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第１章 研究開発の概要 

１－１ 研究開発の背景・研究目的及び目標 

１－１－１ 研究背景	

（１）前立腺がんと骨転移 

前立腺がんは欧米において最も多い男性悪性腫瘍であり, 日本においても, 悪性腫瘍の中

で最も高い増加傾向を示している。国立がん研究センターがん対策情報センターの予測によ

ると、2015 年の前立腺がん罹患数は男性の部位別罹患数において第一位となっている。毎

年約 80,000 名の男性が前立腺がんと診断されており、また毎年約 10,000 名が前立腺が

んを原因として死亡している。 

進行前立腺がんにおいて、骨は主要な転移臓器であり、患者増加に伴い骨転移症例も増える

ことが知られている。骨転移は強い痛み（疼痛）や病的骨折、脊髄圧迫といった骨関連事象

の発症と関連があり、患者の生活を営む上で不可欠な基本的行動である日常生活動作や社会

的にみて「人間らしい生活」と考える生活である QOL（Quality of life）を低下させ、また、

死亡リスクを高くすることも知られている。さらに全前立腺がん患者の約 80％が 66 歳以

上であり、健康長寿社会を目指す日本としては、解決するべき重要課題の一つと言える。 

 

（２）エクソソーム 

エクソソームと呼ばれる細胞外小胞顆粒は、あらゆる細胞から分泌される小胞であり、蛋

白質のみならず mRNA やマイクロ RNA といった核酸も内包している。最近の研究により

エクソソームは、これまで細胞間を移動しないと考えられてきた蛋白質や核酸を運び、受け

取った細胞内で機能することが証明され、細胞間情報伝達に寄与することがわかった。特に

がん研究においては, がん細胞由来のエクソソームが、がん微小環境や遠隔転移などに関与

することが明らかになり、がん細胞の治療抵抗性の原因の一つと考えられるようになった。

それと同時にエクソソームは、上述に挙げた性質により、がん細胞の性質を持って細胞外に

分泌され、体液中に存在することがわかったため、疾患の新たなバイオマーカーとして現在

注目されている。特に骨周囲環境に与える因子を同定することで、骨転移における新たなバ

イオマーカーを見出すことができると考えられる。これにより、詳細に検査すべき患者を振

り分けることができ、骨転移の早期発見、あるいは医療費削減にも繋がると考えられた。 
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（３）エクソソームと骨転移 

我々は、骨転移の新たな悪性化機構として、骨組織に転移したがん細胞が破骨細胞に直接

働きかけ、破骨細胞が骨を溶かすことによって、がん細胞が生存する場所を確保できると考

えた。そこで、前立腺がん細胞から分泌されるエクソソームを回収し, 破骨前駆細胞にエク

ソソームをかけたところ、破骨細胞への分化が促進されることがわかった。破骨細胞の数の

増加は、いわゆる骨が溶けていくという骨組織の溶骨を促進することが知られている。この

溶骨によって空いたスペースに、転移したがん細胞が増えることにより、前立腺がん細胞の

悪性化が促進される可能性が見出された。そこで、エクソソーム上のどの分子が破骨細胞の

分化に関わるかを解析するために、どのような蛋白質がエクソソーム上に存在するかを同定

する網羅的なプロテオーム解析を行った。その結果、CDCP1 と呼ばれる分子が同定された。

実際、エクソソーム膜上から CDCP1 を除外すると、破骨細胞の分化を抑制することを確認

した。つまり前立腺がん細胞から分泌されるエクソソーム膜上の CDCP1 が、破骨前駆細胞

に入り、結果的には破骨細胞の数を増やしていることを意味している。上述の結果より、骨

転移する前立腺がんのエクソソーム上には CDCP1 が存在し、CDCP1 を持ったエクソソー

ムが、がん細胞から破骨

前駆細胞に移動すること

によって、破骨細胞の分

化を誘導し、溶骨が促進

され、結果的に転移した

前立腺がん細胞の生存す

る空間が広くなるという

ことを意味している（図

１）。 

 

図１ CDCP1 陽性エクソソームによる破骨細胞の分化誘導 

 

（４）バイオマーカーとしての CDCP1 陽性エクソソーム 

上述の結果から、CDCP1 を持ったエクソソームを検出できれば、骨転移の有無を調べる

ことができる画像診断の感度を補うバイオマーカーになるのではないかと考えた。そこで、
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in vitro, in vivo で得られた結果の臨床的意義を評価するために、骨転移を有する、および

骨転移を有しない前立腺がん患者および前立腺肥大症患者の血漿を採取し、これよりエクソ

ソームを回収し解析した。その結果、骨転移が見られる症例に関しては CDCP1 の発現が見

られた。以上の結果から CDCP1 陽性のエクソソームは、前立腺がん患者における新規のバ

イオマーカーになる可能性を有していると言える。具体的には、１)骨転移を予測する新た

なバイオマーカー、２)がん特異的なバイオマーカー、のそれぞれが期待できる。 

 

（５）組織生検とリキッドバイオプシー 

一般に，より早期の段階でがんを診断して精度の高い治療を行うことは、がん患者の死亡

率を低下させることに有効であると考えられており、「早期発見・早期治療」はがん治療に

おけるひとつのスローガンとなっている。がんの確定診断の方法として、患部の一部をメス

や針などで取って顕微鏡などで調べる生検と呼ばれる検査方法が一般的である。これにより

診断や時には治療方針も決めることになる。しかし生検は、１）患者の組織の一部を採取す

るという「侵襲性」が非常に高く患者に多くの苦痛を与える、２）例えば腫瘍の一部しか採

取できないため、その腫瘍全体の性質を表しているとは限らない、３）腫瘍を採取する医者

の技術に左右される、などの問題がある。一方、これらの問題を補う方法としてリキッドバ

イオプシー（liquid biopsy）と呼ばれる血液や体液により検査する方法がある。リキッドバ

イオプシーでは、生検に存在する上述の１）〜３）の問題点を解決できるが、検査するバイ

オマーカーの種類により偽陽性や偽陰性などの誤診断が出てくることがある。そのため、リ

キッドバイオプシーにおいては、これらの問題点を解決するバイオマーカーの発見が、今後

の医療の問題点を解決する大きな課題となっている。バイオマーカーはアメリカ国立衛生研

究所 NIH により、「病態生理学的な裏づけのもとに測定され、治療介入による薬理学的応答

を評価しうる客観的指標」と定義づけされたものである。つまり、その患者のがんの有無や

進行を評価する手法を意味しており、現在のがん治療においても、PSA や CEA といった複

数のバイオマーカーが使われている。 

 

（６）骨転移の検査 

近年, 早期の微小骨転移巣に対する治療効果を示した報告があり, 骨転移の早期発見によ

り進行前立がんの骨転移を止める可能性が提示されており、骨転移の早期発見は喫緊の課題
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であると言える。しかし、前立腺がんのバイオマーカーである PSA でさえも，早期の骨転

移を見つけることは難しく、どの患者に骨転移が今後起こりやすいかや微小な骨転移がすで

に存在しているかを予測する有効なバイオマーカーは存在しない。そのため、定期的な画像

検査に頼らざるを得ない状況である。現時点での画像検査のスタンダードは骨シンチグラ

フィーであるが, 放射性検査である点やその正確性から改善点も多々ある。また Choline 

PET の検出感度は高いが、限られた施設のみ保有し、医療経済的な問題からも普及してい

ないのが現実である．上述のように、前立腺がんの患者は高齢であることからも、患者の

QOL の向上には、生検を用いない安価で負担が少ない骨転移を早期で発見できることが望

まれる。このような観点からもリキッドバイオプシーに応用可能な新たな高性能バイオマー

カーの同定が望まれている（図２）。 

図２ がんの骨転移検査の現状と新技術の比較。新技術により現状の課題は克服される。 

   また、新技術の開発には高性能なバイオマーカーの同定が必要となっている。 
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１－１－２ 研究目的及び目標	

 上述の背景のもと、新技術を実現するために解決すべき研究課題、（十一）バイオに係る

技術に関する事項	

１ バイオに係る技術において達成すべき高度化目標 

（４）川下分野特有の事項 

１）医療・健康・介護分野に関する事項 

① 川下製造業者等の特有課題及びニーズ 

 エ．生体試料を利用した測定・解析・開発技術 

について、前立腺がんの骨転移をモニターする新たなバイオマーカーの同定とその超高感

度検出法の開発を行うことを目的とし、後述の高度化目標を達成するために、以下のように

【１】〜【３】のサブテーマを設定し、研究開発を実施した。 

 

【１】抗 CDCP1 モノクローナル抗体の作製 

前立腺がん細胞から分泌され、血液中に循環している CDCP1 陽性エクソソームを検出す

るために、抗エクソソーム抗体と抗 CDCP1 抗体の２種類のモノクローナル抗体を用いたサ

ンドイッチ ELISA

を用いた。抗エク

ソ ソ ー ム 抗 体 は

我々が既に樹立し

た高性能抗体を利

用した。本研究開

発 に お い て は 抗

CDCP1抗体を作製

した。図３にその

工程を示し、以下

にその各工程を概

説する。 

図３ 抗 CDCP1 抗体作製の工程 
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【１－１】CDCP1 発現ベクターの構築 

モノクローナル抗体を作製するために、抗原として必要な CDCP1 蛋白を作製した。抗原

蛋白の３次元立体構造を認識する抗体を作る必要があるため、抗原は立体構造を保持した形

での発現が期待される動物細胞の発現系（Expi293 細胞）を用いた。動物細胞用のベク

ターとして pD603 を用い、精製のための His タグを接続した形でベクターを構築した。 

 

【１－２】CDCP1 蛋白の発現と精製 

CDCP1 発現ベクターを市販のトランスフェクション試薬を用いて Expi293 細胞に一過

的に導入し発現させた。１週間の発現後に培養液を回収し、ニッケルカラムに通すことによ

り、His タグを結合させ蛋白を精製した。 

 

【１－３】免疫 

精製した CDCP1 蛋白は、２系統（BALB/C および A/J）のマウス３匹ずつにそれぞれ

５回免疫し、最後にブースター投与を行った。また、これと並行して、発現ベクターを直接

マウスに投与する DNA 免疫も実施した。双方の免疫法において、採血して抗体価がもっと

も高いマウスを各系統１匹ずつ選択した。 

 

【１－４】CDCP1 抗体産生細胞の樹立 

選択したマウスからそれぞれ脾臓を摘出し、脾臓細胞とミエローマ細胞を融合させた。得

られたハイブリドーマ（融合細胞）を限界希釈法によりクローニングし、その培養上清に含

まれる抗体の CDCP1 蛋白との反応性を調べた。高い反応性を示したクローンについては、

我々が保有する高性能な抗エクソソーム抗体を用いることによって、エクソソーム上の

CDCP1 分子と強く反応する抗体を選択した。この独自方法によって選択された CDCP1 陽

性エクソソームと強く結合する抗体を産生するハイブリドーマを確保した。 

 

【１－５】CDCP1 抗体の精製 

CDCP１高反応性抗体を産生する複数クローンのハイブリドーマをそれぞれ高密度培養し、

培養液を回収後、プロテイン G カラムに通すことにより、抗 CDCP1 モノクローナル抗体

を精製した。 
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【２】CDCP1 陽性エクソソーム測定キット

の作製 

【１】で作製した抗 CDCP1 モノクローナ

ル抗体と抗エクソソーム抗体とを組み合わせ

たサンドイッチELISAを作製し、CDCP1陽

性エクソソームの定量を行うためのキットを

作製した。エクソソーム定量のためのサンド

イッチELISAにおける反応の概略を図４に示

す。 

 

図４ CDCP1 陽性エクソソーム測定のためのサンドイッチ ELISA 

 

【２－１】抗体の組み合わせの検討 

固相抗体には抗 CD9 抗体を用い、標識抗体として CDCP1 陽性エクソソームとの反応性

の高い抗 CDCP1 抗体を選択した。また、CD63 抗体を標識抗体とした場合に、固相抗体

として CDCP1 陽性エクソソームとの反応性の高い抗 CDCP1 抗体を選択した。これらの

組み合わせの中から、もっとも高感度に CDCP1 陽性エクソソームを検出できる組み合わせ

を決定した。 

    

【２－２】製造処方および反応条件の最適化 

ELISAの反応に用いるプレートおよび標識抗体やバッファーなどの試薬の製法や内容、ま

た反応温度や反応時間などの条件を検討し、もっとも感度よく検出できる製造処方や反応条

件を決定した。 

 

【２－３】標準蛋白の調製 

ELISAには検量線を引くための標準試薬が必要であるが、エクソソームそのものを標準試

薬とすることは保存安定性の問題から困難である。その代替として、CDCP1 の細胞外ドメ

インと CD９あるいは CD63 の細胞外ドメイン同士を連結させた融合蛋白の発現ベクターを
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作製し、Expi293 細胞に導入、発現させ、その培養液中に分泌された融合蛋白を精製して

標準蛋白とした。 

 

【２－４】測定キットの試作と提供 

 上記の図４に示した ELISA を原理とするキット試作品を作製した。これは抗体を固定

した 96 穴のプラスチック・プレートと試薬類から構成される。  

                   

【３】臨床検体を用いた CDCP1 陽性エクソソーム測定 

前立腺がん患者のがん組織から分泌され血液中を循環する CDCP1 陽性エクソソームの量

と前立腺がんの骨転移発生頻度の相関性を検討するために、前立腺がん患者から採取した血

液（血清サンプル）を用いて、【２】で作製した CDCP1 測定キット試作品によって

CDCP1 陽性エクソソームを測定した。 

 

【３－１】臨床検体の収集 

非がん患者、骨転移あり前立腺がん患者、骨転移なし前立腺がん患者の３群より、1 群あ

たり１０検体ずつ血液を収集し、血清を調製して凍結保存した。 

 

【３－２】測定キットを用いた臨床検体の測定 

測定キットの性能試験の一環として、まず血漿検体の希釈直線性試験および添加回収試験

を実施し、血漿を用いた測定の条件設定を行った。【３−１】で収集、保存しておいた血漿検

体のすべてについて CDCP1 陽性エクソソームの定量測定を行った。 

  

【３－３】データ解析と臨床的意義の検討 

 【３－２】における血液検体の測定結果と、がんの有無あるいは転移の有無といった臨

床情報とを照らし合わせ、その相関性についての検討を行った。 

 

以上の【１】〜【３】のサブテーマそれぞれについて、新技術を実現するために解決すべ

き研究課題、（十一）バイオに係る技術に関する事項 

１ バイオに係る技術において達成すべき高度化目標 
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（４）川下分野特有の事項 

１）医療・健康・介護分野に関する事項 

 ② 高度化目標 

 ア．生物としてのヒトや疾病の個体・細胞・分子レベルでの理解に資する解析技術の 

高度化 

に基づき、それぞれ以下の数値目標を設定した。 

 

【１】抗 CDCP1 モノクローナル抗体の作製 

CDCP1 陽性エクソソームと強い反応性を示し、かつ大量調製可能なモノクローナル抗体

を少なくとも３クローン取得する。 

 

【２】CDCP1 陽性エクソソーム測定キットの作製 

【１】で得られた抗体と高性能抗エクソソーム抗体とのすべての組み合わせの検討から選

択した測定キット試作品による測定において、CDCP1 陽性エクソソームを用いて 10〜

250ng の範囲で検量線が引けること。 

 

【３】臨床検体を用いた CDCP1 陽性エクソソーム測定 

血液検体中のエクソソームに存在する CDCP1 陽性エクソソームを定量でき、骨転移の有

無によって測定値の間に統計学的有意差（p<0.05）があり、感度・特異度が共に 80%を超

えること。また、ROC曲線におけるAUC値が0.7を超えることなど総合的な検討により、

臨床的意義があると判断すること。 
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１－２ 研究体制 

１－２－１ 株式会社ハカレル 

株式会社ハカレルは 2017 年 10 月に創業した新しいバイオベンチャーである。近年研究

が盛んとなってきたエクソソームに基づく研究開発に特化し、研究用試薬の開発と販売、ま

た、エクソソーム関連の受託研究を主な業務としている。代表取締役の園田はもともと塩野

義製薬診断薬事業部の研究開発部門長であり、エクソソーム研究に精通している。塩野義製

薬で作製したエクソソームに対する高性能抗体はその後コスモ・バイオ社に譲渡され、現在

はコスモ・バイオ社が特許を保持している。塩野義製薬を役職定年と共に早期退職した園田

は、国内ではエクソソーム研究の最先端にある国立がん研究センター研究所・分子細胞治療

研究分野の客員研究員となり、さらに大阪大学大学院薬学研究科招聘研究員を併任しながら

エクソソーム研究を続け、その成果を自ら社会実装する目的で当社を設立した。コスモ・バ

イオ社も当社設立に出資している。本社兼研究室は大阪府茨木市でバイオベンチャーが多数

入居している彩都バイオヒルズセンターの１室で（図５）、エクソソーム関連の研究開発に

必要な実験設備を設置している。 

 

  

 

 

 

 

 

 

図５ 当社の入居する彩都バイオヒルズセンター外観（左）と研究室内部（右） 

 

１－２－２ 東京医科大学 

本研究開発においてアドバイザーを担当する東京医科大学・医学総合研究所の落谷孝広教

授は、日本を代表するエクソソーム研究者である。また、東京医科大学の代表研究者である

小坂展慶も落谷と共にこれまでがんの増殖・転移とエクソソームの関連について多くの研究

成果を挙げてきた。図１に示したがん転移の分子メカニズムも今回新たに小坂らが発見した
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ものである。この知見はがんの骨転移とエクソソームの関係を示す初めての発見であり、そ

の成果をアカデミアとベンチャー企業とが共同でいち早く臨床現場に実装しようとすること

が本事業の主旨である。なお、代表研究者の小阪は事業終了直前に転職のため東京医科大学

を退任し、後任として同大学の吉岡祐亮が着任した。 

 

１－２－３ 研究体制と役割分担 

東京医科大学による前立腺がん骨転移に関する最新知見に基づき、CDCP1 陽性エクソ

ソーム測定系を開発するため、東京医科大学と株式会社ハカレルが共同で本研究開発を実施

した。その役割分担は、サブテーマ【１】抗 CDCP1 モノクローナル抗体の作製および【２】

CDCP1 陽性エクソソーム測定キットの作製を株式会社ハカレルが、【３】臨床検体の収集

およびそれを用いた CDCP1 陽性エクソソーム測定を東京医科大学がそれぞれ担当し、それ

ぞれの施設において実施した（図６）。 

図６ 共同研究体制と役割分担 
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１－３ 成果概要 

 １－１－２項で設定した各サブテーマの目標に対して、以下の成果が得られた。 

【１】抗 CDCP1 モノクローナル抗体の作製 

CDCP1 陽性エクソソームと強い反応性を示し、かつ大量調製可能なモノクローナル抗体

22 クローンを取得し、目標の３クローンを大きく超えて達成した。 

 

【２】CDCP1 陽性エクソソーム測定キットの作製 

【１】で得られた抗体と高性能抗エクソソーム抗体とのすべての組み合わせの検討から選

択した測定キット試作品による測定において、CDCP1 陽性エクソソームを用いて、抗

CD9 抗体との組み合わせでは 1.56〜100ng、抗 CD63 抗体との組み合わせでは 3.9〜

250ng の範囲で検量線を引くことができ、目標感度を越えることができた。 

 

【３】臨床検体を用いた CDCP1 陽性エクソソーム測定 

血液検体中に存在する CDCP1 陽性エクソソームの検出を測定キット試作品によって試み

たが、検出できたのはごく一部の検体のみであり、骨転移の有無との相関性など臨床的意義

を見出すには至らなかった。 

 

１－４ 当該研究開発の連絡窓口 

株式会社ハカレル 

園田 光 

電話／FAX：072-657-9980 

E-mail：hsonoda@hakarel.com 
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第２章 本論 

２－１ 抗 CDCP1 モノクローナル抗体の作製 

２－１－１ CDCP1 発現ベクターの構築 

 本事業で作製する抗 CDCP1 モノクローナル抗体は、生体内のエクソソーム上に発現して

いる CDCP1 分子と強く結合する必要があるため、抗原となる CDCP1 蛋白は生体内に存

在する本来の CDCP1 蛋白質とできるだけ近い高次構造を取っていることが望まれた。した

がって、抗原蛋白の発現系としてヒト

胎児腎臓由来の HEK293 細胞の亜株

で浮遊培養系に適した細胞株である

Expi293 細胞を用いた。また、ベク

ターとしては商業ライセンスに制約の

ないプラスミド pD603（図７）を用

いた。ヒト CDCP1 の細胞外領域

（Met1〜Thr667）の C 末端にヒス

チジンが６回繰り返すタグ配列を接続

したポリペプチドをコードする cDNA

を発現ベクターpD603 に組み込み

（pD603-CDCP1EC）、大腸菌 DH5

αを形質転換して増幅させ、プラスミ

ド DNA を大量調製した。 

 

２－１－２ CDCP1 蛋白の発現と精製 

 Expi293 細胞はサーモフィッシャー・サイエンティフィクス

社から市販の専用液体培地で継代し、プラスミド pD603-

CDCP1ECは同社のExpiFectamine293試薬を用いて添付のプ

ロトコルどおりの操作により Expi293 細胞に導入した。トラン

スフェクション操作８日後の培養液を回収し、GE ヘルスケア社

製 His-Mag Sepharose excel を用いて CDCP1 細胞外領域の

組換え蛋白質を抽出し（図８）、透析によりPBSに溶解させた。

図７  発現ベクターpD603 

図８ 精製 CDCP1 蛋⽩の 

SDS-PAGE 解析 
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最終的な精製蛋白の収量は培養液 485mL から 8mg であった。 

 

２－１－３ 免疫 

 精製した CDCP1 細胞外領域蛋白を初回免疫には完全アジュバントと、２回目以降は不完

全アジュバントと等量混和することにより、免疫原としての乳剤を調製した。５週齢の雌

A/J 系マウスおよび Balb/c マウスに、投与１回につき、一匹あたり 100μg の精製タンパ

ク質を皮下と腹腔内に等量に分けて投与した。 

 DNA 免疫法としては、発現ベクターpD603-CDCP1EC を１回につき１匹あたり 30μ

g ずつ A/J 系マウスおよび Balb/c マウスに投与した。合計 8 回の DNA 免疫の後、抗体価

の上昇が顕著に見られなかったため、蛋白の投与に切り替えて 3 回免疫を継続した。 

 

２－１－４ CDCP1 抗体産生細胞の樹立 

6 回目の免疫後に最終のブースターを行い、

その４日後にマウスより脾臓を摘出し、脾細胞

を 調 製 し た 。 脾 細 胞 と ミ エ ロ ー マ 細 胞

（P3U1）との細胞融合は、K.Watanabe et 

al., Vasohibin as an endothelium-drived 

negative feedback regulator of 

angiogenesis, J. Clin. Inves. 114(2004), 

898-907 に記載した方法で行った。 

抗血清とハイブリドーマ上清の抗体価の評価

（１次評価）は下記に記述する ELISA 法にて

行った。即ち、ヤギ抗マウス IgG 抗体を固相し

た 96 穴マイクロプレートに、抗血清又はハイ

ブリドーマ上清を添加し、さらにビオチン化

CDCP1 蛋白質とユーロピウム標識ストレプト

アビジンを混合攪拌後、室温で 2 時間反応させ

た。反応後、洗浄液（0.01%Tween20 と

0.1%ProClin150 を含む生理食塩水）にて
表１ 得られた抗 CDCP1 モノクローナル抗体

の⼀覧 
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３回洗浄し、100μ L 増強試薬を加え、5 分間撹拌した。時間分解蛍光強度を Nivo 

(Perkin Elmer 社製)にて測定し、抗血清やハイブリドーマを未添加の場合に得られるシグナ

ルの３倍を超えるシグナル強度を示す場合を陽性と判断し、DNA 免疫と蛋白免疫の組み合

わせから 8 クローン、CDCP1 蛋白単独免疫分より 14 クローンの合計 22 クローンの抗体

を選択した（表１）。 

 

２－１－５ CDCP1 抗体の精製 

 得られた各モノクローナル抗体は、抗体産生ハ

イブリドーマの無血清培地による培養液 40mL

より、プロテイン G カラム（GE ヘルスケア社

製）を用いて精製した。収量はプロテインアッセ

イ BCA キット（富士フィルム和光純薬社製）に

より測定した。各抗体サンプルは PBS により

１mg/mL の濃度に調製し、以下の実験に供

した。 

  

２－２ CDCP1 陽性エクソソーム測定キット

の作製 

２－２－１ 抗体の組み合わせの検討 

抗体の２次評価には、ヒトCDCP1陽性エクソ

ソームとの反応性を検討した。ヒトの全長

CDCP1 蛋白をコードする cDNA をプラスミド

pD603 に組込み、HEK293 細胞に導入し、

1mg/mL G418 耐性となった安定発現株を選

択、単離した。この細胞株を無血清培地で培養

した上清から超遠心法にて精製したエクソソー

ムをヒト CDCP1 陽性エクソソームとして用い

た。 

エクソソームを定量するためのサンド

図９ CD9 陽性 CDCP1 陽性エクソソーム 

との反応性試験の概略図 

表２ CD9 陽性 CDCP1 陽性エクソソームとの 

反応性試験の結果 
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イッチ ELISA 法においては、エクソソーム・マー

カーに対する抗体と CDCP1 に対する抗体の２種

類の抗体で挟み込む形で CDCP1 陽性エクソソー

ムを検出する。本事業では、エクソソーム・マー

カーとして代表的な CD9 および CD63 を用い、

検討を行った。 

CD9 とのサンドイッチ ELISA は抗 CD9 抗体

（コスモ・バイオ社、クローン 12A12）を固相

抗体、抗 CDCP1 抗体を標識抗体として検討した

（図９）。すなわち、96 穴プラスチックプレー

トに抗 CD9 抗体を固相した上に CDCP1 陽性

エクソソームを結合させ、表１の各抗体をビオ

チン化させて結合させ、HRP（horse radish 

peroxidase）標識ストレプトアビジンを反応さ

せることにより、各抗体と CD9 抗体で捕捉され

たエクソソーム上のCDCP1蛋白との反応性を評

価した（表２）。検出されたシグナル（ex(+)）か

らエクソソーム非存在下でのシグナル（ex(-)）

を差し引いた値で評価したところ、DNA 免疫と

の蛋白免疫の組み合わせより選択した抗体は反応

性が低い傾向が見られたが、蛋白単独で免疫した

抗体では強く反応する抗体が複数クローンあり、

強いものから順に３種類の抗体（クローン B2-

4C3、B3-3H2、B3-4B4）を選択した（表２

の黄色の網掛け）。 

CD63 とのサンドイッチ ELISA は表１の各

抗 CDCP1 抗体を固相抗体、CD63 抗体（コ

スモ・バイオ社、クローン 8A12）を標識抗

体として検討した（図10）。すなわち、96穴

図 10 CD63 陽性 CDCP1 陽性エクソソーム 

との反応性試験の概略図 

との反応性試験の概略図 

表 3 CD63 陽性 CDCP1 陽性エクソソームと

の反応性試験の結果 

反応性試験の結果 
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プラスチックプレートに抗 CDCP1 抗体を固相し、CDCP1 陽性エクソソームを結合させ

て、ビオチン化させた抗 CD63 抗体を結合させ、HRP（horse radish peroxidase）標識

ストレプトアビジンを反応させることにより、各抗体と CD63 抗体で捕捉されたエクソ

ソーム上の CDCP1 蛋白との反応性を評価した（表 3）。その結果、CD63 陽性 CDCP1 陽

性エクソソームと強い反応性を示す抗体が複数クローン得られ、強いものから順に 3 クロー

ン（クローン B3-2C9、B3-10F7、B3-3H2）を選択した。 

 

２－２－２ 製造処方および反応条件の最適化 

 ELISAに用いる抗体の組み合わせ検討に用いた反応条件について、バッファー系および血

清存在下での標準曲線の希釈直線性を調べ、検出されるエクソソーム存在量がどの値まで実

際のエクソソーム濃度を反映しているものか検討した。その結果、CD9/CDCP1 ELISA に

おいては、抗 CDCP1 標識抗体がクローン B2-4C3、B3-3H2、B3-4B4 のいずれの場

合でも、バッファー系では１μg/mL、血清存在下では 500ng/mL まで直線性が確認され

た。また、CD63/CDCP1 ELISA においては、抗 CDCP1 固相抗体がクローン B3-2C9、

B3-10F7、B3-3H2 のいずれの場合でも、バッファー系では 2.5μg/mL、血清存在下で

図 11 CDCP1 陽性エクソソームの希釈直線性試験 



【公開版】 

 
 

20 

は 1.25μg/mL まで直線性が確認された（図 11）。 

 次に、ヒト血清検体を測定する際に、反応液にどの量まで血清を添加しても正しい測定値

が得られるかを検証するための添加回収試験を行った。その結果、CD9/CDCP1 ELISA に

おいては、抗 CDCP1 標識抗体がいずれの場合でも、ウェルあたりの血清添加量が 25μL

までであれば概ね指標となる 70%以上の回収率が得られた。また、CD63/CDCP1 

ELISA においては、抗 CDCP1 固相抗体がクローン B3-2C9、B3-3H2 では同様に 25μ

L までで 70%以上の回収率であったが、クローン B3-10F7 では 10μL までで 70%以上

の回収率となった（図 12）。 

 

 

 以上の結果より、キット試作品の構成試薬としては、別紙１【Ⅰ－1】構成品に記した試

薬類を実験室レベルで製造することで問題はなく、また、血清検体を測定する際の血清添加

量はウェルあたり 25μL（CD63/CDCP1 におけるクローン B3-10F7 使用時のみ 10μ

L）が最適であることが判明した。 

 

２－２－３ 標準蛋白の調製 

図 12 CDCP1 陽性エクソソームの添加回収試験 
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 CD9/CDCP1 ELISA あるいは CD63/CDCP1 

ELISA において、測定の都度検量線を作成するた

めの標準物質として、使用する抗体のエピトープ

となるポリペプチドを接続した融合蛋白質を合成

する。いずれも Expi293 細胞株で発現・精製する

ための発現ベクターを構築した。ヒト CD9 あるい

は CD63 蛋白の細胞外ドメイン（２つのうち大き

い方）、すなわち CD9 の His113〜Ile195 あるい

は CD63 の Gly104〜Asn202 を CDCP1 蛋白

の細胞外領域の C 末端側に接続し、さらにその C

末端側にヒスチジン・タグを接続した形の cDNA

を発現ベクターpD603 に組込んだ。これらのプ

ラスミドを Expi293 細胞にトランスフェクト

し、７日後の培養液を回収して GE ヘルスケア社
図 13 測定キット試作品 

図 14 標準蛋白（融合蛋白）による標準曲線 
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製 His-Mag Sepharose excel を用いて各融合蛋白質を抽出し、透析操作を経て PBS に溶

解させた。最終的な精製蛋白の収量は CD9/CDCP1 融合蛋白が培養液 25mL から 3mg、

CD63/CDCP1 融合蛋白も培養液 25mL から 3mg であった。 

 

２－２－４ 測定キットの試作と提供 

 以上の検討より決定したキット構成試薬と試験方法に基づき、測定キット試作品（図 13）

および別紙１に示す添付文書（CD9/CDCP1 ELISA 用）を作成した。CD9/CDCP1 

ELISA あるいは CD63/CDCP1 ELISA における標準蛋白（CD9 あるいは CD63 と

CDCP1 との融合蛋白）を用いた標準曲線は図 14 のようになった。 

 

２－３ 臨床検体を用いた CDCP1 陽性エクソソーム測定 

２－３－１ 臨床検体の収集 

 臨床検体としては、健常者 10 例、骨転移なし前立腺がん患者 10 例、骨転移あり前立腺

がん患者 10 例について、年齢、性別、ステージ、既往歴、合併症などの臨床情報を確認し

て選択した（別紙２）。これらのドナーによる血清検体各１mLを収集し、-80℃で保管した。 

 

２－３－２ 測定キットを用いた臨床検体の測定 

 CD9/CDCP1 ELISA および CD63/CDCP1 ELISA キットの試作品を用いて、臨床検

体 30 例の測定を実施した。CD9／CDCP1 ELISA においては、標識抗体として３つの抗

CDCP1 抗体（クローン B2-4C3、B3-3H2、B3-4B4）を用い、CD63/CDCP1 

ELISA においては、固相抗体として 3 つの抗 CDCP1 抗体（クローン B3-2C9、B3-

10F7、B3-3H2）を用いた。測定操作は別紙１に示すプロトコールに従って実施した。各

抗体の組み合わせにおける測定結果を図 15 および 16 に示す。 
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２－３－３ データ解析と臨床的意義の検討 

 CD9/CDCP1 ELISA においては、標識抗体をクローン B2-4C3 の場合に転移なし群の

サンプル No.3、あるいはクローン B3-3H2 の場合に健常者群の No.8 と転移なし群の

N0.3 においてのみ有意なシグナルが検出され、他のサンプルはバックグラウンド・レベル

であった。標識抗体をクローン B3-4B4 とした場合にも有意な群間差は認められなかった。 

 CD63/CDCP1 ELISA においては、固相抗体をいずれの抗体にした場合でも転移なし群

のサンプル No.2 のみが有意なシグナルを示した。他には固相抗体をクローン B3-2C9 に

した場合に転移あり群のサンプル No.9 が有意なシグナルを示したが、それ以外はすべて

バックグラウンド・レベルの測定値であった。これらの測定結果から、臨床検体を直接

ELISA試作品で測定することからは臨床的に意義のあるデータは残念ながら得られないこと

が明らかとなった。 

図 15 CD9/CDCP1 ELISA による測定結果 

 

図 16 CD63/CDCP1 ELISA による測定結果 
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最終章 全体総括 

（１）複数年の研究開発成果 

    ２年間の事業において、以下の成果が得られた。 

・ ヒト CDCP1 発現ベクターを構築した。 

・ 動物細胞で発現・精製してヒト CDCP1 蛋白を得た。 

・ 抗ヒト CDCP1 モノクローナル抗体 22 クローンを得た。 

・ CDCP1 陽性エクソソーム検出用サンドイッチ ELISA を 6 キット作成した。 

・ 作成したキットはすべて期待通りのスペックを満たしており、試作品とした。 

・ ELISA 試作品ではヒト検体中の CDCP1 陽性エクソソームを検出できなかっ

た。 

作成した ELISA 試作品は当初想定した要求仕様を満たすものであったが、実際の

ヒト臨床検体中の CDCP1 陽性エクソソーム量は、試作品の検出限界以下であり、

そのままでは試作品の臨床上の有用性を判断することはできなかった。 

     

（２）研究開発後の課題・事業化展開 

    標準曲線を見る限り、ELISA試作品のスペックは測定系としては決して悪いもので

はなく、改良によって大幅に高感度化することはあまり期待できない。むしろ測定の

前処理として検体中の微量エクソソームを濃縮する技術の開発が望まれる。サポイン

事業完了後、我々はすでにその開発を開始している。すなわち、抗 CD9 あるいは抗

CD63 抗体を固相した磁性ビーズを用いてサンプル中のエクソソームを回収・濃縮

し、その中から CDCP1 陽性エクソソームを検出する方法を検討している。現在、

ウェスタンブロット法で確認する限り回収・濃縮には成功しており、その後の検出技

術の確立を試みている。これに成功すれば、改めて臨床検体の測定を実施して臨床上

の有用性を検討する計画である。臨床的意義が見出された場合には、サポイン事業の

当初計画どおり診断薬の開発に向けた事業展開を実施する予定である。 
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別紙１ 

CDCP1/CD9 Exosome ELISA Kit, Human 

ヒト CDCP1 陽性エクソソーム(CD9)ELISA キット 

【Ⅰ－1】構成品 

保存温度︓冷蔵（２〜８℃） 

 内容 容量 数量 危険表記および取扱上の注意 

1 抗 CD9 抗体 

固相化プレート (96well) 

8well x 

12 strips 

1 枚 

成分は労働安全衛⽣法に⾮該当

ですが、取扱う際には眼鏡・⼿

袋 などの保護具を着⽤の上、⼈

体への接触を避けるよう⼗分に

配慮してください。 

 

 

2 標準タンパク質 

(CDCP1/CD9 融合タンパク質) 

100µL 1 本* 

3 アッセイバッファー 25mL 1 本 

4 洗浄バッファー 

(10 倍濃縮) 

25mL 1 本 

5 HRP 標識抗 CDCP1 抗体 

(5０0 倍濃縮) 

20µL 1 本 

6 基質液 12mL 1 本 

7 停⽌液(2N H2SO4) 

 

 

 

 

 

 

6mL 1 本 （成分として硫酸を 9.8％含む） 

労働安全衛⽣法 第 57 条および第 

57 条の 2 に該当 

危険    

 

・吸⼊すると有害（気体、蒸気、ミ

スト） 

・重篤な⽪膚の薬傷及び眼の損傷 

・重篤な眼の損傷 

・呼吸器系の障害のおそれ 

・⻑期にわたる、⼜は反復ばく露に

よる呼吸器系の障害のおそれ 

8 プレートシール  2 枚  
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*n=2 として、検量線２回分 

 

ご準備いただくもの（その他必要なもの） 

・マイクロピペッター(10〜1000µL) 

・マルチチャンネルピペッター 

・リザーバー 

・プレートシェーカー 

・プレートリーダー（波⻑ 450nm が測定可能なもの） 

・プレートウォッシャー 

【Ⅱ】試薬、サンプルの調製⽅法 

【Ⅱ１】洗浄バッファーの調製 

 洗浄バッファー(10 倍濃縮)を精製⽔で 10 倍希釈します。 

 例）プレート 1 枚分︓洗浄バッファー(10 倍濃縮)25mL に精製⽔ 225mL を加え、混合します。 

 

【Ⅱ２】標準タンパク質の希釈調製（プレート 1 枚あたり 2 ウェル分ずつ調製） 

 
濃度(pg/mL) 標準タンパク質 

アッセイ 

バッファー 
希釈率 

A 25000    

B 2500 50µL of A 450µL 10 

C 1250 250µL of B 250µL 2 

D 625 250µL of C 250µL 2 

E 312.5 250µL of D 250µL 2 

F 156.3 250µL of E 250µL 2 

G 78.1 250µL of F 250µL 2 

H 39.1 250µL of G 250µL 2 

 キットに⼊っている標準タンパク質（上表の A）50μL にアッセイバッファー450μL を加え（10 倍

希釈）、よく混合した溶液を B とします。この B 溶液 250μL にアッセイバッファー250μL を加え（2

倍希釈）、よく混合した溶液を C とします。以下、同様に２倍希釈した溶液を調製し、100μL ずつ測
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定して下さい。各濃度 n=2 では、100μL x 2 = 200μL 使⽤します。 

 希釈調製した標準タンパク質(39.1〜2500pg/mL)は、必要量を⽤時調製してください。 

 

【Ⅱ3】抗体の調製 

 HRP 標識抗 CDCP1 抗体(500 倍濃縮)をアッセイバッファーで 500 倍希釈します。 

 例）プレート 1 枚分︓アッセイバッファー10mL に HRP 標識抗 CDCP1 抗体(500 倍濃縮)20µL を

加え、転倒混和します。希釈調製した HRP 標識抗 CDCP1 抗体、必要量を⽤時調製してください。 

 

【Ⅱ4】サンプル調製 (⾎清サンプル) 

⾎清はアッセイバッファーを⽤いて 4 倍に希釈し、これをサンプルとして測定します。すなわち 1

ウェルあたりに⾎清を 25µL、アッセイバッファーを 75µL 添加してください。 

 測定範囲上限(2500pg/mL)を越えたサンプルは、アッセイバッファーを⽤いて更に適宜希釈して

測定することにより、その濃度を求めることができます。 

【Ⅲ】測定⽅法 

1. 抗 CD9 抗体固相化プレートと試薬を室温に戻します。 

2. 標準タンパク質を希釈調製します（【Ⅱ２】）。 

3. 2 で希釈調製した標準タンパク質 (39.1〜2500pg/mL)もしくはサンプル溶液を 1 ウェルあたり

100µL ずつプレートへ加えます。 

4. プレートにシールし、プレートシェーカーで撹拌(800rpm, 30 秒)します。 

5. 室温で 1 時間撹拌(800rpm)して反応します。 

6. 溶液を完全に除去し、各ウェルに 300µL の洗浄バッファー（【Ⅱ１】）を加え、洗浄します。こ

の操作を 3 回⾏って下さい。 

7. 希釈調製した HRP 標識抗 CDCP1 抗体（【Ⅱ3】）を各ウェルに 100µL ずつ加えます。 

8. プレートにシールし、プレートシェーカーで撹拌(800rpm, 30 秒)します。 

9. 室温で 1 時間撹拌(800rpm)して反応します。 

10. 抗体溶液を完全に除去し、各ウェルに 300µL の洗浄バッファー（【Ⅱ１】）を加え、洗浄しま

す。この操作を 3 回⾏って下さい。 
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11. 基質液を各ウェルに 100µL ずつ加え、室温で 20 分間静置反応します。 

12. 発⾊の濃度を確認後、各ウェルに 50µL ずつ停⽌液を加えます。 

13. プレートリーダーにて各ウェルの吸光度を測定します（測定波⻑︓450nm）。 

14. 横軸に標準タンパク質濃度、縦軸に吸光度を取り、標準曲線を描きます。 

15. サンプル溶液から得られた吸光度を標準曲線に対応させ、標準タンパク質（CDCP1/CD9 融合タ

ンパク質(pg/mL)）相当量としてサンプル溶液中の CDCP1 陽性エクソソーム濃度(Unit/mL)を

算出し、希釈倍数を乗じます。 

 

【Ⅳ】測定例 

【Ⅳ１】標準曲線 

⼀例（検出抗体︓B3-3H2）として、CDCP1/CD9 融合タンパク質の標準タンパク質に対する吸光

度(OD450)をグラフに描くと図 1 のようになります。ただし、アッセイ毎に新たな標準曲線を描いて、

サンプル中の濃度を算出してください。 

 
（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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標準タンパク質 

(pg/mL) 

吸光度(450nm) 
平均吸光度 

1 2 

0 0.070 0.068 0.069 

39.1 0.116 0.099 0.108 

78.1 0.151 0.146 0.149 

156.3 0.224 0.222 0.223 

312.5 0.410 0.399 0.405 

625 0.684 0.771 0.728 

1250 1.400 1.460 1.430 

2500 2.582 2.539 2.544 

 

図１ CDCP1/CD9 融合タンパク質の標準タンパク質による標準曲線およびサンプル測定 
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