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Exosomes are cell-derived extracellular vesicles that 
present in most biological fluids including blood, urine, 
saliva, and so forth. Exosomes mediate intercellular 
communication by delivering nucleic acids and proteins in 
vivo. As the surface characteristics of exosomes dictate 
their biological fate, the surface functionalization is a 
pivotal technique to broaden the biomedical potential of 
exosomes. The surface engineering might also lead to 
solve the purification and stability issues of the exosome. 
In this paper, we categorize the surface engineering 
methods of exosomes into three strategies; (i) genetically 
engineering the parental cell line, (ii) synthetic covalent 
modification, and (iii) noncovalent modification including 
hydrophobic interaction. Recently, polydopamine (PDA) 
and metal-phenolic network (MPN) have emerged as a powerful coating technique through 
noncovalent interaction with various substrates. These bioinspired coatings have also been 
applied to exosomal surfaces. The strengths and weaknesses of each methods are reviewed and 
possible future direction is discussed.  
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１．エクソソームとは 

 細胞は様々な小胞を分泌する 1)。これらの厳

密な分類は議論されている最中であるが、大き

く分けるとエンドソーム由来のエクソソームと形

質膜由来のエクトソームに分類することができる
2)。エクソソームは血球細胞や内皮細胞など、

様々な細胞が分泌し、核酸やタンパク質が内

包されている。直径は 40–160 nm 程度であり、

血液、尿、唾液など殆どの体液に含まれている。

体内を循環して、分泌細胞と標的細胞の間で

コミュニケーションを媒介していることが近年明

らかにされてきた（Fig. 1）。 

 言い換えるとエクソソームは細胞から細胞へ

物質を運ぶ天然のナノキャリアであるから、その

機能をハイジャックして人工的な薬物送達キャ

リアへと改変することは理にかなったアイディア

である。Alvarez ら 3)は、マウスの細胞培養液か

ら精製したエクソソームに電気穿孔法によって

siRNA を封入して細胞採取元のマウスへと注

射し、脳選択的に siRNA を送達してタンパク質

をノックダウンすることに成功している。核酸医

薬の他にも抗がん剤 4)や抗炎症薬 5)をエクソソ

ームに内包させ薬物送達に応用した例が報告

されている。 
 また、癌細胞など病変細胞から分泌されたエ

クソソームの構成分子がバイオマーカーとして

注目されている 6)。例えば、悪性黒色腫細胞が

放出するエクソソームには TYRP2、VLA-4、

METなどのタンパク質が高濃度に含まれており、

これらは転移能を予測するためのマーカーとし

て有望である 7)。既に血中エクソソームに内包さ

れた RNA を分析し、癌診断および抗がん剤投

薬の指針とする体液診断が米国で一部実用化

されている 8)。血液ではなく、尿や唾液に含ま

れるエクソソームからも同様の診断が可能にな

れば、より低侵襲な診断が実現するため、エク

ソソームに関わる周辺技術は今後ますます重

要になるだろう。 
 

２．エクソソームの表面工学 

 薬物送達や体液診断などの医療応用が先行

しているが、エクソソームは脂質二重膜からなる

不安定かつ極小サイズの粒子であるためハンド

リングが難しいという課題がある。エクソソーム

は、内包物の漏出、脂質二重膜の融合や脂質

分子の交換、プラスチック容器表面への吸着に

よる変性等が頻繁に起こり、不安定である 9)。脂

質二重膜は流動性かつ酸化されやすいため、

エクソソームを長期保存すると粒径が変化し、

化学的に変性する場合がある 9)。経験的に、体

液や細胞培養液からエクソソームを精製したら、

冷凍庫に長期間保存せず、できるだけ早めに

Figure 1. Exosomes are released from the 
multivesicular bodies (MVBs), which are formed 
within the cytoplasm of the cell, into the 
extracellular environment by fusion of MVBs with 
the cell membrane. Secreted exosomes can 
deliver the cargos to recipient cells through (1) 
direct fusion with the recipient plasma 
membrane; (2) phago- and micropino-cytosis; 
(3) receptor-mediated endocytosis. Created with 
BioRender.com 
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実験に用いる方が良いと言われている。 
 最近、我々は生物に着想を得た汎用的なコ

ーティング手法をエクソソームに適用することで、

エクソソームの表面を抗酸化性薄膜によって全

面被覆することに成功した 10)。これまでのエクソ

ソーム表面の修飾法は遺伝子工学的手法およ

び化学的手法により、膜上の分子を修飾するも

のが大半であるが 11)、我々が最近報告した手

法は分子間相互作用によりエクソソーム表面を

全面被覆することができる 10)。本論文では、エ

クソソームの表面修飾法を (i) 遺伝子工学、

(ii) 化学反応、(iii) 分子間相互作用による手

法の３つにカテゴライズし、それぞれの特徴を

述べる。 

 

３．遺伝子工学的手法によるエクソソームの表面

修飾 

 ラクタヘドリンの C1C2 ドメインは脂質表面に

結合する指向性がある 12)。この特性を利用して、

目的のタンパク質を C1C2 ドメインの N 末端側
に融合させることで、エクソソームの外表面に修

飾することができる（Fig. 2）。本手法を用いて、

腫瘍関連抗原やヒト上皮増殖因子受容体 2
（HER2）13) がエクソソーム表面に固定化された。

Wang ら 14)は、抗 HER2 抗体と C1C2 ドメインの

融合タンパク質をコードしたプラスミドをデザイ

ンし、エクソソームの表面に抗 HER2 抗体を提

示できることを報告している。抗HER2抗体を提

示したエクソソームに細胞傷害性薬剤を内包し、

HER2 陽性乳がん細胞に選択的に内包物を送

達できることも示された。 
 Morishita ら 15)はガウシアルシフェラーゼ

（GLuc）とラクタヘドリンの融合タンパク質をコー

ドするプラスミドを設計した。マウス悪性黒色種

細胞（B16-BL6）にプラスミドを導入し、分泌さ

れたエクソソームを超遠心分離によって回収し

た。このエクソソームは、セレンテラジン存在下

で GLuc の酵素活性に起因する発光を示した。

このエクソソームをマウスに静脈内注射し、生

体内分布を発光シグナルに基づいて経時的に

モニターした。血清中の発光強度はすぐに低

下し、半減期は約 2 分であった。比較的強い発

光強度がまず肝臓で、次に肺で観察された。 

 標的ペプチドをエクソソームの膜タンパク質で

ある Lamp2b と融合させることで、エクソソーム

表面に固定化することも可能である。狂犬病ウ

ィルスに由来する RVG ペプチドは、脳内や脳

血管内皮細胞に多く発現しているアセチルコリ

ンレセプターと結合し、脳移行性を示す 16)。

Alvarez ら 3)は RVGペプチドを Lamp2b と融合

させ、エクソソームの脳ターゲッティングを試み

ている。Tian ら 17)は iRGD ペプチドを Lamp2b
と融合させることで、ドキソルビシン搭載エクソソ

ームの表面に提示した。iRGD ペプチドはがん

組織に多く発現する αvβ3 に特異的に結合する

ため、iRGD 修飾によってがん組織におけるエ

クソソームの集積量が増加した。 
 Lai ら 18)は、血小板由来成長因子受容体

（PDGFR）の膜貫通ドメイン（BAP ドメイン）と

GLuc をコードするレンチウイルスベクターを調

製した。このベクターを導入された HEK293T細

胞は、表面に GLuc および BAP ドメインを提示

するエクソソームを持続的に分泌した。BAP ドメ

インは動物細胞で発現させると、ビオチンリガ

ーゼによってビオチン化される。このビオチンを

介して、ストレプトアビジン-Alexa Fluor 680 複
合体を二次修飾した。Alexa Fluor 680 の蛍光

シグナルを用いて、エクソソームの組織分布と

血中濃度を in vivo イメージングした。静脈内投

与されたエクソソームは、まず体内に分布した

後、肝臓および腎臓を介して排泄段階へと移

行した。半減期はほとんどの組織で 30 分未満

であった。最も高い蛍光シグナルは脾臓から検

出され、次に肝臓、腎臓、肺と続いた。脳と心

臓からは弱い蛍光シグナルしか検出されなかっ

Figure 2. Fusing proteins to the C1C2 domain of 
Lactadherin allows chimeric proteins to 
immobilize on the surface of exosomes. 



 

Acc. Mater. Surf. Res. 2021, Vol.6 No.4, 98-105. 101 

た。 
 タンパク質をエクソソームの内表面選択的に

固定化することもできる。Yim ら 19)は、エクソソ

ームの膜上に存在するタンパク質である CD9
の C 末端側に緑色蛍光タンパク質（EGFP）、N
末 端 側 に CIBN を 融 合 さ せ た

（CIBN-EGFP-CD9）プラスミドを調製した。これ

とは別に、赤色蛍光タンパク質（mCherry）を

CRY2 と融合させたプラスミドも用意した。 
CIBNとCRY2は青色光照射に応答して光二量

化する 20)。細胞にプラスミドを遺伝子導入し、青

色光照射下で培養することで、分泌されるエク

ソソーム内に mCherry が固定化された。次に、

Cre リコンビナーゼと CRY2 の融合タンパク質を

調製し、これもエクソソーム内表面に固定化し

た。このエクソソームはリコンビナーゼを細胞や

組織にデリバリーするための薬物送達キャリア

として機能した。  
 このように遺伝子工学的手法によるエクソソー

ムの表面修飾は膜の外面と内面を区別して修

飾可能である。一方で、プラスミドをまず作製す

る必要があり、適応可能な分子はペプチド鎖や

タンパク質に制限される。また、ペプチドやタン

パク質であったとしても、細胞内で翻訳されエク

ソソーム膜上へ移行する過程で分解される可

能性があり、どのような配列でも提示できるとい

うわけではない 21)。 
 

４．化学反応によるエクソソームの表面修飾 

 化学反応をエクソソームの表面機能化に利用

した例がいくつか報告されている。Smyth ら 22)

は、4-ペンチン酸をエクソソーム膜上タンパク質

のアミンと反応させることで、エクソソームの外

表面にアルキンを導入した。次に、アジド基をも

つ蛍光色素（5-カルボキシテトラメチルローダミ

ンアジド）をエクソソーム表面上のアルキンとクリ

ック反応（ヒュスゲン双極子環化付加）させること

で固定化できることを示した（Fig. 3）。所定の密

度でアルキン修飾したリポソームを別途用意し、

これと比較することでエクソソーム表面に導入さ

れたアルキンの量を見積もったところ、エクソソ

ーム膜上のタンパク質１分子あたり 1.5 分子の

アルキンが導入されたことが示唆された。しかし、

本手法ではどの膜タンパク質が修飾を受けた

のか定かではなく、さらに膜タンパク質のアミン

ではなくホスファチジルエタノーアミンなどの脂

質分子中のアミン基と反応している可能性も否

定できない。 
 クリック反応によって標的ペプチドをエクソソ

ーム表面に固定化し、薬物送達に応用した例

がある。Tian ら 23)は、2段階反応により環状ペプ

チド（cRGD, Arg-Gly-Asp-D-Tyr-Lys）をエクソソ

ーム表面に修飾した。まずジベンゾシクロオク

チン（DBCO）-Sulfo-N-ヒドロキシコハク酸イミド

（NHS）をエクソソーム膜上に存在するアミノ基と

反応させた。次に導入された DBCO 基とアジド

化ペプチドをクリック反応させた。抗炎症薬（ク

ルクミン）を内包し、局所脳虚血モデルのマウス

に尾静脈内投与したところ、炎症性サイトカイン

の発現レベルを有意に減少させた。 

 メチオニンおよびシスチンの代わりに L-アジド

ホモアラニン（メチオニンのアジド基含有アミノ

Figure 3. Surface engineering of exosomes through the click reaction. 
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酸類似体）を添加した培地中で細胞培養すると、

翻訳されるタンパク質中にアジド基が導入され

る。このアジド基をクリック反応による修飾点とし

て利用することができる 24)。Wang ら 25)は、この

手法によってエクソソーム上の膜タンパク質に

アジド基を導入した。導入されたアジド基と

DBCO-Cy3 および DBCO-PEG-ビオチンをクリ

ック反応させることでエクソソーム表面に蛍光色

素およびビオチンを修飾することに成功した。 
 化学反応によるエクソソームの表面修飾は、

ほとんどの場合においてエクソソーム表面の膜

タンパク質や脂質分子内に存在するアミノ基を

化学反応点として活用している。また、精製過

程において完全に取り除くことのできない不純

物が望ましくない副反応を引き起こす可能性も

指摘されている 26)。エクソソームの純度を十分

に担保でき、表面上の反応点がさらに開拓され

れば、標的ペプチド、蛍光色素、PEG誘導体な

どをエクソソーム表面に固定化するための標準

的手法になり得る。 

 

５．分子間相互作用を利用したエクソソームの表

面修飾 

 PKH26 は分子内に蛍光発色部位と脂質親和

性の高い長鎖アルキル基をもつ。短時間（1～5
分）の標識処理でアルキル鎖が細胞膜に挿入

され、蛍光発色部位を細胞の外表面に固定化

できる。エクソソームも細胞と同様の脂質二重

膜から成るため、エクソソーム膜を染色するた

めにも使用できる（Fig. 4）。ただし、PKH26 はそ

の両親媒性から、超遠心分離中にナノ粒子へ

と自己組織化する可能性が指摘されており、サ

イズと蛍光強度が類似している蛍光ラベル化さ

れたエクソソームと分離することは困難である 27)。

したがって、エクソソームを PKH26 染色する際

には、偽陽性シグナルの可能性に常に注意す

る必要がある。 
 このように長鎖アルキル基は疎水性相互作用

を介して分子をエクソソームの脂質二重膜に固

定化するために利用されている。Koojimans ら
28)はエクソソームの血中半減期を延ばすために、

PEG-脂質複合体のアルキル鎖部位を脂質二

重膜に挿入することで PEG をエクソソーム表面

に固定化した。未修飾のエクソソームは静脈注

射後 10 分以内に血中から迅速に除去されたが、

PEG 修飾されたエクソソームは 60 分後も検出

可能であった。 
 Hu1545 細胞（正常肝由来）の表面に、HepG2
細胞（肝癌由来）の表面と比べて、より多く結合

する DNA アプタマーがスクリーニングされた 29)。

Wan ら 30)は、HepG2 細胞の表面に結合するア

プタマーは、HepG2 細胞が分泌するエクソソー

ム表面にも結合するはずとの仮説を立てた。実

際に、7 種類のアプタマーが HepG2 細胞が分

泌したエクソソームの表面によく結合したが、う

ち 6種類のアプタマーは Hu1545 細胞が分泌し

たエクソソーム表面にも結合した。特異性を示

したのは 1 種類のアプタマー（LZH8）のみであ

った。このことはエクソソーム表面のタンパク質

組成が分泌細胞表面のそれと一部異なることを

示唆している。 

 近年、ムラサキイガイの接着にヒントを得た汎

用的なコーティング手法 31)が材料工学分野で

注目を集めている。イガイ目イガイ科に属する

二枚貝の 1 種であるムラサキイガイは、接着性

タンパク質を用いて湿潤環境においても岩肌な

どに接着する。岩肌のみでなく、金属材料、無

機材料、有機材料など様々な人工材料の表面

にも接着することができる。この接着性タンパク

質は、側鎖がカテコール基であるジヒドロキシフ

ェニルアラニン（DOPA）と側鎖がアミノ基である

Figure 4. Immobilization of functional molecules 
on exosomal surfaces via insertion of 
hydrophobic alkyl chains.  
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リシンを多く含んでいる 32)。Lee ら 31)はドーパミ

ンがカテコール基とアミノ基を両方含むことに着

目し、種々の基材に適用可能な被膜前駆体に

なることを報告した。ドーパミン水溶液に被覆対

象の物質を浸漬するだけで、ドーパミンが表面

に吸着して重合し、ポリドーパミン（PDA）被膜

が生成する。 
 我々は PDA コーティングがエクソソームにも

適用可能であることを示した 10)。精製したエクソ

ソームをドーパミンの Tris 塩酸緩衝溶液（ドー

パミン 2 mg/mL、Tris 10 mM, pH 7.4）中に分散

させ、室温で 2時間インキュベーションするだけ

でコーティングが完了する（Fig. 5）。PDA コー

ティング前後のエクソソームの粒径を動的光散

乱で測定したところ、78±11 nm から 98±9 nm
へと増加した。このことから膜厚は約 10 nm であ

ることがわかる。またコーティングに伴って表面

ゼータ電位が−16.7 mV から−26.5 mV へと変

化した。ポリドーパミンはチオール基とマイケル

付加反応するため、チオール末端 PEG を添加

するだけで PEG 鎖を高密度にエクソソーム表

面に導入することができる。PEG 鎖の導入はエ

クソソームの保存期間中の分散安定性を向上

させた。 

 PDA と 同じく 様 々 な基材を被覆で き る

Metal-Phenolic Network（MPN）33)もエクソソー

ムの表面修飾に適応されている 34)。Fe3+とタン

ニン酸からなる MPN 被覆により、エクソソーム

のゼータ電位が−49±1.2 mV から−23±1.6 
mV に変化した。MPN 被膜は、熱ストレスおよ

び UV 照射から内包物を保護した。グルタチオ

ン保護金ナノ粒子をマイケル付加反応によって

MPN被膜上に固定化することができた。これに

より、暗視野顕微鏡を使用した単一エクソソー

ムの可視化が可能になった。MPN を介して金

ナノ粒子を表面に固定化したエクソソームの

MCF-7 細胞による取り込みを透過型電子顕微

鏡で観察したところ、主にリソソーム内に局在し

ていた。さらに、MPN被膜は pH 5 で分解し、除

去可能であった。このように刺激に応答して表

面が変化する系を実現する上で、分子間相互

作用を活用した修飾法は有効である。 
 

６．今後の展望 

 エクソソームの表面修飾法を (i) 遺伝子工学、

(ii) 化学反応、(iii) 分子間相互作用による手

法に分類し、それぞれを概観した。遺伝子工学

的手法がエクソソームの表面改質のために現

在最もよく利用されている。融合タンパク質の

発現のために、ベクターの調製および細胞株

の樹立が必要だが、一度確立してしまえば、安

定してエクソソームを生産可能である。グラム陽

性菌由来や植物由来の膜小胞など、哺乳類細

胞以外の供給源からの細胞外小胞の表面修

飾においても遺伝子工学的手法は有用だろう。

ただし、タンパク質またはペプチドの修飾に限

定されるため、合成小分子や高分子を表面修

飾するには化学反応および分子間相互作用を

利用したエクソソームの表面修飾法が依然とし

て必要である。 
 エクソソームの血中半減期はおおむね 10 分

未満であり、血中滞留性の改善が薬物送達キ

ャリアとしての応用には必須である。血中滞留

性向上のためには PEG の表面固定化が有効

であり、これは化学反応および分子間相互作

用を利用した表面修飾によって試みられている。

しかし、化学反応による修飾では、ほとんどが

エクソソーム表面のタンパク質のアミノ基を反応

点として用いているため、新たな表面修飾反応

の開拓は重要な研究テーマであろう。また異な

る供給源由来のエクソソーム表面に対して同様

の化学反応を行うと、同様の修飾率が得られる

かどうかを評価した研究が不足しているため、

再現性担保の観点からさらなる研究が必要とさ

れている。 
 分子間相互作用を利用した表面修飾は化学

反応と併用されながら今後着実に進展していく

Figure 5. Polydopamine coating of exosomal 
surface.  
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だろう。分子間相互作用による表面修飾は共

有結合形成による修飾と比べてダイナミックに

制御できる可能性が魅力的である。実際、エク

ソソーム上のMPN被膜は弱酸性条件において

分解し除去可能であることが報告されている 34)。

エクソソームを MPN と PEG からなるシェルで被

覆しておいて、疾患部位に到着したところでシ

ェルを脱着するスマートナノマシンの開発も今

後期待される。 
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