストレプトアビジンである Strep-Tactin® と

Fab-Strepの両方に結合し、2つを繋げます。Strep-Tactin® でコーティ
ングしたアガロースマクロビーズを含むカラムに、Fab-Strepをロードす
ることで、アフィニティクロマトグラフィーを使用したエクソソーム精製が
可能です。
また、Fab-TACS® 法は、Fab-Strepの低親和性と Twin-Strep-tag® と

Strep-Tactin® の可逆的な結合という二つの要因によって、すべての標識試
薬が除去可能です。

Fab fragmentは、ターゲットとのみ弱く結合するため、エクソソームと
十分に結合するためには、カラム内での Strep-Tactin® と Fab-Strepsの
多量体形成によって avidity（結合力）をあげることが必要です。この反応
はビオチン添加によって巻き戻されます。ビオチンと Strep-Tactin® の親
和性が高いため、ビオチンは Twin-Strep-Tag® に代わり Strep-Tactin® に
結合します。これにより、Fab-Strepと共にエクソソームが解離します。
更に、Fab-Strepはエクソソームとの親和性が低いためエクソソーム表面
から自然に解離し、その結果、完全にラベルフリーのエクソソームが得られ
ます。

エクソソーム

Fab-Strep

Strep-Tactin®

Twin-Strep-tag®

エクソソームが結合する Fab-TACS®

TACS アガロース
マイクロビーズ

図 2　Fab-TACS® の構造、およびエクソソームとカラムのマイクロビーズの結合方法

アガロース アガロース

Strep-Tactin®

Fab-Strep

Strep-Tactin® に
Fab-Strep が結合

エクソソームを含む
サンプル添加

エクソソームが
Fab-Strep に結合
エクソソームが
Fab-Strep に結合

アガロース

アガロースアガロース Strep-Tactin®

Fab-Strep

ビオチン添加

アガロース

エクソソームと Fab-Strep が離れ
エクソソームがフリーになる

ビオチンアガロース

Twin-Strep-tag®

free !

エクソ
ソーム

Exo

Exo Exo Exo

Exo

Exo Exo
Exo

Exo

Exo
エクソソームと Fab-Strep が
アガロースから離れる
エクソソームと Fab-Strep が
アガロースから離れる

図 3　ラベルフリー精製の流れ

次のページへ続く
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［IBA GmbH　　メーカー略号 ： IBA］
品名 適応サンプル種 品番 包装 希望販売価格 貯蔵

CD9 Fab-TACS® Exosome Agarose column Starter Kit Human 6-3319-002 1 kit
（2～ 3×109 exosomes per 

column（sample-dependent））

￥45,000 S

CD81 Fab-TACS® Exosome Agarose column Starter Kit Human 6-3381-002 1 kit
（2～ 3×109 exosomes per 

column（sample-dependent））

￥45,000 S

■ Fab-TACS Exosome Agarose column Starter Kit
血漿、血清、細胞培養上清からヒト CD9+（品番 ： 6-3319-002）もし
くは CD81+（品番 ： 6-3381-002）エクソソームをラベルフリーで単離す
ることができるキットです。

構成内容構成内容
●Strep-Tactin® TACSアガロースカラム※0.3 mL（2x）
●CD9 Fab-Strep, human（品番 ： 6-3319-002）またはCD81 Fab-

Strep, human（品番 ： 6-3381-002）
●ビオチンのストック溶液　　●TACSカラムアダプター
※単品でも販売しています（品番 ： 6-6310-300）。

［IBA GmbH　　メーカー略号 ： IBA］
品名 品番 包装 希望販売価格 貯蔵

Strep-Tactin® TACS Agarose 6-6350-002
6-6350-010
6-6350-025

4 mL
20 mL
50 mL

￥41,000
￥126,000
￥285,000

S
S
S

■ 関連商品　Strep-Tactin® TACS Agarose
カラムアフィニティクロマトグラフィーに最適化されているため、懸濁液
はグラビティフローカラムの充填に使用することができます。1 mLの樹脂
床容積のカラムに充填するには、2 mLの 50%懸濁液が必要です。

仕様仕様
●ビオチン結合限界 ： ＞ 40 nmol/mL resin

●ご提供形態 ： 50% 懸濁液
●アプリケーション ： アフィニティクロマトグラフィー orエクソソーム精製
●支持体 ： Crosslinked agarose

［IBA GmbH　　メーカー略号 ： IBA］
品名 品番 包装 希望販売価格 貯蔵

CD9 Fab-Strep 6-8019-150 50 µg ￥12,000 S

CD81 Fab-Strep 6-8015-150 50 µg ￥12,000 S

100 mM Biotin stock solution 6-6325-001 1 mL ￥14,000 S

■ 関連商品　Fab-Strep、Elution Buffer

Fab-TACS® 技術によるエクソソーム単離方法を動画でご確認いただけます。

［IBA GmbH　　メーカー略号 ： IBA］
品名 品番 包装 希望販売価格 貯蔵

Strep-Tactin® TACS Agarose Column 6-6310-300
6-6310-001

0.3 mL
1 mL

￥17,000
￥34,000

S
S

■ 関連商品　Strep-Tactin® TACS Agarose Column
ストレプトアビジンバリアントの Strep-Tactin® でコーティングされた
アガロースマクロビーズを使用したカラムでしす。特殊な架橋により、細胞
の分離や除去などに使用することができます。本カラムは、トレースレス
の細胞アフィニティー精製（Fab-TACS®/Nano-TACS®）用に開発されま
した。この方法は、Twin-Strep-tag® （Fab-Streps）の他に、ナノボディ
（Nano-Streps）と融合した Fabフラグメントを用いることができます。
細胞を特異的に捕捉した後、ビオチン添加により Fab-/Nano-Strepは
Strep-Tactin® アガロースから放出されます。細胞は Fab-/Nano-Strep

と解離し、ダウンストリームアプリケーションに適した状態になります。こ
の原理はエクソソームの分離にも使用可能です。

Fab-Strep/Nano-Strepの代わりに、Twin-Strepタグ付き抗体、デスチ
オビオチン化抗体、ビオチン化抗体（不可逆的結合）をカラムにロードする
ことも可能です。これにより、Strep-Tactin® TACS Agaroseカラムはネ
ガティブセルセレクションやデプリーションアプローチにも適しています。

仕様仕様
●細胞結合限界 ： 2× 107（品番 ： 6-6310-300）or 

1× 108（品番 ： 6-6310-001）target cells

●ご提供形態 ： Pre-packed in buffer

●アプリケーション ： アフィニティクロマトグラフィー orエクソソーム精製
●支持体 ： Crosslinked agarose
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血漿、血清、尿や細胞培養上清からワンステップで単離

生体液（血漿、血清、尿など）または細胞培養上清から、たった 1回イ
ンキュベートするだけで、エクソソームを単離できるキットです。サンプル
に EXO-Prepを加えて 1時間インキュベートした後、1回遠心してエクソ
ソームのペレットを回収し、1X PBSに再懸濁します。可溶化したエクソソー
ムは、タンパク質／miRNAを含む核酸バイオマーカープロファイリング、
ナノ粒子トラッキング解析（NTA）、電子顕微鏡解析などにご使用いただけ
ます。

EV s 精製 ポリマー沈殿法 記事 ID検索

エクソソーム単離キット EXO-Prep
14501

特徴

血漿からのエクソソームの単離
トロンビンで前処理 不要
ペレットの可溶化 簡単

最小サンプル量 100 µL

インタクトなエクソソームを単離することができ、ELISA
に適している ○

核酸抽出・解析に適している ○

特長特長
●短時間でエクソソーム単離
●超遠心不要
●簡単で迅速な手順
●臨床検体、細胞培養上清からエクソソームを単離
●少量のサンプルからも単離可能
●タンパク質プロファイリングに最適
●エクソソームに含まれる核酸（miRNAを含む）の抽出・プロファイ
リングに最適

ELISA

ウェスタン
ブロット

適量のEXO-Prepを加え、
氷上で1時間インキュベート

遠心して
エクソソームペレット
を回収

ナノ粒子
トラッキング解析

トータルRNA抽出

miRNA発現
プロファイリング

エクソソーム
ペレット

生体液

細胞培養上清

図 1　プロトコール

［HansaBioMed OU　　メーカー略号 ： HNB］
品名 品番 包装 希望販売価格 貯蔵

EXO-Prep : isolation from biofluids（plasma, serum） HBM-EXP-B5 5 mL ￥73,000 S

EXO-Prep : isolation from cell culture supernatants HBM-EXP-C25 25 mL（25 rxns） ￥93,000 S

EXO-Prep : isolation from urine HBM-EXP-U25 30 mL（25 rxns） ￥93,000 S

図 4　トータル RNA抽出およびmiRNA発現プロファイリング
EXO-Prepまたは超遠心により、100/500 µLの血漿から単離したエクソソームを使用して、トータル
RNAの抽出、および、4種類のエクソソームmiRNAのプロファイリングを行った。
超遠心により同量の血漿から精製したエクソソームと比較すると、EXO-Prepを用いて単離したエクソ
ソームには、より多くのmiRNAが含まれていた。

100 µℓ 500 µℓ 100 µℓ 500 µℓ

miR16

miR21

miR223

miR451

EXO-PrepUC

CT

22,00

24,00

26,00

28,00

30,00

32,00

34,00
図 5　ナノ粒子トラッキング解析（Nano Tracking Analysis ： NTA）
EXO-Prepで単離し、1X PBS 100 µLに再懸濁したエクソソームを用いて、ナノ粒子トラッキング解析
（NTA）を行った。粒子のサイズは、エクソソーム小胞のサイズ（50～ 120 nm）に対応していた。

69   Exosome isolated from 100µℓ of plasma

Particle Size / Concentration            Sample video

■  トータル RNA抽出および
miRNA発現プロファイリング

アプリケーションアプリケーション

図 2　ELISA
EXO-Prepで単離したエクソソームは、ELISAを用いたタンパク質プロファイリングに適している。
ELISAには、ヒト血漿中のエクソソームを捕捉（キャプチャー）する、エクソソーム捕捉用イムノプレー
ト（品番 ： HBM-POF-CC）を用いた。

12

10

8

6

4

2

0

Ra
tio
 to
 b
ac
kg
ro
un
d
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図 3　ウエスタンブロット
EXO-Prepを用いて、100/500 µLの血漿・血清、および 10/20 mL

の尿からエクソソームを単離し、タンパク質ライセート（30 µg）
中のエクソソームマーカー Alixを検出した。超遠心（UC）によっ
て精製したエクソソームのタンパク質ライセート（30 µg）をコ
ントロールとした。
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■  ELISA ■  ウエスタンブロット

■  ナノ粒子トラッキング解析
（Nano Tracking Analysis ： NTA）
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エクソソームおよび細胞外小胞を生体液や細胞培養上清から分離！

EV s 精製 サイズ排除クロマトグラフィー 記事 ID検索

サイズ排除クロマトグラフィーカラム PURE-EV
17679

まず、PURE-EVカラムをヒトの血漿 1 mLで流します。合計 24分画（各 500 µL）を回収し、各分画を用いた ExoTEST™ アッセイと BCAテストにより、
エクソソーム量およびトータルタンパク質量の測定を行います。細胞外小胞は 6～ 11分画に溶出し、血漿は 14～ 24分画に溶出しました（図 1、図 2）。

商品データ商品データ
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図 2　各分画でのエクソソーム量とトータルタンパク質量のつり合い
ExoTEST™ アッセイによる解析の結果、エクソソームを含む細胞外小胞は 6～ 11分画に溶出しており、
血漿タンパク質（14～ 24分画に溶出）からうまく分離されていることが確認された。

図 1　PURE-EVカラムによるヒト血漿からのエクソソーム分離

Fraction 1～5 Fraction 6～11 Fraction 14～23

分画前

EV画分

タンパク質
画分

エクソソーム量およびトータルタンパク質量の測定

次に 24分画を 4グループ（1～ 6、7～ 12、13～ 18、19～ 24）に分け、
ナノ粒子解析装置（NanoSight）を用いてナノ粒子トラッキング解析（Nano 

Tracking Analysis ; NTA）を行いました。その結果、ExoTEST™ アッセ
イの結果と NTA解析には整合性が確認され（図 3）、細胞外小胞とタンパク
質は完全に分離されていることが示されました（図 4、図 5）。
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図 3　細胞外小胞の溶出ピークを比較（ExoTEST™ アッセイ vs 
NTA解析）

ナノ粒子トラッキング解析

特長特長
●生体液や細胞培養上清からエクソソームを分離
●分離処理した細胞外小胞を精製
●分離したエクソソームは様々な解析に使用可能
●速くて容易 ●少量サンプルに適用
●1つのカラムを 5回まで再利用可能
カラムを再利用する場合、カラムを 1× PBS（pH7.4）20～ 30 mLで洗浄し
てください。

サイズ排除クロマトグラフィー法により生体液や細胞培養上清からエクソ
ソームおよび細胞外小胞を分離・精製する商品です。
サイズ排除クロマトグラフィー法は複合マトリックスからエクソソームお
よび細胞外小胞を分離・精製する有用な手段の 1つです。特にこの手法は、
血中タンパク質からのエクソソーム分離に非常に効果的で、さらに小胞の形
状や機能に影響を与えることはありません。
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図 6　miniPURE-EVにより過剰な色素を除去
CT116細胞由来の精製 EV 10 µgを、膜色素 Cell Mask Greenで標識した。
過剰な色素はmini-PURE-EVを用いて除去され、Zetaviewによるナノ粒子トラッ
キング解析で色素が除去できていることを確認した。
左 ： mini-PURE-EVによって除去される余分な色素
右 ： 余分な膜色素が除去されていない状態

［HansaBioMed OU　　メーカー略号 ： HNB］
品名 サンプル容量 品番 包装 希望販売価格 貯蔵

PURE-EV : Size Exclusion Chromatography Column 500 µL～ 2 mL HBM-PEV-5
HBM-PEV-10

5 columns
10 columns

￥85,000
￥177,000

S
S

miniPURE-EV : Size Exclusion Chromatography Column 100～ 500 µL HBM-MPEV-10
HBM-MPEV-20

10 columns
20 columns

￥87,000
￥167,000

S
S

maxiPURE-EVs : Size Exclusion Chromatography Column 5～ 20 mL HBM-MXPEV-3
HBM-MXPEV-6

3 columns
6 columns

￥167,000
￥327,000

S
S

図　タンジェンシャルフローろ過（TFF）は粒子のサイズによる分画します。メンブレン面に対して平行方向にサンプルを還流
させサイズ分画するため、メンブレンへの微粒子の堆積が抑制されます。

ポリエーテルスルフォンの中空糸
（5 nm pore size）

タンパク質、その他小分子を
フィルター除去
タンパク質、その他小分子を
フィルター除去

ポリエーテル
スルフォン
の中空糸

＞ 5 nmのナノ分子
を保持する

タンジェンシャルフローろ過カラム ※こちらは
　TFF-EVsです

5

［HansaBioMed OU　　メーカー略号 ： HNB］
品名 EV recovery 濃縮時間 使用可能回数 サンプル量 品番 包装 希望販売価格 貯蔵

TFF-Easy - tangential flow 
filtration EV concentrator

＞ 83% 5分 20回まで 5～ 15 mL HBM-TFF/1
HBM-TFF/5

1 Unit
5 Units

￥73,000
￥333,000

Q
Q

TFF-Easyはポリスルフォンで作られた中空糸のフィルターカートリッジであり、細胞
培養上清や尿などの低濃度マトリックスから小さなタンパク質や分子を濃縮および除去で
きるため、細胞外小胞（EV）精製の前処理に適しています。
カートリッジの寸法が小さいため、5 mLからリットル単位の範囲のサンプルを濃縮する
ことが可能です。また、EVサンプルの脱塩にも適しています。

TFF-Easyは簡単に洗浄でき、複数回利用できます。

EV s 精製 タンジェンシャルフローろ過 記事 ID検索

タンジェンシャルフローろ過 TFF-Easy
43610

特長特長
●洗浄可能
●複数回使用可能（最大 20回）
●容易な操作方法
●EVサンプルの脱塩・バッファー交換に使用可能
●濃縮時間 ： 5分程度
●ポアサイズ ： 5 nm

アプリケーションアプリケーション
●EV単離前の、細胞培養上清や尿の低濃度マトリックスの濃縮
●EVサンプルからの小分子やイオンの除去
●EVサンプルの脱塩・バッファー交換
●SECカラム（PURE-EV）（50ページでご紹介）と組み合わせた TFF-Easyの使用に
よる高効率の EV分離

■動画あります
コスモ・バイオのWebに、実際の使用方法の動画へ
のリンクがございます。

記事ID 検索検索43610

15 mL以下のサンプルの濃縮や前処理として最適 濃縮（pore size : 5 nm,  cut off : 20 kDa）
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TFF-EVsは、ポリスルフォンで作られた中空糸のフィルターカートリッジで、希釈された試料（細胞培養上清、尿など）から小さなタンパク質や分子を
濃縮および除去できるため、迅速かつ高い再現性で EVを精製するのに適しています。スケールアップも可能です。また、サンプルの精製と濃縮を同時に行
うことが可能です。

EV s 精製 タンジェンシャルフローろ過 記事 ID検索

タンジェンシャルフローろ過 TFF-EVs
43946

TFF-EVs Small TFF-EVs Large

図 2図 1　タンジェンシャルフローろ過（TFF）は粒子のサイズによる分画します。メンブレン面に対して平行方向にサンプルを還
流させサイズ分画するため、メンブレンへの微粒子の堆積が抑制されます。

ポリエーテルスルフォンの中空糸
（50 nm pore size）

タンパク質、その他小分子を
フィルター除去
タンパク質、その他小分子を
フィルター除去

ポリエーテル
スルフォン
の中空糸

＞ 50 nmのナノ分子
を保持する

タンジェンシャルフローろ過カラム

特長特長
●ポアサイズ ： 50 nm

●幅広いサイズの EV精製・濃縮が可能
●洗浄可能
●複数回使用可能

アプリケーションアプリケーション
●迅速かつスケールアップ可能な EVの精製と濃縮
●FBSからウシ由来 EVを除去
●バッファー交換と未結合色素の除去

商品 TFF-EVs Small TFF-EVs Large
品番 HBM-TFF-EVS-S HBM-TFF-EVS-L

カートリッジ内の中空糸素材 ポリエーテルスルホン（PES）
フィルターの表面積（sqm） 0.025 1

ポアサイズ（nm） 50 +/- 10
分画分子量（kDa） 800 +/- 50
容量（mL） 10～ 1,000 500～ 10,000

EV recovery ＞ 81% ＞ 80％
濃縮時間 5分 78～ 115 mL/分

使用可能回数 何度も使用可能 何度も使用可能

10分以下でサンプルの EV精製と濃縮を同時に 濃縮と精製（pore size : 50 nm,  cut off : 800 kDa）

Step1   サンプルを注入、
　　　 シリンジを上下させ、
　　　 液を濾過して試験管に出す。

Step2    洗浄バッファーを加えて、
               またシリンジを上下させ、
               洗浄バッファーを排出させる。

Step3    細胞外小胞や、同じサイズの
               粒子を回収する。

Turnaround time    <10 min図 3

図 4　粒子の損失を最小限に抑えた高速
精製
1×1012の精製EVs（品番 ： HBM-PEU-100※）
を 1× PBS 20 mLで希釈し TFF-EVsにセッ
トした。EVsを含むろ液を 1× PBS 5 mLで回
収した。ろ液および回収液の粒子含有量を NTA

（Zetaview, Particle Metrix）で分析した。

※ 品番 ： HBM-PEU-100/2とHBM-PEU-100/5
について
品名 ： Lyophilized Exosomes from Urine of 

Healthy Donors、包装 ： 200 µgまたは 500 

µg、希望販売価格 ： ￥98,000または￥199,000

■動画あります
実際の使用方法の短時間の動画をご覧になれます。

使用方法と商品データ使用方法と商品データ
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図 5　FBS含有ウシ EVの除去
FBS含有ウシ EVを除去するために TFF-EVsを使用した。FBS 50 mLを TFF-EVsでろ過し、EVが除去された FBS（ろ液）、ウシ由来 EVが含まれている 1× PBSバッファー 10 mL（保持液）に分離した。通常
の FBS、ろ液、保持液をすべて NTA（Zetaview、Particle Metrix）で分析したところ、ろ液には通常の FBSで検出された全粒子の 1%しか含まれていないことがわかった。

［HansaBioMed OU　　メーカー略号 ： HNB］
品名 品番 包装 希望販売価格 貯蔵

TFF-EVs-Small- tangential flow filtration-based device HBM-TFF-EVS-S 1 Unit ￥96,000 Q

TFF-EVs-Large- tangential flow filtration-based device HBM-TFF-EVS-L 1 Unit ￥163,000 Q

少量・多検体の Extracellular vesicle（EV）精製に最適

少量・多検体の EV精製に最適、安価で容易！

EV s 精製 EV 用イオン交換法 記事 ID検索

EV-Capture™ EV Purification Spin Column Kit
43987

細胞外小胞（extracellular vesicle ： EV）表面が負に帯電していることを利用して精製するキットです。生体
試料や培養上清から EVを精製する際には超遠心法が最もよく使われていますが、高額な設備と長時間の処理が必
要となります。本キットは、小型卓上遠心機でご使用可能なスピンカラムタイプで、安価で容易にインタクトな
EVを回収できます。そのため、少量・多検体の EV精製に最適です。

特長特長
●簡単な操作で 30分以内にインタクトな EV（エクソソームを含む）を回収可能
●生体サンプルや培養上清など、幅広いサンプルに使用可能
●ヒト・マウス等生物種問わず、乳酸菌等の微生物の EVも回収可能
●血清サンプルでは約 98%のタンパク質を除去可能
●小型卓上遠心機で使用可能なスピンカラムタイプ

トライアルサイズありますトライアルサイズあります

血清アプライ量が 200 µL以下であれば微粒子の約 6割を回収するこ
とができ、98%以上のタンパク質を除去することができました。SDS-

PAGEのバンドパターンも精製前と大きく変化しており、主要タンパク質
を効率的に除去できていることが分かります。

血清アプライ量を 50 µLから 400 µLまで増加させ、ヒト血清を EV-

Capture™ EV Purification Spin Columnで精製しました。血清は12,000
×g で 15分間遠心分離し、上清を 0.45 µmのフィルターで処理しました。
血清アプライ量を条件① 50 µL、条件② 100 µL、条件③ 200 µL、条件④
400 µLにて精製し、ナノサイトで精製物の微粒子濃度を測定しました。タ
ンパク濃度はBradford法で測定し、SDS-PAGEで精製前後のバンドパター
ンを比較しました。

血清サンプルでは約 98%のタンパク質を除去可能精製例①

精製した血清量
（µL）

精製時
希釈倍率

溶出容量
（µL）

微粒子濃度
（particles/mL）

タンパク濃度
（mg/mL）

泳動アプライ量
（µL）

泳動アプライ量
血清相当量
（µL）

血清 ― ― ― 4.14× 1012 55.54 0.1 0.1
条件 1 50 6 300 4.22× 1011 0.13 5 0.83
条件 2 100 4 300 8.14× 1011 0.29 5 1.67
条件 3 200 2 300 1.64× 1012 0.69 5 3.33
条件 4 400 2 300 2.08× 1012 1.16 5 6.67

■ 関連商品　TFF-MV

［HansaBioMed OU　　メーカー略号 ： HNB］
品名 EV recovery 濃縮時間 使用可能回数 品番 包装 希望販売価格 貯蔵

TFF-MV- tangential flow filter for large EV 
separation and recovery

83% 5分 20回まで HBM-TFF-MV 1 Unit ￥73,000 Q

ポアサイズが 200 nmのフィルターカートリッジです。10,000 g の遠心分離では小さな EVの一部を損失しますが、TFF-MVでは 150（～ 200） nm

以上の微小胞をカラムの中にキャッチし、小さな EVや分子を容易にフィルターを透過させます。5 mLから最大 1 Lの尿や細胞培養液、植物抽出液などで
ご使用いただけます。

追加の精製を行わずに、大きな微小胞をワンステップで回収
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条件①　条件②　条件③ 　条件④

血清アプライ量が200 µL以下であれば
微粒子の約6割を回収
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98％以上のタンパク質を除去

条件①　条件②　条件③ 　条件④

約1.0×1010 particles/mLの培養上清をEV-Capture™ EV Purification 

Spin Columnに 0.7 mLアプライして回収しました。精製前の培養上清
と精製物をヒト由来エクソソーム定量用 CD9× CD63 ELISAキット（品
番 ： EXH0102EL※）で比較して回収率を算出しました。溶出バッファー
に 0.01%の Tween20を添加することで、回収率が 1.4倍に増加しました。
※ ヒト由来エクソソーム定量用 CD9× CD63 ELISAキット（品番 ： EXH0102EL）
は 74ページでご紹介します。

Tween20添加による回収率向上精製例③

70%
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50%

40%

30%

20%

10%

0%

回
収
率

Tweenなし　  Tweenあり

11%

38%

18%

54%

Elute            Flow Through

［コスモ・バイオ株式会社　　メーカー略号 ： CSR］
品名 品番 包装 希望販売価格 貯蔵

EV-Capture™ EV Purification Spin Column Kit EVP01-010 1 kit（10 prep.） ￥20,000 Q

64%

101%
100%

80%

60%

40%

20%

0%

Re
co
ve
ry

大腸菌由来EV 乳酸菌由来EV

1．大腸菌由来EV（品番 ： ECEV※）と2．乳酸菌由来EV（品番 ： LBEV-R2※）
を そ れ ぞ れ 5.0 × 109 particles/mL に 調 製 し て EV-Capture™ EV 

Purification Spin Columnに 0.6 mLアプライして回収しました。標品と
回収物をグラム陰性菌由来 EV検出キットおよびグラム陽性菌由来 EV検出
キット（近日発売予定）で比較して回収率を算出しました。
大腸菌由来 EVは 64%、乳酸菌由来 EVは 101%回収することができ
ました。
※ 大腸菌由来 EV（品番 ： ECEV）と乳酸菌由来 EV（品番 ： LBEV-R2）は 33ページ
からご紹介しています。

微生物由来 EVの回収精製例②

■留意点
サンプルの pHが 9を超えると回収率が低下する可能性があります。
中和するか付属バッファーで希釈してご使用ください。
血清などのタンパク質濃度が高いサンプルは 2～ 6倍に希釈してから
アプライしてください。
サンプルアプライ量は 300～ 700 µLになるよう調整してください。
精製物に樹脂片が混入することがあります。ナノ粒子トラッキング解析
などに使用する場合には精製物の遠心上清をご使用ください。
精製物には高濃度の塩が含まれています。必要に応じて透析や限外ろ過
などで溶媒置換を行ってください。

無料サンプルをご用意しております！
コスモ・バイオ（欄外参照）までお問い合わせください。
＊  無料サンプルは 1研究室あたり 1点のみ
無料サンプル（品番 ： EVP01-004S　4本入り）

トライアルサイズありますトライアルサイズあります
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細胞培養上または血清／血漿サンプルから高純度・高収率・迅速に回収

PureExo® エクソソーム単離キットは、細胞培養上清（品番 ： P100）血清／血漿（品番 ： P101）または幹細胞培養上清（品番 ： P107）から完全なエクソ
ソームを、迅速かつ効果的に回収することができます。

特長特長
●超遠心、煩雑な単離操作は不要
●操作時間 ： 細胞培養上清用 約2時間、血清／血漿用 約40分
●超遠心分離法よりも高い回収率（約 10倍）
●抗体ベースの手法より低コスト
●高純度のエクソソームを回収可能（純度＞ 95%）
●少量のサンプル（細胞培養上清 ： 2～ 4 mL、血清／血漿 ： 100～

400 µL）から高収率で回収
●回収したエクソソームは各種アプリケーションに適用可能
 （EM研究、エクソソームラベル、エクソソームサブポピュレーション、
エクソソームmiRNAの qRT-PCRプロファイリング、エクソソーム
タンパク質のゲル分析など）

プロトコールプロトコール
■血清／血漿用キット プロトコール概略

EV s 精製 その他の独自方法 記事 ID検索

PureExo® エクソソーム単離キット
11648

トライアルサイズありますトライアルサイズあります

商品データ商品データ

western blot
Competitor 1 Competitor 2

from 25 medium

from 0.15 serum

101 Bio

CD9

CD9

図 3　エクソソーマルタンパク質マーカー分析
NIH3T3細胞の培地 2 mLおよび血清 0.1 mLから 101 Bio社 品番 ： P100および他社品を用いて、そ
れぞれエクソソームを単離した。回収したエクソソームを溶解し、得られたエクソソームタンパク質を、
4～ 20%グラジエントポリアクリルアミドゲルにロードして分離した。エクソソームのマーカー CD9
および脂質ラフトマーカーフロチリンを、それぞれ抗 CD9抗体で認識させ、イムノブロット分析した。
101 Bio社 品番 ： P100は、他社品と比べて、高純度、高収率のエクソソームを単離した。

図 1　NIH3T3細胞培地から 101 Bio社 品番 ： P100および他社品を用いて回収した
エクソソームの透過型電子顕微鏡画像
101 Bio社 品番 ： P100を使用して得られたエクソソームは、膜に包まれた球状の粒子（直径 50～
150 nm）として観察された。一方他社品を用いて回収したエクソソームは、粒子の形状およびサイズが
不均一であり、ダメージを受けた、あるいは小胞の破片であることが考えられる。

■精製したエクソソームの透過型顕微鏡画像 ■精製したエクソソームのマーカー分析
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図 4　エクソソーム由来 RNAの定量分析
左） 101 Bio社 品番 ： P100および他社品を用いてエクソソームを単離した。トータルエクソソーム

RNAを NanoDrop 8000分光光度計で計測した。101 Bio社 品番 ： P100で単離したエクソソー
ムは、他社品よりも、エクソソーム由来 RNA量が多かった。

右） 101 Bio社 品番 ： P101および他社品を用いてエクソソームを単離した。トータルエクソソーム
RNAを NanoDrop 8000分光光度計で計測した。101 Bio社 品番 ： P100で単離したエクソソー
ムは、他社品よりも、エクソソーム由来 RNA量が多かった。
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図 2　粒度分布分析
NIH3T3細胞（1× 106細胞）の培地から、101 Bio社 品番 ： P100および他社品を用いて、トータル
エクソソームを単離し、BI 200SM Research Goniometer System（632.8 nmレーザー）を用いて
動的光散乱（DLS；dynamic light scattering）を測定した。101 Bio社 品番 ： P100を用いて単離し
たエクソソーム群の DLS分布は、単一ピークを示し、96.3%がエクソソームの粒径として考えられる直
径 30～ 150 nmの範囲であった。一方他社品を用いて回収したエクソソームのうち、30～ 150 nmの
範囲としてカウントされたものはそれぞれ 37.7%、および 26.1%であった。

■精製したエクソソームの粒度分布分析 ■エクソソーム由来 RNAの定量分析

58 ページにユーザーからのレポートである Application Note
を掲載しています。
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商品使用文献商品使用文献
【PureExo® エクソソーム単離キット（細胞培養上清用 品番 ： P100）】
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(Sold through our European distributor - Gentaur.)

4． Marędziak M, Marycz K, Lewandowski D, Siudzińska A, śmieszek A. 
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exosome function: “exosome derived from highly metastatic SQUU-B 
cells conferred metastatic ability to nonmetastatic SQUU-A cells.”

6． William G. Whitford Exosomes: A Major Phenomenon Flying Under the 
Radar cellculturedish.com 2015/09
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B, Mariotti R. Exosome derived from murine adipose-derived stromal 
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【PureExo® エクソソーム単離キット（血清／血漿用 品番 ： P101）】
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fibrogenic signaling in hepatic stellate cells by Twist1-dependent 
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of Twist1. Am J Physiol Gastrointest Liver Physiol. 2015 Sep 

15;309(6):G491-9. doi: 10.1152/ajpgi.00140.2015. Epub 2015 Jul 30.

This paper is awarded TOP 10 best original research papers published 

by the American Physiological Society (APS Select). Link 

(APSselect is a collection of the very best original research papers 

published by the American Physiological Society. Each month, the most 

outstanding recently published papers from our ten research journals 

are selected and made available through this multi-journal website.)

2． Osteikoetxea X, Németh A, Sódar BW, Vukman KV, Buzás EI. 
Extracellular vesicles in cardiovascular diseases, are they Jedi or Sith? 

J Physiol. 2016 Feb 13. doi: 10.1113/JP271336

3． William G. Whitford Exosomes: A Major Phenomenon Flying Under the 
Radar cellculturedish.com 2015/09

4． Chen L., Chen R., Brigstock D. MicroRNA profiling of circulating 
exosomes during experimental liver fibrosis. Hepatology. AASLD 

abstract, 2014 Oct. (Presidential Honored Distinct Abstract).

PureExo® エクソソーム単離キット

■細胞培養上清用
品名 品番 包装 希望販売価格 貯蔵

PureExo® Exosome Isolation kit (for cell culture media), Trial size P100S 1 kit（2 rxns） ￥33,000 Q

PureExo® Exosome Isolation kit (for cell culture media) P100 1 kit（10 rxns） ￥90,000 Q

PureExo® Exosome Isolation kit (for cell culture media), Large P100L 1 kit（40 rxns） ￥348,000 Q

［101 Bio, LLC　　メーカー略号 ： OBL］

■血清／血漿用
品名 品番 包装 希望販売価格 貯蔵

PureExo® Exosome Isolation kit (for serum & plasma), Trial size P101S 1 kit（2 rxns） ￥33,000 Q

PureExo® Exosome Isolation kit (for serum & plasma) P101 1 kit（10 rxns） ￥90,000 Q

PureExo® Exosome Isolation kit (for serum & plasma), Large P101L 1 kit（40 rxns） ￥348,000 Q

［101 Bio, LLC　　メーカー略号 ： OBL］

■幹細胞培養上清用
品名 品番 包装 希望販売価格 貯蔵

PureExo® Exosome Isolation kit (for stem cell culture media) P107S
P107

1 kit（2 rxns）
1 kit（10 rxns）

￥48,000
￥106,000

Q
Q

［101 Bio, LLC　　メーカー略号 ： OBL］
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細胞培養上清および血清中のエクソソームを精製する、PureExo®エクソソーム単離キットについてFAQ

Q1　 本キットで、培養上清から大きな細胞外小胞（最大直径 1,000 nm）を単離／精製することはできますか？
A1　できません。本キットでは、直径が 300 nm以上の小胞は単離できません。

Q2　本キットを血漿に使用することはできますか？
A2　血漿と血清の両方にご使用いただけます。

Q3　本キットで処理できる血清サンプルの必要最低量は？
A3　必要最低量は 50 µLです。100～ 400 µLの血清／血漿をご使用いただくことを推奨します。

Q4　 本キットで、培養細胞から、エクソソームや内皮微粒子を単離できますか？
A4　 品番 ： P100のキットは、細胞培養上清からエクソソームを単離するために使用するキットです。細胞から微粒子を単離することはできません。

Q5　 本キットで精製したエクソソームには、IgGやビーズが混入していますか？
A5　 本キットは、単離に抗体やビーズを使用しないため、最終的に単離されたエクソソームに人工的に作製した IgGやビーズが混入することはありま

せん。

Q6　 本キットで精製したエクソソームには、アルブミンが含まれていますか？
A6　 細胞や血清サンプルの種類によっては、アルブミンが含まれる場合があります。例えば、肝細胞ではアルブミンが産生され、肝臓由来のエクソソー

ム（アルブミンを含む）が循環系に放出される可能性があります。

Q7　 本キットを、アメーバ状のキイロタマホコリカビ（D.discoideum amoeba）に使用することはできますか？
A7　 本キットは、細胞から放出されたエクソソームや微小胞を捕捉します。アメーバのエクソソームを単離するには、細胞の場合と同様にアメーバの

培養上清を回収し、本キットで精製することをお奨めします。

Q8　 最終的なエクソソームの調製液に含まれるバッファーはどのような組成ですか？精製したエクソソームを用いたアッセイに影響
はありますか？

A8　 最終的に単離したエクソソームは、PBSに懸濁された凝集ナノ粒子で、元々の培養上清または血清がごく微量含まれています。RNA／タンパク
質の抽出、透過型電子顕微鏡（TEM）を用いたアッセイ、表面標識などの各種アッセイに、バッファーの影響を考慮せずにご使用いただくことが
できます。

Q9　 単離したエクソソームが高純度で、膜由来の微粒子（破砕された小胞）を含まないことをどうすれば確認できますか？
A9　 透過型電子顕微鏡（TEM）観察より確認できます。本商品で細胞培養上清や血清から単離した微小胞は、電子顕微鏡による観察で、粒子を包む直

径 20～ 200 nmの球状の膜であることがわかっており、これにより、回収した微小胞がエクソソームであるといえます。破砕された小胞は、直
径が最大 1,000 nmで、形が不規則であることが報告されています。また、動的光散乱によるサイズ分布パターン解析でも、単離した微小胞の直
径が 100から 200 nmの間にあることが示されています。

Q10　単離されたエクソソームは機能的な活性をもっていますか？
A10　 本商品で単離したエクソソームに含まれる、特異的なmicroRNA（miRNA）の機能を検討しました。miRNAの標的mRNA 3'UTR領域を組み

込んだレポーターベクターをトランスフェクションした細胞に、エクソソームを添加し、その後ルシフェラーゼ活性アッセイにより、エクソソー
ム由来のmiRNAが機能的に活性であることを確認しています。

Q11　エクソソームの収量はどのくらいですか？
A11　●PureExo® キット － 細胞培養上清用（品番 ： P100）

2 mLの細胞培養上清から、通常 50～ 100 µLのエクソソームを単離できます（1回の反応で最大 4 mLの培養上清を処理できます）。
回収したエクソソームを全て使用して、エクソソーム由来のタンパク質を抽出すると（Exosomal RNA and Protein Extraction Kit、品番 ： 

P200を使用）、得られるタンパク質の量は 2 mLの培養上清から 150～ 200 µg、4 mLの培養上清から 300～ 400 µgです。
単離したエクソソームを全て使用して RNAを抽出すると（Exosomal RNA and Protein Extraction Kit、品番 ： P200を使用）、得られる
エクソソーム由来 RNAの量は 2 mLの培養上清から 50～ 100 ng、4 mLの培養上清から 100～ 200 ngです。

●PureExo® キット － 血清／血漿用（品番 ： P101）
100～ 400 µLの血清から、通常 100～ 200 µLのエクソソーム（PBSに懸濁）を単離できます。
回収したエクソソームを全て使用して、エクソソーム由来のタンパク質を抽出すると（Exosomal RNA and Protein Extraction Kit、品番 ： 

P200を使用）、得られるタンパク質の量は 300～ 400 µgです。
単離したエクソソームを全て使用して RNAを抽出すると（Exosomal RNA and Protein Extraction Kit、品番 ： P200を使用）、得られる
エクソソーム由来 RNAの量は 200～ 300 ngです。

品番 品名 サンプル 推奨
サンプル量

予想される収量
エクソソーム
（in PBS）

エクソソーム由来の
タンパク質

エクソソーム由来の
RNA

P100
PureExo® エクソソーム単離キット
細胞培養上清用 細胞培養上清 2～ 4 mL 50～ 200 µL 150～ 400 µg 50～ 200 ng

P101
PureExo® エクソソーム単離キット
血清／血漿用 血清 200 µL 100～ 200 µL 300～ 400 µg 200～ 300 ng

Q12　 本キットで血漿からエクソソームを単離する際に、ヘパリン／ EDTAチューブを用いて採血したサンプルを使用することはで
きますか？

A12　 できません。ヘパリンは、エクソソーム精製後の RNAアッセイに有意に影響します。EDTAは、エクソソーム精製後の PCRアッセイに影響を
与える場合があります。血液サンプルの採取には、ヘパリン／ EDTAの含まれていないチューブを使用してください。血液サンプルを速やかに遠
心し、エクソソームを単離するための血漿を回収します。抗凝固剤を使用する必要がある場合は、EDTAチューブを使用して血液を採取してくだ
さい。必要に応じて、エクソソーム精製後の PCR反応のMg2+濃度を調整します。
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エクソソームは、タンパク質や様々な核酸物質（mRNA、

microRNA（miRNA）など）を内包している細胞間情報伝達小

胞と言える。特に、内包されている miRNA は複数の遺伝子を

ターゲットとしてその発現レベルを調節することから、癌な

どの複数の遺伝子や蛋白質の発現制御機構の破綻が生じてい

る病態を理解する上で、無視できない研究ターゲットである。

我々は、最近、同一患者由来の転移能の異なるヒト口腔扁平

上皮癌細胞株 2種を用いた実験から、浸潤・転移能を規定す

る成分が高転移細胞株の培養上清中に存在すること、また、

その転移能がエクソソームを介して非転移株に移行すること

を報告してきた（文献 1,2）。このことは、同一癌巣内のそれ

ぞれの癌細胞が各々の個性を持つエクソソームを分泌してお

り、それらを介した複雑な細胞間クロストークによって癌微

小環境が規定されていることを示唆する知見であり、非常に

興味深い。

さて、上記の実験を進めていく過程で、「エクソソームの回収

はどうするか？」ということになった訳であるが、まずは、

標準的な超遠心法でのスタートを切った。しかし、今後、同

一の実験条件で多数のヒト検体を継続的に使用することを考

慮に入れた場合、超遠心では時間がいくらあっても足りない。

そこで、各社から販売されているエクソソーム回収キットを

検討することとなり、特に純度、操作性、効率性、再現性の

面で最も好感を持った 101Bio 社 PureExo Exosome Isolation 

Kit（品番 : P100）で実験を行うことにした（経済的な面でも、

今後もっと好感を持てれば嬉しい）。

本製品を用いて回収したサンプルでは、エクソソームマーカー

タンパク質であるテトラスパニン（CD9、CD81）の発現が確

認でき、エクソソームの存在が確認された（図１）。また、デー

タシートに記載がある通り、回収した検体における粒度分布

が（エクソソームの粒径とされる）30～ 150 nm の範囲にピー

クを持ち、より純度の高いエクソソームが得られていること

が分かった。さらに、エクソソームの回収にあたり超遠心機

が不要なため、検体数が多い場合にも躊躇なく実験を開始で

きるようになった。なお、試行錯誤した結果、ある程度（10

～ 20倍）濃縮した培養上清を使用することで格段に操作性が

上がることが分かったため、以後、当該 Kit 使用時は、濃縮培

養上清を用いることにしている。

PureExo Exosome Isolation Kit を用いたエクソソーム回収

安河内（川久保）友世
Tomoyo Kawakubo-Yasukochi

福岡大学 薬学部 統合臨床医学講座 免疫・分子治療学分野

●  PureExo® Exosome Isolation Kit （品番：P100）
　　　　　　　　　　　　　　　　　 101 Bio, LLC　メーカー略号：OBL

Products

ユーザーレポート

図1. PureExo Exosome Isolation Kit にて回収したエクソソームにおける CD9 および CD81 の発現レベル（イムノブロット）（文献 1より）

ExoA：細胞 A由来エクソソーム、ExoB：細胞 B由来エクソソーム

び

敬称は省略させていただきます
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その後の解析から、エクソソーム中の浸潤・転移規定因子が 

miRNA である見込みが立ったため、PureExo Exosome 

Isolation Kit で回収したエクソソームから total RNA を抽出

後、miRNA アレイ解析を行った（投稿準備中）。その際、ボッ

クスプロット、およびスキャタープロット（図２）において

偏りのない点の分布が得られたことも、検体のクオリティの

高さを証明していた。

上述のように、様々な用途（RNA解析、タンパク質解析、形

態解析）において、PureExo Exosome Isolation Kit は、安定

したクオリティのエクソソームを提供可能である。特に、培

養条件下でのインタクトなエクソソームの機能解析には、非

常に有用であるため、是非お勧めしたい。

図 2. PureExo Exosome Isolation Kit にて回収した
エクソソーム miRNA のスキャタープロット

（縦軸、横軸ともに対数目盛）
横軸：ExoA、縦軸：ExoB

参考文献

1. Kawakubo-Yasukochi et al., J Oral Biosci 58:33-38, 2016
2. Morioka et al., J Oral Biosci in press.

PureExo® エクソソーム単離キット
細胞培養上清から完全なエクソソームを、迅速かつ効果的に回収することができます。

101 Bio, LLC　メーカー略号：OBL

血清／血漿、幹細胞培養上清から回収するキットも用意がございます。

詳しい情報や関連商品は、コスモ・バイオWebサイト「記事 ID 検索」で。　　　　　　　　   クリック！詳しい情報や関連商品は、コスモ・バイオWebサイト「記事 ID 検索」で。　　　　　　　　   クリック！記事 ID 11648

NIH3T3 細胞培地から 101bio 社品番：P100 および競合他社品を用いて回収したエクソソームの透過型電子顕微鏡画像
101bio 社品番：P100 を使用して得られたエクソソームは、膜に包まれた球状の粒子（直径 20-200nm）として観察された。一方
競合他社品を用いて回収したエクソソームは、粒子の形状およびサイズが不均一であり、ダメージを受けた、あるいは小胞の破片
であることが考えられる
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各種体液サンプルから高収率でエクソソームを回収

本商品は、各種体液サンプル（脳脊髄液（CSF）、
羊水、炎症性液、リンパ液、母乳、唾液、胃腸液（GI）、
肺胞洗浄液など）からエクソソームを単離するための
キットです。0.5～ 2 mLのサンプルから高収率でエ
クソソームを単離します。単離したエクソソームは、
各種アプリケーション（EM研究、エクソソームラベ
ル、エクソソームサブポピュレーション、エクソソー
ム由来miRNAの qRT-PCRプロファイリング、エ
クソソーム由来タンパク質のゲル分析や ELISAなど）
に適用できます。

構成内容構成内容
●溶液 A、B、C

●サンプルバッファー
●PureExo® カラム

EV s 精製 その他の独自方法 記事 ID検索

DiagExo® ヒト体液エクソソーム単離キット
11769

［101 Bio, LLC　　メーカー略号 ： OBL］
品名 品番 包装 希望販売価格 貯蔵

DiagExo® Human Body Fluid Exosome Isolation kit P121 1 kit（20 rxns） ￥103,000 Q

❶  0.5～ 1 mLの体液サンプルを用意し、氷上に置く。凍結サンプルの
場合は室温で完全に溶解してから、氷上に置く。

❷  体液サンプルを 3,000×g 、4℃で 15分遠心し、細胞やデブリを取
り除く。

❸  ペレットに触れないよう、0.5～ 1 mLの透明な上清を 15 mLチュー
ブに移す。上清にサンプルバッファーを加え、2 mLする。これを希釈
体液サンプルとし、氷上に置く。

❹  1.5 mLチューブを用意し、溶液 A / B / Cを A（0.3 mL）、B（0.3 

mL）、C（0.3 mL）の順に加え、A / B / C混合液 0.9 mLを調製する。

❺  A / B / C混合液を 10秒間ボルテックスする。

❻  A / B / C混合液 0.9 mLを③の希釈体液サンプルに加える。

❼ ❻のキャップを閉め、少なくとも 10回軽く転倒混和させ、4℃で 30
分間インキュベートする。

❽  混合液は 3層に分かれる。もし層が見えない場合、5,000 rpm、3分
で遠心をする。中間層に触れないよう、ピペットで上層を吸引し、除
去する。

❾  中間層（エクソソームはこの層にある）を別の 1.5 mLチューブに移す。
チューブを 5,000 g で 3分遠心すると、新たに 3層現れる。

10  上層をピペットで取り除く。さらにピペットのチップをチューブの底
まで差し込み、下層も取り除き、中間層だけ残す。この層にエクソソー
ムが含まれる。

11  もう一度 5,000 g で 3分遠心すると、再び 3層になる。ステップ 10
を繰り返し、中間層だけ残す。

12  チューブのキャップを開けたまま、室温で 5～ 10分乾燥させる。

13  中間層の 4倍量の PBSを加える。40回ピペッティングをし、懸濁さ
せる。

14  水平シェーカー上でチューブを高速で 3分振とうさせ、その後 10回
ピペッティングをする。振とう・ピペッティングをさらに2回繰り返す。

15  チューブを 5,000 g、5分で遠心し、中間層に触れないよう、上清を
PureExo® カラムに移す。

16  カラムを 1,000 g、5分で遠心し、ろ過画分を回収する。

17  このろ過画分が単離されたエクソソーム。単離したエクソソームはそ
のまま使用するか、4℃で最大 1週間、又は－80℃で最大 3ヵ月間保
存できる。

操作概要

細胞上清
（2 mL)

PureExoⓇ Cell kit 　
（品番：P100)

PureExoⓇ Serum kit　
（品番：P101)

DiagExoⓇ Urine kit　
（品番：P120)

DiagExoⓇ Body Fluid kit　
（品番：P121)

血清サンプル
（0.1 mL)

高純度エクソソーム（in 100 uL PBS)

Exosomal RNA & 
Protein Extraction kit
（品番  ：P200）

尿サンプル
（2 mL)

体液サンプル
（0.5 ～ 2 mL)

本商品

Exosomal DNA
Extraction kit
（品番：P230）
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尿サンプルから高収率で回収・分離

尿サンプルからエクソソームを迅速かつ効率的に単離するキットです。 特長特長
●高純度のエクソソームを単離
●超遠心分離法よりも高い回収率（約 10倍）
●超遠心、煩雑な単離操作は不要、操作時間は 2時間程度
●抗体ベースの手法より低コスト
●わずか 1 mLの尿サンプルから高収率でエクソソームを回収

精製したエクソソームのアプリケーション例精製したエクソソームのアプリケーション例
EM研究、エクソソームラベル、エクソソームサブポピュレーション、エ
クソソームmiRNAの qRT-PCRプロファイリング、エクソソームタンパ
ク質のゲル分析や ELISAなど

EV s 精製 その他の独自方法 記事 ID検索

DiagExo® 尿中エクソソーム単離キット
11768

トライアルサイズありますトライアルサイズあります

操作概要

❾  上層を取り除く。次にピペットのチップをチューブの底まで差し込み、
無色の下層を完全に取り除く。チューブにはエクソソームが含まれる
中間層のみを残す。

10  中間層を別の 0.5 mL遠心用マイクロチューブに移す。5,000×g で
3分間遠心し、ステップ 9を繰り返す。モヤモヤしたペレットがチュー
ブに残る。検証実験では、ペレットの容量は約 25 µL。

11  室温で 5～ 10分間、チューブのキャップを開けて乾燥させる。
※乾燥させ過ぎに注意。

12  1× PBSをペレットの 4倍量加える。十分にピペッティング（40回
程度）を行い、ペレットを再懸濁する。検証実験では PBS 100 µL（4
× 25 µLペレット）を加えた。

13  チューブを水平型のシェーカーで高速で 3分間振とうし、十分にピペッ
ティング（10回程度）する。振とう・ピペッティングをさらに 2回繰
り返す。
※ ペレットがうまく再懸濁されないと、エクソソームがペレット中に絡まってしま
い、エクソソームの純度および収量が低下する原因になる。ペレットが溶解しに
くいサンプルの場合は、ステップ 12と 13のピペッティング回数を増やし、振
とう時間を延長する。

14  チューブを 5,000×g で 5分間遠心する。ペレットを崩さないように
慎重に上清を PureExo® カラム（キット構成品）に移す。

15  PureExo® カラムを 1,000×g で 5分間遠心し、ろ過画分を回収する。

16  ろ過画分が分離精製されたエクソソーム。ダウンストリームのアッセ
イに使用するか冷蔵または冷凍保存する（4℃ ： 1週間　－80℃ ： 3ヵ
月）。濃縮したエクソソームは静置しておくと沈殿してしまうので、ピ
ペッティングでよく懸濁してから使用する。

❶  サンプルの準備 ： 2 mLの尿サンプルを 3,000×g 4℃で 15分間遠
心し、細胞やデブリを取り除く。
※この工程を省くと、ステップ 15でフィルターが目詰まりする原因となる。

❷  ペレットを崩さないように注意しながら、2 mLの上清（透明）をガラ
ス管 1に移し氷上で冷やす。

❸  別のガラス管 2に溶液 A / B / Cを A（0.166 mL）、B（0.166 mL）、
C（0.668 mL）の順に加え、A / B / C混合液を調製する。

❹  ガラス管 2（A / B /C混合液）を 10秒ほどボルテックスし、よく混ぜる。

❺  A / B / C混合液をすべてガラス管 1（尿サンプル 2 mL）に加える。

❻  ガラス管 1にしっかりキャップをし、少なくとも 10回、軽く転倒混
和させる。その後 4℃で 1時間インキュベートする。

❼  a． 混合溶液は 3層に分かれる。中間層を乱さないように注意しながら
青色の上層をピペットで取り除き、ステップ 8に進む。

b． 場合により2層（上層 ： 青色、下層 ： 白濁）しか見えないことがある。
その際には青色の上層を慎重に取り除き、ステップ 8に進む。

※ 層の分かれ目がはっきりしない場合は、さらに A / B / C混合液 1 mLを加え
30秒ほどボルテックスし、よく混ぜる。4℃で 30分間インキュベートした後、
ステップ 7aから再開する。

❽  ガラス管 1に残った液体を 2.0 mL遠心用マイクロチューブに移す。
5,000×g で 3分間遠心すると、さらに 3層に分かれる。

※ 層の分かれ目がぼやけてしまうため、
すぐに次のステップに進む。

［101 Bio, LLC　　メーカー略号 ： OBL］
品名 品番 包装 希望販売価格 貯蔵

DiagExo® Urinary Exosome Isolation kit, Trial size P120S 1 kit（2 rxns） ￥36,000 Q

DiagExo® Urinary Exosome Isolation kit P120
P120L

1 kit（10 rxns）
1 kit（40 rxns）

￥100,000
￥375,000

Q
Q

下層（無色）を除去上層（青色）を除去 中間層（モヤモヤ）のみ残す

上層：青色

下層：白濁

青色の上層を除去
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インタクトなエクソソームを精製・濃縮、様々な量のサンプルにも対応

EV s 精製 その他の独自方法 記事 ID検索

血清／血漿／尿用 エクソソーム精製キット
16043

純度が高く、インタクトなエクソソームを迅速に精製・濃縮できるキット
です。また、細胞外小胞の精製にも使用可能で、精製した EVsは任意のア
プリケーションにご使用いただけます。
本商品は、Norgen社独自の樹脂を用いており、従来法と比較して特別な
装置や超遠心分離、沈殿試薬、プロテアーゼ処理を必要としません。また、
エクソソーム中の RNA発現解析時に問題となる RNA結合タンパク質のコ
ンタミネーションはありません。

特長特長
●機能解析のためのインタクトなエクソソームを精製・濃縮
●様々な量の血漿・血清サンプルに対応（3タイプあり）
●時間を要する超遠心分離、ろ過、特別なシリンジは不要
●オーバーナイトインキュベーション不要
●プロテアーゼ処理不要
●あらゆる動物種に対応
●RNA結合タンパク質を含まない、高純度なエクソソームを精製
●精製されたエクソソームは、NanoSight ® または電子顕微鏡を用いて
粒子サイズおよび濃度の分析が可能
●沈殿試薬のコンタミネーションなし
●10サンプルの精製に 15～ 30分

構成内容構成内容
●Slurry E

●ExoCバッファー
●ExoRバッファー 

●Miniフィルタースピンカラム 

●溶出チューブ（1.7 mL）

［Norgen Biotek Corp.　　メーカー略号 ： NOG］
品名 精製エクソソーム粒径 対応サンプル量 品番 包装 希望販売価格 貯蔵

Plasma/Serum Exosome Purification Mini Kit 40～ 150 nm 50 µL～ 1 mL 57400 50 preps ￥170,000 Q

Plasma/Serum Exosome Purification Midi Kit 40～ 150 nm 1～ 4 mL 57500 25 preps ￥159,000 Q

Plasma/Serum Exosome Purification Maxi Kit 40～ 150 nm 4～ 10 mL 57600 15 preps ￥129,000 Q

Urine Exosome Purification Mini Kit 40～ 150 nm 250 µL～ 1 mL 57700 50 preps ￥181,000 Q

Urine Exosome Purification Midi Kit 40～ 150 nm 2～ 10 mL 57800 25 preps ￥169,000 Q

Urine Exosome Purification Maxi Kit 40～ 150 nm 11～ 30 mL 57900 15 preps ￥138,000 Q

図 1　本商品で濃縮後のエクソソームのサイズおよび濃度を NanoSight®で解析した

図 2　インタクトなエクソソームを 1 mLと 10 mLの血漿から精製した
Miniキット（品番 ： 57400）またはMaxiキット（品番 ： 57600）で精製後、NanoSight® LM10を使
用して可視化および解析を実施した結果、それぞれ 4.04× 1010（particles/mL）および 2.95× 1011

（particles/mL）の収量を得た。

図 4　異なる精製方法を用いてエクソソームを 1 mLの血漿から精製した
Miniキット（品番 ： 57400）、S社商品および L社商品を使用してエクソソームを単離後、NanoSight®

LM10で粒径と濃度を解析した。その結果、他社商品よりも高い収量（9.64× 1013 particles/mL）で、
高純度なエクソソーム（粒径 ： 50～ 150 nm）を得ることができた。

超遠心 Norgen社

Particle size(nm) Particle size(nm)
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図 3　Norgen社キットまたは超遠心法を用いてエクソソームを 10 mLの尿サンプル
から精製した
超遠心まはたMidiキット（品番 ： 57800）で精製後、NanoSight® LM10を使用して可視化および
解析を実施した。その結果、超遠心法では粒径 125～ 235 nm／収量 1.56× 108（particles/mL）、
Norgen社キットでは粒径 65～ 195 nm／収量 7.63× 108（particles/mL）の粒子を得た。
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遠心力の反対方向に限外ろ過するので EVの回収に便利

EV-Spinnerは、濃縮またはバッファー交換中の細胞外小胞（EV）の回
収率を高めるための限外ろ過（UF）濃縮デバイスで、EVが表面につきに
くい仕様になっています。限外ろ過は遠心力の反対方向に進むため、粒子は
高い回収率で得られます。またタンパク質の結合が少ない膜（PES、ポリエー
テルスルホン）を使用することで、V字型のフィルターと比較して EVの損
失が軽減されます。遠心力の反対方向に限外ろ過するので、フィルターは目
詰まりしにくくなっています。

特長特長
●EVがデバイス表面につきにくく、除去した低分子も容易に回収できる
●デバイスは洗浄可能で何度も使用可能

詳細詳細
●限外ろ過膜の素材 ： ポリエーテルスルホンのフィルター膜
●分画分子量（MWCO） ： 100 kDa

●濃縮量 ： 2.5～ 0.050 mL

●EVは遠心力の反対方向に集められる

アプリケーションアプリケーション
●EV、エクソソーム、またはナノ粒子を含む溶液の濃縮
●EV精製前の細胞培地または尿の濃縮
●EVやエクソソーム、ナノ粒子を含む溶液からの低分子や未結合色素の
除去
●EVとエクソソームの透析
●サイズ排除クロマトグラフィーで分離後の EVの濃縮

EV s 精製 限外ろ過 記事 ID検索

EV-Spinner　限外ろ過濃縮装置
44775

［HansaBioMed OU　　メーカー略号 ： HNB］
品名 品番 包装 希望販売価格 貯蔵

EV-Spinner 100 kDa MWCO concentrators HBM-EVS-24
HBM-EVS-48

24 pcs
48 pcs

￥102,000
￥197,000

Q
Q

図 2　使用方法

内側の
チューブ 外側の

チューブ

試料を加える 遠心 残留物の回収

限外濾過の
方向 残留物

限外濾過膜

限外濾過膜 限外
濾過液

図 1　仕組み

限外ろ過膜

遠心力の方向

限外ろ過液

限外ろ過の方向

残留物



EVs　エクソソームを含む細胞外小胞ハンドブック www.cosmobio.co.jp

64 Cosmo Bio Co., LTD.　　お問い合わせ先：TEL: 03-5632-9610　　E-mail: mail@cosmobio.co.jp

機
能
解
析

受
託
サ
ー
ビ
ス

リ
キ
ッ
ド

バ
イ
オ
プ
シ
ー

基
礎（
調
製
・
検
出
）

タンパク質 /
RNA/DNA抽出

遺伝子操作

観察

cf-DNA/
cf-RNA精製

その他

ELISA

FC/FCCS

エクソソーム
マーカー抗体

EVs・
EVs 産生

EVs精製

機
能
解
析

受
託
サ
ー
ビ
ス

リ
キ
ッ
ド

バ
イ
オ
プ
シ
ー

基
礎（
調
製
・
検
出
）

タンパク質 /
RNA/DNA抽出

遺伝子操作

観察

cf-DNA/
cf-RNA精製

その他

ELISA

FC/FCCS

エクソソーム
マーカー抗体

EVs・
EVs 産生

EVs精製

Exosomal Markers

エクソソームのマーカータンパク質

※表中の各マーカー分子は、すべての細胞外小胞に含まれるわけではありません。
※サイズによりさらに分ける方法（exomer ： ～ 35 nm, Exo-L ： 90～ 120 nm, Exo-S ： 60～ 80 nm）も存在します 1）。
※ エクソソームとマイクロベシクルの直径は、2014年に発表された細胞外小胞研究を行うためのガイドライン（Minimal information for studies of extracellular 

vesicles ： MISEV）を元にしています。2018年のガイドラインでは上記の表とは異なり、200  nm以下のものを small Extracellular Vesicles（sEVs），200  nm

以上のものを medium/large EVs（m/l EVs）というように、由来ではなくサイズで分類するのが好ましいとされています。今後も情報が更新されていくと考えられます。

マイクロベシクル
（100 ～ 1,000nm）

後期エンドソーム

腔内膜小胞 (ILV)
（のちにエクソソーム）

初期エンドソーム

エンドソームの膜ごと内側へ
くびり取られ、多数の ILV ができる

エクソソーム
（50～ 150nm）

エンドソームが細胞膜と融合し、
中に入っていた ILV がエクソソームとして放出

(多胞性エンドソーム : MVB）

大きさの一部は重なるが、
発生起源の異なる
EV、細胞外小胞

リソソーム

プロトンポンプの働きによって
内腔の pHが低下
（成熟）

エンドサイトーシスによって細胞内へ
取り込まれた物質が輸送される場

融合して内容物を分解

出芽

細胞外小胞は大きく 3種類、①エクソソーム、②マイクロベシ
クル、③アポトーシス小体に分けられます。それぞれサイズが異
なるとともに、発生の起源が異なります。エクソソームの起源は、
細胞へのエンドサイトーシスにより作られる初期エンドソームで
す。一方、マイクロベシクルは、細胞膜が膨らみ、切り離されて

分泌されます。起源が異なるため、同じ細胞外小胞でもエクソソー
ムとマイクロベシクルでは異なるタンパク質マーカーがあります。
特に、エクソソーム生成時に活躍するタンパク質は、エクソソー
ム特有のマーカーとして利用されています。

■ CD9, CD63, CD81（テトラスパニン）
エクソソームの生成は、まずエンドソームの内側にエクソソー
ムの元となる腔内膜小胞（intraluminal vesicle ： ILV）2）が形
成されることから始まります。この時にテトラスパニン（CD9, 

CD63, CD81）という、エクソソーム膜を 4回貫通する構造の膜
タンパク質が関与し、これがエクソソームの表面マーカーとして
広く利用されています。テトラスパニンは、エクソソームとして
放出された後には、他の膜タンパク質と結合してコンプレックス
を形成する働きをすることになります。

CD9は樹状細胞由来のエクソソームからの同定 3）、 CD63と
CD81は Bリンパ球由来のエクソソーム内からの同定 4）などから

始まり、その後多くの研究に活用されてエクソソームのマーカー
として定着しています。テトラスパニンは円錐状ということもあ
り５）、ILVを形成させる手段の一つとして、クラスター化により膜
が湾曲して出芽が誘導され 6）、直接的に ILV形成に関わっている
可能性があります（ESCRT非依存的な経路）7）。ただし、CD9
は大きな小胞でも検出されているためにエンドソームの特定の
マーカーとは言えず、また CD63と CD81は エクソソームに豊
富に含まれていますが、細胞膜からの出芽を介して発生した小胞
にも存在し、エクソソームと区別できない場合もあり、注意が必
要です 8）。

エクソソーム マイクロベシクル アポトーシス小体

直径
50～ 150 nm

（または 30～ 150 nm）
100～ 1,000 nm 100～ 5,000 nm

起源
腔内膜小胞として、エンドソームの膜が陥没してエンドソーム
内で作られる。分泌によりエクソソームとなる。

細胞膜から直接出芽し
分泌される。

死細胞から切り離される。
細胞膜に由来する。

マーカー分子
良く使われるもの：CD9, CD63, CD81, ALIX, TSG101

その他： HSP70, HSP90, RAB（GTPase, SNARE, 

Flotillin, MHCⅠ）

インテグリン、
セレクチン、CD401）

アネキシンⅤ

表　起源と直径による細胞外小胞の分類
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■ ALIXおよび TSG101（腔内膜小胞の形成に関わる分子）
腔内膜小胞が中に存在するエンドソームは、多胞性エンドソー
ム（Multi Vesicular Body, MVB）、もしくは後期エンドソーム
（late endosome）と呼ばれます。多胞性エンドソームが細胞膜
と融合することによって、腔内膜小胞が細胞外へ放出されること
が発見され、エクソソーム（当初は "endosome-like vesicles"

などと呼ばれていた）となります 9, 10, 11）。この多胞性エンド
ソームの発生に関連する分子として ALIX（ALG-2 interacting 

protein X）12, 13）が有名で、良く用いられるエクソソームのマー
カーです。

エクソソームの生成経路として、「ESCRT（endosomal 

sorting complex required for transport）に依存的な経路」が
あります。この経路では腔内膜小胞の形成に ESCRT-0、-I、-II、
-IIIの 4つの複合体が必要です 14）。ALIXは多胞体膜上に特異的に
存在し、その働きの一つが ESCRT-Ⅲをエンドソームに持ってい
くことです 15）。エンドソーム表面に届けられた ESCRT-Ⅲは、リ
ング状、渦巻き状のポリマーの形であることを利用して、膜の切
り離しを媒介します 16）。

また、その前に腔内膜小胞に入れ込むカーゴを、エンドソーム
の膜表面に集めることが必要です。これには ESCRT-0が、もう
一つの有名なエクソソームマーカーである TSG101（腫瘍感受性
遺伝子、tumor susceptibility gene 101）（ESCRT-Ⅰの構成要
素）とともに働きます 17）。先ほどの ALIXは、Ｎ末端に Bro1ド
メイン、Ｃ末端にプロリンリッチ領域（PRR領域）を有します 18）が、
ALIXの PRR領域は TSG101に結合し 19）、ALIX の Bro1 ドメ
インはESCRT-Ⅲと相互作用します 19, 20, 21）。このように「ESCRT

に依存的な経路」の場合は、ALIXと TSG101は膜の切り離し時
に腔内膜小胞に取り込まれるので、エクソソーム内にも含まれ、
エクソソームマーカーとして利用されています。

エクソソームの形成には ESCRT非依存的な経路も存在します
22）。このようにエクソソームの生成には複数の経路があるためか、
ALIXと TSG101も、全てのエクソソームに存在するマーカーで
はなく、絶対的ではありません。

TSG101TSG101くびり切るとエンドソーム内に浮かぶ
腔内膜小胞（ILV）となる

T

ALIXALIX

ESCRT-０ESCRT-０

エンドソーム

ESCRT-Ⅲをエンドソームに持っていく。
（Bro1 ドメインで ESCRT-Ⅲと結合）
PRR 領域では ESCRT-Ⅰの
TSG101 サブユニットと結合する

ESCRT-Ⅰのサブユニットであり、
ESCRT-0 と ALIX に結合する
ESCRT-Ⅰには ESCRT-0 とⅡをつなぐ役割も。

渦巻き状で、ギュギュっと
膜をくびり切る

ESCRT-ⅡESCRT-Ⅱ

ESCRT-ⅠESCRT-Ⅰ

ユビキチンタグの付いたタンパク質は ESCRT-0から ESCRT-Iへ、
そしてその後 ESCRT-IIへと受け渡される。
ESCRT-II は、エンドソームをくびり切る複合体（ESCRT-III）と結合する。

PRR
（TSG101 との結合領域）

ユビキチンタグ
そしてその後 E

ESCRT-ⅢESCRT-Ⅲ Bro1 ドメイン

エンドソーム

※他にも Syndecan、Syntenin1、ユビキチン化した Cargoなど様々な分子が作用します。図では一部を掲載しています。
※文献 18, 23, 24, 25, 26, 27, 28,を参考に作成した図です。　　
※タンパク質や腔内膜小胞の大きさの比率は、実際と異なります。

■ その他のマーカータンパク質
EpCAM（上皮細胞接着分子 ： epithelial cell adhesion 

molecule）は、移行上皮および単層上皮に特異的な細胞間の接着
分子として機能しますが、固形腫瘍の多くは上皮系細胞から発生
するため、様々な種類のがん腫で高度に発現し、エクソソームの
カーゴタンパク質（cargo protein） として同定されています 29）。
これに着目してエクソソーム上の EpCAMは卵巣がんの診断マー
カーとして利用する研究も進められています 30, 31, 32）。

その他、多くの細胞由来のエクソソームに共通するタンパク質
として、ヒートショックタンパク質（HSP70、HSP90）33）、膜
輸送と融合に関わる RAB（GTPase）34, 35）、MVBがエクソソー
ムとして分泌される前に細胞膜との融合にかかわるSNARE36, 37）、

脂質ラフトマーカータンパク質でもある Flotillin38）、MHC分子
39, 40）を発現しています。マイクロベシクルのマーカーはエクソ
ソームほど研究が進められていませんが、インテグリン、セレク
チン、CD40などがマーカーとして用いられています 41, 42）。

エクソソームの存在する場所や時期、内包する内容物の違いな
どによりこれらのマーカーの発現が異なることが報告されていま
す。どのような状況下でどのようなマーカーが発現しているかを
調べることは、治療用エクソソームの品質管理、新規がんマーカー
や疾患マーカーの発見、およびそれを利用した迅速診断技術など、
エクソソームの特徴を明らかにすることについて非常に有意義な
知見を得ることになります。
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エクソソーム研究のゴールドスタンダード

エクソソームマーカーとして知られている CD9、CD63、CD81を特異
的に認識する抗体で、血清、培養上清から免疫沈降法を用いて、エクソソー
ムを単離することができる抗体です。
新たに Tide Fluor™ 2WS修飾抗体がラインアップに追加されました。

日本国内特許成立済み

特長特長
●エクソソーム膜タンパク質 CD9、CD63、CD81を高い特異性で認識
●エクソソーム表面抗原タンパク質、内在性 RNA（miRNA）、タンパク
質解析に有用
●CD9はウシミルクエクソソーム、CD81はウシミルクエクソソーム、

FBSでも検出確認済み

製品使用文献製品使用文献
■ CD9

S Tsuda et al., Sci Rep. 2017 Oct 11;7(1):12989.

N Nishida-Aoki et al., Mol Ther. 2017 Jan 4;25(1):181-191.

K Matsuzaki et al., Oncotarget. 2017 Apr 11; 8(15): 24668-24678.

Kazutoshi Fujita et al., Sci Rep. 2017; 7: 42961.

Yoshioka Y et al., Nat Commun. 2014 Apr 7;5:3591.

Saito S et al., Sci Rep. 2018 Mar 5;8(1):3997.

Yagi Y et al., Neurosci Lett. 2017 Jan 1;636:48-57.

Ueda K et al., Sci Rep. 2014 Aug 29;4:6232.

■ CD63
N Nishida-Aoki et al., Mol Ther. 2017 Jan 4;25(1):181-191.

Yoshioka Y et al., Nat Commun. 2014 Apr 7;5:3591.

Saito S et al., Sci Rep. 2018 Mar 5;8(1):3997.

■ CD81
M Somiya et al., J Extracell Vesicles. 2018 Feb 21;7(1):1440132. 

Takahashi A et al., Nat Commun. 2017 May 16;8:15287. 

エクソソームマーカー抗体 CD 検出抗体 記事 ID検索

エクソソームモノクローナル抗体（Anti CD9, CD63, CD81）
11015

表
WB ： ウエスタンブロット、IP ： 免疫沈降

対応サンプル
CD9 血清、血漿、培養上清、尿
CD63 血清、血漿、培養上清、尿
CD81 血清、血漿、培養上清

アプリケーション
CD9/CD63/CD81共通
WB、IP、ELISA、Flowcytometry、Electron microscopy、
Immunofluorescence

図 1　抗ヒト CD9および抗ヒト CD63抗体によって標識されたヒト乳がん細胞株由来
EVの免疫電子顕微鏡画像
抗ヒト CD9抗体（品番 ： SHI-EXO-M01）および抗ヒト CD63抗体（品番 ： SHI-EXO-M02）によ
り、ヒト乳がん細胞株（MDA-MB-231-luc-D3H2LN）由来の細胞外小胞（EV）表面上の CD9および
CD63分子を検出した。
データ提供 ： 国立がん研究センター研究所 分子細胞治療研究分野　西田 奈央 先生

CD9

100 nm

CD63

100 nm

図 2　クライオ電子顕微鏡像によるエクソソームと抗ヒト CD63抗体（clone 8A12）
の検出
エクソソームと抗ヒト CD63抗体（clone 8A12）を混合し、クライオ電子顕微鏡 Titan Kriosで撮影し
た（左）。撮影画像を 3次元構築したものが（右）である。

Antibody

Exosome

Carbon

［コスモ・バイオ株式会社　　メーカー略号 ： CAC］
品名 標識 免疫動物（クローン） 種由来 品番 包装 希望販売価格 貯蔵

Anti CD9 非標識 Mouse（12A12） Human SHI-EXO-M01 100 µL（1 mg/mL） ￥65,000 a

Anti CD63 Mouse（8A12） Human SHI-EXO-M02 100 µL（1 mg/mL） ￥65,000 a

Anti CD81 Mouse（12C4） Human SHI-EXO-M03 100 µL（1 mg/mL） ￥65,000 a

Anti CD9 Biotin Mouse（12A12） Human SHI-EXO-M01-B 100 µL（1 mg/mL） ￥85,000 a

Anti CD63 Mouse（8A12） Human SHI-EXO-M02-B 100 µL（1 mg/mL） ￥85,000 a

Anti CD81 Mouse（12C4） Human SHI-EXO-M03-B 100 µL（1 mg/mL） ￥85,000 a

Anti CD9 Tide Fluor™ 5WS Mouse（12A12） Human SHI-EXO-M01-TF5 100 µL（1 mg/mL） ￥85,000 a

Anti CD63 Mouse（8A12） Human SHI-EXO-M02-TF5 100 µL（1 mg/mL） ￥85,000 a

Anti CD81 Mouse（12C4） Human SHI-EXO-M03-TF5 100 µL（1 mg/mL） ￥85,000 a

Anti CD9 Tide Fluor™ 2WS Mouse（12A12） Human SHI-EXO-M01-TF2 100 µL（1 mg/mL） ￥85,000 a

Anti CD63 Mouse（8A12） Human SHI-EXO-M02-TF2 100 µL（1 mg/mL） ￥85,000 a

Anti CD81 Mouse（12C4） Human SHI-EXO-M03-TF2 100 µL（1 mg/mL） ￥85,000 a

※蛍光標識アイソタイプコントロールもご用意しています。詳細はコスモ・バイオのWebをご覧ください。 記事ID 検索検索11015
※バルクサイズでの供給も可能です。

図 3　前立腺がん細胞 PC-3Mおよび大腸がん細胞 HCT116における CD63の局在
A ： 前立腺がん細胞 PC-3M

B ： 大腸がん細胞 HCT116
二次抗体に Alexa Fluor® 488標識抗マウス二次抗体を使用した。
データ提供 ： 

国立がん研究センター研究所 分子細胞治療研究分野
東京医科大学産学連携講座細胞外小胞創薬研究講座
小坂 展慶 先生

A B

ユーザーからのレポートである Application Note を次ページ
に掲載しています。
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エクソソーム研究に

背景背景
LDL Receptor-Related Protein（LRP1、CD91）1）は、ミエリン関連

糖タンパク質（MAG）2）の高親和性エンドサイトーシス受容体として、リ
ガンドに結合してシグナル伝達特性を示し 3）、リポタンパク質代謝、プロテ
アーゼの分解、リソソーム酵素の活性化、細菌毒素とウイルスの細胞侵入 4）

などの多様な分野で役割を果たすことが知られています。
CD91（LRP1）は、潜在的な NSCLC（非小細胞肺がん）のエクソソー
ムマーカーである可能性が示されています 5）。CD91（LRP1）の発現は肺
がんの転帰の改善と関連し 6）、アゴニストは脊髄損傷後の再生を促進しま
す 7）。

参考文献参考文献
1) Herz J, et al., EMBO J. 1988 Dec 20;7(13):4119-27. PMID: 3266596.

2) Stiles TL, et al., J Cell Sci. 2013 Jan 1;126(Pt 1):209-20. PMID: 23132925. 

3) Etique N, et al., Biomed Res Int. 2013:152163. PMID: 23936774 

4)  Lillis AP, et al., J Thromb Haemost. 2005 Aug;3(8):1884-93. 

PMID: 16102056
5) Huang SH, et al., Cancer Invest. 2013;31: 330–335. PMID: 23614656
6)  Meng H, et al., Clin Cancer Res. 2011 Apr 15;17(8):2426-33. 

PMID: 21325077 

7)  Yoon C, et al., J Biol Chem. 2013 Sep 13;288(37):26557-68. 

PMID: 23867460

エクソソームマーカー抗体 CD 検出抗体 記事 ID検索

CD91（LRP1）抗体
36082

［コスモ・バイオ株式会社　　メーカー略号 ： CAC］
品名 免疫動物（クローン） 交差種 適用 抗体クラス 品番 包装 希望販売価格 貯蔵

Anti CD91 (LRP1) Mouse（B3-3E11） Human WB, IS IgG1κ SHI-EXO-M04 100 µL ￥50,000 a

図　SJRH30細胞株の免疫染色画像
サンプル ： SJRH30細胞株
一次抗体 ： anti-CD91（B3-3E11）抗体（10 µg/mL）
二次抗体 ： Anti-Mouse IgG-Alexa Fluor 488抗体（8 µg/mL）
核染色 ： Hoechst 33342（緑色 ： 抗体、青色 ： 染色された核）

エクソソームの cargo proteinの検出や卵巣がんの研究に

参考文献参考文献
1)  Taylor DD, et al., Gynecologic Oncology, 2008 Jul;110(1):13-21. 

PMID: 18589210
2)  Beach A, et al., J Ovarian Res. 2014 Jan 25;7:14. PMID: 24460816
3)  Runz S, et al., Gynecologic Oncology 2007 Dec;107(3):563-71. 

PMID: 17900673
4)  Rupp AK, et al., Gynecologic Oncology 2011 Aug;122(2):437-46. 

PMID: 21601258

背景背景
EpCAM（上皮細胞接着分子 ： epithelial cell adhesion molecule）は、

偽重層上皮の一種である移行上皮および単層上皮に特異的な細胞間の接着分
子としてホモフィリック結合様式で機能する糖タンパク質です。固形腫瘍の
多くは上皮系細胞から発生するため、様々な種類のがん腫で高度に発現し、
エクソソームの cargo proteinとして同定されています 1）。

EpCAM陽性循環腫瘍エクソソーム（もしくは循環腫瘍細胞由来 EpCAM

陽性エクソソーム）を用いたmiRNAプロファイリングは、生検時の診断
マーカーとして自覚症状のないがん患者の診断に利用できる可能性が示唆さ
れています 2）。さらに、卵巣腫瘍由来エクソソームにおけるマイクロ RNA、
EpCAMおよび CD24の存在に関する最近の発見は、卵巣がんの早期検出
のために非常に有望であると考えられています 2～ 4）。

エクソソームマーカー抗体 その他エクソソーム抗体 記事 ID検索

EpCAM抗体
36083

［コスモ・バイオ株式会社　　メーカー略号 ： CAC］
品名 免疫動物（クローン） 交差種 適用 抗体クラス 品番 包装 希望販売価格 貯蔵

Anti EpCAM Mouse（BT-11C5） Human WB, IS IgG1κ SHI-EXO-M05 100 µL ￥50,000 a

図　ZR-75-1細胞株の免疫染色画像
サンプル ： ZR-75-1細胞株
一次抗体 ： Anti-EpCAM（BT-11C5）抗体（10 µg/mL）
二次抗体 ： Anti-Mouse IgG-Alexa Fluor 488抗体（8 µg/mL）
核染色 ： Hoechst 33342（緑色 ： 抗体、青色 ： 染色された核）
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エクソソームマーカー抗体 その他エクソソーム抗体

エクソソーム研究用のその他抗体
■モノクローナル抗体
品名，標識 種由来 免疫動物

（クローン） 交差種 適用 サブクラス 精製 メーカー 品番 包装 希望販売価格 貯蔵

Anti Alix HU MS（1A12）HU, MS WB, IHC(p), IHC(f), 
ELISA, IF, IP

IgG1κ Affi SCB SC-53540 200 μg ￥65,000 S

Anti CD9 HU MS Mono WB, FACS, ELISA, IP, 
IHC

HNB HBM-CD9-100 100 μg
（1.0 mg/mL）

￥90,000 S

Anti CD9, 
Biotin標識

HU MS Mono WB, ELISA, IP HNB HBM-CD9B-100 100 μg
（1.0 mg/mL）

￥120,000 S

Anti CD41a HU MS（HIP8） HU, NHP FC IgG2b Ig-PA PGI 65173-1-IG 100 μg ￥13,000 S

Anti CD41, 
Integrin α 2b

HU MS
（6D7C5）

HU WB, ELISA IgG1 Ig-PG PGI 60350-1-IG 150 μL ￥67,000 R

Anti Integrin 
alpha-IIb (CD41)

HU MS（Q90） WB, IHC(p), IHC(f) IgG1 HCB HM2343-100UG 100 μg ￥63,000 S

Anti CD41-EM1 HU MS Mono FACS, ELISA HNB HBM-CD41-EM1-100 100 μg
（0.5 mg/mL）

￥90,000 S

Anti CD44 HU MS
（6F4H2）

HU, MS, RT, POR WB, IHC(p), ELISA, IF, FC IgG2a Ig-PA PGI 60224-1-IG 150 μL ￥67,000 R

MS
（F10-44-2）

HU FC IgG2a Affi PGI 65063-1-IG 100 μg ￥14,000 S

MS RT（IM7） HU, MS FC IgG2b Ig-PA PGI 65117-1-IG 100 μg ￥17,000 S

Anti CD44v9 HU RT（RV3） HU WB, IHC(p), IF, ELISA, 
FC, IP

IgG2a Ig-PG CAC LKG-M003 50 μg ￥60,000 S

Anti 
CD44v10-e16

MS RT（RM1） MS FC IgG2a Ig-PG CAC LKG-M002S 50 μg ￥60,000 S

Anti CD44-EM1 HU MS Mono WB, ELISA, IP HNB HBM-CD44-EM1-100 100 μg
（0.5 mg/mL）

￥90,000 S

Anti CD63 HU MS Mono WB, FACS, ELISA, IP, 
IHC

HNB HBM-CD63-100 100 μg
（1.0 mg/mL）

￥90,000 S

Anti CD81-EM4 HU MS Mono WB, FACS, ELISA, IP, 
IHC

HNB HBM-CD81-EM4-100 100 μg
（1.0 mg/mL）

￥90,000 S

Anti HSP70 HU MS（4E7E5）HU, MS, RT, YST WB, IHC(p), ELISA, IF, 
FC, Co-IP

IgG1 Ig-PA PGI 66183-1-IG 150 μL ￥67,000 R

MS（W27） HU, MS, RT WB, IHC(p), IHC(f), IF, 
FC, IP

IgG2aλ Affi SCB SC-24 200 μg ￥65,000 S

Anti HSP70, 
Recombinant

HU RAB（4E10）HU, MS, RT, YST WB, IHC(p), ELISA, IF IgG Ig-PA PGI 80735-1-RR 100 μL ￥85,000 R

Anti TIM-4 MS AM
（Kat5-18）

IF, FC, IA, FA IgG HCB HM1111-100UG 100 μg ￥45,000 S

HU MS（G-6） HU WB, IHC(f), ELISA, IF, IP IgG1κ SCB SC-390805 200 μg ￥65,000 S

Anti TIM-4, 
FITC標識

MS AM
（Kat5-18）

IF, FC, IA, FA IgG HCB HM1111F-100UG 100 μg ￥56,000 S

Anti TSG101 HU MS（51） HU, MS, RT, CAN WB, IP IgG1 SCB SC-136111 200 μg ￥65,000 S

MS
（2B7G8）

HU, MS, RT WB, IHC(p), ELISA, IF, FC IgG1 Ig-PG PGI 67381-1-IG 150 μL ￥67,000 R

■ポリクローナル抗体
物質名 種由来 免疫動物 交差種 適用 サブクラス 精製 メーカー 品番 包装 希望販売価格 貯蔵

Anti CD41, 
Integrin α 2b

HU RAB HU, MS, RT, POR WB, IHC(p), ELISA, IF, IP IgG Affi PGI 24552-1-AP 150 μL ￥67,000 R

HU, MS, RT WB, IHC(p), ELISA, IF 18308-1-AP 150 μL ￥67,000 R

Anti CD44 HU RAB HU, MS, RT, BOV WB, IHC(p), ELISA, IF, 
FC, IP, Co-IP

IgG Affi PGI 15675-1-AP 150 μL ￥67,000 R

Anti CD44, 
CL 594標識

HU RAB HU, MS, RT IF IgG Affi PGI CL594-15675 100 μL ￥84,000 R

Anti Flotillin HU RAB WB, FACS, ELISA HNB HBM-FLOT-SR1-100 100 μg
（0.2 mg/mL）

￥120,000 S

Anti HSP70 HU RAB HU, MS, RT, BOV, 
POR, C. e, OY

WB, IHC(p), ELISA, IF, 
FC, IP, Co-IP

IgG Affi PGI 10995-1-AP 150 μL ￥67,000 R

HU, MS, RT WB, ELISA, IP IgG Affi PGI 25405-1-AP 150 μL ￥67,000 R

WB, FACS, ELISA HNB HBM-HSP70-SR1-100 100 μg
（0.5 mg/mL）

￥120,000 S

Anti RAB5 HU RAB WB, FACS, ELISA, IP HNB HBM-RAB5-PR1-100 100 μg
（0.2 mg/mL）

￥103,000 R

Anti TSG101 HU RAB HU, MS, RT, GT WB, IHC(p), ELISA, IP IgG Affi PGI 28283-1-AP 150 μL ￥67,000 R

IP＝ Immunoprecipitation, FC＝ Flow Cytometry, WB＝Western Blot, IHC(f)＝ IHC frozen section, IHC(p)＝ IHC paraffin embedding section, IA＝ Immuno Assay, 

FA＝ Functional Assay

AM＝ American Hamster, BOV＝ Bovine, CAN＝ Canine, HU=Human, MS＝Mouse, OY＝Oyster, POR＝ Porcine, RT＝ Rat, RAB＝ Rabbit, YST＝ Yeast, C. e ＝
C.elegans
こちらに掲載したのは、コスモ・バイオで販売しているエクソソーム関連抗体のごく一部です。他のメーカーの抗体や、上記に掲載している抗体の標識品なども販売しています。
コスモ・バイオで取り扱っている抗体は、Web上の「抗体百科」で検索することが可能です。

その他フローサイトメトリー用抗体は、85ページでもご紹介しています。
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エクソソームについては多くのことが未解明となっています。プロテインテックは、エクソソーム研究をサポートする有用なマーカー抗体を幅広く取り揃
えています。以下のリストには、エクソソーム研究によく用いられるマーカーを掲載しています。

エクソソームマーカー抗体 その他エクソソーム抗体

プロテインテック社　エクソソーム研究用抗体

■Alix
AIP1または Hp95としても知られる ALG-2相互作用タンパク質 1（ALIX）は、PDCD6IP遺伝子によってコードされ、その結合パートナーである ALG-2

（アポトーシス関連遺伝子 2）が関与する機構を通じて細胞死に関与します。ALIXは、C末端のプロリンに富む領域を通じて ALG-2と相互作用し、多胞体
の形成に関与します。

［Proteintech Group, Inc.　　メーカー略号 ： PGI］
品名 種由来 免疫動物（クローン） 交差種 適用 サブクラス 精製 品番 包装 希望販売価格 貯蔵

Anti Alix HU Mouse（1H9D9） HU, MS, RT WB, ELISA, IF IgG1 Ig-PA 67715-1-IG 150 μL ￥67,000 R

Rabbit poly WB, IP, IHC, IF, ELISA IgG Affi 12422-1-AP 150 μL ￥67,000 R

■Annexin V
アネキシン A5（ANXA5）は、アネキシンタンパク質ファミリーのメンバーであり、その一部はエキソサイトーシスおよびエンドサイトーシス経路に沿っ
た膜関連イベントに関与しています。アネキシン 5は、カルシウムチャネル活性を備えたホスホリパーゼ A2およびプロテインキナーゼ C阻害タンパク質で
あり、細胞シグナル伝達、炎症、成長および分化において潜在的な役割を果たします。

［Proteintech Group, Inc.　　メーカー略号 ： PGI］
品名 種由来 免疫動物（クローン） 交差種 適用 サブクラス 精製 品番 包装 希望販売価格 貯蔵

Anti Annexin V HU Mouse（1E6A8） HU, MS WB, IHC, IF, FC, ELISA IgG1 Ig-PG 66245-1-IG 150 μL ￥67,000 R

■Calnexin
カルネキシンは、小胞体に存在する分子シャペロンで、新しく合成されたタンパク質のフォールディングとアセンブリに関与します。カルネキシンは ER

に非常に豊富に存在し、ERマーカーとして頻繁に使用されます。

［Proteintech Group, Inc.　　メーカー略号 ： PGI］
品名 種由来 免疫動物（クローン） 交差種 適用 サブクラス 精製 品番 包装 希望販売価格 貯蔵

Anti Calnexin HU Mouse（2A2C6） HU, MS, RT IF IgG1 Ig-PG CL488-66903 100 μL ￥83,000 R

■CD9
CD9は、テトラスパニンスーパーファミリーのメンバーです。これは、多種多様な造血細胞および非造血細胞で発現されます。CD9はインテグリンファ
ミリーや他の膜タンパク質と相互作用し、細胞接着、細胞運動性、腫瘍転移に関与します。CD9の発現は筋細胞間の膜融合を促進し、筋管の維持をサポー
トします。卵母細胞では、CD9が哺乳類の受精に役割を果たしていると仮説が立てられています。

［Proteintech Group, Inc.　　メーカー略号 ： PGI］
品名 種由来 免疫動物（クローン） 交差種 適用 サブクラス 精製 品番 包装 希望販売価格 貯蔵

Anti CD9 HU Mouse（MM2/57） HU, RT FC IgG2b Affi FITC-65070 100 tests ￥28,000 S

■CD63
CD63は血小板の活性化後に細胞膜に移行するリソソーム膜糖タンパク質です。免疫 -生理学的機能において多くの重要な役割を果たします。活性化血小
板上に発現するため、血小板活性化マーカーとして機能する可能性があります。CD63は、CD63は黒色腫の初期段階で高度に発現し、進行した病変では減
少するため、腫瘍進行の抑制因子である可能性が示唆されています。

［Proteintech Group, Inc.　　メーカー略号 ： PGI］
品名 種由来 免疫動物（クローン） 交差種 適用 サブクラス 精製 品番 包装 希望販売価格 貯蔵

Anti CD63 HU Rabbit poly HU, POR, CAN, 
Zebrafish

WB, IHC, IF, FC, ELISA IgG2 Affi 25682-1-AP 150 μL ￥67,000 R

■CD81
CD81（TAPA1または TSPAN28としても知られる）は、テトラスパニンスーパーファミリーの膜タンパク質です。これらのメンバーの多くは白血球で

発現しています。CD81は、免疫系におけるシグナル伝達と細胞接着に関与しています（PMID ： 9597125）。また CD81は、HCV（C型肝炎ウイルス）
感染に重要な受容体であると考えられています（PMID ： 21428934）。

［Proteintech Group, Inc.　　メーカー略号 ： PGI］
品名 種由来 免疫動物（クローン） 交差種 適用 サブクラス 精製 品番 包装 希望販売価格 貯蔵

Anti CD81 HU Mouse（1G2C6） HU, POR WB, IHC, IF, FC, ELISA IgG1 Ig-PA 66866-1-IG 150 μL ￥67,000 R

次のページへ続く
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■EPCAM/CD326
細胞間細胞接着分子として機能するⅠ型膜貫通糖タンパク質です。細胞接着に加えて、EpCAMは細胞シグナル伝達、細胞遊走、増殖、分化にも関与して
います。EpCAMは多くのがん細胞で高い発現を示しており、様々ながん腫の診断マーカーおよび予後マーカーとして使用できる可能性があり、治療標的と
なっています。

［Proteintech Group, Inc.　　メーカー略号 ： PGI］
品名 種由来 免疫動物（クローン） 交差種 適用 サブクラス 精製 品番 包装 希望販売価格 貯蔵

Anti EPCAM/CD326 HU Mouse（2A2D5） HU IF IgG2a Ig-PA CL594-66316 100 μL ￥83,000 R

■Flotillin 1
フロティリンは、2つの相同なアイソフォーム、フロティリン 1（FLOT1）およびフロティリン 2（FLOT2）を含む膜関連タンパク質です。フロティリンは、
広範囲で発現しているタンパク質であり、脂質ラフトのマーカーとして一般的に使用されます。

［Proteintech Group, Inc.　　メーカー略号 ： PGI］
品名 種由来 免疫動物（クローン） 交差種 適用 サブクラス 精製 品番 包装 希望販売価格 貯蔵

Anti Flotillin 1 HU Rabbit poly HU, MS, RT WB, IP, IHC, IF, FC, CoIP, 
ELISA

IgG Affi 15571-1-AP 150 μL ￥67,000 R

■GOLGA2/GM130
GOLGA2は、ゴルジ膜に強く結合する表在性膜タンパク質であり、主に cis-ゴルジ膜の細胞質側面に局在します。p115、giantin、GRASP65、Rab 

GTPaseなどのタンパク質とともに、小胞体 -ゴルジ体間輸送の制御、およびゴルジ構造の維持に関与しています。

［Proteintech Group, Inc.　　メーカー略号 ： PGI］
品名 種由来 免疫動物（クローン） 交差種 適用 サブクラス 精製 品番 包装 希望販売価格 貯蔵

Anti GOLGA2/GM130 HU Rabbit poly HU, CA, MKY, 
HAM

WB, IHC, IF, FC, ELISA IgG Affi 11308-1-AP 150 μL ￥67,000 R

■MIA
MIA（melanoma inhibitory activity）は、Melanoma-derived growth regulatory proteinや CD RAPとして知られており、悪性黒色腫のマーカーと
して利用されます（PMID ： 9242442）。

［Proteintech Group, Inc.　　メーカー略号 ： PGI］
品名 種由来 免疫動物（クローン） 交差種 適用 サブクラス 精製 品番 包装 希望販売価格 貯蔵

Anti MIA HU Rabbit poly HU, MS, RT IHC(p), ELISA IgG Affi 15734-1-AP 150 μL ￥67,000 R

■RAB11A
Rab11タンパク質は、エンドサイトーシスおよび形質膜のリサイクリングに関与しています。Rab11aおよび Rab11bはほとんどの組織で遍在的に発現
しています。Rab11aは、初期エンドソームからトランスゴルジネットワークを介して、内部移行した細胞表面タンパク質および受容体のリサイクルを調節
します。
※この抗体は RAB11Aに特異的であり、RAB11Bとは交差反応を示しません。

［Proteintech Group, Inc.　　メーカー略号 ： PGI］
品名 種由来 免疫動物（クローン） 交差種 適用 サブクラス 精製 品番 包装 希望販売価格 貯蔵

Anti RAB11A-Specific HU Rabbit poly HU, MS, RT, CAN WB, IP, IHC, IF, ELISA IgG Affi 20229-1-AP 150 μL ￥67,000 R

■Syntenin-1
Syntenin-1は、PDZドメインを含む分子で、多くの相互作用分子があり、膜貫通受容体輸送、細胞接着、腫瘍細胞転移、ニューロンシナプス機能を制御

します。主に膜関連のアドヘレンス・ジャンクションおよび接着斑に局在している一方、小胞体および核にも存在します。

［Proteintech Group, Inc.　　メーカー略号 ： PGI］
品名 種由来 免疫動物（クローン） 交差種 適用 サブクラス 精製 品番 包装 希望販売価格 貯蔵

Anti Syntenin-1 HU Rabbit poly HU, MS WB, IP, IHC, IF, FC, 
ELISA

IgG Affi 22399-1-AP 150 μL ￥67,000 R
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ELISA

コスモ・バイオでは、エクソソームをはじめとする細胞外小胞の定量解析に使用できる ELISAキットをラインアップしています。目的にあったキットを
お探しください。

紹介ページ 捕捉分子 検出抗体 標準試薬 測定範囲（感度）

ヒ
ト
由
来

CD9/CD63 74ページ
固相化した
CD9抗体
（12A12）

HRP標識
CD63抗体
（8A12）

CD9/CD63
融合タンパク質

3.125～ 200 pg/mL
（3.125 pg/mL）

CD9/CD9 77ページ
固相化した
CD9抗体

HRP標識
CD9抗体

CD9を固定した
粒子径 200 nmのビーズ 0.281～ 18 ng/mL

CD9/CD9 80ページ
固相化した
CD9抗体

ビオチン標識
CD9抗体

健常人ドナー
血漿／血清／尿由来
エクソソーム

リコンビナント
CD9タンパク質

39 pg～

CD63/CD63 77ページ
固相化した
CD63抗体

HRP標識
CD63抗体

CD63を固定した
粒子径 200 nmのビーズ 0.625～ 40 ng/mL

CD63/CD9 80ページ
固相化した
CD63抗体

ビオチン標識
CD9抗体

COLO1細胞株由来
エクソソーム

リコンビナント
CD9タンパク質

39 pg～

CD81/CD81 77ページ
固相化した
CD81抗体

HRP標識
CD81抗体

CD81を固定した
粒子径 200 nmのビーズ 7.813～ 250 ng/mL

PD-L1陽性
エクソソーム
（CD9）

78ページ
固相化した
CD9抗体

HRP標識
PD-L1抗体

PD-L1/CD9
融合タンパク質

0.156～ 10 ng/mL
（0.05 ng/mL）

EpCAM/CD9 79ページ
固相化した
CD9抗体

HRP標識
PD-L1抗体

EpCAM/CD9
融合タンパク質

0.313～ 20 ng/mL
（0.14 ng/mL）

TUCAP-1/CD9 80ページ
固相化した

TUCAP-1抗体
CD9抗体
（無標識）

COLO1細胞株由来
エクソソーム

リコンビナント
CD9タンパク質

39 pg～

イ
ヌ
由
来

CD9/CD9 81ページ
固相化した

イヌCD9抗体
HRP標識

イヌCD9抗体 安定化させた AZ-ACU
（イヌ尿路上皮がん細胞）
由来エクソソーム

3.13～ 200 ng/mL

CD63/CD63 81ページ
固相化した

イヌCD63抗体
HRP標識

イヌCD63抗体 156.25～ 10,000 ng/mL

グ
ラ
ム
陽
性
・
陰
性
菌
、

ウ
シ
由
来

グラム陽性菌由来
EV

82ページ

負に帯電している
EVを捕捉する
コーティング

LTA（リポタイコ酸）
抗体

（＋ HRP標識二次抗体使用）

乳酸菌 EV
（L. paracasei 

180913-R1株由来）

4.00× 105～
1.28× 107 particles/mL
（4.0× 105 particles/mL）

グラム陰性菌由来
EV

負に帯電している
EVを捕捉する
コーティング

LPS
（Lipopolysaccharide）

抗体
（＋ HRP標識二次抗体使用）

大腸菌 EV
（E. coli DH5α株由来）

8.00× 106～
5.12× 108 particles/mL
（8.0× 106 particles/mL）

ウシ由来
ミルクエクソソーム 83ページ 固相化ウシミルク

エクソソーム抗体

ビオチン標識
CD81抗体

（＋ HRP標識アビジン）
ミルクエクソソーム原液 1.56～ 100 µg/mL

（1.56 µg/mL）

EV（Extracellurar Vesicles）研究用ELISAキットのご紹介



EVs　エクソソームを含む細胞外小胞ハンドブック www.cosmobio.co.jp

74 Cosmo Bio Co., LTD.　　お問い合わせ先：TEL: 03-5632-9610　　E-mail: mail@cosmobio.co.jp

機
能
解
析

受
託
サ
ー
ビ
ス

リ
キ
ッ
ド

バ
イ
オ
プ
シ
ー

基
礎（
調
製
・
検
出
）

タンパク質 /
RNA/DNA抽出

遺伝子操作

観察

cf-DNA/
cf-RNA精製

その他

エクソソーム
マーカー抗体

FC/FCCS

ELISA

EVs・
EVs 産生

EVs精製

血液サンプルや細胞培養上清から直接定量

エクソソームマーカーである CD9と CD63に対する高性能抗体を用いたサンドイッチ ELISAにより、表面に CD9分子と CD63分子を合わせ持つエク
ソソームを相対的に定量することができるキットです。標準試薬として、保存安定性に欠けるエクソソームそのものに代わり、CD9/CD63融合タンパク質（標
準タンパク質）を用いることにより安定性を確保し、再現性よく検量線を描くことができます。

特長特長
●標準試薬として保存安定性に欠けるエクソソームそのものを使用せず、

CD9/CD63融合タンパク質（標準タンパク質）を利用することで
安定性と再現性を確保
●CD9/CD63融合タンパク質（標準タンパク質）で補正することで
各サンプルの相対定量が可能
●固相化した CD9抗体（12A12）でエクソソームを捕捉し、HRP標
識した CD63抗体（8A12）で検出

キットの原理キットの原理
プレートには抗ヒト CD9抗体が固相されていて、検体を加えると検体中
のエクソソームがトラップされます。洗浄後、トラップされたエクソソーム
表面の CD63に対して HRP標識した抗ヒト CD63抗体を反応させ、基質
を添加後 HRPによる発色をプレートリーダーで読み取り定量化します。

構成内容構成内容
●抗 CD9抗体固相化 96ウェルプレート
●標準タンパク質
●アッセイバッファー
●洗浄バッファー
●HRP標識抗 CD63抗体
●基質液
●停止液（2N H2SO4）
●プレートシール

E L I SA EL I SA 記事 ID検索

CD9/CD63 ELISAキット（ヒト由来エクソソーム定量用）
33510

標準タンパク質による標準化と相対定量の概要標準タンパク質による標準化と相対定量の概要

図 1　CD9/CD63融合タンパク質による標準化と相対定量の概要
乳がん細胞株MDA-MB-231の培養上清から超遠心法により精製したエクソソームを 0.781、1.56、3.13、6.25、12.5、25、50 ngずつウェルに加え測定した。CD9/CD63融合タンパク質を標準タンパク質とし
て検量線を描き（図 1A）、例えば CD9/CD63融合タンパク質 5 pgを 1ユニットとした場合、そのOD450測定値は約 0.7である。MDA-MB-231細胞由来エクソソームのOD450測定値をプロットした図 1Bに照
合すると、測定値が 0.7に相当するのは、約 50 ngであり、これを CD9陽性かつ CD63陽性エクソソームとみなすことができる。
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図 2　細胞培養上清サンプルの測定例
10%ウシ胎児血清（FBS）を含む培地を用いて様々な細胞株（HCT116、HT29、AsPC-1、MDA-MB-231、PC3）を 8日間培養した後にその上清を回収し、遠心上清をサンプルとした。測定値が検量線範囲内に収
まるようサンプルを適宜希釈し、希釈調製した標準タンパク質とともに測定した。
本キットでは標準タンパク質を基準とした相対定量を行う。標準タンパク質の測定結果をもとに横軸に標準タンパク質量、縦軸に吸光度を取り検量線を描く（図2A）。この検量線とサンプルの吸光度を照らし合わせることで、
サンプル中のエクソソーム量を標準タンパク質相当量として計算する（図 2B）。実験ごとに検量線を描くことで、異なる実験間のエクソソーム量を直接比較できる。

細胞培養上清サンプルの測定細胞培養上清サンプルの測定

ユーザーからのレポートであるApplication Note を 76 ページ
に掲載しています。
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図 3　希釈直線性試験
CD9/CD63融合タンパク質（標準タンパク質）および、
MDA-MB-231細胞由来エクソソームにヒト血清を添加し、
2倍ずつ段階希釈した場合もバッファー系の標準曲線と同様
の直線性を示した。
A ： CD9/CD63融合タンパク質（標準タンパク質）添加量 ： 

20 pg、B ： MDA-MB-231細胞由来エクソソーム添加量 ： 

100 ng、ウェルあたりの血清添加量 ： 25 µL

CD9×CD63　添加回収試験
CD9/CD63融合タンパク質

A CD9×CD63　添加回収試験
MDA-MB-231 exosome

B

ウェルあたりの血清添加量 ウェルあたりの血清添加量
2 pg/well             8 pg/well            16 pg/well

25 µL0 µL 10 µL1 µL 2.5 µL 5 µL

回
収
率（
％
）

8 ng/well             32 ng/well            80 ng/well

25 µL0 µL 10 µL1 µL 2.5 µL 5 µL

回
収
率（
％
）
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図 4　添加回収試験
ウェルあたりの血清添加量 ： 1、2.5、5、10、25 µL A ： ウェルあたりの CD9/CD63融合タンパク質（標準タンパク質）添加量 ： 2、8、16 pg、B ： ウェルあたりのMDA-MB-231細胞由来エクソソーム添加量 ： 8、
32、80 ng

CD9/CD63融合タンパク質（標準タンパク質）では、1ウェルあたり 25 µLの血清存在下にといても 100%前後の添加回収率を示し、MDA-MB-231細胞由来エクソソームにおいてもバラつきが生じたものの概ね
CD9/CD63融合タンパク質（標準タンパク質）に準ずる結果が得られた。

［コスモ・バイオ株式会社　　メーカー略号 ： CSR］
品名 測定範囲 品番 包装 希望販売価格 貯蔵

CD9/CD63 Exosome ELISA Kit 3.125～ 200 pg/mL EXH0102EL 1 kit（96 tests） ￥100,000 S

ヒト血清希釈直線性試験および添加回収試験ヒト血清希釈直線性試験および添加回収試験

グライコバイオロジー
ハンドブック第 3版

神経研究
ハンドブック

RNAiハンドブック
第 3版

ゲノム編集ハンドブック
第 3版

好評配布中！
コスモ・バイオのハンドブック

ウェブサイトからカタログ送付依頼【無料】ができます！

www.cosmobio.co.jp

抗体作製ハンドブック
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エクソソームの定量法としては、エクソソームが含むタンパク質量で代替したり、ナノトラッキング法による粒子解析がありますが、これらの方法は超遠
心法などで一旦エクソソームを精製する必要があります。体液中や細胞培養液中のエクソソームを直接定量する手段は極めて限られており、これまで一般的
な方法は開発されてきませんでした。
本キットは、エクソソーム・マーカーである CD9、CD63や CD81それぞれに対する高性能抗体を用いたサンドイッチ ELISAにより、表面に CD9、

CD63や CD81分子を持つエクソソームを相対的に定量することができます。

特長特長
●標準試薬として保存安定性に欠けるエクソソームそのものを使用せず、

CD9、CD63や CD81を固定した粒子径 200 nmのビーズを使用し
て安定性と再現性を確保
●エクソソーム構造を模したCD9あるいはCD63あるいは CD81スタ
ンダードビーズにより補正することで、各サンプルの相対定量が可能
●固相化したCD9、CD63あるいはCD81抗体でエクソソームを捕捉し、

HRP標識した CD9、CD63あるいは CD81抗体で検出

構成内容構成内容
●抗 CD9＊ 1抗体固相化 96ウェルプレート（8 well× 12 strips）1枚
●CD9＊ 1スタンダードビーズ＊ 2

●アッセイバッファー
●洗浄バッファー（10×）
●HRP標識抗 CD9＊ 1抗体（500×）
●基質液
●停止液（2N H2SO4）
●プレートシール　2枚
＊ 1　品番 ： HAK-HEL6363-1は、CD63　品番 ： HAK-HEL8181-1は、CD81
＊ 2　n=2として、検量線 4回分

E L I SA EL I SA 記事 ID検索

ヒト由来エクソソームを直接定量する ELISAキット
（CD9/CD9、CD63/CD63、CD81/CD81）

35555

測定値の標準化測定値の標準化

21100.867

CD 81 スタンダードビーズ （ng/mL）
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図 1　測定値の標準化の例（CD81スタンダードビーズによる標準化と相対定量の概要）
CD81スタンダードの測定結果から得られたグラフを検量線とし、例えば 100 ng/mLを 1 U/mLとした場合、そのOD450測定値は約 0.867になっています（図 1（a））。サンプルである HCT116細胞由来エクソソー
ムのOD450測定値が0.867に相当するのは図1（b）よりエクソソーム約2,110 ng/mLのタンパク質換算量に相当します。すなわち、HCT116細胞由来エクソソーム約2,110 ng/mLを1 U/mLのCD81陽性エクソソー
ムとみなすことができます。このようにして、異なるサンプル間、あるいは異なる実験間のエクソソーム測定値をすべてユニットで示すことにより標準化して測定値を補正することができ、検体中のエクソソーム量を直
接比較することが可能となります。

［株式会社ハカレル　　メーカー略号 ： HAK］
品名 品番 包装 希望販売価格 貯蔵

ヒト由来エクソソーム定量用 CD9 / CD9 ELISAキット HAK-HEL0909-1 1 kit（96 tests） ￥100,000 S

ヒト由来エクソソーム定量用 CD63 / CD63 ELISAキット HAK-HEL6363-1 1 kit（96 tests） ￥100,000 S

ヒト由来エクソソーム定量用 CD81 / CD81 ELISAキット HAK-HEL8181-1 1 kit（96 tests） ￥100,000 S
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図 2　CD9/CD9 ELISAによる精製エクソソームの定量 図 3　CD63/CD63 ELISAによる精製エクソソームの定量
3種類のヒトがん細胞株（HeLa、HCT116、HepG2）の培養上清（無血清）から超遠心法で精製したエクソソームを 500 ng/mLの濃度に希釈し、それぞれ CD9/CD9 ELISA（図 2）あるいは CD63/CD63 ELISA

（図 3）で測定した。定量値は CD9（あるいは CD63）タンパク質を固定したスタンダードビーズによる標準曲線にあてはめてそれぞれのスタンダードビーズ相当量（ng/mL）で示した。その結果、細胞種によって表面
の CD9、CD63の相対量に特長があることがわかった。

測定例測定例
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PD-L1陽性エクソソームを 1Step ELISA法で直接定量！

エクソソーム・マーカーである CD9と免疫チェックポイント関連分子で
ある PD-L1に対する高性能な抗体を利用し、ヒトの血液や細胞培養液にお
いて細胞が分泌するエクソソームの表面に発現する PD-L1分子を検出する
サンドイッチ ELISAキットです。

特長特長
●ヒト PD-L1陽性エクソソームを ELISA法で高感度に検出（検出感
度 ： 0.05 ng/mL＊）

●ヒト血液サンプルや細胞培養上清などに含まれる PD-L1陽性エクソ
ソームを直接定量可能
●特殊な装置は不要で、通常のプレートリーダーがあれば測定可能
●標準試薬として保存安定性に欠けるエクソソームそのものを使用せず、

PD-L1/CD9融合タンパク質（標準タンパク質）を利用することで安
定性と再現性を確保
●PD-L1/CD9融合タンパク質（標準タンパク質）を用いた標準曲線で
読み取ることで各サンプルの相対定量が可能

＊ ブランク吸光度の標準偏差と検量線の傾きから算出 1）

構成内容構成内容
●抗 CD9抗体固相化プレート（8-well× 12 strips）
●標準タンパク質（PD-L1/CD9融合タンパク質）
●アッセイバッファー
●洗浄バッファー（10×）
●HRP標識抗 PD-L1抗体（500×）
●基質液
●停止液（2N H2SO4）
●プレートシール

E L I SA EL I SA 記事 ID検索

PD-L1陽性エクソソーム（CD9）ELISAキット
36119

交差性 Human

サンプルタイプ 血清、血漿、細胞培養上清
測定範囲 0.156～ 10 ng/mL

感度 0.05 ng/mL

表　仕様

［株式会社ハカレル　　メーカー略号 ： HAK］
品名 品番 包装 希望販売価格 貯蔵

ヒト PD-L1陽性エクソソーム（CD9）ELISAキット HAK-HELPDL109-1 1 kit（96 tests） ￥100,000 S

図 2　標準曲線

図 1　測定原理図

CD9

抗 CD9 抗体（固相）

抗 PD-L1 抗体
( 標識 )

エクソソーム

PD-L1

発色

基質

HRP 標識

背景背景
現在、臨床治験に組み入れられた PD-L1 IHC検査（免疫組織化学

染色法）が、がん組織・細胞中の PD-L1発現率の測定を目的として
開発が進められコンパニオン診断薬として利用されています。一般的
に IHC検査は、侵襲性が高く被験者の負担も大きいことから、その
負担を軽減できるエクソソームを利用したリキッドバイオプシーの研
究も進んでいます。
エクソソームにも PD-L1が発現し、がん細胞表面の PD-L1と同

じトポロジーをとり、細胞外ドメインがエクソソームの表面に露出し、
濃度依存的に T細胞の PD-1に結合します 2）。また、転移性メラノー
マ患者と健常者の血中循環エクソソームの比較において、転移性メラ
ノーマ患者の PD-L1レベルが有意に高いと示唆されています 2）。

参考文献参考文献
1)  厚生労働省、厚生省医薬安全局審査管理課長通知、医薬審、第 338号、平成

9年 10月 28日．
2)  Gang Chen, Alexander C. Huang, Wei Zhang, et al . Nature, 560, 

pages382–386 (2018)
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交差性 Human

サンプルタイプ 血清、血漿、細胞培養上清
測定範囲 0.313～ 20 ng/mL

感度 1) 0.14 ng/mL

表　仕様

血液サンプルや細胞培養上清から EpCAM陽性エクソソームを ELISA法で直接定量

エクソソーム・マーカーである CD9と上皮組織由来のがんの診断および
予後のマーカーと言われる EpCAMに対する高性能なモノクローナル抗体
を利用し、ヒトの血液や細胞培養液において細胞が分泌する EpCAM陽性
エクソソームを直接定量的に検出する 2ステップサンドイッチ ELISAキッ
トです。

特長特長
●ヒト血液サンプルや細胞培養上清などに含まれる EpCAM陽性エクソ
ソームを直接定量可能
●特殊な装置は不要で、通常のプレートリーダーがあれば測定可能
●標準試薬として保存安定性に欠けるエクソソームそのものを使用せず、

EpCAM/CD9融合タンパク質（標準タンパク質）を利用することで
安定性と再現性を確保
●EpCAM/CD9融合タンパク質（標準タンパク質）を用いた標準曲線
で読み取ることで各サンプルの相対定量が可能

構成内容構成内容
●抗 CD9抗体固相化プレート 96 well（8-well× 12 strips）
●標準タンパク質（EpCAM/CD9融合タンパク質）
●アッセイバッファー
●洗浄バッファー（10×）
●HRP標識抗 PD-L1抗体（500×）
●基質液 12 mL

●停止液（2N H2SO4）
●プレートシール

E L I SA EL I SA 記事 ID検索

EpCAM/CD9エクソソーム ELISAキット
36961

［株式会社ハカレル　　メーカー略号 ： HAK］
品名 品番 包装 希望販売価格 貯蔵

EpCAM/CD9 Exosome ELISA Kit, Human HAK-HELEPCAM09-1 1 kit（96 tests） ￥100,000 S

エクソソーム

EpCAM

CD9

抗CD9抗体（固相）

発色

基質

HRP標識HRP標識
抗EpCAM抗体
 　（標識）

図 1

図 2　EpCAM/CD9 Exosome ELISA Kit, Human使用例
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図 3　標準曲線

ヒト EpCAM（上皮細胞接着因子）とはヒト EpCAM（上皮細胞接着因子）とは
ヒト EpCAM（上皮細胞接着因子 ： epithelial cell adhesion 

molecule）は、細胞膜表面に存在する 314アミノ酸からなる膜貫
通型糖タンパク質です。多くのがん組織では EpCAMが過剰発現し、
特に、結腸、直腸、乳房、肺、前立腺がんで EpCAMの発現亢進が
観察されます 2）。EpCAMは、細胞間接着に関与するだけでなく、細
胞増殖やがん幹細胞性など、腫瘍の進行に関連する他の重要な細胞機
能にも影響を与えます 3）。

参考文献参考文献
1)  厚生労働省、厚生省医薬安全局審査管理課長通知、医薬審、第 338号、平成

9年 10月 28日．
2) PT. Went, A. Lugli, S. Meier, et al.: Hum Pathol., 35, 122 (2004).

3) K. Laura, W. Stefan, P. Klaus: Cell Stress., 3, 165 (2019).
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エクソソームを ELISA法で定量

E L I SA EL I SA 記事 ID検索

ExoTEST ™ Ready-to-Use ELISAキット
16216

アプリケーションアプリケーション
●ヒト生体液や細胞培養上清からのエクソソームの捕捉と定量
●エクソソームの網羅的なプロファイリング
●病態（炎症、がん、神経変性など）の検出およびモニタリングに利用
できる非侵襲的バイオマーカーの前臨床研究

特長特長
●Ready-to-Use

●アッセイの前にエクソソームを精製する必要はありません
●複数のマーカーの解析に適しています
●トライアルキットをご用意（3 ELISAストリップ、24ウェル分）
●ヒト血漿用 ：  サンプルとしてそのまま使用可、サンプル量 100 µL

ExoTEST™ Ready-to-Useキットは、ヒト臨床検体（血漿、血清、尿、
唾液）／細胞培養上清からの、エクソソームのイムノキャプチャー・定量・
特性解析にご使用いただける ELISAキットです。

トライアルサイズありますトライアルサイズあります

構成内容構成内容

イムノプレート
エクソソーム特異的なキャプチャー抗体
（α-CD9マウス抗体）でプレコート済み
96ウェル（12ストリップ× 8ウェル）

エクソソーム
スタンダード

検量線用のエクソソームスタンダード
（凍結乾燥品）

エクソソーム
マーカー検出用
抗体

エクソソーム検出用
一次抗体 ： 抗ヒト CD9抗体、
二次抗体 ： HRP標識

バッファー サンプルバッファー ： 抗体希釈・インキュベート用
洗浄バッファー ： ELISAプレート洗浄用

試薬 シグナル検出用試薬

エクソソームエクソソーム エクソソームエクソソーム エクソソームエクソソーム エクソソームエクソソーム

基質

プレートに
エクソソームをキャプチャー

エクソソームに特異的な
一次抗体とともにインキュベート

HRP を標識した二次抗体とともに
インキュベート

HRP の基質を加え
シグナル検出

エクソソームを少量から高感度に検出、低いバックグラウンドでの定量が可能
ExoTEST™ の感度をウエスタンブロットと比較した。ExoTEST™ は、ウエスタンブロットよりも感度が高く、凍結乾燥エクソソーム10 µgは、エクソソー
ム組換えタンパク質 0.1 ngと同等であった（図 1、2）。スタンダードカーブの最小値は凍結乾燥エクソソーム 0.39 µgであることから（図 1）、本商品の
感度は同等のタンパク質約 39 pgとなる。また、エクソソームのキャプチャーに使用するイムノプレートは、バックグラウンドが低いことが示された（図 1）。

使用例使用例

図 2　ヒト血漿由来エクソソーム（凍結乾燥品、品番 ： HBM-PEP100、35ページ参照）
と CD9組換えタンパク質を用いた、エクソソームマーカーである CD9をウエスタンブ
ロットによる検出

同じサンプルをウエスタンブロットで検出した場合

エクソソーム （µg）
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50
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m

2
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1
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R2 = 0.9968

図 1　健常ドナーの血漿由来エクソソームスタンダード（品番 ： HBM-PEP100、
35ページ参照）を用いた CD9の検出（青色）
観察されたバックグラウンド（二次抗体のみ）を赤色で示す。

ExoTEST™ による検出
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ExoTEST ™ － 全エクソソームのイムノキャプチャー・定量用

品名 検出方法 検出抗体 スタンダード 品番 包装 希望販売価格 貯蔵
ヒト血清用
ExoTEST ™ for Overall Exosome 
capture and quantification 
from human SERUM 

CD9/CD9 a-CD9
（Mouse）

ヒト血清（健常）
由来エクソソーム

HBM-RTK-POS/TS 1 kit
（96 wells）

￥207,000 S

ヒト血漿用
ExoTEST ™ for Overall Exosome 
capture and quantification 
from human plasma 

CD9/CD9 a-CD9
（Mouse）

ヒト血漿（健常）
由来エクソソーム

HBM-RTK-POF/TP 1 kit
（96 wells）

￥207,000 S

ヒト尿用
ExoTEST ™ for Overall Exosome 
capture and quantification 
from human urine

CD9/CD9 a-CD9
（Mouse）

ヒト尿（健常）
由来エクソソーム

HBM-RTK-POF/TU 1 kit
（96 wells）

￥207,000 S

細胞培養上清用
ExoTEST ™ for Overall Exosome 
capture and quantification 
from cell culture supernatant

CD63/CD9 a-CD9
（Mouse）

COLO-1細胞上清
由来エクソソーム

HBM-RTK-POC/TC 1 kit
（96 wells）

￥207,000 S

［HansaBioMed OU　　メーカー略号 ： HNB］

ExoTEST ™ － ヒト腫瘍由来エクソソームの濃縮・定量用

品名 検出方法 検出抗体 スタンダード 品番 包装 希望販売価格 貯蔵
ExoTEST ™ for Tumor-derived Exosome 
enrichment and quantification 
from biological fluid

TUCAP-1/CD9 a-CD9
（Murine）

COLO-1細胞上清
由来エクソソーム

HBM-RTK-PTF/TC 1 kit
（96 wells）

￥207,000 S

［HansaBioMed OU　　メーカー略号 ： HNB］

エクソソームの構造上の特徴の一つとして表面上に存在するテトラスパ
ニンファミリーが挙げられます。イヌにおいても CD9や CD63はそのメ
ンバー分子で、エクソソームの表面マーカーとして存在しています 1）2）。本
キットは、エクソソーム・マーカーであるイヌ CD9、CD63に対する高性
能抗体を用いた 2ステップサンドイッチ ELISAにより、表面にイヌ CD9、
CD63分子を持つエクソソームを相対的に定量することができます。（固相
化したイヌ CD9、CD63抗体でエクソソームを捕捉し、HRP標識したイ
ヌ CD9、CD63抗体で検出。）

参考文献参考文献
1)  E. J. Fish, K. J. Irizarry, P. DeInnocentes, et al.: BMC Cancer., 18, 832 (2018).

2)  M. A. Rojas, B. B. Rentzsch, J. Plendl, et. al.: BMC Vet Res., 14, 179 (2018).

特長特長
●血液サンプルや細胞培養上清などに含まれるエクソソームを直接定量
●通常のプレートリーダーで測定（波長 450 nm）。
●標準試薬として安定化させた AZ-ACU（イヌ尿路上皮がん細胞）由来
エクソソームを使用
●エクソソームスタンダードにより補正することで各サンプルの相対定
量が可能

E L I SA EL I SA 記事 ID検索

イヌ由来エクソソームの ELISAキット
（CD9/CD9、CD63/CD63）

43198

［株式会社ハカレル　　メーカー略号 ： HAK］
品名／構成内容 品番 包装 希望販売価格 貯蔵

イヌ由来エクソソーム定量用 CD9/CD9 ELISAキット HAK-DEL0909-1 1 kit（96 tests） ￥100,000 S

イヌ由来エクソソーム定量用 CD63/CD63 ELISAキット HAK-DEL6363-1 1 kit（96 tests） ￥100,000 S
【共通構成内容】　　 ●抗イヌ CD9＊ 1抗体固相化 96ウェルプレート（8-well× 12 strips） ●エクソソームスタンダード　4本＊ 2 ●アッセイバッファー

●洗浄バッファー（10×）　　● HRP標識抗イヌ CD9＊ 1抗体（500×）　　●基質液　　●停止液（2N H2SO4） ●プレートシール
＊ 1　品番 ： HAK-DEL6363-1は、CD63　　＊ 2　n=2として、検量線 4回分

図 1　CD9/CD9 ELISAによる標準曲線
各標準タンパク質濃度の吸光度からブランク吸光度を差し引いた値をプロットしています。

図 2　CD63/CD63 ELISAによる標準曲線
各標準タンパク質濃度の吸光度からブランク吸光度を差し引いた値をプロットしています。
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ELISAで手軽にバクテリア由来の Extracellular vesicle（EV）を定量

E L I SA EL I SA 記事 ID検索

Bacterial EV ELISA Kit
44357

EV表面が負に帯電していることを利用してプレート表面に EVを捕捉します。グラム陽性菌由来 EVには anti-LTA（リポタイコ酸）抗体、グラム陰性菌
由来 EVには anti-LPS（Lipopolysaccharide）抗体を用いることで、高額な装置なしに微生物由来 EVの相対定量が可能です。

マーカータンパク質の同定が進んでいないが、本キットなら定量できる！

特長特長
●通常の ELISA法と同様の操作で微生物由来 EVの相対定量が可能
●標品が付属、すぐに実験を始められる
●高感度で少量のサンプルで測定可能

検出限界検出限界
●グラム陽性菌由来 EV　4.0× 105 particles/mL

●グラム陰性菌由来 EV　8.0× 106 particles/mL
※ 溶媒に高濃度の塩を含む場合プレートに捕捉できない可能性があります。塩濃度が

150 mM以下になるようリン酸バッファーなどで溶媒置換もしくは希釈してご使
用ください。

構成内容構成内容
●EV検出プレート
●EV標準液（乳酸菌 EVまたは大腸菌 EV）
●アッセイバッファー
●洗浄バッファー（10×）
●一次抗体（100×）（抗 LTA抗体または抗 LPS抗体）
●HRP標識二次抗体（200×）
●基質液
●停止液（2N H2SO4）
●プレートシール

Gram-positive bacterial EV ELISA KitおよびGram-negative bacterial EV ELISA Kitの検量線測定例を示しました。
大腸菌 EV標準液については、370倍量のヒトミルクエクソソームを添加（大腸菌 EV 5.12× 108に対してヒトミルクエクソソーム 1.9× 1011を添加）

した場合も測定し、ターゲット以外の EVが大量に存在する場合でも定量性に影響しないことを確認しました。

検量線測定例検量線測定例

図 1 図 2

［コスモ・バイオ株式会社　　メーカー略号 ： CSR］
品名 品番 包装 希望販売価格 貯蔵

グラム陽性菌由来 EV定量用 ELISAキット EVEL01 1 kit（96 tests） ￥70,000 S

グラム陰性菌由来 EV定量用 ELISAキット EVEL02 1 kit（96 tests） ￥70,000 S

■関連商品
品名 Webの記事 ID 品番 包装 希望販売価格 貯蔵

乳酸菌由来細胞外小胞（Lactobacillus paracasei 180913-R1株）
38209 LBEV-R2

200 µL
（＞ 1× 1010 particles/mL） ￥50,000 S

大腸菌由来細胞外小胞（DH5α）
38209 ECEV

200 µL
（＞ 1× 1010 particles/mL） ￥50,000 S

ヒト由来エクソソーム定量用 CD9× CD63 ELISAキット 33510 EXH0102EL 1 kit（96 tests） ￥100,000 S

ウシ由来ミルクエクソソーム ELISAキット 33311 EXBMEL 1 kit（96 tests） ￥93,000 S

［コスモ・バイオ株式会社　　メーカー略号 ： CSR］

背景背景
細胞外小胞（extracellular vesicle ： EV）は細胞から放出される

脂質二重膜を持つ粒子の総称で、細胞間の情報伝達に重要な役割を果
たすとされ、盛んに研究されています。
多細胞生物の EV定量においてはマーカータンパク質に対する抗体
を用いた ELISAキットが多く開発されていますが、微生物の場合は
マーカータンパク質の同定が進んでいないことからナノトラッキング
解析による定量が主流であり、高額な装置が必要となっています。
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超遠心による精製は不要！ CD81を検出

抗ミルクエクソソーム抗体をキャプチャー抗体とし、エクソソームマーカーの 1つである抗 CD81モノクローナル抗体を検出用抗体としたサンドイッチ
ELISAキットです。
健康な牛から採取された生乳から超遠心分離法により調製したエクソソーム画分を標準エクソソームとして、ウシミルクやウシ血清といった検体中のエク
ソソームを定量することができます。

構成内容構成内容
●固相化抗体（× 100）
●固相化抗体希釈液
●96 wellプレート、8-well× 12 strips

●プレートシール（3枚）
●アッセイバッファー、50 mL

●洗浄液（× 10）
●ミルクエクソソーム標準液（450 µg/mL）
●ビオチン化・抗 CD81抗体（× 100）
●HRP標識アビジン（× 100）
●発色基質溶液
●反応停止液

特長特長
●ウシミルク、ウシ血清などに含まれるエクソソームを直接定量
●特殊な装置は不要、通常のプレートリーダーで測定可能
●超遠心精製法により分画したウシ由来ミルクエクソソームを標準品と
して添付

E L I SA EL I SA 記事 ID検索

ウシ由来ミルクエクソソーム ELISAキット
33311

［コスモ・バイオ株式会社　　メーカー略号 ： CSR］
品名 測定範囲 品番 包装 希望販売価格 貯蔵

ウシ由来ミルクエクソソーム ELISAキット 1.56～ 100 µg/mL EXBMEL 1 kit（96 tests） ￥93,000 S
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図 1　標準曲線の例
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図 2　ウシミルク中のエクソソームの測定例
ウシミルク間でエクソソーム含量に違いがあることがわかった。
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図 3　ウシ血清中のエクソソームの測定例
エクソソーム濃度は成牛血清濃度が高く、超遠心でエクソソームを除去すると
低くなった。これに比べ牛胎児血清はエクソソーム含量が低いことがわかった。

背景背景
ヒト、ウシ、ラットなどの広範な動物の乳中にもエクソソームが
存在し、miRNAやmRNA、タンパク質などを内包し、標的細胞へ
取り込まれることによってそれらが機能することが示唆されていま
す 1）。
さらに最近の研究では、前述のようなエクソソームの性質を利用し
て、ドラッグデリバリー担体（DDS）としての研究もおこなわれて
おり、とくに、生乳由来のエクソソームは、抗がん剤の経口投与手段
としても注目されています 2）。

参考文献参考文献
1)  Bovine milk exosomes contain microRNA and mRNA and are taken 

up by human macrophages, Hirohisa Izumi, et al., J Dairy Sci. 2015 

May; 98(5): 2920-33
2)  Milk-derived exosomes for oral delivery of paclitaxel, Ashish 

K.Agrawal et al., Nanomedicine. 2017 Jul; 13(5): 1627-1636.
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エクソソームを簡単に定量解析、immunophenotypingにも

本商品は、ビーズ結合抗 CD63捕捉抗体および蛍光色素結合抗 CD9検
出抗体・抗 CD81抗体を使用して、フローサイトメトリーでエクソソーム
を検出／定量できる簡単な免疫ビーズアッセイです。再現性のある結果を提
供し、エクソソームの immunophenotypingと平行して実施することがで
きます。

構成内容構成内容
●ExoStep™ Cell Culture（品番 ： EXOS-25-C9）
・ CD63+（クローン ： TEA3/18）捕捉ビーズ
（直径 6.5± 0.2 µm（CV＜ 5%）のポリスチレン微粒子、
6,000 beads/test）
・Anti-CD9 PE（クローン ： VJ1/20）
・アッセイバッファー
●ExoStep™ Plasma（品番 ： EXOS-25-P9）
・ CD9捕捉ビーズ
（平均直径 6.5± 0.2 µm（CV＜ 5%）のポリスチレン微粒子、
6,000 beads/test）
・Anti-CD81 PE（クローン ： M38）
・アッセイバッファー

●ExoStep™ Urine（品番 ： EXOS-25-U9）
・ CD63+（クローン ： TEA3/18）捕捉ビーズ
（平均直径 6.5± 0.2 µm（CV＜ 5%）のポリスチレン微粒子、
3,000 beads/test）
・Anti-CD9 PE（クローン ： VJ1/20）
・アッセイバッファー

特長特長
●特異性が高い正確なエクソソーム検出
●定量分析、蛍光とエクソソーム量の優れた相関性
●細胞培養上清および生体液中からのエクソソームを直接検出＊

●少量のサンプルから検出可能
●高感度、広いダイナミックレンジ
●捕捉したエクソソーム集団を同時に immunophenotyping

＊  直接検出のプロトコールは、コスモ・バイオのWeb 記事ID 検索検索33529
に掲載しています。

FC / FCCS フローサイトメトリー 記事 ID検索

ExoStep™ エクソソーム フローサイトメトリー解析キット
33529

図 1　ExoStep™ を使用したエクソソームのフローサイトメトリー解析
PC3細胞培養上清より精製・濃縮したエクソソームを PBSに再懸濁し、CD63捕捉用ビーズと混合し
て一晩室温でインキュベートした。翌日、ビーズ結合エクソソームを一次検出抗体（CD9ビオチン／
CD81ビオチン）およびストレプトアビジン -PEで間接的に染色し、フローサイトメトリー解析を行った。
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図 2　免疫ビーズアッセイによるエクソソームの immunophenotyping手順
超遠心などで精製・濃縮したエクソソームを CD63捕捉用ビーズと混合し、室温でオーバーナイト、インキュベートする。ここへ一次検出抗体（CD9ビオチン／ CD81ビオチン）を結合し、アッセイバッファーで洗浄
したあと、二次検出試薬として PE標識ストレプトアビジンを加え、インキュベーションおよび洗浄後フローサイトメトリーにより解析します。

図 3　ExoStep™ ダイナミックレンジ
ExoStep™ のダイナミックレンジ（0～ 128 µg）を示すフローサイトメトリーヒストグラム
サンプル ： PC3細胞株由来エクソソーム
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［IMMUNOSTEP, S.L.　　メーカー略号 ： ISP］
用途 品名 検出抗体 品番 包装 希望販売価格 貯蔵

ヒト培養細胞からのエクソソーム用 ExoStep™ Cell Culture CD9 EXOS-25-C9 25 tests ￥149,000 S

ヒト血漿からのエクソソーム用 ExoStep™ Plasma CD9 EXOS-25-P9 25 tests ￥147,000 S

ヒト尿からのエクソソーム用 ExoStep™ Urine CD9 EXOS-25-U9 25 tests ￥149,000 S

■関連商品
品名 品番 包装 希望販売価格 貯蔵

Lyophilized Exosome Standards EXOPC3 100 µg ￥76,000 S

Human CD9 Capture Beads for Flow Detection 9CB-25 25 tests ￥78,000 S

Human CD63 Capture Beads for Flow Detection 63CB-25 25 tests ￥78,000 S

Human CD81 Capture Beads for Flow Detection 81CB-25 25 tests ￥82,000 S

Human CD326 (EpCAM) Capture Beads for Flow Detection 326CB-25 25 tests ￥82,000 S

IgG1 Capture Beads for Flow Detection (Negative control) IGG1CB-25 25 tests ￥70,000 S

［IMMUNOSTEP, S.L.　　メーカー略号 ： ISP］

■関連商品　フローサイトメトリーにおすすめな抗体
品名 免疫動物（クローン） 種由来 標識 品番 包装 希望販売価格 貯蔵

Anti CD9 Mouse（VJ1/20） Human Biotin
CF™ Blue

FITC
PE

9BEXO-25
9CFEXO-25
9FEXO-25

9PEEXO-25

25 tests
25 tests
25 tests
25 tests

￥29,000
￥30,000
￥37,000
￥41,000

S
S
S
S

Anti CD63 Mouse（TEA3/18） Human Biotin
CF™ Blue

FITC
PE

63BEXO-25
63CFEXO-25
63FEXO-25

63PEEXO-25

25 tests
25 tests
25 tests
25 tests

￥29,000
￥41,000
￥30,000
￥37,000

S
S
S
S

Anti CD81 Mouse（M38） Human Biotin
CF™ Blue

FITC
PE

81BEXO-25
81CFEXO-25
81FEXO-25

81PEEXO-25

25 tests
25 tests
25 tests
25 tests

￥50,000
￥54,000
￥62,000
￥70,000

S
S
S
S

Anti CD326 Mouse（VU-1D9） Human Biotin
FITC
PE

326BEXO-25
326FEXO-25

326PEEXO-25

25 tests
25 tests
25 tests

￥50,000
￥54,000
￥62,000

S
S
S

［IMMUNOSTEP, S.L.　　メーカー略号 ： ISP］

Bead-bound EVs stained with
ExoBriteTM 490/515＆CD81-CF®568
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図 1　MCF-7細胞に由来するビーズ結合エクソソームのフローサイトメトリー

エクソソームをフローサイトメトリーにより低バックグラウンドで検出

ExoBrite™ 色素は、従来の色素で課題とされていたエクソソームや EV

（細胞外小胞）サイズの色素の凝集体を形成しないため、染色されたエクソ
ソームを低バックグラウンドで正確に識別することができます。色素はエク
ソソーム膜の分子に結合し、フローサイトメトリーによって分離した EVを
高感度かつ特異的に検出します。
また、ポリスチレンビーズへの非特異結合をしないため、ビーズに結合し
たエクソソーム染色にも使用可能です。
その他にも、CF® 色素標識抗体などの抗体染色と組み合わせてマルチパ
ラメーター分析も可能です。

FC / FCCS フローサイトメトリー 記事 ID検索

ExoBrite™ EV Membrane Staining Kits
42908

特長特長
●EVとエクソソームの膜を染色
●精製されたエクソソームとビーズに結合したエクソソームの両方を染色
●鮮やかなシグナルと低いバックグラウンド
●フローサイトメトリーによる検出に最適
●抗体との共染色が可能

背景背景
フローサイトメトリーでは、エクソソームは細胞破片やその他の小
さな粒子と区別するのが難しい場合があり、そのサイズは一部のフ
ローサイトメーターの検出限界以下となります。特定の色素または抗
体で染色するとエクソソームを他の粒子と区別するのに役立ちます
が、これらの小さな粒子自体が染色されたエクソソームと混同される
可能性があるため、低バックグラウンドの蛍光色素を使用することが
重要です。
分析前に EVを濃縮または精製するために使用される方法も重要な
要素です。単純な PEG沈殿ステップで濃縮されたサンプルには、多
くの場合、膜染色色素にも結合する可能性のある非 EV脂質粒子が大
量に含まれています。抗テトラスパニン抗体に結合した磁気ビーズを
使用することで、純粋なエクソソームを得ることができます。（ただし、
これらのビーズは、膜染色色素などの多くの疎水性色素と非特異的に
結合する可能性があります。）

次のページへ続く



EVs　エクソソームを含む細胞外小胞ハンドブック www.cosmobio.co.jp

86 Cosmo Bio Co., LTD.　　お問い合わせ先：TEL: 03-5632-9610　　E-mail: mail@cosmobio.co.jp

機
能
解
析

受
託
サ
ー
ビ
ス

リ
キ
ッ
ド

バ
イ
オ
プ
シ
ー

基
礎（
調
製
・
検
出
）

タンパク質 /
RNA/DNA抽出

遺伝子操作

観察

cf-DNA/
cf-RNA精製

その他

エクソソーム
マーカー抗体

ELISA

FC/FCCS

EVs・
EVs 産生

EVs精製

Buffer＋
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図 2　SECで精製したMCF-7由来のエクソソームを ExoBrite™ 490/515 EV Membrane染色キット
で染色した（右）。バッファー中の同じ染色と比較して、特異的な染色が見られた（左）。エクソソームは、
FITCチャネルの CytoFLEXLXフローサイトメーターで検出した。

Buffer＋
ExoBrightTM 560/585

PE

V-
SS
C

102 103 104 105 106 107

Exosomes＋
ExoBrightTM 560/585

PE
102 103 104 105 106 107

103

104

105

106

107

103

104

105

106

107

図 3　SECで精製したMCF-7由来のエクソソームを ExoBrite™ 560/585 EV Membrane染色キット
で染色した（右）。バッファー中の同じ染色と比較して、特異的な染色が見られた（左）。エクソソームは、
PEチャネルの CytoFLEXLXフローサイトメーターで検出された。

ExoBrite™ EV Membrane染色キットで染色されたExoBrite™ EV Membrane染色キットで染色された
精製エクソソーム精製エクソソーム

［Biotium, Inc.　　メーカー略号 ： BTI］
品名／構成内容 Ex/Em（nm） チャネル 品番 包装 希望販売価格 貯蔵

ExoBrite™ 490/515 EV Membrane Staining Kit 490/516 FITC 30112-T
30112

1 kit（100 Labelings）
1 kit（500 Labelings）

￥47,000
￥162,000

S
S

ExoBrite™ 560/585 EV Membrane Staining Kit 562/584 PE, Cy® 3 30113-T
30113

1 kit（100 Labelings）
1 kit（500 Labelings）

￥47,000
￥162,000

S
S

ExoBrite™ 410/450 EV Membrane Staining Kit 416/452 Pacific Blue™ 30111-T
30111

1 kit（100 Labelings）
1 kit（500 Labelings）

￥47,000
￥162,000

S
S

ExoBrite™ 640/660 EV Membrane Staining Kit 642/663 APC 30114-T
30114

1 kit（100 Labelings）
1 kit（500 Labelings）

￥47,000
￥162,000

S
S

【共通構成内容】　　 ●ExoBrite™ EV Membrane Stain　　●ExoBrite™ Reconstitution Solution

Bead-bound EVs＋
ExoBrightTM 490/515

FITC

SS
C

102 103 104 105 106

図5　MCF-7細胞に由来するビーズ結合エクソソームのフローサイトメトリー。未染色のエクソソーム（灰
色）または 10XExoBrite™ 490/515（緑色）で染色。エクソソームは、FITCチャネルの CytoFLEXLX

フローサイトメーターで検出した。

Bead-bound EVs＋
ExoBrightTM 560/585

R-PE
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図 6　MCF-7細胞に由来するビーズ結合エクソソームのフローサイトメトリー。未染色のエクソソー
ム（灰色）または 10XExoBrite™ 560/585（オレンジ）で染色。エクソソームは、R-PEチャネルの
CytoFLEXLXフローサイトメーターで検出した。

ExoBrite™ EV Membrane染色キットで染色されたビーズ結合 EVExoBrite™ EV Membrane染色キットで染色されたビーズ結合 EV

図 4　SEC精製したMCF-7由来のエクソソームを 1 mLの 10x ExoBrite™ 560/585 EV膜染色色素
と 0.1 µg/mL CD9(H19a)-CF® 488Aを同時に用いて染色した。ExoBrite™ 560/585陽性粒子をゲー
トにかけた場合、～ 95%が CD9に対して陽性を示した（上段）。同様に、CD9陽性粒子をゲートにか
けると、～ 95%が ExoBrite™ 560/585に対しても陽性であった（下段）。

ExoBrite™ EV Membrane染色／抗体共染色ExoBrite™ EV Membrane染色／抗体共染色
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エクソソームマーカーを FACS解析

FC / FCCS FACS 記事 ID検索

Exo-FACS Ready-to-Useキット
16224

生体液や細胞培養上清からエクソソームを単離し、FACSを用いてエクソソームマーカーを解析するためのキットです。本キットには、EXO-Prep試薬（エ
クソソームの単離用）、4 µmビーズ（単離したエクソソームを全体的にキャプチャー）、細胞培養上清／ヒト生体液由来のエクソソーム（凍結乾燥品、ポジティ
ブコントロール）が含まれます。エクソソームに含まれるタンパク質（膜発現または内部）の解析は、適切な検出抗体を用いて行います。

ヒト生体液（血漿／尿／血清／唾液）および細胞培養上清用のキットをご用意してます。

生体液

細胞
培養上清 エクソソーム

ペレット

エクソソーム
の単離

エクソソームを
ビーズに結合

抗体と
インキュベート

FACS解析

抗体FACSビーズEXO-Prep

特長特長
●Ready-to-Use

●アッセイの前にエクソソームを精製する必要なし
●ポジティブコントロールとしてエクソソームスタンダード（凍結乾燥品）入り
●複数のマーカーの解析に適しています

アプリケーションアプリケーション
●エクソソームの単離および FACSによるエクソソームマーカーの解析
●エクソソームの網羅的なプロファイリング

構成内容構成内容
●EXO-Prep（49ページ参照）（エクソソームの単離用）
●FACSビーズ
●エクソソームスタンダード（凍結乾燥品、ポジティブ
コントロール）
●一次抗体（ポジティブコントロールとしてエクソソー
ムマーカーを検出、CD9 or CD63）
●二次抗体（Alexa® 488標識）
●サンプルバッファー（抗体のインキュベート用）

使用例使用例

Exo-FACSは、様々なサンプルに由来するエクソソーム
のタンパク質マーカーの解析にご使用いただけます。エク
ソソームとビーズを 4℃で一晩インキュベートして結合さ
せます。その後、特定のエクソソームマーカーに対する蛍
光標識抗体で標識します。メラノーマ（MM1）、神経芽細
胞腫（SH）、神経膠芽腫（U87）の細胞培養上清から精製
したエクソソームに含まれる、3種類のエクソソームマー
カーの発現プロファイルを図に示します。

図　MM1細胞、SH-SY5Y細胞、U87細胞から精製したエクソソームに含まれるエクソソームマーカー
（CD9、CD63、TM9SF4）の FACS解析

次のページへ続く
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■血清、血漿、尿用（検出抗体 ： 抗ヒト CD9）
品名 検出抗体 サンプル 品番 包装 希望販売価格 貯蔵

Exo-FACS kit for analysis of SERUM exosomes 抗ヒト CD9 血清 HBM-FACS-PES 1 kit ￥107,000 S

Exo-FACS kit for analysis of PLASMA exosomes 抗ヒト CD9 血漿 HBM-FACS-PEP 1 kit ￥107,000 S

Exo-FACS kit for analysis of URINE exosomes 抗ヒト CD9 尿 HBM-FACS-PEU 1 kit ￥137,000 S

［HansaBioMed OU　　メーカー略号 ： HNB］

●COLO1細胞株（ヒト大腸がん）
●MM1細胞株（ヒトメラノーマ）
●BLCL21細胞株（EBVで形質転換した Bリンパ芽球様細胞）
●U87 MG細胞株（ヒト神経膠芽腫／星状細胞腫）
●SK-N-SH細胞株（ヒト神経芽細胞腫）
●HCT116細胞株（ヒト大腸がん）

●PC3細胞株（ヒト前立腺腺がん　グレード IV）
●BPH-1細胞株（ヒト前立腺肥大症）
●DAUDI細胞株（ヒトバーキットリンパ腫）
●A549細胞株（肺がん）
●K-562細胞株（慢性骨髄性白血病（胸水））
●マウス B16F10細胞株（マウスメラノーマ）

品名 検出抗体 品番 包装 希望販売価格 貯蔵
Exo-FACS ready to use kit for analysis of exosomes markers 
from cell lines on request 

抗ヒト CD63 HBM-FACS-C 1 kit ￥137,000 S

［HansaBioMed OU　　メーカー略号 ： HNB］

■細胞培養上清用
検出抗体 ： 抗ヒト CD63
下記リストより、ご希望の細胞由来の「エクソソームスタンダード」をお選びいただけます。

品名 品番 包装 希望販売価格 貯蔵
Exo-FACS ready to use kit for analysis of exosomes markers from cell media 
(MSC exosomes)

HBM-FACS-MSC 1 kit ￥160,000 S

［HansaBioMed OU　　メーカー略号 ： HNB］

■MSC（間葉系幹細胞）用
検出抗体 ： 抗ヒト CD63

グライコバイオロジー
ハンドブック第 3版

神経研究ハンドブック タンパク質発現カタログ RNAiハンドブック
第 3版

ゲノム編集ハンドブック
第 3版

好評配布中！
コスモ・バイオのハンドブック

ウェブサイトからカタログ送付依頼【無料】ができます！

www.cosmobio.co.jp

タンパク質発現カタログ

抗体作製ハンドブック
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コンパクトで簡単　蛍光相関分光法（FCS）／蛍光相互相関分光法（FCCS）

『SMART FCCS』は、蛍光相関分光法（FCS、Fluorescence Correlation 

Spectroscopy）または蛍光相互相関分光法（FCCS、Fluorescence Cross 

Correlation Spectroscopy）という手法による解析を従来機や従来法に比
べ簡便に実施できる装置で、蛍光染色試薬や蛍光標識抗体で標識した微粒子
の濃度や大きさなどを測定できます。
従来、FCS解析や FCCS解析を行うためには、共焦点蛍光顕微鏡やフォ

トンカウンティングのための検出器、相関器とソフトウェアを組み合わせた、
大型で非常に煩雑な操作を伴う装置が必要でした。本製品は、卓上のコンパ
クトなサイズとなっており、特許技術である蛍光相関分光装置※ 1を光学系
に搭載することで、従来の装置と比較して小型化および煩雑な作業をなくす
ことができ、さらに解析ソフトウェア※ 2と高性能相関器とを一体化するこ
とにより、測定後すぐに結果を得ることができる解析機器となっています。
※ 1　国立大学法人北海道大学が保有する特許技術（特許第 6667868号）
※ 2　国立研究開発法人産業技術総合研究所で開発

FC / FCCS FC / FCCS 記事 ID検索

SMART FCCS
44131

特長特長
●1～ 200 nmの径の蛍光粒子を測定可能
●2波長のレーザーを装備（Ex. 488, 633 nm）
●単色測定（FCS）、二色測定（FCCS）の両モードを搭載し、簡便に測
定可能
●コスモ・バイオ各種エクソソーム抗体を使用して、FCS/FCCSによ
るエクソソームの定量解析が可能
●膨大な演算はハードで行い、結果がリアルタイムに得られる
●本体はコンパクトで軽量
●本体価格だけでなく、ランニングコストが安い

使用目的使用目的
FCS解析や FCCS解析は、通常は分子間相互作用の解析などに使われま
すが、その原理を近年話題の細胞外小胞のひとつであるエクソソームの検出
や凝集タンパク質の検出などに応用したものが本製品です。2色の蛍光を使
い分けることができるため、これらのマーカーに対する抗体に蛍光標識を付
しておきエクソソームに結合させ、それらを検出することができます。

測定手順測定手順

コンパクトサイズ

次のページへ続く
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測定部の の
測定原理測定原理

❶  サンプル扉を開け、対物レンズ上に超純水を置く

❷  カバーガラスを 1枚乗せる

❸  バックグラウンド測定を行う

❹  Fluorescein（他の標準物質でも良い）をカバーガラス上かつレンズ
の上になる位置に 20 µL以上乗せる

❺  測定する（測定手順はソフト説明参照）

❻  測定終了後、カバーガラスごと廃棄（廃棄方法は実験施設規則に従う）

❼  対物レンズ上の超純水が少なければ補充し、カバーガラスを 1枚乗せる

❽  測定したい試料をカバーガラス上かつレンズの上になる位置に 20 µL

以上乗せる

❾  測定する

10  測定終了後、カバーガラスごと廃棄

11  手順 7～ 10を繰り返し、測定を行う

測定時間は数十秒～数分（ユーザーが設定、デフォルト設定は30秒×5回）
測定終了後すぐに結果表示、測定データは自動保存機能でオートセーブ

ポイント①　　操作方法は簡便

FCS、FCCS測定で得られた膨大なデータ収集と演算を、本体と一体となっている相関器がリアルタイムに行い、接続する PCソフトで粒子濃度、粒子
径の結果まで自動で得るシステムとなっている。膨大な数の演算は本体内蔵の相関器が行うため、接続用 PCには計算負荷がかからない設計である。

ポイント②　　膨大な演算はハードで行い、結果がリアルタイムに得られる

●従来の測定●従来の測定
共焦点レーザー顕微鏡をベースとした測定系でデータを収集

↓
収集されたデータを別途購入する相関器、または高性能な解析用
PCで相関関数の演算

↓
解析ソフトを入れた PCでモデル式フィッティング、粒子濃度、
粒子径の計算結果を得る

●本製品（SMART FCCS）の測定●本製品（SMART FCCS）の測定
SMART FCCS本体で測定、本体内部の相関器が自己／相互相関
演算を行い、接続した PCのソフトでフィッティング、粒子濃度、
粒子径の測定までが自動で行われ、PCに結果が示される。

相関器

使用する消耗品は基本的にカバーガラスのみ。

ポイント③　　本体価格だけでなく、ランニングコストが安い

測定時に必要な道具測定時に必要な道具
●マイクロピペット（100、20、10 µL用）およびチップ
●カバーガラス（No.1規格、厚さ 0.13～ 0.17 µmのもの）
●サンプル用エッペンチューブ

測定時に必要な材料測定時に必要な材料
●超純水（滅菌不要）
●レンズペーパー
●PBSなど検体希釈用の溶液
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蛍光色素標識抗体を用いたエクソソーム検出・定量解析例蛍光色素標識抗体を用いたエクソソーム検出・定量解析例

測定結果例3

(488 nm) (633 nm)(488 nm) (633 nm)

濃度

粒径

xxx [個 /mL]

yyy[ m]

濃度

粒径

xxx [個 /mL]

yyy[ m]

使用抗体
Anti CD63:Tide Fluor™ 2WS 標識
品番 ： SHI-EXO-M02-TF2

Anti CD9:Tide Fluor™ 5 標識
品番 ： SHI-EXO-M01-TF5

a.

b.

c.

d e.

第 1 成分 = 第 2成分 =

a. 抗体の粒子直径
b. 抗体が結合した粒子の直径
c. a で検出した粒子の濃度
d. b で検出した粒子の濃度
e. 2 つの抗体が同時に結合している粒子の濃度

蛍光標識抗体の測定・演算1 蛍光標識抗体を結合させたエクソソームの測定・演算2

仕様仕様
本体仕様
製品サイズ 高さ 230 mm×幅 300 mm×奥行 520 mm

重量 約 8 kg

電源 AC100 V、60 W

光学仕様
励起波長（緑） 488± 10 nm

励起出力（緑） 10 mW以上（光源出射端において）
検出用フィルター（緑） ET535/50m（CHROMA）

検出器（緑） PMT（浜松ホトニクス H10682-210）
励起波長（赤） 633± 10 nm

励起出力（赤） 10 mW以上（光源出射端において）
検出用フィルター（赤） ET665LP-TRF（CHROMA）

検出器（赤） PMT（浜松ホトニクス H10682-01）
蛍光分光用フィルター T570lpxr（CHROMA）

対物レンズ※ 20倍（オリンパス UAPON20XW340）or 
40倍（オリンパス UAPON40XW340）

コリメーター※ 20 mm（Thorlabs C20APC-A）or 
40 mm（Thorlabs C40APC-A）

※対物レンズとコリメーターは選択式で、仕様によって本体価格が変更になります。

解析仕様　マルチプルタウ方式ハードウェア相関器搭載
入力 2チャネル

自己相関 2チャネル（緑、赤各 1チャネル）
相互相関 1チャネル

最小サンプリング時間および
自己相関関数時間分解能 640 ns

［コスモ・バイオ株式会社　　メーカー略号 ： PMC］
品名 品番 包装 貯蔵

SMART FCCS SYSTEM FCCS01 1 set Q

ご選択いただいたコリメーター、対物レンズの種類により価格が変動いたします。

コリメーター、対物レンズ 参考価格
20 mmコリメーター、40倍対物レンズ 665万円
20 mmコリメーター、20倍対物レンズ 650万円
40 mmコリメーター、40倍対物レンズ 670万円
40 mmコリメーター、20倍対物レンズ 655万円
20 mmコリメーター ： 測定領域が広い、集光能力はやや劣る。
40 mmコリメーター ： 測定体積が狭く、集光能力が高い。FCSとしての性能は高い。

SMART FCCSによる HCT116細胞培養上清由来エクソソームを検出した。



EVs　エクソソームを含む細胞外小胞ハンドブック www.cosmobio.co.jp

92 Cosmo Bio Co., LTD.　　お問い合わせ先：TEL: 03-5632-9610　　E-mail: mail@cosmobio.co.jp

機
能
解
析

受
託
サ
ー
ビ
ス

リ
キ
ッ
ド

バ
イ
オ
プ
シ
ー

基
礎（
調
製
・
検
出
）

タンパク質 /
RNA/DNA抽出

遺伝子操作

観察

cf-DNA/
cf-RNA精製

その他

エクソソーム
マーカー抗体

ELISA

FC/FCCS

EVs・
EVs 産生

EVs精製

FC/FCCS

1．はじめに
蛍光相関分光法（Fluorescence Correlation Spectroscopy, 

FCS）の基本的な概念は 1970年代に提案され、それから 90年
代後半の共焦点光学系を利用した実用化と共焦点レーザー走査型
蛍光顕微鏡との融合や、GFPなどの蛍光タンパク質の利用によ
る細胞生物分野への利用拡張など、現在までに様々な改良が行わ
れ、すでに目新しい方法ではない。しかし、in vitro から in vivo

まで同じ測定プラットホームを利用でき、従って、溶液モデル系
やエクソソーム同定などから実際の生細胞内の分子間相互作用の
検出までシームレスに研究を展開可能である。また単一生細胞内
での分子間相互作用を分析する手法として認知・確立されてい
る。さらに FCSの発展的手法である、2種類の、つまり 2色の
蛍光色素を利用する蛍光相互相関分光法（Fluorescence Cross 

Correlation Spectroscopy、FCCS）では、測定条件や測定装
置の光軸調整などにも細心の注意が必要であるものの、細胞内分
子間相互作用を直接検出し、その解離定数（Kd）を決定可能なこ
とが大きな特徴である。

ここではこれら FCSや FCCSの基礎や原理について簡単に述
べるとともに、今度の発展について述べてみたい。FCS/FCCS

の詳細な解説や実際の測定など利用法 1）2）、また発展的手法につ
いては他を参考にして欲しい 3）4）。

2．蛍光相関分光法
蛍光相関分光法の測定原理は、通常の共焦点レーザー顕微鏡の
焦点領域に相当する極微小領域での観測を基本としている（図
1A）。溶液中や細胞内の分子はブラウン運動というランダムな拡
散運動をしているため（図 1B）この極微小な焦点領域ではこのブ
ラウン運動により、絶えず出入りする蛍光分子により蛍光強度揺
らぎを引き起こす（図 1C）。FCS測定はそのような揺らぎの変化
の自己相関関数を求め、その変化から分子の動きを反映する 「拡散

定数」を得る方法である（図 1D）。また、もう一つの特徴として、
蛍光強度の揺らぎの大きさから観察領域に存在する 「分子数」を同
時に知ることも可能である。また焦点領域の大きさ（容量）を利
用すると「蛍光分子の濃度」を得ることが可能となる。

3．蛍光相互相関分光法
蛍光相互相関分光法（Fluorescence Cross Correlation 

Spectroscopy, FCCS）は分子間相互作用分析に重点をおいた測
定方法である。FCCSは 2種類の蛍光色素の蛍光強度変化の同時
性測定から、2種類の分子の「時間的・空間的同時性」、すなわち「相
互作用」を直接求める方法である。

FCCSの厳密な原理と詳細な説明に関しては、他の文献等 1）を
参考にしていただき、ここでは図 2を利用して直感的な原理の説
明を述べる。

相互作用をする生体分子を用意し各々 2種類の蛍光色素を標識
をし、それぞれ青色蛍光と赤色蛍光とする。青色又は赤色に蛍光
標識された分子が結合または同一の複合体に含まれている場合、
2種類の蛍光色素は観察領域に同時に出入りし（図 2A）、青色蛍
光と赤色蛍光の強度変化は同時に検出される確率が高くなる（図
2B）。この同時性の強さを表したのが相互相関関数であり、同時
性の確率が高いと相互相関の振幅は大きくなる（図 2C）。反対に、
2種類の蛍光標識分子が相互作用しないときは、それぞれの蛍光
色素がランダムに観察領域に入るために（図 2D）各々の蛍光強度
変化と（図 2E）蛍光自己相関関数は得られるが、一方で、2つの
シグナルが同時に検出される可能性は低く、従って、相互相関関
数は小さくなる（図 2F）。

このように FCCSは 2種類の分子間の相互作用や複合体形成や
小胞内やその表面に 2種類の分子が共存することの有無を簡単に
見分ける手法として利用可能である。

北海道大学　大学院先端生命科学研究院

金城　政孝　先生

総説  FCSとFCCS　その特徴と今後の展開へ向けて
― エクソソーム研究にも利用可能なFCSとFCCS ―

図 1　蛍光相関分光法（FCS）の原理
A ：  対物レンズ上の生細胞内の FCS測定領域を示す。
B ：  FCSの測定領域は、半径（w）と軸長（2z）で示されるの共焦点領域となる。蛍光分子（〇）がブラウン運動により通過している様子を示す。
C ：  FCS測定領域（B）を蛍光分子が通過するために発生する蛍光強度の揺らぎ。
D ：  蛍光強度揺らぎの相関関数を得る。相関関数の左右のシフトから分子の拡散定数を得て、分子サイズの変化を知る。相関関数の y軸切片から分子数を計算する。
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4．今後の発展
FCS/FCCSはその測定法の確立から既に 50年近い歳月がた
ち、現在までに様々な改良が行われ、すでに目新しい方法ではな
いと述べた。しかし一方で、一般化しているかと言うと、そうで
はない。その大きな原因の 1つは多くの FCS/FCCS測定が共焦
点レーザー走査型蛍光顕微鏡を利用されているために装置の大型
化と複雑さ、調整の煩雑さがある。何故なら FCS/FCCSの定量
性を担保するためには、常に共焦点領域の大きさを一定に保つ必
要がある。そのためにはレーザー光源、試料内の焦点位置と検出
器側の焦点位置におけるピンホール位置を精密に合わせる共焦点
合わせが必要となる。しかし、我々の提案した、ダイクロイック
ミラーの代わりに不等分割型光ファイバーを利用する方法 5）では、
その共焦点位置合わせが必要なくなり、常に最適な条件での測定
が可能となり研究者は測定に専念できることになる。種々の対物
レンズの交換を行っても共焦点位置合わせのためのピンホール調
整は必要なく、様々な条件検討も容易に可能である。（89ページ
で商品をご紹介）

細胞内の新規構造体として、液 -液相分離現象に基づく膜を持
たないオルガネラやタンパク質凝縮体、細胞外に放出される細胞
外微粒子や細胞外小胞（エクソソーム）など、ナノからマイクロメー
トルサイズに至る様々な『細胞由来微粒子』が存在し、その構造
やサイズも多岐に渡る。それら細胞内外の微粒子状構造、形成過
程や生理的な意義等についてはその多くが未解明である。それら
の微粒子の中には様々なタンパク質が発現している。その中から
幾つかの組み合わせを利用して、FCCSを利用して同時発現か否
かを検出することで、細胞由来微粒子の同定が可能となることが
期待される。

参考文献
1)  金城政孝. 蛍光相関分光法の基礎. 原口・木村・平岡 , 編. 新・生細胞蛍光イメージング. 共立出版 ; 

p. 193–221 (2015). 
2)  金城政孝, 山本条太郎. 8, 1 細胞生物学における光ゆらぎ測定 ： 蛍光相関分光法. 柴山・佐藤・岩井・
木村, 編. 光散乱法の基礎と応用. 東京: 講談社 ; p. 287–316 (2014). 

3)  山本条太郎，北村朗，金城政孝. 蛍光相関分光の発展と応用，その最新動向. 生物物理. 59(3) 125–31, 
(2019). 

4)  山本条太郎, 金城政孝. 回転および並進拡散測定による細胞内混雑状態の解析. 月刊 細胞. 53(6) 385–
9, (2021). 

5)  Yamamoto J, Kinjo M. Full fiber-optic fluorescence correlation spectroscopy. Opt 
Express.27(10) 14835, (2019). 

図 2　蛍光相互相関分光法（FCCS）の原理
A, D ： FCCSの観察領域を通過する 2種類の蛍光分子の動き。　B, E ： 観察される蛍光強度変化。　
C, F ： 蛍光強度シグナルから求められる蛍光自己相関関数（赤、青）と相互相関関数（黒）。
（A）2種類の蛍光色素になんらかの相互作用（結合、局在など）があると、（B）赤と青の同時シグナル変化が検出され、それぞれの蛍光の自己相関関数と、（C）2つの掛け合わせである相互相関関数が求められる。
（D）2種類の蛍光色素に相互作用がないと、（E）赤と青のシグナルに同時性はなく、（F）そのために低い相互相関関数となる。
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グライコバイオロジー
ハンドブック第 3版

神経研究ハンドブック タンパク質発現カタログ RNAiハンドブック
第 3版

ゲノム編集ハンドブック
第 3版

好評配布中！
コスモ・バイオのハンドブック

ウェブサイトからカタログ送付依頼【無料】ができます！

www.cosmobio.co.jp

タンパク質発現カタログ

抗体作製ハンドブック
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第 3章　リキッドバイオプシー
Liquid biopsy

商品／内容

97ページ～ 循環セルフリー DNA精製キット 循環セルフリー DNA精製キット（血漿／血清用）

循環セルフリー DNA精製キット（尿用）

cfPure® セルフリー DNA（cfDNA）精製キット（血漿／血清用）

101ページ～ 循環セルフリー RNA精製キット 尿用

103ページ～ エクソソーム精製 & 遊離循環 RNA分離キット 血漿／血清用、尿用

105ページ～ 遊離 RNA精製キット Slurry Format（血清／血漿用、全サイズ RNA分離）

106ページ～ 循環セルフリー & ウイルス核酸精製キット 血漿／血清用、尿用

108ページ～ cf-DNA / cf-RNA保存チューブ 血漿中の cf-DNA / cf-RNA保存チューブ

109ページ～ cf-DNAと腫瘍由来 EVsDNA SeleCTEV™ DNA Enrichment Kit

110ページ～ ライブラリ調製 NEXTflex™ Cell Free DNA-Seq Kit 2.0

111ページ～ がん研究用のエクソソーム精製 evGAG Extracellular vesicles Purification Kit

がんの検出と治療におけるエクソソームのバイオマーカー
リキッドバイオプシー（Liquid Biopsy）には、組織（Liquidでなく Solid）を採取して生検をする従来の Biopsyに比べ、採取に伴

う侵襲が少ないこと、何度も検査を実施しても患者の負担にならないことなどの長所があります。リキッドバイオプシーの研究はがんの
検査への活用のためにも進められています。通常と発現量の異なるタンパク質や核酸を豊富に含むがん由来エクソソームが注目され、様々
ながん早期診断、病期分類、予後予測のバイオマーカーとして研究が進んでいます。

参考文献参考文献
1)  Figure from Yu et al. 2022.1 Reproduced under the Creative Commons license.
2)  Yu, D., Li, Y., Wang, M., Gu, J., Xu, W., Cai, H., Fang, X., & Zhang, X. Exosomes as a new frontier of cancer liquid biopsy. Molecular Cancer 21 (2022). https://doi.org/10.1186/s12943-

022-01509-9
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エクソソームには、その内包物質、特異的な送達様式／細胞指
向性、偏在性から、診断や薬物送達での応用が期待されています。
エクソソームは分泌細胞に由来するタンパク質や核酸を含むため、
疾病の診断やモニタリングに用いる研究が進められています 1）。
例えば、メラノーマ患者では血中エクソソーム CD63濃度が上昇
することが報告されています 2）。また、タウタンパク質を含むエ
クソソームは、初期のアルツハイマー病の発症を検知するために
使用できる可能性が示唆されています 3）。

診断に応用できる可能性に加え、エクソソームは薬物送達シス
テムへの応用も期待されています 4）。現在のナノ粒子による薬物
送達システムの欠点として、患部に到達する前に薬物が放出して
しまうことや、免疫原性が高いといった点が挙げられます。しかし、
エクソソームは免疫原性が低く、薬物を内包させることが可能で
あり、表面分子を介して特定の細胞を標的化することができます。
また、エクソソームは血液脳関門（BBB、blood-brain barrier）
を通過することができるほど小さいことから、神経変性疾患や脳
腫瘍の治療に応用できる可能性があります 5）。

最新の研究により、エクソソームの様々な役割が明らかになっ
ています。例えば、Chengらは、エクソソームが心筋梗塞後の心
臓組織修復に関与し、骨髄前駆細胞を動員するmiRNAを伝達す
ることを示しました 6）。また、テキサス大学医学部の Ramkumar 

Menonのグループは、母親由来のエクソソームが成長中の胎児に
送達され、組織機能に影響を及ぼす可能性があることを明らかに
しました 7）。がんに関する分野では、Chenらが転移性病変部位
から分泌される PD-L1を含むエクソソームが腫瘍による免疫抑制
効果を増強し、がん免疫療法実施後の転帰不良と関連することを
報告しています 8）。最後に、Fanらは、がん細胞が既知の経路と
は異なるエクソソーム形成経路を介して、発がん促進性エクソソー
ムを分泌する可能性を示しました 9）。

参考文献
1)  CL Chen, et al. Comparative and targeted proteomic analyses of urinary 

microparticles from bladder cancer and hernia patients. J Proteome Res. 

2012 Dec 7;11(12):5611-29.

2)  M Logozzi, et al. High levels of exosomes expressing CD63 and caveolin-1 

in plasma of melanoma patients. PLoS One. 2009;4(4):e5219.

3)  S Saman, et al. Exosome-associated tau is secreted in tauopathy models 

and is selectively phosphorylated in cerebrospinal fluid in early Alzheimer 

disease. J Biol Chem. 2012 Feb 3;287(6):3842-9.

4)  N Arrighetti, et al. Exosome-like Nanovectors for Drug Delivery in Cancer. 

Curr Med Chem. 2019;26(33):6132-6148.

5)  L Alvarez-Erviti, et al. Delivery of siRNA to the mouse brain by systemic 

injection of targeted exosomes. Nat Biotechnol. 2011 Apr;29(4):341-5.

6)  M Cheng, et al. Circulating myocardial microRNAs from infarcted hearts 

are carried in exosomes and mobilise bone marrow progenitor cells. Nat 
Commun. 2019 Feb 27;10(1):959.

7)  S Sheller-Miller, et al . Cyclic-recombinase-reporter mouse model to 

determine exosome communication and function during pregnancy. Am J 
Obstet Gynecol. 2019 Nov;221(5):502.e1-502.e12.

8)  G Chen, AC Huang, et al. Exosomal PD-L1 contributes to immunosuppression 

and is associated with anti-PD-1 response. Nature. 2018 Aug;560(7718):

382-386.

9)  SJ Fan, B Kroeger, et al. Glutamine deprivation alters the origin and function 

of cancer cell exosomes. EMBO J. 2020 Aug 17;39(16):e103009.

エクソソーム
― 小さな「プレイヤー」が果たす大きな役割 ―

プロテインテック社のエクソソーム研究用抗体は、71ページに掲載
しています。
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使用例使用例

図 1　Microキットを用いて、抗凝固剤としてクエン酸を添加した血液から調製した
血清（50、100、200 µL）から循環 DNAを精製し、Q社の同等商品と比較した。
精製した DNA 2 µLを qPCRのテンプレートとして使用し、精製したハウスキーピング 5S rRNA遺
伝子の相対量を評価した。5S rRNA遺伝子の相対量は、インプットしたサンプル量に応じて、直線的
に増加した。本キットは、他社商品と比較して、ハウスキーピング 5S rRNA遺伝子の回収率が高いこ
とが示された。
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図 2　Microキットを用いて、抗凝固剤としてクエン酸を添加した血液から調製した
血清（50、100、200 µL）から、循環 DNAを精製した。
精製した DNA 2 µLを qPCRのテンプレートとして使用し、様々な量の血清から精製したハウスキー
ピング5S rRNA遺伝子の直線性を評価した。50 µLの血漿から精製した5S rRNA遺伝子量に対して、
100 µLの血漿からの回収率は 96%であった。また、100 µLの血漿から精製した 5S rRNA遺伝子
量に対して、200 µLの血漿からの回収率は 97%であった。
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図 3　本キットを用いて、血清（50、100、200 µL）から DNAを単離した。
溶出量を増やした（2、4、8 µL）DNAを用いて、反応容量 20 µLで qPCRを行い、Ct値の変動を
検討した。テンプレート量の増加に伴い Ct値が上昇する場合は、サンプル中に PCR阻害物質が存在
する可能性がある。溶出量を増やした DNAを qPCRのテンプレートに用いても Ct値への影響は見
られず、実際には、PCRインプット量の増加に伴い Ct値が低下する傾向にあることから、本キット
で精製した DNAは、血漿中に存在する一般的な阻害物質を含まないことが示される。
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スピンカラムだから簡単！無償サンプルもあります

cf-DNA/cf-RNA 精製 c f - DNA 記事 ID検索

循環セルフリー DNA精製キット（血漿／血清用）
15812

血漿／血清サンプル（フレッシュ／凍結）から、PCR阻害物質を含まな
い高品質な循環セルフリー DNA（cfc-DNA ： cell-free circulating DNA）
を、スピンカラム法により迅速に単離できるキットです。本キットは、血
漿／血清サンプル（フレッシュ／凍結）から全てのサイズの cfc-DNAを単
離し、使用目的に合わせた量（25 µLから 100 µLの範囲）で溶出するこ
とができます。精製した血漿／血清 cfc-DNAは、PCR・qPCR・メチル
化感受性 PCR法・サザンブロット解析・マイクロアレイ・次世代シーケン
シング（NGS）等のアプリケーションに使用可能です。cf-DNA / cf-RNA

保存チューブから単離した血漿と組み合わせることも可能で、サンプル量に
合わせて複数のキットからお選びいただけます。

PCR阻害物質を含まない cfc-DNAを単離

特長特長
●血漿・血清サンプルから全てのサイズの循環 DNAを迅速・簡単に精製
●循環 DNAを使用目的に合わせた溶出量に濃縮
●PCR阻害物質を含まない循環セルフリー DNAを単離

構成内容構成内容
●結合バッファー
●プロテイナーゼ K

●溶液WN

●洗浄溶液 A

●溶出バッファー B

●スピンカラム
●コレクションチューブ
●溶出チューブ（1.7 mL）
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血漿／血清用 循環セルフリー DNA精製キット

仕様 Microキット
品番 ： 55500

Miniキット
品番 ： 55100

Midiキット
品番 ： 55600

Maxiキット
品番 ： 55800

包装 50プレップ 50プレップ 20プレップ 10プレップ
サンプルの種類 血漿／血清
抗凝固剤（血漿用） EDTA／クエン酸／ヘパリン
対応できるサンプル量 10～ 200 μL 200～ 500 μL 1～ 4 mL 5～ 10 mL

最小溶出量 25 μL

最大溶出量 50 μL

10回の精製にかかる時間 15～ 20分 15～ 20分 40～ 45分 40～ 45分
精製できる DNAのサイズ ≥ 50 bp

平均的な収量 サンプルにより異なる

［Norgen Biotek Corp.　　メーカー略号 ： NOG］
品名 対応できるサンプル量 品番 包装 希望販売価格 貯蔵

血漿／血清用 循環セルフリー DNA精製Microキット 10～ 200 μL 55500 50 preps ￥60,000 Q

血漿／血清用 循環セルフリー DNA精製Miniキット 200～ 500 μL 55100 50 preps ￥77,000 Q

血漿／血清用 循環セルフリー DNA精製Midiキット 1～ 4 mL 55600 20 preps ￥92,000 Q

血漿／血清用 循環セルフリー DNA精製Maxiキット 5～ 10 mL 55800 10 preps ￥56,000 Q

グライコバイオロジー
ハンドブック第 3版

神経研究ハンドブック タンパク質発現カタログ RNAiハンドブック
第 3版

ゲノム編集ハンドブック
第 3版

好評配布中！
コスモ・バイオのハンドブック

ウェブサイトからカタログ送付依頼【無料】ができます！

www.cosmobio.co.jp

タンパク質発現カタログ

抗体作製ハンドブック
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尿サンプル（フレッシュ／保存／凍結のいずれも可）から、PCR阻害物
質を含まない高品質な循環セルフリー DNA（Cell-Free Circulating DNA）
を精製・濃縮するキットです。精製した尿中 DNAは、PCR、qPCR、メ
チル化感受性制限酵素 PCR、サザンブロット分析、マイクロアレイ、次世
代シーケンシング（NGS）などにご使用いただけます。

特長特長
●尿サンプル（フレッシュ／保存／凍結）から全てのサイズの循環 DNA

（circulating DNA）を分離
●循環 DNAを使用目的に応じた溶出量に濃縮（50～ 100 μL）
●PCR阻害物質を含まない循環セルフリー DNAを分離
●一般的な尿防腐剤に対応

構成内容構成内容
●結合溶液 K

●溶解バッファー A

●プロテイナーゼ K

●洗浄溶液 A

●溶出バッファー B

●スピンカラム
●コレクションチューブ
●溶出チューブ（1.7 mL）

スピンカラムだから簡単！

cf-DNA/cf-RNA 精製 c f - DNA 記事 ID検索

循環セルフリー DNA精製キット（尿用）
15118

仕様 Miniキット
品番 ： 56600

Midiキット
品番 ： 56700

Maxiキット
品番 ： 56800

サンプルの種類 フレッシュ／凍結した尿
サンプル量 250 μL～ 2 mL 2～ 10 mL 10～ 30 mL

溶出量 50～ 100 μL

精製に要する時間 15～ 20分 40～ 45分 40～ 45分
精製できる

DNAのサイズ ≥ 50 bp

収量 サンプルにより異なる

尿サンプル（セルフリー）

結合溶液Kを添加＆
ボルテックス

カラムに移す

洗浄
フロースルーを捨てる

濃縮する

溶解バッファーAと
エタノールを炭化＆
ボルテックス

Miniスピンカラム
に移す

遠心＆繰り返す

残った化合物を移す

洗浄2回

50µLで溶出
（回収率を最大にする
ために、必要に応じて
溶出を繰り返す）

精製したDNA

0.4mLで溶出

プロテイナーゼK
を添加し、
55ドで10分間
インキュベート

図 1　Midi キット（品番 ： 56700）プロトコール

図 2　異なる量の尿サンプルを用いた循環セルフリー DNAの精製
本キットを用いて、500 μL、1 mL、2 mLのフレッシュな尿から循環 DNA（circulating DNA）を
精製した。精製した DNA 2 μLを qPCRのテンプレートとして使用し、精製したハウスキーピング遺
伝子 5S rRNAの相対量を評価した。5S rRNA遺伝子の相対量は、サンプル量に応じて直線的に増加
した。

使用例使用例

図 3　尿サンプル量の増加に対応した DNA収量の直線性
本キットを用いて、500 μL、1 mL、2 mLのフレッシュな尿から循環 DNA（circulating DNA）を
精製した。精製した DNA 2 μLを qPCRのテンプレートとして使用し、異なる量の尿から精製したハ
ウスキーピング遺伝子 5S rRNA量の直線性を評価した。500 μLの尿から精製した 5S rRNA遺伝子
量に対して、1 mLの尿からの回収率は 97%であった。また、1 mLの尿から精製した 5S rRNA遺
伝子量に対して、2 mLの尿からの回収率は 92%であった。
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cf-DNA/cf-RNA 精製 c f - DNA 記事 ID検索

cfPure® セルフリー DNA（cfDNA）精製キット（血漿／血清用）
17715

血漿・血清中のセルフリー DNAを分離・精製するキットです。シリカ
でコートされた常磁性粒子によって、1 mL以下の少量から 10 mL以上の
大容量までの血清や血漿に含まれる cfDNAの精製が可能です。回収した
DNAは qPCRや NGS、バイサルファイトシーケンスなど幅広いアッセイ
にご使用いただけます。

特長特長
●磁気ビーズによる分離・精製
●再現性が高く、高収量・高効率
●アッセイ時間が短く、スケール調整が可能
●回収した DNAは様々なアッセイに使用可能

図　健常ドナー由来プラズマ 5 mLから DNAを抽出したところ 150～ 200 bpに 28.3 ngの cfDNA

が抽出できた。

表 1　4ドナーのプラズマ 1 mLから抽出した DNA量
2回の実験間で抽出量にほぼ差はなかった。

Plasma ID Total DNA Recovered（ng）

A
7

7.05

B
32.45
33.5

C
26.8
27.7

D
10.9
10.9

表 2　他社との性能比較
3ドナーの plasma 2 mLから DNA抽出を行った cfDNA量は他社製の磁気ビーズ式のキットよりも多く
の収量が得られた。
また cfDNA内の ALUシーケンス量を qPCRにより確認したところ、他社より多くの ALUシーケンス量
が確認できた。

抽出
キット

サンプル
番号

血漿 1 mLあたりの
cfDNAの収量
（ng）

plasma 1 mLあたりの
115 nt ALUシーケンス

cfDNA回収量（ng）
他社商品

1
4.99 1.97

本商品 6.35 2.53
他社商品

2
6.18 3.21

本商品 8.28 3.93
他社商品

3
6.93 3.79

本商品 7.5 3.87

表 3　NGSでのシーケンス結果の比較
抽出した cfDNAを NGSにより解析したところ、ターゲットおよびマップのリード結果に差は見られな
かった。

Sample Name 他社商品 本商品
On-Target Reads 0.993 0.994 0.994 0.994
Mapped Reads 0.974 0.992 0.966 0.991

［BioChain Institute Inc.　　メーカー略号 ： BCH］
品名 品番 包装 希望販売価格 貯蔵

cfPure® Cell Free DNA Extraction Kit K5011610
K5011625

1 kit（100 mL）
1 kit（250 mL）

￥100,500
￥176,000

Q
Q

回収後に適用可能なアッセイ回収後に適用可能なアッセイ
●PCR

●qPCR

●次世代シーケンス
●バイサルファイトシーケンス

［Norgen Biotek Corp.　　メーカー略号 ： NOG］
品名 サンプル量 品番 包装 希望販売価格 貯蔵

尿用循環セルフリー DNA精製Miniキット 250 µL～ 2 mL 56600 50 preps ￥91,000 Q

尿用循環セルフリー DNA精製Midiキット 2～ 10 mL 56700 20 preps ￥97,000 Q

尿用循環セルフリー DNA精製Maxiキット 10～ 30 mL 56800 10 preps ￥57,000 Q

図 4　尿中循環セルフリー DNAに含まれる阻害物質量の測定
本キットを用いて、500 µL、1 mL、2 mLの尿から DNAを単離した。溶出量を増やした（2、4、8 µL）DNA

を用いて、反応容量 20 µLで qPCRを行い、Ct値の変動を検討した。テンプレート量の増加に伴い Ct値が上昇
する場合は、サンプル中に PCR阻害物質が存在する可能性がある。溶出量を増やした DNAを qPCRのテンプレー
トに用いても Ct値への影響は見られず、テンプレート量の増加に伴い Ct値が低下する傾向にあることから、本キッ
トで精製した DNAは尿中に存在する一般的な阻害物質を含まないことが示される。
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尿サンプルから Cell-Free Circulating RNAを精製・濃縮

背景背景
■ 尿中の循環セルフリー RNA（cf-RNA）
尿検体からがんバイオマーカーを検出する利点は、非侵襲性でありながら
大量に検体を採取できることです。また、同一の人物から繰り返し検体を採
取することが可能であることから、長期的な研究が容易です。
がんバイオマーカーの探索に、血液や組織サンプル、その他の体液ではな
く、尿の核酸を用いる利点として、以下の 3点があげられます。
（1） 尿を介して HIVに感染する可能性はなく、その他の多くの病原体に

感染する可能性も低い
（2） 尿の核酸の特性は血漿や血清と同様である
（3） 尿はタンパク質濃度が低く（血液の 1,000倍低い）、核酸の精製が

技術的に容易である

特長特長
●全てのサイズの循環 RNA（circulating RNA）、エクソソーム由来の

RNA（exosomal RNA）、miRNA（microRNA）を分離
●様々な量の尿サンプルに対応（3種の包装のキットをご用意）
●フェノール抽出不要
●キャリア RNA不要
●循環 RNA・エクソソーム RNAを使用目的に応じた溶出量に濃縮
（50～ 100 µL）
●短時間で高品質な RNAを精製
 （Miniキット ： 25～30分、Midiキット／Maxiキット ： 40～45分）

仕様 Miniキット
品番 ： 56900

Midiキット
品番 ： 57000

Maxiキット
品番 ： 57100

サンプルの種類 フレッシュ／凍結した尿
サンプル量 250 µL～ 2 mL 2～ 10 mL 10～ 30 mL

溶出量 50～ 100 µL

精製に要する時間 25～ 30分 40～ 45分 40～ 45分
精製できる

RNAのサイズ
全てのサイズ、

miRNAおよび small RNA（＜ 200 nt）を含む
収量 サンプルにより異なる

各キットの比較各キットの比較

仕様 Miniキット
品番 ： 56900

Midiキット
品番 ： 57000

Maxiキット
品番 ： 57100

回数 50プレップ 20プレップ 10プレップ

結合溶液 K 25 mL 75 mL
1× 75 mL

1× 25 mL

溶解バッファー A 30 mL 20 mL 20 mL

洗浄溶液 A 18 mL

溶出溶液 A 6 mL

Miniスピンカラム 50 20 10
Midiスピンカラム ― 20 ―
Maxiスピンカラム ― ― 10
コレクション
チューブ 50 20 10

溶出チューブ
（1.7 mL） 50 20 10

構成内容構成内容 プロトコールプロトコール
■ Midiキット（品番 ： 57000）プロトコール

尿サンプル（セルフリー）

結合溶液Kを添加＆
ボルテックス

カラムに移す

フロースルーを捨てる

溶解バッファーA
400µLを添加＆遠心

さらに溶解バッファーA
400µLを添加＆遠心

再ロード＆
室温で20分間
インキュベート

遠心後、
イソプロパノール
を添加＆
ボルテックス

濃縮する

Miniスピンカラム
に移す

遠心＆繰り返す

残った化合物を移す

洗浄2回

50µLで溶出
（回収率を最大にする
ために、必要に応じて
溶出を繰り返す）

精製したRNA

尿サンプル（フレッシュ／保存／凍結のいずれも可）から、PCR阻害物
質を含まない高品質な循環セルフリー RNA（エクソソーム RNA、ウイル
ス RNAを含む）を精製・濃縮できるキットです。
精製した尿中 RNAは、PCR、qPCR、メチル化感受性逆転写 qPCR

（methylation-sensitive reverse transcription qPCR）、RT-PCR、ノー
ザンブロット法、RNaseプロテクションアッセイ、プライマー伸長法、発
現アレイ、次世代シーケンシング（NGS）などにご使用いただけます。

ご使用になる尿サンプル量に対応した、3種のスケールのキットをご用意
しております。

アプリケーションアプリケーション
精製した RNAは、様々な分子生物学実験にご使用いただけます。
●RT-qPCR（Reverse transcription qPCR）
●RT-PCR（Reverse transcription PCR）
●ノーザンブロット
●RNaseプロテクションアッセイおよびプライマー伸長法
●発現アレイ
●miRNAアレイ
●RNA-Seq（RNAシーケンシング）
●Nanostring

●Fluidigm

●Droplet / Digital PCR

cf-DNA/cf-RNA 精製 c f - RNA 記事 ID検索

循環セルフリー RNA精製キット（尿用）
15119

次のページへ続く
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使用例使用例

■ Miniキット（品番 ： 56900）の使用例
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図 1　異なる量の尿サンプルを用いた循環セルフリー RNAおよびエクソソーム由来
の RNA精製
本キットを用いて、0.5、1、2 mLの尿サンプルから循環セルフリー RNA（cell-free circulating 

RNA）およびエクソソーム由来の RNAを精製した。精製した RNA 2 µLを RT-qPCRのテンプレー
トとして使用し、精製したハウスキーピング遺伝子 5S rRNA転写物（A）およびmiR-21（B）の増
幅を評価した。5S rRNA転写物（A）およびmiR-21（B）の平均 Ct値は、どちらもサンプル量の増
加に応じて直線的に低下した。

A

B

1 mL0.5 mL 2 mL

1 mL0.5 mL 2 mL

0.27
0.52

0.99

100 96 96
1.2

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0.0

120

100

80

60

40

20

0

100

0.13

0.23

0.47

92
100

0.5
0.5
0.4
0.4
0.3
0.3
0.2
0.2
0.1
0.1
0.0

Re
la
tiv
e 
Am
ou
nt
 o
f t
he
 5
S 

rR
NA
 T
ra
ns
cr
ip
t 

Re
la
tiv
e 
Am
ou
nt
 o
f m
iR
-2
1

120

100

80

60

40

20

0

%
 o
f L
in
ea
rit
y

%
 o
f L
in
ea
rit
y

図 2　尿サンプル量の増加に対応した RNA収量の直線性
本キットを用いて、0.5、1、2 mLの尿サンプルから循環セルフリー RNA（Cell-Free Circulating 

RNA）を精製した。精製した RNA 2 µLを RT-qPCRのテンプレートとして使用し、異なる量の尿か
ら精製したハウスキーピング遺伝子 5S rRNA転写物（A）およびmiR-21（B）量の直線性を評価した。
0.5 mLの尿中に存在する 5S rRNA転写物の量に対して、1 mLの尿からの回収率は 96%であった。
また、1 mLの尿中に存在する 5S rRNA転写物の量に対して、2 mLの尿からの回収率は 96%であっ
た。
miR-21については、0.5 mLの尿中に存在するmiR-21量に対して、1 mLの尿からの回収率は
92%であった。また、1 mLの尿中に存在するmiR-21量に対して、2 mLの尿からの回収率は
100%であった。
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図 3　尿中循環セルフリー RNAに含まれる阻害物質量の測定
本キットを用いて、0.5、1、2 mLの尿から RNAを単離した。溶出量を増やした（2、4、8 µL）
RNAを用いて、反応容量 20 µLで qPCRを行い、Ct値の変動を検討した。テンプレート量の増加に
伴い Ct値が上昇する場合は、サンプル中に PCR阻害物質が存在する可能性がある。溶出量を増やし
た RNAを qPCRのテンプレートに用いても Ct値への影響は見られず、テンプレート量の増加に伴
い Ct値が低下する傾向にあることから、本キットで精製した RNAは尿中に存在する一般的な阻害物
質を含まないことが示される。

［Norgen Biotek Corp.　　メーカー略号 ： NOG］
品名 対応サンプル量 品番 包装 希望販売価格 貯蔵

Urine Cell-Free Circulating RNA Purification Mini Kit 250 µL～ 2 mL 56900 50 preps ￥97,000 Q

Urine Cell-Free Circulating RNA Purification Midi Kit 2～ 10 mL 57000 20 preps ￥95,000 Q

Urine Cell-Free Circulating RNA Purification Maxi Kit 10～ 30 mL 57100 10 preps ￥58,000 Q
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エクソソーム精製 &遊離循環 RNA分離キット（血漿／血清用）
16036

血清または血漿サンプルからエクソソームの精製とエクソソーム由来の
RNAの単離、さらには遊離循環 RNAの単離を連続して行うことができる
キットです。本キットは、Norgen社独自のスピンカラムクロマトグラフィー
を用いて、全てのサイズのエクソソームまたは細胞外小胞（extracellular 

vesicles）由来の RNA、遊離循環 RNAを精製することができます。
他社のキットとは異なり、特別な装置や沈殿試薬、フェノール／クロロ
ホルム抽出やプロテアーゼ処理は必要ありません。また、使用目的に合わ
せて溶出量を調整することができます（50～ 100 µL）。精製後の遊離循環
RNAは、エクソソーム由来の RNAを含まず、PCR、qPCR、RT-PCR、ノー
ザンブロット法、RNaseプロテクションアッセイ、プライマー伸長法、発
現アレイなどにご使用いただけます。

仕様仕様

仕様 Miniキット
品番 ： 59500

Midiキット
品番 ： 59600

Maxiキット
品番 ： 59700

サンプルの種類 血清／血漿
サンプル量 50 µL～ 1 mL 1～ 4 mL 4～ 10 mL

精製できる
RNAのサイズ

全てのサイズ
miRNAおよび small RNA（＜ 200 nt）を含む

溶出量 50～ 100 µL

10回の精製に
かかる時間 35～ 40分 40～ 45分

平均的な収量 サンプル量により異なる

特長特長
●miRNAを含む全サイズのエクソソーム／細胞外小胞由来の RNA、
遊離循環 RNAを分離

●様々な量の血清・血漿サンプルに対応
 （Miniキット ： 50 µL～ 1 mL、Midiキット ： 1～ 4 mL、Maxiキッ
ト ： 4～ 10 mL）

●サイズやGC含有量に関わらず全ての RNAを結合・溶出
●時間を要する超遠心分離、ろ過、特別なシリンジは不要
●オーバーナイトインキュベーション不要
●沈殿試薬のコンタミネーションなし

構成内容構成内容
●Slurry E

●ExoC バッファー
●ExoR バッファー
●溶解バッファー A

●溶解添加剤 B

●洗浄溶液 A

●溶出溶液 A

●Mini フィルタースピンカラム※

●Mini スピンカラム※

●コレクションチューブ
●溶出チューブ（1.7 mL）
※Midi キット、Maxiキットにも含まれます。

使用例使用例

図 2　異なる量の血漿サンプルを用いた遊離循環 RNAの精製
Miniキット（品番 ： 59500）を用いて、エクソソーム由来のRNAを分離後、遊離循環RNAを精製した。
精製した RNA 2 µLを RT-qPCRのテンプレートとして使用し、血漿中の遊離循環 RNAに含まれる
miR-21の増幅を評価した。
（A）miR-21の平均 Ct値は、どちらもサンプル量の増加に応じて直線的に低下した。
（B） 血漿中の遊離循環 RNAに含まれるmiR-21の相対量は、90%以上の回収率を示し、サンプル

量の増加に応じて直線的に増加した。

図 1　異なる量の血漿サンプルを用いたエクソソーム由来 RNAの精製
Miniキット（品番 ： 59500）を用いて、エクソソーム由来の RNAを精製した。精製した RNA 2 µL

を RT-qPCRのテンプレートとして使用し、血漿エクソソーム由来のmiR-26aの増幅を評価した。
（A）miR-26aの平均 Ct値は、どちらもサンプル量の増加に応じて直線的に低下した。
（B） 血漿エクソソーム由来のmiR-26aの相対量は、90%以上の回収率を示し、サンプル量の増加に

応じて直線的に増加した。

［Norgen Biotek Corp.　　メーカー略号 ： NOG］
品名 対応サンプル量 品番 包装 希望販売価格 貯蔵

Plasma/Serum Exosome and Free-Circulating RNA Isolation Mini Kit 50 µL～ 1 mL 59500 50 preps ￥306,000 Q

Plasma/Serum Exosome and Free-Circulating RNA Isolation Midi Kit 1～ 4 mL 59600 25 preps ￥262,000 Q

Plasma/Serum Exosome and Free-Circulating RNA Isolation Maxi Kit 4～ 10 mL 59700 15 preps ￥197,000 Q
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エクソソーム精製 &遊離循環 RNA分離キット（尿用）
16035

様々な量のサンプル量に対応可能

尿用 エクソソーム精製 &遊離循環 RNA分離キットは、尿サンプルか
らエクソソームの精製とエクソソーム由来の RNAの単離、さらには遊離
循環 RNAの単離を連続して行うことができるキットです。本キットは、
Norgen社独自のスピンカラムクロマトグラフィーを用いて、全てのサイズ
のエクソソームまたは細胞外小胞（extracellular vesicles）由来の RNA、
遊離循環 RNAを精製することができます。
他社のキットとは異なり、特別な装置や沈殿試薬、フェノール／クロロ
ホルム抽出やプロテアーゼ処理は必要ありません。また、使用目的に合わ
せて溶出量を調整することができます（50～ 100 µL）。精製後の遊離循環
RNAは、エクソソーム由来の RNAを含まず、PCR、qPCR、RT-PCR、ノー
ザンブロット法、RNaseプロテクションアッセイ、プライマー伸長法、発
現アレイなどにご使用いただけます。

特長特長
●miRNAを含む全サイズのエクソソーム／細胞外小胞由来の RNA、
遊離循環 RNAを分離

●様々な量の尿サンプルに対応
 （Miniキット ： 250 µL～1 mL、Midiキット ： 2～10 mL、Maxiキッ
ト ： 11～ 30 mL）

●サイズやGC含有量に関わらず全ての RNAを結合・溶出
●時間を要する超遠心分離、ろ過、特別なシリンジは不要
●オーバーナイトインキュベーション不要
●沈殿試薬のコンタミネーションなし

構成内容構成内容
●Slurry E

●ExoCバッファー
●ExoRバッファー
●溶解バッファー A

●溶解添加剤 B

●洗浄溶液 A

●溶出溶液 A

●Miniフィルタースピンカラム※

●Miniスピンカラム※

●コレクションチューブ
●溶出チューブ（1.7 mL）
※Midi キット、Maxiキットにも含まれます。

使用例使用例

［Norgen Biotek Corp.　　メーカー略号 ： NOG］
品名 対応サンプル量 品番 包装 希望販売価格 貯蔵

Urine Exosome and Free-Circulating RNA Isolation Mini Kit 250 µL～ 1 mL 59200 50 preps ￥338,000 Q

Urine Exosome and Free-Circulating RNA Isolation Midi Kit 2～ 10 mL 59300 25 preps ￥302,000 Q

Urine Exosome and Free-Circulating RNA Isolation Maxi Kit 4～ 10 mL 59400 15 preps ￥229,000 Q

仕様 Miniキット
品番 ： 59200

Midiキット
品番 ： 59300

Maxiキット
品番 ： 59400

サンプルの種類 尿
サンプル量 250 µL～ 1 mL 2～ 10 mL 11～ 30 mL

精製できる
RNAのサイズ

全てのサイズ
miRNAおよび small RNA（＜ 200 nt）を含む

溶出量 50～ 100 µL

10回の精製に
かかる時間 35～ 40分 40～ 45分

平均的な収量 サンプル量により異なる

仕様仕様

図 1　異なる量の尿サンプルを用いたエクソソーム由来 RNAの精製
Miniキット（品番 ： 59200）を用いて、エクソソーム由来の RNAを精製した。精製した RNA 2 µL

を RT-qPCRのテンプレートとして使用し、尿エクソソーム由来のmiR-30aの増幅を評価した。
（A）miR-30aの平均 Ct値は、どちらもサンプル量の増加に応じて直線的に低下した。
（B） 尿エクソソーム由来のmiR-30aの相対量は、90%以上の回収率を示し、サンプル量の増加に応

じて直線的に増加した。
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図 2　異なる量の尿サンプルを用いた遊離循環 RNAの精製
Miniキット（品番 ： 59200）を用いて、エクソソーム由来の RNAを分離後、遊離循環 RNAを精製
した。精製した RNA 2 µLを RT-qPCRのテンプレートとして使用し、尿中遊離循環 RNAに含まれ
るmiR-21の増幅を評価した。
（A）miR-21の平均 Ct値は、どちらもサンプル量の増加に応じて直線的に低下した。
（B） 尿中遊離循環 RNAに含まれるmiR-21の相対量は、90%以上の回収率を示し、サンプル量の

増加に応じて直線的に増加した。
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循環 RNAやエクソソーム由来 RNA、さらにはmiRNAといった全サイズの RNAを分離

Norgen社独自の樹脂が分離用マトリックスとして使用されており、循環 RNAやエクソソーム由来 RNA、さらにはmiRNAといった全サイズの RNAを
分離することが可能です。凍結サンプルからの RNA分離や低濃度のサンプル（ヒト血漿で 1～ 100 ng/mL程度の循環 RNA）の濃縮も可能です。
通常、遊離循環 RNAやエクソソーム由来 RNAの収量はサンプル量に依存し、血清／血漿中の RNA量は個人の健康状態や血中のヌクレアーゼレベルに依
存します。本キットは EDTAもしくはクエン酸処理済の血液サンプルから調製した血清／血漿サンプルでも対応可能です。ただし、ヘパリン処理済サンプル
は、ヘパリンが RT-PCRなどのダウンストリームのアプリケーションに大きく干渉する恐れがあるため、使用しないでください。
分離した RNAは、溶出液に回収されます。回収した RNAはそのままダウンストリームアッセイにご使用いただけます。

ご注意ご注意
このキットは、EDTAまたはクエン酸塩を用いて採取された、新鮮または
凍結血清または血漿からのエクソソームの精製に適しています。採取した後
の血漿サンプルにヘパリンを用いると、RT-PCRなどの多くの下流アプリ
ケーションに重大な干渉を与える可能性があるため、ヘパリンでは使用しな
いでください。

仕様仕様

商品 Miniキット
品番 ：51000

Maxiキット
品番 ：50900

スラリー
品番 ：42800

最小添加血清／血漿量 0.25 mL 2 mL 0.25 mL

最大添加血清／血漿量 2 mL 5 mL 5 mL

包装 50 preps 25 preps 50 preps

適用 RNAサイズ 全サイズ（miRNAを含む）
精製時間 40分以内

特長特長
●miRNAを含む全サイズの遊離 RNAを分離
●迅速かつ簡単な操作（スピンカラムタイプ）
●様々な量（0.25～ 5 mL）のサンプルに対応
●血清・血漿中の RNAを精製・濃縮
●阻害物質を含まない遊離 RNAを分離
●フェノール／クロロホルム不要

構成内容構成内容
●Slurry C2
●溶解バッファー
●洗浄液 A

●溶出液 A

●Mini フィルタースピンカラム
●回収用チューブ
●溶出用チューブ（1.7 mL）

cf-DNA/cf-RNA 精製 c f - RNA 記事 ID検索

遊離 RNA精製キット - Slurry Format
（血清／血漿用、全サイズ RNA分離）

9778

使用例使用例
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図 1　異なる血漿量からの循環 RNAの分離と検出
本キットを使用して、0.5 mL、1 mL、および 2 mLの血漿から循環 RNAを分離した。次に、3 µLの精
製 RNAを RT-qPCR反応のテンプレートとして使用し、ヒト 5S遺伝子を検出した。
5Sハウスキーピング遺伝子は、使用したすべての血漿サンプル量から検出された。5S rRNAの増幅では、
サンプル量の増加に伴って RNAの量が増加した。これは、Ct値の減少によって表される。
0.5 mL血漿から単離された RNAは赤色の線、1 mL血漿から単離された RNAは緑色、2 mL血漿から
単離された RNAは青色の線で示す。黒い線はテンプレートなしのコントロールに対応する。
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図 2
本キットを用いて、0.5、1、2 mLの血漿サンプルから遊離 RNAを単離・精製した。3種類の精製 RNA

をテンプレートとして、ヒト 5S遺伝子検出の RT-qPCRを行った。5S遺伝子はいずれのサンプル量か
らも検出された。5Sの rRNAは、添加したサンプル量の増加に伴い増幅が大きくなった（図 1）。また、
Ct値は添加したサンプル量の増加に伴って低下した（図 2）。
赤 ： 血漿サンプル 0.5 mL、緑 ： 血漿サンプル 1 mL、
青 ： 血漿サンプル 2 mL、黒 ： no template control

［Norgen Biotek Corp.　　メーカー略号 ： NOG］
品名 品番 包装 希望販売価格 貯蔵

Plasma/Serum Circulating and Exosomal RNA Purification Mini Kit (Slurry Format) 51000 50 preps ￥147,000 Q

Plasma/Serum Circulating and Exosomal RNA Purification Maxi Kit (Slurry Format) 50900 25 preps ￥137,000 Q

Plasma/Serum Circulating and Exosomal RNA Purification Kit (Slurry Format) 42800 50 preps ￥147,000 Q
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特長特長
●1回の溶出で、全てのサイズの循環 DNA・循環 RNA・エクソソーム
由来の RNA（micro RNA・ウイルス DNA / RNAを含む）を単離

●様々な量の血漿・血清サンプルに対応（詳細は表参照）
●フェノール抽出やキャリア RNA不要
●サイズや GC含量に関わらず、全ての RNAをバイアスなしで結合・
溶出
●循環セルフリー DNA / RNA・ウイルス DNA / RNAを使用目的に合
わせた溶出量に濃縮できる（3種類の包装をご用意）
●短時間で高品質な RNA / DNAを精製（Miniキットは 15～ 20分）
●Streck社「Cell-Free DNA BCT® Tube」に対応

EDTA／クエン酸を添加した血漿／血清サンプル（フレッシュ／凍結）か
ら、エクソソーム由来の RNAを含む循環セルフリー DNA（cfc-DNA） / 
RNAを、迅速に精製・濃縮できるキットです。精製した DNA / RNAは高
品質で、PCR阻害物質を含みません※。
精製した核酸は、PCR・qPCR・メチル化感受性逆転写 qPCR

（methylation-sensitive reverse transcription qPCR）、RT-PCR・メチ
ル化感受性 PCR・サザンブロット法・ノーザンブロット法・RNaseプロ
テクションアッセイ・プライマー伸長法・発現アレイ・次世代シーケンシン
グなどのアプリケーションにご使用いただけます。
※ ヘパリンを添加した血液から調製した血漿サンプルは、精製後の RT-PCRなどの実験
に影響するため、使用できません。

エクソソーム由来の RNAを含む cfc-DNA / RNAを精製

cf-DNA/cf-RNA 精製 c f - DNA / c f - RNA 記事 ID検索

循環セルフリー & ウイルス核酸精製キット（血漿／血清用）
15813

構成内容 Miniキット
品番 ： 56300

Midiキット
品番 ： 56400

Maxiキット
品番 ： 56500

溶解バッファー A 2× 20 mL 100 mL 1× 130 mL
1× 30mL

洗浄溶液 A 18 mL 1× 38 mL
1× 18 mL 38 mL

溶出バッファー F 6 mL 15 mL 15 mL
Microスピンカラム 50 ― ―
Miniスピンカラム ― 20 10
Midiスピンカラム ― 20 ―
Maxiスピンカラム ― ― 10
コレクションチューブ 50 20 10
溶出チューブ
（1.7 mL） 50 20 10

※  EDTA／クエン酸を添加した血液から調製した、フレッシュ／凍結した血清／血漿か
らの全核酸（RNAおよび DNA）の精製に適しています。
ヘパリンを添加した血液から調製した血漿サンプルは使用しないでください。特に、
主に RNAに関する実験を行う場合、ヘパリンが精製後の RT-PCRなどの実験に影響
する可能性があります。主に DNAに関する実験の場合は、ヘパリンを添加した血漿
を使用することができます。

仕様 Miniキット
品番 ： 56300

Midiキット
品番 ： 56400

Maxiキット
品番 ： 56500

包装 50プレップ 20プレップ 10プレップ
サンプルの種類 血漿／血清
抗凝固剤

（血漿用）※ EDTA／クエン酸

サンプル量 50～ 200 μL 250 μL～ 1.5 mL 2～ 5 mL
最小溶出量 10 μL 50 μL 50 μL
最大溶出量 25 μL 100 μL 100 μL

10回の精製に
かかる時間 15～ 20分 35～ 40分 35～ 40分

精製できる
RNAのサイズ

全てのサイズ
miRNAおよび small RNA（＜ 200 nt）を含む

精製できる
DNAのサイズ ≥ 50 bp

平均的な収量 サンプルにより異なる

使用例使用例

■ Miniキット（品番 ： 56300）の使用例
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図 1　様々な量の血漿から精製した RNAの直線性
本キットを用いて、抗凝固剤としてクエン酸を添加した血液から調製した血清（50、100、200 μL）
から RNAを精製した。精製した RNA 2 μLを RTqPCRのテンプレートとして使用し、様々な量の
血漿から精製したmiR-21の直線性を評価した。50 μLの血漿から精製したmiR-21量に対して、
100 μLの血漿からの回収率は95%であった。また、100 μLの血漿から精製したmiR-21量に対して、
200 μLの血漿からの回収率は 92%であった。
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図 2　血漿 RNAサンプル中に存在する阻害物質量の測定
本キットを用いて、血漿（50、100、200 μL）から RNAを単離した。様々な量で溶出した RNA
（2、4、8 μL）を用いて、反応容量 20 μLで逆転写反応を行った後に qPCRにより増幅し、Ct値の
変動を検討した。テンプレート量の増加に伴い Ct値が上昇する場合は、サンプル中に PCR阻害物質
が存在する可能性がある。逆転写反応のテンプレートとして用いる PCRインプット量が増加しても、
miR-21 qPCRの Ct値に影響は見られなかった。実際には、PCRインプット量の増加に伴い、Ct
値が低下する傾向にあることから、本キットで精製した RNAは、血漿中に存在する一般的な阻害物質
を含まないことが示される。
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［Norgen Biotek Corp.　　メーカー略号 ： NOG］
品名 品番 包装 希望販売価格 貯蔵

Plasma/Serum Cell-Free Circulating and Viral Nucleic Acid Purification Mini Kit 56300 50 preps ￥104,000 Q

Plasma/Serum Cell-Free Circulating and Viral Nucleic Acid Purification Midi Kit 56400 20 preps ￥90,000 Q

Plasma/Serum Cell-Free Circulating and Viral Nucleic Acid Purification Maxi Kit 56500 10 preps ￥53,000 Q
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図 3　様々な量の血漿から精製した DNAの直線性
本キットを用いて、抗凝固剤としてクエン酸を添加した血液から調製した血漿（50、100、200 µL）から、循環
DNAを精製した。精製DNA 2 µLを qPCRのテンプレートとして使用し、様々な量の血漿から精製したハウスキー
ピング遺伝子 5S rRNA 量の直線性を評価した。50 µLの血漿から精製した 5S rRNA遺伝子量に対して、100 

µLの血漿からの回収率は 94%であった。また、100 µLの血漿から精製した 5S rRNA遺伝子量に対して、200 

µL血漿からの回収率は 98%であった。

尿（フレッシュ／凍結／保存）から、エクソソーム由来の RNAを含む循
環セルフリー DNA（cfc-DNA）やウイルス DNA / RNAを、迅速に精製・
濃縮できるキットです。精製した DNA / RNAは高品質で、PCR阻害物質
を含みません。
本キットは、Norgen社独自のスピンカラムクロマトグラフィーを用い
て、全てのサイズの cfc-DNA・循環 RNA（microRNAを含む）・エクソ
ソーム由来の RNAを精製することができます。他社のキットとは異なり、
フェノール／クロロホルム抽出やプロテアーゼ処理の必要がありません。
また、使用目的に合わせて、50 µLから 100 µLの量で溶出することが可
能です。精製した核酸は、PCR・qPCR・メチル化感受性逆転写 qPCR

（methylation-sensitive reverse transcription qPCR）、RT-PCR、メチ
ル化感受性 PCR、サザンブロット法、ノーザンブロット法、RNaseプロ
テクションアッセイ、プライマー伸長法、発現アレイ、次世代シーケンシン
グ（NGS）などのアプリケーションにご使用いただけます。
サンプル量に合わせて、Miniキット、Midiキット、Maxiキットからお
選びいただけます。

特長特長
●1回の溶出で、全てのサイズの循環 DNA・循環 RNA・エクソソーム由
来の RNA（micro RNA・ウイルス DNA / RNAを含む）を単離
●様々な量の尿サンプルに対応（詳細は表参照）
●フェノール抽出やキャリア RNA不要
●サイズやGC含量に関わらず、全ての RNAをバイアスなしで結合・溶出
●循環セルフリー DNA / RNA、ウイルス DNA / RNAを目的に合わせた
溶出量に濃縮できる（Mini / Midi / Maxiキット ： 50～ 100 µL）
●短時間で高品質な RNA / DNAを精製（Miniキットは 25～ 30分）
●様々な尿サンプル（新鮮／凍結／保存）に対応

エクソソーム由来の RNAを含む cfc-DNA / RNAを精製

cf-DNA/cf-RNA 精製 c f - DNA / c f - RNA 記事 ID検索

循環セルフリー & ウイルス核酸精製キット（尿用）
15814

使用例使用例

■ Miniキット（品番 ： 59900）の使用例

図 1　様々な量の尿から精製した RNAの直線性
本キットを用いて、尿（500 µL、1 mL、2 mL）から RNAを精製した。精製 RNA2 µLを RT-

qPCRのテンプレートとして使用し、様々な量の尿から精製したmiR-21の直線性を評価した。本キッ
トは、500 µLの尿から精製したmiR-21量に対して、1 mLの尿からの回収率は95%であった。また、
1 mLの尿から精製したmiR-21量に対して、2 mLの尿からの回収率は 92%であった。
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図 2　尿 RNAサンプル中に存在する阻害物質量の測定
本キットを用いて、尿（500 µL、1 mL、2 mL）から RNAを単離した。様々な量で溶出した RNA（2、4、
8 µL）を用いて、反応容量 20 µLで逆転写反応を行った後に qPCRにより増幅し、Ct値の変動を検
討した。テンプレート量の増加に伴い Ct値が上昇する場合は、サンプル中に PCR阻害物質が存在す
る可能性がある。逆転写反応のテンプレートとして用いる PCRインプット量が増加しても、miR-21 

qPCRの Ct値に影響は見られなかった。実際には、PCRインプット量の増加に伴い、Ct値が低下す
る傾向にあることから、本キットで精製した RNAは、尿中に存在する一般的な阻害物質を含まないこ
とが示される。
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図 3　様々な量の尿から精製した DNAの直線性
本キットを用いて、尿（500 μL、1 mL、2 mL）から循環 DNAを精製した。精製 DNA 2 μLを qPCRのテ
ンプレートとして使用し、様々な量の尿から精製したハウスキーピング遺伝子 5S rRNA量の直線性を評価した。
500 μLの尿から精製した 5S rRNA遺伝子量に対して、1 mLの尿からの回収率は 91%であった。また、1 

mLの尿から精製した 5S rRNA遺伝子量に対して、2 mLの尿からの回収率は 95%であった。

0.5 mL 1 mL 2 mL

1.4

1.2

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0

Re
la
tiv
e 
Am
ou
nt

0.36
0.66

1.25

100
91 95

120

100

80

60

40

20

0

%
 o
f L
in
ea
rit
y

尿量

［Norgen Biotek Corp.　　メーカー略号 ： NOG］
品名 品番 包装 希望販売価格 貯蔵

Urine Cell-Free Circulating and Viral Nucleic Acid Purification Mini Kit 59900 50 preps ￥101,000 Q

Urine Cell-Free Circulating and Viral Nucleic Acid Purification Midi Kit 60000 20 preps ￥94,000 Q

Urine Cell-Free Circulating and Viral Nucleic Acid Purification Maxi Kit 60100 10 preps ￥52,000 Q

仕様 Miniキット
品番 ： 59900

Midiキット
品番 ： 60000

Maxiキット
品番 ： 60100

サンプルの種類 フレッシュ／凍結した尿
サンプル量 250 µL～ 2 mL 2～ 10 mL 10～ 30 mL
最小溶出量 50 μL

最大溶出量 100 μL

10回の精製にか
かる時間 25～ 30分 40～ 45分 45～ 50分

精製できる
DNAのサイズ ≥ 50 bp

精製できる
RNAのサイズ

全てのサイズ
miRNAおよび small RNA（＜ 200 nt）を含む

平均的な収量 サンプルにより異なる

構成内容 Miniキット
品番 ： 59900

Midiキット
品番 ： 60000

Maxiキット
品番 ： 60100

包装 50プレップ 20プレップ 10プレップ

結合溶液 K 25 mL 75 mL
1× 75 mL
1× 25 mL

溶解バッファー A 30 mL 20 mL 20 mL

洗浄溶液 A 18 mL

溶出バッファー F 6 mL

Miniスピンカラム 50 20 10
Midiスピンカラム ― 20 ―
Maxiスピンカラム ― ― 10
コレクションチューブ 50 20 10
溶出チューブ
（1.7 mL） 50 20 10

cf-DNA / cf-RNAを室温で 30日間保存

cf-DNA/cf-RNA 精製 c f - DNA / c f - RNA 記事 ID検索

血漿中 cf-DNA / cf-RNA保存チューブ
39799

セルフリー DNA、セルフリー RNA、循環腫瘍細胞（Circulating Tumor 

Cell ； CTC）解析用に、全血を保存するためのチューブです。

チューブサイズ 16× 100 mm

材質 PET

採血量 8.4 mL（10 mLチューブ）
回収可能な血漿量 6～ 7 mL

保存剤 非ホルムアルデヒド

保存期間
cf-DNA ： 室温で 30日間
cf-RNA ： 室温で 30日間

循環腫瘍細胞（CTC） ： 室温で 14日間

図　輸送前後のチューブの様子
Norgen社チューブ（左）、他社チューブ（中）、EDTAチューブ（右）に 6人のドナーから採取した全血
を保存した。
3本は室温で保管し、残りは断熱容器を用いて空輸した（72時間）。Norgen社チューブでは、他社チュー
ブや EDTAチューブを用いた場合と比較し、十分な血漿量を確保できた（6～ 7 mL）。

使用例使用例

［Norgen Biotek Corp.　　メーカー略号 ： NOG］
品名 品番 包装 希望販売価格 貯蔵

cf-DNA/cf-RNA Preservative Tubes 63950 50 tubes ￥115,000 Q
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ヒト血漿／血清／尿から循環遊離 DNA（cfDNA）と腫瘍由来の細胞外小
胞（EV）中の DNAを選択的に精製するキットです。
エクソソームの分離は独自のペプチドアフィニティ法に基づいています。

アプリケーションアプリケーション
●腫瘍由来の EVおよび循環 DNA（cfDNA）の分析前精製に
●デジタル PCR（dPCR）による突然変異の検出に適した DNAを単離
できる
●精製された DNAは dPCR、qPCR、NGSに適用する

ヒト生体液からのセルフリー DNA（cfDNA）と腫瘍由来の細胞小胞（EV）中の DNAの精製に

その他 cf-DNAと腫瘍由来 EVsDNA 記事 ID検索

SeleCTEV™ DNA Enrichment Kit（がん研究）
44776

ペプチド
アフィニティー精製 DNA抽出

通常の循環 EVと
腫瘍由来 EVが精製される

血漿 ペプチド EVs 腫瘍由来 EVs 腫瘍由来DNA
交絡因子の可能性がある
EV中の DNA

精製した EVから
DNAを抽出する

［HansaBioMed OU　　メーカー略号 ： HNB］
品名／構成内容 品番 包装 希望販売価格 貯蔵

SeleCTEV ： Tumor DNA enrichment kit HBM-EXS-DNA 1 kit ￥154,000 S
●抽出試薬 ●再懸濁バッファー ●10X分離バッファー ●分離チューブ ●プロテイナーゼ K　　●溶解バッファー　　
●洗浄バッファー 1 ●洗浄バッファー 2 ●溶出バッファー ●DNA精製カラム ●溶出チューブ

本キットで精製した腫瘍由来 DNA（EV由来 & cfDNA）の解析例本キットで精製した腫瘍由来 DNA（EV由来 & cfDNA）の解析例

SeleCTEVTM 他社品
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図 2　転移性黒色腫患者の腫瘍由来 DNA解析
組織生検検査として、BRAF V600E陽性腫瘍を有する 20人の患者と野生型（WT）転移性黒色腫を有
する 30人の患者から血漿サンプルを採取した。BRAV V600Eおよび BRAF WTのコピーを、デジタル
PCRによって検出した。本キットで精製した腫瘍由来 DNAからは BRAF V600E遺伝子コピーが 11人
で検出され、他社品で精製した場合には 8人でしか検出されなかった（変異体コホートの血漿サンプルを
使用）。
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図 1　キットで精製した腫瘍由来 DNAからの突然変異の検出
突然変異遺伝子を持つ EVと cfDNAを、単独または一緒に健康なドナー血漿にスパイクし、SeleCTEV™ 

または他社品を用い、DNAを精製した。SeleCTEV™ は他社品よりも突然変異遺伝子のある EVと
cfDNAの両方を精製することができ、他社品よりも EVと cfDNAを分離する効率的な方法であるとわかっ
た。

図 3　SeleCTEV™ と他社キットを用い、BRAF阻害剤で治療されたMM患者の血漿中のセルフリー DNA（cfDNA）と腫瘍由来の細胞小胞（EV）中の DNAを抽出し、BRAFV600Eレベルをモニタリングした。
患者 1では、環 BRAFV600Eレベルのリバウンドと予後不良が確認でき、3ヵ月以内に疾患が進行（DP）した。患者 2では、確認する期間内では疾患進行の証拠は観察されず、血漿中の変異遺伝子コピーは低いままか
検出不可能なままであった。
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その他 ライブラリ調製 記事 ID検索

NEXTflex™ Cell Free DNA-Seq Kit 2.0
12977

特長特長
●少ないインプット DNA量 ： 最低必要量わずか 10 ng

●2時間以内の簡便操作・迅速プロトコール
●独自のアダプターライゲーション技術（"Enhanced Adapter Ligation 

Technology"）によってより大きなリード数を実現
●フレキシブルなアダプターバーコード ： 独自の 384バーコード
●Illumina® シーケンシングプラットフォームに対応

次世代シーケンシング｜セルフリー DNAライブラリ調製キット（Illumina社対応）

プロトコール概要プロトコール概要

セルフリーDNA

濃縮 （30分）

エンドリペア＆アデニル化 （60分）

アダプターライゲーション＆クリーンナップ （45分間）
オプショナルストップポイント

オプショナル サイズ セレクション （30分間）
オプショナルストップポイント

PCR＆クリーンナップ  (40～60分間)
オプショナルストップポイント

Bridge Amplification Complexity Reduction

= N
= A
= T
= Adapters with
   Cluster Sequence

構成内容構成内容
●cfDNAエンリッチメント ビーズ
●エンドリペア &アデニル化酵素バッファーミックス 2.0
●エンドリペア &アデニル化酵素ミックス 2.0
●リガーゼ酵素ミックス 2.0
●PCRマスターミックス 2.0
●プライマーミックス 2.0
●Nuclease-free水
●Resuspensionバッファー
●洗浄ビーズ 2.0

＜その他で必要な試薬・機械＞
●10 ng of cell free DNA in up to 32 µL nuclease-free water.

●NEXTflex® Unique Dual Index Barcodes（品番 ： NOVA-514150、
NOVA-514151）

●NEXTprep-Mag™ cfDNA Isolation Kitまたは
NEXTprep-Mag™ Urine cfDNA Isolation Kit※ 2

●100%エタノール、80%エタノール
●96ウェル PCRプレート（ノンスカート）
（Phenix Research、品番 ： MPS-499 or similar）
●96ウェルプレート（ライブラリ保存用）
（Fisher Scientific、品番 ： AB-0765 or similar）
●PCRプレートシール（BioRad、品番 ： MSB1001）
●PCR反応産物精製キット‐Agencourt AMPure XP 60 mL（Beckman 

Coulter Genomics、品番 ： A63880）
●磁気スタンド -96（Ambion、品番 ： AM10027 or similar）
●サーマルサイクラー
●2、10、20、200、1,000 µLピペット／マルチチャネルピペット、ピペッ
トチップ
●Nuclease-freeバリア ピペットチップ
※ 2　関連商品、およびコスモ・バイオのWebで紹介しています。

記事ID 検索検索14920、16709

Illumina社次世代シーケンサー（NGS）に対応するセルフリー DNAラ
イブラリ調製キットです。わずか 10 ngの血液循環腫瘍 DNA（circulating 

tumor DNA ； ctDNA）または血液循環胎児 DNA（cell free fetal DNA ； 

cffDNA）からライブラリの調製が可能で、少量のインプット DNA量で、
高いカバレッジとバイアスの低減を実現します。

2時間以内のライブラリ調製2時間以内のライブラリ調製
Illumina® プラットフォームでご利用可能なシングルまたはペアエ
ンド、マルチプレックス DNAライブラリ調製にご使用いただけます。
ワンステップのエンドリペア、アデニル化プロトコールによって、迅
速なライブラリ調製が可能です。さらに、独自の 384種のバーコー
ドは、アプリケーションのハイスループット化にご利用いただけます。

バイアスとカバレッジギャップの低減バイアスとカバレッジギャップの低減
高い正確性の NEXTflex™ PCRポリメラーゼ酵素が含まれ、サ

ンプルの GCバイアスを最小限に抑え、シーケンスの困難なゲノム
領域に対しても均一なカバレッジを実現します。本商品は株式会社
パーキンエルマージャパン独自の "Enhanced Adapter Ligation 

Technology"を利用しており、最大のライゲーション効率を実現し、
多様なライブラリ調製とより大きいリード数を得られます。これらの
最適化技術によって、1回のシーケンシング解析におけるより多くの
情報取得を可能にします。

フレキシブルなマルチプレックスオプションフレキシブルなマルチプレックスオプション
マルチプレックスでご使用いただく場合、NEXTflex™ DNA 

Barcodes※ 1および NEXTflex-96™ DNA barcodes※ 1と併せてご
使用いただけます。6、12、24、48、96、384種類の独自のアダプ
ターを利用可能です。また、NEXTflex Dual-Indexed DNAバーコー
ドは、最大で 192サンプルのマルチプレックス解析が可能です。
※ 1　関連商品でご紹介
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本商品は、「evGAG」という、生体液（血清、血漿ならびに尿）から細胞

外小胞（EV）を分離する特許取得済みの精製方法を用いています。evGAG

反応は、沈殿溶液と EV内のグリコサミノグリカン（GAG）との相互作用
に基づいています。この商品は、EV関連のバイオマーカーの発見に最適です。
精製した細胞外小胞は、核酸抽出（→シーケンス解析）や、ウエスタンブ
ロットやフローサイトメトリーによるタンパク質解析に使用できます（電子
顕微鏡観察や、機能解析には適していません）。

背景背景
Glypican-1等のグリコサミノグリカンががん由来のエクソソームに高発
現しており、リキッドバイオプシーにおけるがん研究に用いることができま
す。

細胞外小胞・エクソソームの簡便な単離に

その他 がん研究用 記事 ID検索

evGAG Extracellular vesicles Purification Kit
41757

特長特長
●迅速かつシンプルなプロセス（細胞外小胞回収まで 20分）
●サンプル必要量　0.5～ 2 mL

●超遠心分離機不要、卓上遠心分離機で使用可能

Extracellular vesicles 
pellet

Pre-cleared 
Sample 

by Centrifuge

 evGAG

Incubation 5’ Centrifugation

結果が出るまでの時間 ： 20分

事前に
遠心処理をした
サンプル

インキュベート
（5分間） 遠心分離

細胞外小胞の
ペレット

図 1　作業工程

Alix 95 kDA

evGAG Competitor

THP 85 kDA

USP USPUHDUHD

図 2　細胞外小胞マーカーである Alixのウエスタンブロット解析では、evGAGで分離した細胞外小胞の
濃度が他社試薬で分離した場合に比べて高いことが確認された。一方、特異的な標的ではないウロモデュ
リン（THP）は、evGAGで分離された細胞外小胞では他社試薬で分離した場合に比べて濃度が低かった。

0

2E+11

4E+11

6E+11

8E+11

1E+12

1,2E+12

1,4E+12

 UHD USP  UHD  USP

Pa
rt
/m
l

Par cle concentra on 

CompetitorevGAG
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健常ドナー由来
（UHD）

粒子濃度

図 3　細胞外小胞を含むペレットを PBSに再懸濁し、ナノ粒子追跡分析（NTA）で分析した。
健常ドナー由来（UHD）、および健康なドナーに KRASG13D変異を有する大腸がん細胞株から精製した
細胞外小胞をスパイクインしたもの（USP）の両サンプルにおいて、本商品を用いて分離した細胞外小胞
（それぞれ 8.8× 1011および 1.2× 1012）では他社試薬を用いて分離した細胞外小胞（それぞれ 4.6×
1011および 6.9× 1011）と比較して、ナノ粒子濃度が 2倍であった。

使用例①　evGAGによる尿サンプルの細胞外小胞分離使用例①　evGAGによる尿サンプルの細胞外小胞分離

尿サンプルを evGAGで精製しました。健康なドナー（UHD）からの尿 1 mLと、KRASG13Dの突然変異を持つ結腸がん細胞株（品番 ： EXO-REF-

KRAS-G13D-2）からの細胞外小胞をスパイクインさせた健康なドナーからの尿 1 mLを、それぞれ 2 mLの evGAGとともに 5分間インキュベートさせ、
3,000 g で 15分間遠心分離を行いました。これにより、EVを含む沈殿ペレットが得られ、他社品との比較に用いました。

［株式会社パーキンエルマージャパン　　メーカー略号 ： PEJ］
品名 品番 包装 希望販売価格 貯蔵

NEXTFLEX® Unique Dual Index Barcodes - 1 - 96
（in 96-well plate）

NOVA-514150 192 rxns ご照会 R

NEXTFLEX®# Unique Dual Index Barcodes - 97 - 192
（in 96-well plate）

NOVA-514151 192 rxns ご照会 R

■関連商品　NEXTflex™ DNA バーコード

［株式会社パーキンエルマージャパン　　メーカー略号 ： PEJ］
品名 Webの記事 ID 品番 包装 希望販売価格 貯蔵

NEXTprep-Mag™ cfDNA Isolation Kit（1-3 mL plasma samples） 14920 NOVA-3825-01 1 kit ￥93,000 QR

NEXTprep-Mag™ cfDNA Isolation Kit（3-5 mL plasma samples） NOVA-3825-03 1 kit ￥175,000 QR

NEXTprep-Mag™ Urine cfDNA Isolation Kit（＜ 1 mL - 4 mL） 16709 NOVA-3826-01 1 kit ￥35,000 QR

NEXTprep-Mag™ Urine cfDNA Isolation Kit（4 mL - 20 mL） NOVA-3826-02 1 kit ￥47,000 QR

■関連商品　cfDNA抽出キット

［株式会社パーキンエルマージャパン　　メーカー略号 ： PEJ］
品名 品番 包装 希望販売価格 貯蔵

NEXTflex® Cell Free DNA-Seq Kit 2.0 NOVA-5150-01
NOVA-5150-02

8 rxns
48 rxns

￥69,000
￥308,000

QR
QR

次のページへ続く
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使用例③　evGAGを使用して 50 μLの血漿または血清および使用例③　evGAGを使用して 50 μLの血漿または血清および
3 mLの尿から単離された EVのサイトメトリー分析3 mLの尿から単離された EVのサイトメトリー分析

参考文献参考文献
Extracellular Vesicles-Based Biomarkers Represent a Promising Liquid Biopsy in Endometrial Cancer Carolina Herrero et al. Cancers (Basel). 2019 Dec 12;11(12):2000. 

doi: 10.3390/cancers11122000.

［HansaBioMed OU　　メーカー略号 ： HNB］
品名／構成内容 適用サンプル 品番 包装 希望販売価格 貯蔵

evGAG Extracellular Vesicles Purification Kit
●evGAG（liquid）

ヒト血漿、血清、尿 HBM-EXS-GAG 1 kit
（20 reactions）

￥200,000 Q

図 5　使用した一次抗体 ： 抗 CD9（品番 ： HBM-CD9-100）、抗 CD63（品番 ： HBM-CD63-100）、抗 ALIX（品番 ： HBM-ALIX-100）、抗 TSG101（品
番 ： HBM-TSG101-100）、抗 HSP70（品番 ： HBM-HSP70-100）、HansaBioMed Life Sciencesによって製造され、ガイドに従って使用した。

血漿 血清 尿
IgG
CD9

IgG
CD63

IgG
Hsp70

IgG
CD63

IgG
Alix

IgG
Hsp70

IgG
CD63

IgG
Alix

IgG
tsg101

使用例②　evGAGで精製したエクソソームのナノ粒子トラッキング解析使用例②　evGAGで精製したエクソソームのナノ粒子トラッキング解析

図 4　尿から分離した EVのナノ粒子追跡分析（NTA）画像
粒子サイズ（nm）および濃度（粒子 /mL）を示す。
（A）超遠心分離で分離された EV

（B）evGAGによって分離された EV
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第 4章　受託サービス
Consignment service

微量タンパク質まで網羅的に定量・同定可能！

DIAプロテオーム解析では、最新鋭の質量分析計である Q-Exactive 

HF-X（Thermo Fisher Scientific社）を用いて分析深度と定量性に定評の
ある Data-independent acquisition（DIA）分析法でプロテオーム解析を
実施します。
一度の分析で最大 8,000種類のタンパク質を観測し、サンプル間で個々

のタンパク質の量的比較を行うことが可能です。
また、当受託サービスはサンプル前処理から DIAプロテオーム解析まで
を一貫して行うワンストップサービスですので、サンプルを送付するだけで
データが手に入ります。
当受託サービスの DIAプロテオーム解析システムでは、ヒト由来の培養

細胞である HEK293細胞において 8,000以上のタンパク質を観測し（か
ずさ DNA研究所での未公開データ）、3,000程度のタンパク質が観測され
る一般的なプロテオーム解析結果と比較すると、キナーゼと転写因子の観測
数はともに 4倍以上に増加しています（試料によって観測できるタンパク
質数は異なりますのでご注意ください）。高発現量のタンパク質から今まで
観測が難しかった微量タンパク質までを網羅的に解析することができます。

※オプションを加えても納期に影響なし

品番 メニュー 試験内容 最良結果を得るためのサンプル必要量 納期

EP-1 サンプルからのエクソソーム調製 超遠心法によるエクソソーム調製 細胞培養上清 ： 無血清培地で 100 mL
血清・血漿 ： 0.5 mL

都度相談

MS-1
簡易 DIAプロテオーム解析による
タンパク質発現・相対定量解析

LC-MS/MS（DIA）により、
2,000～ 4,000種類の
タンパク質の同定と相対定量解析

タンパク量として 5 µg以上 4週間

MS-2
DIAプロテオーム解析による
タンパク質発現・相対定量解析

LC-MS/MS（DIA）により、
4,000～ 6,000種類の
タンパク質の同定と相対定量解析

タンパク量として 5 µg以上 4週間

MS-3
高深度 DIAプロテオーム解析による
タンパク質発現・相対定量解析

Gas phase fraction法により
大規模なプロテイン・ペプチド
ライブラリを作製し、
そのライブラリをもとに
6,000～ 8,000種類のタンパク質の
同定ならびに相対定量解析

タンパク量として 10 µg以上 4週間

MS-4
オプション ： サンプルクリーンアップ処理

（サンプルがすでに何かの抽出液で溶解されている場合は
サンプルクリーンアップ処理を強く薦めます）

※

MS-5
オプション ： 繰り返し測定

（通常は 1サンプルに対して 1測定） ※

サービスメニューサービスメニュー

受託サービス関連 記事 ID検索

エクソソームのプロテオーム解析受託サービス
34759

図　Q-Exactive HF-X（Thermo Fisher Scientific 社）

［株式会社ハカレル　　メーカー略号 ： HAK］

■お見積もり・お問い合わせ先
各サービスは、コスモ・バイオのWebより、お見積もりのご依頼を受け付けています。専用フォームにあるお見積もりに必要な情報をご記入いただき、
下記までお問い合わせください。秘密保持契約などにつきましても、ご対応いたします。

創薬・受託サービス部　　TEL ： 03-5632-9615　E-mail ： jutaku_gr@cosmobio.co.jp
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エクソソーム検出法の研究サポートを中心に、組換えタンパク質の作製、モノクローナル抗体の作製、ELISA測定系の構築、エクソソーム ELISA測定等
をトータルサポートします。

受託サービス関連 記事 ID検索

エクソソーム検出ツール作製受託サービス
33762

［株式会社ハカレル　　メーカー略号 ： HAK］

サービス内容サービス内容
① 組換えタンパク質の作製
エクソソーム表面マーカーの抗体を取るための免疫源としてのタンパク質
を動物細胞で発現・精製します。技術的には、抗原タンパク質と抗体の Fc

領域との融合タンパク質を設計し動物細胞から分泌させて精製いたします。
また、ELISA構築サービスのオプションとして、標準物質としての融合タ
ンパク質（2種類の抗体のエピトープをタンデムに連結させた組換えタンパ
ク質）の受託合成も実施します。

④ エクソソーム ELISA測定
サンプル中のエクソソームをヒト由来エクソソーム定量用 CD9/CD9、

CD63/CD63、CD81/CD81 ELISA（77ページでご紹介）で定量します。

② エクソソーム表面マーカーに対するモノクローナル抗体作製
標的タンパク質および CD63を発現しているエクソソームを用いて、

エクソソーム表面上に存在する標的タンパク質の 3次元構造を認識する抗
体を選択します。高性能な抗 CD63抗体（クローン ： 8A12）を F(ab)'2

化することにより、高い S/N比を実現します。

エクソソーム

HRP 標識
抗 CD63 抗体
（8A12, F(ab)’ 2)

CD63

標的タンパク質

スクリーニングに
かける抗体

抗マウス IgG 抗体

③ ELISA測定系の構築
●抗テトラスパニン抗体でエクソソームを捕捉
●エクソソーム表面抗原に対する標識抗体でサンドイッチ
●標識抗体のカスタム調製（市販抗体でもOK）
●独自技術による標準試薬の作製

エクソソーム

HRP

標準価格標準価格

品番 商品 サービス内容 標準価格（税別） 備考

PS-1 組換えタンパク質作製 ご希望のタンパク質を動物細胞で
発現させ、精製まで ￥800,000～ 精製タンパク質 1.5 mg

MA-1

抗体作製

（1）免疫（マウス 1系統 3匹） ￥300,000～ 抗原タンパク質はカスタマーがご用意。
マウスに免疫し、抗体価の確認まで。

MA-2
（2） 細胞融合し、エクソソームなどを

用いたスクリーニング ￥700,000～

MA-3
（3） 精製抗体とハイブリドーマ

（3クローンまで）納品 ￥500,000～

MA-4 （4）抗体の大量調製 ￥100,000
（1 mgあたり）

CE-1

ELISA構築

（1） エクソソームを挟み込む
サンドイッチ ELISA作製

￥300,000～
（条件設定とプレート1枚分納品）

任意の抗体を標識。
固相（抗 CD9）抗体と組み合わせ。
標準試薬はカスタマーがご用意。

CE-2 （2）追加キット ￥100,000
（プレート 1枚分あたり）

QE-1

ELISA測定
CD9/CD9、CD63/CD63、
CD81/CD81 ELISA（コスモ・バイオ製）
の受託測定

￥250,000
（プレート 1枚分あたり）

QE-2
￥8,000

（プレート 1枚分あたり）

■お見積もり・お問い合わせ先
各サービスは、コスモ・バイオのWebより、お見積もりのご依頼を受け付けています。専用フォームにあるお見積もりに必要な情報をご記入いただき、
下記までお問い合わせください。秘密保持契約などにつきましても、ご対応いたします。

創薬・受託サービス部　　TEL ： 03-5632-9615　E-mail ： jutaku_gr@cosmobio.co.jp
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フローサイトメトリー（FACS）受託解析サービス
41850

Empowering your proteomics
RayBiotechR

［RayBiotech, Inc.　　メーカー略号 ： RBT］

細胞およびシグナル伝達の表現型、細胞増殖の変化、サイトカイン産生、細胞分裂、
さらには細胞内シグナル伝達イベントを評価するためのフローサイトメトリー受託解析
サービスをご提供しています。エクソソームサンプルにもご対応可能です。

対応可能な試験内容 ： 

免疫表現型 細胞毒性

タンパク質のリン酸化 アポトーシス

細胞内および細胞表現抗原 細胞の活性化

細胞増殖 セルソーティング

RayBiotech社では、GLP適合施設での測定も行うことができ、測定系のバリデーション
から、検体測定までをワンストップで実施可能です。

主な使用機器 BD FACScelesta

対応サンプル 血液、PBMC、培養細胞、エクソソーム等

RayBright® 蛍光色素 Exitation Laser Max Exitation/
Emission

同等の蛍光色素

RayBright® UV 450 UV 355 347/448 nm Alexa Fluor 350

RayBright® Violet 450

Violet 407

403/454 nm Pacific Blue, Alexa Fluor 450

RayBright® Violet 500 405/537 nm Alexa Fluor 430, BV510

RayBright® Violet 600 407/600 nm BD Brilliant Violet 605

RayBright® Violet 655 407/655 nm BD Brilliant Violet 655

RayBright® Blue 488 Blue 488 491/518 nm Alexa Fluor 488, FITC, BD BB515

RayBright® Blue/Green 575 Blue 488/Green 561 505/570, 553/570 nm R-PE, Cy3

RayBright® Green 594 Green 561 594/614 nm
PE-Texas Red, PE-CF594, 

PE-eFluor610

RayBright® Blue/Green 647
（PE-tandem dye） Blue 488/Green 561 496/664, 565/664 nm PE-Cy5

RayBright® Blue/Green 780
（PE-tandem dye） Blue 488/Green 561 496/780, 565/780 nm PE-Cy7, PE-Alexa Fluor 750

RayBright® Red 647

Red 640

649/664 nm APC, Alexa Fluor 647, Cy5

RayBright® Red 700 685/710 nm Alexa Fluor 700, APC-R700

RayBright® Red 780 629/780 nm Alexa Fluor 750, APC-eFluor 780

選択可能なフローサイトメトリー蛍光色素の一覧選択可能なフローサイトメトリー蛍光色素の一覧

CD9 subset
      0.11

CD73 subset
      0.15

CD59 subset
      0.18

St
ai
ne
d 
(C
FS
E 
on
ly
)

St
ai
ne
d 

A

B

CD9 subset
      68.5

CD63 subset
      0.14

CD63 subset
      11.4

CD81 subset
     77.0

CD59 
subset
  41.6

CD81 subset
      0.13

エクソソームサンプルの解析例エクソソームサンプルの解析例

図　エクソソームのフローサイトメトリー解析
カルボキシフルオレセインスクシンイミジルエステル（CFSE）で標識したエ
クソソームをエクソソームマーカーに対する各種マーカーで染色し、解析した。
サンプル ： ヒト臍帯血から単離したエクソソーム
使用マーカー ： CD9、CD59、CD63、CD73、CD81
A）CFSE※のみで染色
B） CFSEおよび CD9、CD59、CD63、CD73、および CD81を標的とす
る蛍光標識抗体で染色

※ CFSEは、細胞内アミン化合物に結合する細胞透過性色素です。エクソソー
ムとバックグラウンドノイズを区別するために使用されます。

次のページへ続く
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■お見積もり・お問い合わせ先
各サービスを紹介するコスモ・バイオのWebより、お見積もりのご依頼を受け付けています。専用フォームにあるお見積もりに必要な情報をご記入い
ただき、下記までお問い合わせください。秘密保持契約などにつきましても、ご対応いたします。

創薬・受託サービス部　　TEL : 03-5632-9615　E-mail : jutaku_gr@cosmobio.co.jp

伝統的な蛍光色素 Exitation Laser Max Exitation/
Emission

PerCP Blue 488 482/667 nm

R-PE Blue 488/Green 561 496/780, 565/780 nm

APC Red 640 651/662 nm

受託サービス関連 記事 ID検索

クライオ電子顕微鏡を用いたエクソソーム等の観察受託サービス
17766

エクソソーム等の微細構造を透過電子顕微鏡を用いて観察する受託サービス

ご参考価格ご参考価格
■ 1検体あたりの税別参考価格
アカデミック User ： 約 45万円
（リポソームおよびエクソソーム観察に限り、数量ディスカウントがあります）

コマーシャル User ： 約 75万円
（企業様との共同研究などで成果占有が必須となる場合は企業様向けの価格
となります）

納期 ： 検体受領後約 3～ 5週間（検体数、時期により変動します）

■ご注文・お見積もり方法
本サービスを紹介するコスモ・バイオのWebからお見積もりをご依頼
いただけます。
ホームページの「記事 ID検索」欄からご検索ください。

記事ID 検索検索17766

［テラベース株式会社　　メーカー略号 ： TRB］

特長特長
●従来の包埋・染色・切片加工にかわり、迅速・より生に
近い観察が可能です。
●最近話題のリポソーム、エクソソームの観察に威力を発揮
しています。

内容内容
溶液をそのまま凍結し、透過電子顕微鏡にて観察を行います。
試料や観察目的により最適な観察法を組み合わせ、より生に近
い状態で微細構造を観察します。

お預かりした溶液をそのまま急速凍結して観察します。溶液状
態を反映した画像が得られます。無染色・構造破壊が少ない状態
で観察できます。小胞体の二重膜、多層膜が確認できます。

図　クライオ法による乳がん細胞株由来エクソソームの観察
（国立がん研究センター研究所分子細胞治療研究分野様　ご提供サンプル）

本サービスでは、エクソソーム・リポソーム等のソフトマテリ
アルをクライオ透過電子顕微鏡で観察します。

透過子顕微鏡（TEM）観察例　試料作製、観察法による違い透過子顕微鏡（TEM）観察例　試料作製、観察法による違い

生サンプル

クライオ法 樹脂包埋法 ネガティブ染色法

リポソームを色々な方法で観察しました。

急速凍結

氷包埋

クライオTEM像

樹脂包埋
金属染色など

固定
脱水

ネガティブ染色TEM像

金属染色

クライオ法 は
試料を急速凍結して「氷」の中に閉じ込めるため、
化学固定法による試料の変質が生じない。
　溶液中を反映した状態で観察できる。

   ネガティブ染色法 は 
金属のコントラストを観察している
ため、微細構造が見えにくい。
    染色により変形することがある。※画像はイメージです。

※画像はイメージです。
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技術情報  非イオン性、等浸透圧勾配による密度勾配遠心
― OptiPrep™の使い方 ―

多用途密度勾配遠心分離媒であるOptiPrep™は
本誌 44ページで紹介しています。

1．はじめに

エクソソームは、細胞間コミュニケーションのメディエーターとして重要な役割を果たしており、様々なヒトの悪性腫瘍（脳腫瘍、結
腸直腸がん、白血病など）の発症にも関連しています。腫瘍細胞のエクソソームに含まれる診断用バイオマーカー (miRNAなど ) は、特
定のがん性状態の予測に役立ち、ワクチンや薬剤の標的を絞った送達にも役立つと考えられています。そのため、OptiPrep™においては、
体液からの膜小胞の精製が最も急速に拡大している用途の 1つになっています。

3．イオジキサノール勾配の分類

【方法 1】イオジキサノール勾配でトップロードする場合、通常は 1.5 ～ 2 時間遠心分離する。多くの場合、複数の層（不連続）から
勾配が構成されるが、わずか 1.2% (w/v) イオジキサノールの密度間隔は非常に小さいため、6 ～ 18% (w/v) イオジキサノー
ル勾配は本質的に連続的である。

【方法 2】遠心分離時間 2 ～ 3 時間のボトムロードまたはトップロードで、不連続グラジエントを使用する。

【方法 3】ボトムロードまたはトップロードしての連続勾配で遠心分離する。通常 100 ～ 200,000 g で 16 ～ 21 時間（長時間）遠
心分離する。【方法 2】を含め、小胞は浮力密度に従って縞模様になる。

【方法 4】自己密度勾配形成（Self-generated gradients）: 通常、垂直または垂直に近いローターで約 350,000 g で 2 ～ 3 時間遠
心分離する。この方法には、他の自己密度勾配形成と同様、セットアップが簡単であり、密度の再現性が非常に高くなるとい
う利点がある。

2．グラジエント作成前の準備（細胞培養したサンプルの場合）

エクソソームを精製するサンプルは、一般に細胞培養からの液体培地であるため、培地にエクソソームの不純物となる粒子が含まれて
いないか確認することが重要です。そのため、事前に超遠心分離やろ過をします。細胞培養後には、まず細胞そのものやその他の大きな
粒子を遠心分離によって馴化培地から除去します。1 回の低速遠心分離で次に進めてしまう時もありますが、多くの場合は 2 または 3 ス
テップ ( 例： 300 g と 5,000 g、または 300 g、1,000 g、3,000 g) で、通常 10 ～ 15 分間遠心分離します。これらの最初のステッ
プを省略すると、高い重力で急速に沈降する大きな粒子の凝集体に、小さな小胞が閉じ込められてしまう可能性があります。ろ過は、よ
り大きな汚染物質を除去するためにも使用されます。これは通常、0.2 または 0.22 µm のシリンジフィルターを使用して実行されますが、
より小さな孔 (0.1 µm) またはより大きな孔 (0.45 µm) を使用する場合もあります。ろ過は通常、遠心分離と組み合わせますが、前処理
がろ過のみの場合もあります。

エクソソームは精製のために 100 ～ 150,000 g で 1 ～ 2 時間かけてペレット化し、緩衝液に再懸濁する必要があります。 Duelli ら
は、馴化培地を最初に 500 g で遠心分離し、ろ過した後、12,000 g、70,000 g、110,000 g で連続的に遠心分離する方法を紹介し
ています [1]。エクソソームの融合活性（exosomal fusogenic activity）は 70,000 g で得たペレットに高度に存在していましたが、
110,000 g で得たペレットにはほとんど存在していませんでした。前者はイオジキサノール密度勾配でさらに精製されました。一部のプ
ロトコール、特に大量の馴化培地が適用されるプロトコールでは、100 ～ 150,000 g で最終ペレット化する前に、予備濃縮として遠心
限外ろ過で総量を減らします（限外フィルターのカットオフは 5 kDa ～ 100 kDa）。こうすることで、大きなローターの使用が回避さ
れます。
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A: AAV-associated, Amoeboid cancer cells, Arabidopsis, Astrocytes, Astrocytoma cells, Atlantic salmon kidney

B: Bone marrow mast cells, Bone marrow mesenchymal stromal, Brain cortex, Brain tumour, Breast cancer cells

C: Carcinoma cells (colorectal, prostate), Cardiac progenitor cells, Cerebrospinal fluid, Chicken blood, Chinook salmon 

embryo, Cytomegalovirus

D: Daudi cells, Dendritic cells, Dengue virus transmission, Dermal fibroblasts, Drosophila

E: Ebola virus VP40 infected cells, Embryonic stem cells, Endometrial stromal cells, Endothelial cells, Endothelial 

progenitor cells, Epididyosomes, Erythrocytes (Plasmodium-infected) Erythroleukaemic cells, Erythrocytes (equine 

anaemia), Extravillous trophoblast cells, Eye diseases

F: Fibrosarcoma cells, Flavivirus transmission

G: Gastrointestinal cancers, Ginger root, Glioblastoma cells, Glomerular mesenchymal stromal cells

H: HEK cells, HeLa cells, HEp-2 cells, Hepatocytes, Hepatoma cells, Hepatic cells, Hepatitis A, B and C virus-associated 

cells, Herpes simplex virus infected cells, HIV infected cells, HTLV infected cells, Human CD4+ T cells, Human 

carcinoma cells, Human kidney epithelial, Human liver stem cells, Human lung carcinoma cells Human lung fibroblast 

(MRC-5), Human mast cells, Human myelomonocytic cells, Human saliva, Human sperm, Human trophoblast, HUVEC 

derived, Hypothalamus cells

I: IL-15 cell priming, Induced pluripotent stem cells, Insects, Intestinal epithelial cells

J: Jurkat cells

K: Keratinocytes, Kidney (primary embryonic and proximal tubule cells), Kirsten rat sarcoma cells

L: Leukaemia derived, Liver fibrosis, Lung cancer, Lymphoblastoid cells, Lymphocytic/leukaemia cells

M: Macrophages, Mammary epithelial cells, Mast cells, MCF-7 cells, MDCK cells, Medulloblastoma, Melanocytic cells, 

Melanoma cells, Mesenchymal stem cells, Mesenchymal stromal cells, Metastatic cancer, Milk, MIN6 (insulinoma) 

cells, Monocytes, Macrophages; Multiple myeloma bone disease, Murine lung, Mouse embryo fibroblasts, Myeloma 

cells, Multivesicular bodies

N: NCI60 cancer cells, NK cells, Neuroblastoma cells, Neural tumours, Neuronal cells, Neutrophils (human)

O: Oncosomes. Osteoclasts, Osteosarcoma cells

P: Pancreatic carcinoma cells, Pancreatic beta cells, Papilloma virus, Pheochromocytoma cells, Placenta-derived, 

Plasma, Platelets, Prostate cancer cells

イオジキサノール勾配を使用してエクソソームを
分析した細胞、組織、ウイルスのリスト(アルファベット順)

エクソソーム精製のためのイオジキサノール勾配

トップロードの連続または不連続勾配
欠点 : すべての粒子が同じ方向に移動する。 あらゆる界面（特にサンプル / 勾配
界面）で粒子が凝集する可能性がある。 連続勾配の場合は、より高い分解能とな
るが、粒子のバンドはあまり鮮明ではない。連続勾配は沈降速度分離に使用できる。

中間にロードする不連続勾配
浮力密度で分離する。粒子はロードした場所に留まるか、浮遊あるいは沈降する。

ボトムロードの連続または不連続勾配
理想的には、最も密度の高い粒子がロードした場所（下部、または堆積物 ) に残る。
密度が最も低く、最大でもある粒子が最も速く浮遊する。 多くの場合、トップロー
ド形式よりもバンドの解像度が優れる。

自己密度勾配形成、遠心分離中に勾配が形成される方法
約 300,000 g の遠心分離で連続グラジエントが生成される。垂直または垂直に
近いローターを用いる。
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R: Rat1 cells, Renal carcinoma, Renal tubule cell, Retinal pigmented epithelial

S: Salivary. Schistosoma mansoni, Seminal fluid, Sheep hyatid cysts, Skeletal muscle cells, Spinal cord, Suprachiasmatic 

nuclei cells, Synovial fibroblasts and fluid

T: T cells, Thyroid cancer cells, Tissue factor-containing, Trabecular meshwork cells, Trophoblasts, Tumour epithelial cells

U: U937 cells, Urinary

V: VSV infected cells

Z: Zebra-fish, Zika virus

1．培地の調製

使用する培地へのエクソソームのコンタミネーションを最小限にするため、培養前に培地を約 100,000 g で 1 ～ 16 時間遠心分離し
たり、ろ過 ( 通常は 0.2 ～ 0.22 µm フィルター ) して粒子状物質を除去する場合がありますが、必須ではありません。しかし、培地へ
のサプリメントとして使用されるウシ胎児血清は、超遠心分離やろ過でエクソソームが除去され効果がある場合があります。培地中のエ
クソソームの影響を避けるために、無血清培地を用いる場合もあります。単層細胞を培養した後に、馴化培地を回収してから密度勾配遠
心を行います。

参考文献参考文献
（1）Duelli, D.M. et al (2005) J. Cell Biol., 171, 493-503

OptiPrep™ Application Sheet S63 より

密度勾配遠心 アプリケーション
― 哺乳類細胞と馴化培地からのエクソソームとマイクロベシクルの精製 ―

2．イオジキサノール密度勾配遠心のための前処理

2a）遠心分離による分画（低速および高速）

細胞やアポトーシス小体などの大きな粒子を除去するために、低速遠心分離を行う場合があります（例：1,000 ～ 2,000 g、10 分間）
[1]。また超遠心分離によるエクソソームの最終回収の前に、様々な遠心分離スキームが追加されることが多いです。例にあるような最初
の低速遠心分離は外したくなるかもしれませんが、このステップを含めないと、高い重力で急速に沈降する大きな粒子の凝集体に小さな
小胞が捕捉され、失われる可能性があります。 いくつかの例を表 1 に示します。

2b）ろ過

大きな汚染物質の除去は、一般に 0.20 または 0.22 µm シリンジフィルターを使用しますが、場合によっては 0.1 µm [2,6] または 

0.45 µm [13] のフィルターを使用することもあります。ろ過は最初の低速遠心分離の前に実行することも [3]、より頻繁に後に実行する
こともできます [1,2,11,14]。 または、場合によっては 2 回目の高速遠心分離の後に行うこともあります [6]。ろ過を唯一の前処理とす
る場合もあります [13,15,16,17]。

◆  マイクロベシクルはヒト血漿からも単離されており [12]、細胞間のmiRNA の輸送における因子として同定されている。 血漿を、
300 g、1,200 g、および 10,000 g の同様の一連の遠心分離ステップで処理されている。

参考情報

※ 参考文献８と９について： 筋肉細胞培養物を含む馴化培地を 20,000 g での遠心分離し、マイクロベシクルをペレット化した。エクソソームはこれとは
異なり、よりゆっくりと沈降する [8]。この 20,000 g で得たペレットにはマイクロベシクルが含まれていることが確認され、その後 vexosome という、
rAAV カプシドを含む膜結合粒子のイオジキサノール勾配精製に使用された。rAAV カプシドを含む膜結合粒子は、細胞形質導入におけるベクターの効率
的な送達媒体である [9]。

遠心分離の条件 参考文献 遠心分離の条件 参考文献
① 480 g/5 min; ② 1,900 g/10 min 2 ① 500 g/15 min; ② 10,000 g/30 min 7

① 300 g/10 min; ② 5,000 g/10 min 3 ① 300 g/10 min; ② 2,000 g/20 min; ③ 20,000 g/70 min 8 ※
① 500 g/10 min; ② 800 g/15 min (2x) 4 ① 300 g/10 min; ② 1,000 g/10 min; ③ 20,000 g/25 min 9 ※
① 300 g/10 min; ② 2,000 g/10 min; ③ 10,000 g/20 min 5 ① 800 g/10 min/10,000 g/10 min 10

① 480 g/5 min; ② 2,000 g/10 min 6 ① 500 g/10 min/10,000 g/30 min 11

表 1



EVs　エクソソームを含む細胞外小胞ハンドブック www.cosmobio.co.jp

120 Cosmo Bio Co., LTD.　　お問い合わせ先：TEL: 03-5632-9610　　E-mail: mail@cosmobio.co.jp

技
術
情
報

機
能
解
析

受
託
サ
ー
ビ
ス

基
礎（
調
製
・
検
出
）

リ
キ
ッ
ド

バ
イ
オ
プ
シ
ー

タンパク質 /
RNA/DNA抽出

遺伝子操作

観察

エクソソーム
マーカー抗体

ELISA

FC/FCCS

EVs・
EVs 産生

EVs精製

cf-DNA/
cf-RNA精製

その他

2c）ペレット化によるエクソソームおよびその他の小胞の濃縮

事実上、公開されているすべての方法において、密度勾配遠心分離用の緩衝媒体に再懸濁する前に、エクソソームおよびマイクロベシ
クルをペレット化する必要があります（100 ～ 150,000 g で 1 ～ 2 時間）。例外は、20,000 g で筋細胞微粒子 [8] およびベキソソー
ム（vexosome）[9] を遠心分離する場合です（表 1）。

一部のプロトコール、特に馴化培地の体積が大きい場合に適用されるプロトコールには、100 ～ 150,000 g で行う最終的なペレット
化の前に体積を減らすため、遠心限外ろ過を使用した予備濃縮が含まれます。この作業の追加により、大容量の超遠心分離機ローターの
必要性が回避されます。限外フィルターのカットオフは 5 kDa [2,6] から 100 kDa [4,17] です。

0.25 M スクロース、1 mM EDTA、20 mM HEPES-NaOH、pH 7.4など、上記と浸透圧が等しい溶液もご使用いただけます。溶
液 B および C は「溶液 B と C の調製方法２」と同様に調製され、NaCl ベースの媒体について説明したのと同じ方法で処理されます。
EDTA と緩衝液の濃度はすべての溶液で一定になります。

2d）ショ糖密度勾配

イオジキサノール密度勾配遠心の前処理および濃縮手順の一部に、不連続ショ糖密度勾配の処理が含まれる場合があります。複数の 2 

層ショ糖密度勾配とイオジキサノール勾配分離を組み合わせることは、Choi らの結腸がん細胞由来のエクソソームに関する研究で研究さ
れました [18]。100,000 g で 4 時間遠心分離した後、エクソソームは 0.8 M と 2.7 M のスクロース層の界面に濃縮されると報告され
ています。また、間葉系幹細胞由来のマイクロベシクルは、同じ 2 層グラジエントで 100,000 g で 2 時間遠心分離すると、2 層の界面
に濃縮されます [4]。

3．イオジキサノール勾配の実施方法 （例）

3a）グラジエント溶液の調製

まずは下記の試薬を用意します。

A.：OptiPrep™

B.：0.85% (w/v) NaCl, 60 mM HEPES (or Tricine)-NaOH, pH7.4

C.：0.85% (w/v) NaCl, 10 mM HEPES (or Tricine)-NaOH, pH7.4

ストック溶液：HEPES (free acid) または Tricine を 100 mM（4℃保存）
● HEPES（2.38 g）または Tricine（1.79 g）/100 mL 水。

溶液 B:　 0.85 g の NaCl を 30 mL の水に溶解し、HEPES または Tricine ストック溶液 60 mL を追加し、
1 M NaOH を加えて pH7.4 に調整する。100 mL にメスアップする。

溶液 C:　 0.85 g の NaCl を 30 mL の水に溶解し、HEPES または Tricine ストック溶液 10 mL を追加し、
1 M NaOH を加えて pH7.4に調整する。100 mL にメスアップする。

溶液 B と C の調製方法１

ストック溶液：
● 500 mM HEPES (free acid)、11.9 g/100 mL 水（4℃保存）
● 100 mM EDTA (Na2・2H2O)、3.72 g/100 mL 水（4℃保存）

溶液 B:　 スクロース17 g/100 mL 水にEDTA とHEPES のストック溶液をそれぞれ 2.0 mL と 8.0 mL 追加し、
1 M NaOH で pH 7.4 に調整し、200 mL にメスアックする。

溶液 C:　 スクロース 8.5 g を 50 mL の水に溶解し、6 mL の EDTA ストック液と 24 mL の HEPES ストック液
を追加する。
1M NaOH で pH 7.4 に調整し、100 mL にメスアップする。

溶液 B と C の調製方法２
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3b）密度バリア（Density barrier）

追加で他の膜結合粒子の分離が必要となるような高度な勾配を使用せずに、単純な密度バリアを使用しエクソソームを濃縮するだけで
十分な場合もあります。Hasegawa [22] らは、2 % および 50 % (w/v) イオジキサノールの層の上に上皮細胞株からの馴化培地を重ね、
100,000 g で 1 時間遠心分離しました。 結果として可溶性タンパク質はサンプル層に残り、エクソソームは 2 % ～ 50 % のイオジキ
サノール界面にバンド化されたと報告されています。

4．密度勾配遠心でできるエクソソームのバンド密度 （banding density）

イオジキサノール勾配で観察されるエクソソームのバンド密度は、多くの操作要因に影響されます。長時間の遠心 (15 ～ 21 時間 ) で
は、エクソソームは浮力密度に依存し、これはサンプルを最初に上部に置いたものか、下部に置いたものかには依存しません ( 表 2 を参
照 )。異なる細胞および組織からエクソソームを精製すると、観察されるバンド密度に違いが出ている可能性があります。遠心分離時間が
短い場合 (1.25 ～ 3 時間 )、エクソソームは真のバンド密度に達していない可能性があります。これは、主に沈降速度に基づいてエクソソー
ムが他の粒子から分離される、6 ～ 18 % (w/v) イオジキサノールのトップローディンググラジエントに特に当てはまります。他の勾配
システムはこれら 2 つの手法の間に位置し、エクソソームが浮力密度に達したかどうかを判断するのは困難です。

◆  大きな小胞は、小さな小胞よりも速い沈降（または浮遊）速度を示す可能性があるが、小さな小胞の方が浮力密度が高い可能性がある。
報告されているエクソソームのバンド密度の一部を表 3 に示す。

参考情報

更に洗練させた方法として、［参考文献 13］に紹介された方法があります。 6% (w/v) イオジキサノール溶液は 215 mM スクロース
で、65.4 % (w/v) イオジキサノール溶液は 5 mM スクロースで作られ、どちらの溶液も 2 mM の EDTA、10 mM の Tris-HCl (pH 8.0) 

が含まれています。

小胞の粗画分とOptiPrep™ の希釈剤は、リン酸緩衝生理食塩水（PBS）などの細胞緩衝液が良く使われます [例 : 参考文献 1、3、
11、14 および 15]。場合により、2 mM MgCl2 を追加します [9]。また、生理食塩水にはリン酸緩衝液ではなく、20 mM HEPES-

NaOH、pH 7.2 などの有機緩衝液を含ませる場合があります [4、5、18]。0.25 M スクロース、10 mM Tris-HCl pH 7.5 による希釈
も一般的です [2、6、8]。また、エクソソームは 20 mM HEPES-NaOH、pH 7.4 などの単純な緩衝液に懸濁され、勾配溶液が調製さ
れることもあります [10,17]。また、100 mM KCl および 2 mM MgCl2 の 20 mM HEPES 緩衝溶液が使用されることもあり［12］、
自己密度勾配形成方法（遠心分離中に勾配が形成される方法）として、OptiPrep™ で粗エクソソーム懸濁液の密度を調整して層を単純
に生成することもあります［16］。

エクソソームを精製する馴化培地 Gradient (% w/v) iodixanol※ 1 遠心分離の条件 参考文献

1 Breast adenocarcinoma cells (MCF-7) 6 - 40 % cont 60 % 140,000 g/16 h 7

2 Colon carcinoma cells (human) 0, 5, 10, 20, 40 % disc 100,000 g/16 h 2

3 Colon carcinoma cells (human) 5, 20, 30 % disc 200,000 g/3 h 18

4 Colon carcinoma cells (human) 0, 5, 10, 20, 40 % disc 100,000 g/18 h 6

5 HEK cells (Epstein-Barr virus proteins) 5 - 30 % cont. 35 % Not given 3

6 HEK cells (AAV producer cells) – vexosomes (large-scale) 0, 6 - 18 % disc 124,000 g/2 h 9

7 HEK cells (HIV-infected) 0, 6 - 18 % disc 200,000 g/1.5 h 11

8 Human plasma 0, 5, 10, 20, 40 % disc 200,000 g/21 h 12

9 Lung fibroblasts (human embryo) MRC5 0, 6 - 56.4 % cont 110,000 g/15 h 13

10
Lymphocytes (T cells), dendritic cells and macrophages): HIV-1
infected cells, resolution of HIV and exosomes in gradient

0, 6 - 18 % 
disc/near-vertical rortor

200,000 g/1.25 h 15

11 Lymphocytes (T cells) HIV Nef secretion in exosomes 0, 6 - 18 % cont 250,000 g/1.5 h 1

12 Lymphocytes (T cells CD+) HIV resolution from exosomes
0, 6 - 18 % 

disc/near-vertical rotor
200,000 g/1.25 h 21

13
Mason-Pfizer monkey virus, induced cell fusion (human lung embryonic
cells, human skin fibroblasts, COS-1 and CMMT cells)

0, 0.6 - 30 % cont Not given 14

14
MDCK cells (on permeable tissue culture inserts) – filtrates from
apical and basolateral compartments

10, 20, 30 % 
self-generated/vertical rotor

350,000 g/3 h 16

15 Medulloblastoma cells (D283MED) 0, 6, 12, 18, 24, 30, 36 % disc 100,000 g/18 h 17

16 Melanoma cells (B16BL6) 5, 20, 30 % disc 200,000 g/2 h 5

17 Mesenchymal stem cells (human) 5, 20, 30 % disc 200,000 g/3 h 4

18 Mouse brain tumour cell lines 0, 6, 12, 18, 24, 30, 36 % disc 100,000 g/18 h 10

19 Mouse tumour tissue-derived nanovesicles※ 2 5, 20, 30 % disc 200,000 g/2 h 5

20 Muscle cells (differentiated human neonatal myoblasts) 0, 5, 10, 20, 40 % disc 100,000 g/16 h 8

表 2

※ 1　Disc = discontinuous, cont = continuous. サンプルをロードする位置は赤字で示す。
※ 2　これらのナノベシクルは、厳密にはエクソソームではないが、エクソソームといくつかの特性を共有している。
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細胞の種類※ 1 グラジエント※ 2 密度 (g/mL) 細胞の種類※ 1 グラジエント※ 2 密度 (g/mL)

1 Carcinoma (breast) ① 1.094 - 1.143 10 Lymphocytes (T cells) ② 1.05 - 1.069

2 Carcinoma (colon) ① 1.10 - 1.12 11 Lymphocytes (T cells) ② 1.04 - 1.055

3 Carcinoma (colon) ③ 1.093 14 MDCK cells ④ 1.15

4 Carcinoma (colon) ① 1.11 15 Medulloblastoma cells ① 1.11 - 1.15

5 HEK cells ③ 1.03 - 1.08 16 Melanoma cells ③ 1.087

6 HEK cells – vexosomes ② 1.10 18 Mouse brain tumour cells ① 1.13 - 1.15

8 Plasma ① 1.00 - 1.19 19 Mouse tumour tissue ③ 1.087

9 Lung fibroblasts ① 1.09 - 1.11 20 Muscle cells (myoblasts) ① 1.11 - 1.14

表 3　報告されている密度勾配遠心時のエクソソームのバンド位置

※ 1　この列の番号は、表 2 の行番号をご参照ください。
※ 2　 ① :  密度勾配を作ってからサンプルをトップまたはボトムロードする

② :  トップロードでグラジエント作成
③ :  ボトムロードでグラジエント作成
④ :  自己密度勾配形成（Self-generated gradients）で作成
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