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(57)【要約】
　本発明は、試料中に存在する細胞外膜小胞又はウィルスを、純度良く、インタクトな状
態で簡便且つ効率的に取得又は除去し、或いは高感度に検出するための担体及び方法の提
供を課題とする。本発明は、「１．Ｔ細胞免疫グロブリン・ムチンドメイン含有分子４（
Ｔｉｍ４）タンパク質、Ｔｉｍ３タンパク質、及びＴｉｍ１タンパク質から選ばれるタン
パク質（Ｔｉｍタンパク質）が結合した担体（Ｔｉｍ担体）。２．試料中の細胞外膜小胞
又はウイルスを取得する方法。３．試料中の細胞外膜小胞又はウイルスを除去する方法。
４．試料中の細胞外膜小胞又はウイルスを検出する方法。５．Ｔｉｍ担体を含んでなる、
細胞外膜小胞又はウイルスの捕捉用キット。６．Ｔｉｍタンパク質を含んでなる試薬と、
担体を含んでなる試薬とを含んでなる細胞外膜小胞又はウィルスの捕捉用キット。」に関
する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
Ｔ細胞免疫グロブリン・ムチンドメイン含有分子４（Ｔｉｍ４）タンパク質、Ｔ細胞免疫
グロブリン・ムチンドメイン含有分子３（Ｔｉｍ３）タンパク質、及びＴ細胞免疫グロブ
リン・ムチンドメイン含有分子１（Ｔｉｍ１）タンパク質から選ばれるタンパク質（Ｔｉ
ｍタンパク質）が結合した担体（Ｔｉｍ担体）。
【請求項２】
細胞外膜小胞又はウイルスの捕捉用である、請求項１に記載のＴｉｍ担体。
【請求項３】
Ｔｉｍタンパク質がＩｇＶドメインを含むものである、請求項１に記載のＴｉｍ担体。
【請求項４】
以下の工程を含むことを特徴とする試料中の細胞外膜小胞又はウイルスを取得する方法；
（１）カルシウムイオン存在下、担体に結合したＴｉｍタンパク質と試料中の細胞外膜小
胞又はウイルスとの複合体を形成させる工程（複合体形成工程）
（２）当該複合体と試料とを分離する工程（複合体分離工程）
（３）当該複合体から細胞外膜小胞又はウイルスを分離し、細胞外膜小胞又はウイルスを
取得する工程（取得工程）。
【請求項５】
複合体形成工程がカルシウムイオン存在下、Ｔｉｍ担体と試料中の細胞外膜小胞又はウイ
ルスとを接触させて、担体に結合したＴｉｍタンパク質と試料中の細胞外膜小胞又はウイ
ルスとの複合体を形成させる工程である、請求項４に記載の方法。
【請求項６】
複合体形成工程がカルシウムイオン存在下、Ｔｉｍタンパク質と、担体と、試料中の細胞
外膜小胞又はウイルスとを接触させて、担体に結合したＴｉｍタンパク質と試料中の細胞
外膜小胞又はウイルスとの複合体を形成させる工程である、請求項４に記載の方法。
【請求項７】
取得工程がタンパク質変性剤を用いて行われる、請求項４に記載の方法。
【請求項８】
取得工程がカルシウムイオンキレート剤を用いて行われる、請求項４に記載の方法。
【請求項９】
Ｔｉｍタンパク質がＩｇＶドメインを含むものである、請求項４に記載の方法。
【請求項１０】
以下の工程を含むことを特徴とする試料中の細胞外膜小胞又はウイルスを除去する方法；
（１）カルシウムイオン存在下、担体に結合したＴｉｍタンパク質と試料中の細胞外膜小
胞又はウイルスとの複合体を形成させる工程（複合体形成工程）
（２）当該複合体と試料とを分離する工程（複合体分離工程）。
【請求項１１】
複合体形成工程がカルシウムイオン存在下、Ｔｉｍ担体と試料中の細胞外膜小胞又はウイ
ルスとを接触させて、担体に結合したＴｉｍタンパク質と試料中の細胞外膜小胞又はウイ
ルスとの複合体を形成させる工程である、請求項１０に記載の方法。
【請求項１２】
Ｔｉｍタンパク質がＩｇＶドメインを含むものである、請求項１０に記載の方法。
【請求項１３】
以下の工程を含むことを特徴とする試料中の細胞外膜小胞又はウイルスを検出する方法；
（１）カルシウムイオン存在下、担体に結合したＴｉｍタンパク質と試料中の細胞外膜小
胞又はウイルスとの複合体を形成させる工程（複合体形成工程）
（２）当該複合体を検出する工程（検出工程）
【請求項１４】
細胞外膜小胞又はウイルスを検出する方法がＥＬＩＳＡ法又はフローサイトメトリー法で
ある請求項１３に記載の方法。
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【請求項１５】
Ｔｉｍタンパク質がＩｇＶドメインを含むものである、請求項１３に記載の方法。
【請求項１６】
担体とＴｉｍタンパク質とが、Ｔｉｍタンパク質のＳＨ基を介して結合したものである、
請求項１３に記載の方法。
【請求項１７】
Ｔｉｍ担体を含んでなる、細胞外膜小胞又はウイルスの捕捉用キット。
【請求項１８】
Ｔｉｍタンパク質を含んでなる試薬と、担体を含んでなる試薬とを含んでなる細胞外膜小
胞又はウイルスの捕捉用キット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、Ｔｉｍタンパク質結合担体、当該担体を用いた細胞外膜小胞及びウイルスの
取得方法、除去方法、検出方法並びに当該担体を含むキットに関する。
【背景技術】
【０００２】
　細胞外膜小胞は、その粒子内部にタンパク質やｍｉｃｒｏＲＮＡ等の核酸が存在し、細
胞間の物質伝達を担っていることが知られている。細胞外膜小胞は、血液等の体液中にも
分泌されており、細胞外膜小胞中のタンパク質やｍｉｃｒｏＲＮＡ等が疾患の診断マーカ
ーとして注目されている。また、核酸医薬のデリバリーツールとしての応用も注目されて
いる。
【０００３】
　また、ウィルスには表面に膜状のエンベロープをまとったエンベロープウィルスが数多
く存在している。エンベロープウィルスは、インフルエンザウィルスやヒト免疫不全ウィ
ルスなど疾患を引き起こすものが多いため、研究対象として注目されている。また、エン
ベロープウィルスは無毒化してワクチンやベクターなどに利用され、疾患の予防や治療に
応用されている。
【０００４】
　このように細胞外膜小胞の診断や医薬品への利用、エンベロープウィルスのワクチンや
ベクターとしての利用、細胞外膜小胞やエンベロープウィルスの機能解析等の基礎研究等
を行う上で、細胞外膜小胞やエンベロープウィルスを高純度に取得する工程は必要不可欠
であり、簡便に高純度な細胞外膜小胞やエンベロープウィルスを取得できる手法が待ち望
まれている。また、生物由来細胞外膜小胞やエンベロープウィルスのコンタミネーション
を防ぐため、使用する体液由来材料から効率的に細胞外膜小胞やエンベロープウィルスを
除去する手法の開発が期待されている。さらに取得した細胞外膜小胞やエンベロープウィ
ルス、また検体中の細胞外膜小胞やエンベロープウィルスを高感度に検出する手法も待ち
望まれている。
【０００５】
　細胞外膜小胞を取得する方法としては、サンプルを超遠心分離処理し、細胞外膜小胞を
沈殿画分として得る方法が最も一般的な方法として知られている（非特許文献１）。しか
し、この方法では細胞外膜小胞以外に、サンプル中に含まれるタンパク質複合体や凝集体
、ＨＤＬなどのリポタンパク質等も共沈し、純度の高い細胞外膜小胞を得るのが困難であ
る。前記超遠心分離処理により得られた沈殿画分をショ糖密度勾配法により密度分画する
ことでタンパク質複合体や凝集体を分離することはできるが、密度が等しいＨＤＬとの分
離は困難である。また、この方法は超遠心分離処理が必要なことから多検体を同時に処理
することも困難である。加えて、超遠心分離処理には、高価な機械が必要である。
【０００６】
　また、ＥｘｏＱｕｉｃｋ（Ｓｙｓｔｅｍ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ社製）やＴｏｔａｌ
　Ｅｘｏｓｏｍｅ　Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ　Ｒｅａｇｅｎｔ（サーモフィッシャーサイエン



(4) JP WO2016/088689 A1 2016.6.9

10

20

30

40

50

ティフィック社製）に代表される市販の試薬を添加して遠心分離処理により沈殿画分とし
て細胞外膜小胞を得る方法もある（非特許文献１）が、前記超遠心分離処理による方法よ
りも得られる細胞外膜小胞の純度がさらに低いという問題がある。
【０００７】
　これらの従来法の他に、細胞外膜小胞の表面抗原タンパク質に対する抗体を用いて、当
該表面抗原タンパク質と抗体のアフィニティーによって細胞外膜小胞を取得する方法（抗
ＣＤ６３抗体固定化法、Ｅｘｏｓｏｍｅ－Ｈｕｍａｎ　ＣＤ６３　Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ／
Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ（サーモフィッシャーサイエンティフィック社製）等）がある（非特
許文献１）。これらの方法では、高純度な細胞外膜小胞が得られるものの、抗体に対する
表面抗原タンパク質を有する細胞外膜小胞しか得ることができない、細胞外膜小胞の収量
が少ない、抗体から細胞外膜小胞を溶出させるために界面活性剤や酸性バッファー等を用
いる必要があり、インタクトな（即ち、細胞外膜小胞の本来の機能を保ったままの状態で
）細胞外膜小胞を得ることが困難である、等の問題がある。
【０００８】
　ウィルスを取得する方法としてはサンプルを超遠心分離処理し、ウィルスを沈殿画分と
して得る方法が最も一般的な方法として知られている（非特許文献１）。しかし、この方
法ではウィルス以外に、サンプル中に含まれるタンパク質複合体や凝集体、ＨＤＬなどの
リポタンパク質等も共沈し、純度の高いウィルスを得るのが困難である。前記超遠心分離
処理により得られた沈殿画分をショ糖密度勾配法により密度分画することでタンパク質複
合体や凝集体を分離することはできるが、密度が等しい凝集体との分離は困難である。ま
た、超遠心分離処理によりウィルスの活性が落ちてしまうという問題もある（非特許文献
２）。また、これらの方法は超遠心分離処理が必要なことから多検体を同時に処理するこ
とも困難である。加えて、超遠心分離処理には、高価な機械が必要である。
【０００９】
　これらの方法の他にイオン交換クロマトグラフィーでウィルスを精製する方法が知られ
ている（非特許文献３）。しかし、この方法ではそれぞれのウィルスに対して最適な条件
を設定する必要がある。また、条件設定が困難な場合もあり、すべてのウィルスの精製に
適用させるのは困難である。
【００１０】
　細胞外膜小胞を除去する方法としては、サンプルを超遠心分離処理し、細胞外膜小胞を
沈殿分画し、その上清画分を除去サンプルとして得る方法が最も一般的な方法として知ら
れている。しかしこの方法では完全に細胞外膜小胞を除去することは困難であり、除去し
きれない細胞外膜小胞がサンプルに残存してしまう。
【００１１】
　さらに、ＥｘｏＱｕｉｃｋ（Ｓｙｓｔｅｍ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ社製）やＴｏｔａ
ｌ　Ｅｘｏｓｏｍｅ　Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ　Ｒｅａｇｅｎｔ（サーモフィッシャーサイエ
ンティフィック社製）に代表される市販の試薬を添加して遠心分離処理により細胞外膜小
胞を沈殿分画し、その上清画分を除去サンプルとして得る方法もある。しかしこの方法に
おいても除去しきれずサンプル中に細胞外膜小胞が残存し、完全に細胞外膜小胞を除去す
ることが困難であった。またサンプル中に添加した試薬が混入するため、その試薬が細胞
外膜小胞の生物活性などに問題を引き起こす場合があった。
　ウイルスを除去する方法としても同様の方法が知られており、細胞外膜小胞を除去する
方法と同様の問題があった。
【００１２】
　細胞外膜小胞を検出する方法としては、細胞外膜小胞の表面抗原に対する抗体を用いた
サンドイッチＥＬＩＳＡが一般的な方法として知られている。しかし通常の発色シグナル
を検出する抗体を用いたサンドイッチＥＬＩＳＡ系の最低検出感度は精製エクソソームで
３μｇ程度と報告されており、血清などの体液サンプルを測定する上で十分な感度が得ら
れていなかった（非特許文献４）。ウイルスを検出する方法としても同様の方法が知られ
ており、ウイルスの検出についても十分な感度が得られていなかった。
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【００１３】
　またその他の細胞外膜小胞を検出する方法としては、フローサイトメトリー法が知られ
ている。しかし、細胞外膜小胞の表面抗原に対する抗体を固定化した担体を用いて細胞外
膜小胞を捕捉する通常の方法では、十分な感度が得られておらず、培養上清又は体液など
のサンプルから直接検出するのは困難で、サンプルから細胞外膜小胞を濃縮又は精製して
から検出する必要があった。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【００１４】
【非特許文献１】Ｋｅｎｎｅｔｈ　Ｗ．　Ｗｉｔｗｅｒ　ｅｔ　ａｌ．　Ｊｏｕｒｎａｌ
　ｏｆ　Ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ　Ｖｅｓｉｃｌｅｓ　２０１３　Ｍａｙ　２７；２
．　ｄｏｉ：　１０．３４０２
【非特許文献２】Ｇ．Ｙ．　Ｃｈｅｎ　ｅｔ　ａｌ．Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．　Ｐｒｏｇ
．　２５　（２００９）　１６６９
【非特許文献３】Ｐｅｔｒａ　Ｇｅｒｓｔｅｒ　ｅｔ　ａｌ．　Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　
Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ　Ａ，　１２９０　（２０１３）　３６-４５
【非特許文献４】Ｍａｒｉａｎｔｏｎｉａ　Ｌｏｇｏｚｚｉ　ｅｔ　ａｌ．　ＰＬｏＳ　
ＯＮＥ　４　（２００９）　５２１９
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１５】
　以上のように、従来の細胞外膜小胞又はウィルスを取得する方法は、純度の高い細胞外
膜小胞又はウィルスをインタクトな状態で簡便に且つ効率よく取得することが困難である
。また、従来の細胞外膜小胞又はウィルスを除去する方法は、サンプル中の細胞外膜小胞
又はウィルスを効率よく除去することが困難である。さらに従来の細胞外膜小胞又はウィ
ルスの検出方法は十分な感度が得られていない。
【００１６】
　従って、本発明の課題は、試料中に存在する細胞外膜小胞又はウィルスを、純度良く、
またインタクトな状態で簡便且つ効率的に取得又は除去し、細胞外膜小胞又はウィルスを
高感度に検出することである。
【課題を解決するための手段】
【００１７】
　本発明は、前記課題を解決する目的でなされたものであり、以下の構成よりなる。
１．Ｔ細胞免疫グロブリン・ムチンドメイン含有分子４（Ｔｉｍ４）タンパク質、Ｔ細胞
免疫グロブリン・ムチンドメイン含有分子３（Ｔｉｍ３）タンパク質、及びＴ細胞免疫グ
ロブリン・ムチンドメイン含有分子１（Ｔｉｍ１）タンパク質から選ばれるタンパク質（
Ｔｉｍタンパク質）が結合した担体（Ｔｉｍ担体）。
２．以下の工程を含むことを特徴とする試料中の細胞外膜小胞又はウイルスを取得する方
法；
（１）カルシウムイオン存在下、担体に結合したＴｉｍタンパク質と試料中の細胞外膜小
胞又はウイルスとの複合体を形成させる工程（複合体形成工程）
（２）当該複合体と試料とを分離する工程（複合体分離工程）
（３）当該複合体から細胞外膜小胞又はウイルスを分離し、細胞外膜小胞又はウイルスを
取得する工程（取得工程）。
３．以下の工程を含むことを特徴とする試料中の細胞外膜小胞又はウイルスを除去する方
法；
（１）カルシウムイオン存在下、担体に結合したＴｉｍタンパク質と試料中の細胞外膜小
胞又はウイルスとの複合体を形成させる工程（複合体形成工程）
（２）当該複合体と試料とを分離する工程（複合体分離工程）。
４．以下の工程を含むことを特徴とする試料中の細胞外膜小胞又はウイルスを検出する方
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法；
（１）カルシウムイオン存在下、担体に結合したＴｉｍタンパク質と試料中の細胞外膜小
胞又はウイルスとの複合体を形成させる工程（複合体形成工程）
（２）当該複合体を検出する工程（検出工程）
５．Ｔｉｍ担体を含んでなる、細胞外膜小胞又はウイルスの捕捉用キット。
６．Ｔｉｍタンパク質を含んでなる試薬と、担体を含んでなる試薬とを含んでなる細胞外
膜小胞又はウィルスの捕捉用キット。
【００１８】
　前記状況に鑑み、本発明者らは、鋭意研究の結果、Ｔｉｍ１タンパク質、Ｔｉｍ３タン
パク質及びＴｉｍ４タンパク質から選ばれる少なくとも１種のタンパク質を用いることに
より、ホスファチジルセリンを表面に有する細胞外膜小胞又はウィルスを高純度で得られ
ること、当該細胞外膜小胞又はウィルスをインタクトな状態で得られること、当該細胞外
膜小胞又はウィルスを効率よく除去すること、これらを高感度に検出することができるこ
とを見出し、本発明を発明するに至った。
【００１９】
　細胞外膜小胞の表面にはリン脂質のホスファチジルセリンが存在（露出）している。ホ
スファチジルセリンに対して結合能を有するタンパク質（以下、「ホスファチジルセリン
結合タンパク質」「ＰＳタンパク質」と略記する場合がある）としては、例えばＡｎｎｅ
ｘｉｎ　Ｖ、ＭＦＧ－Ｅ８、Ｔｉｍ１（Ｔ細胞免疫グロブリン・ムチンドメイン含有分子
１、Ｔ－ｃｅｌｌ　ｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎ－ｍｕｃｉｎ－ｄｏｍａｉｎ　１）、
Ｔｉｍ１（Ｔ細胞免疫グロブリン・ムチンドメイン含有分子１、Ｔ－ｃｅｌｌ　ｉｍｍｕ
ｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎ－ｍｕｃｉｎ－ｄｏｍａｉｎ　１）タンパク質、Ｔｉｍ３（Ｔ細胞
免疫グロブリン・ムチンドメイン含有分子３、Ｔ－ｃｅｌｌ　ｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌ
ｉｎ－ｍｕｃｉｎ－ｄｏｍａｉｎ　３）タンパク質、Ｔｉｍ４（Ｔ細胞免疫グロブリン・
ムチンドメイン含有分子４、Ｔ－ｃｅｌｌ　ｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎ－ｍｕｃｉｎ
－ｄｏｍａｉｎ　４）タンパク質等が知られている（Ｔｈｅ　Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｂ
ｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　２６５，　４９２３－４９２８　（２５　Ｍａｒｃｈ　１９９
０）、Ｎａｔｕｒｅ　４１７，　１８２－１８７　（９　Ｍａｙ　２００２）、Ｎａｔｕ
ｒｅ　４５０，　４３５－４３９　（１５　Ｎｏｖｅｍｂｅｒ　２００７）。
　しかしながら、これらのＰＳタンパク質のうち、Ｔｉｍ１タンパク質、Ｔｉｍ３タンパ
ク質及びＴｉｍ４タンパク質以外のＰＳタンパク質を用いた場合には、細胞外膜小胞又は
ウィルスを取得、除去又は検出することは困難であることが判った。
【発明の効果】
【００２０】
　本発明によれば、試料中に存在する細胞外膜小胞又はウイルスを高純度で、またインタ
クトな状態で簡便且つ効率的に取得、除去でき、高感度に検出できる。
【図面の簡単な説明】
【００２１】
【図１】図１は実施例１－８において、細胞外膜小胞の取得の有無をウエスタンブロッテ
ィングにより確認した電気泳動図である。
【図２】図２は実施例９－１６において、細胞外膜小胞の取得の有無をウエスタンブロッ
ティングにより確認した電気泳動図である。
【図３】図３は実施例１７－１８において、細胞外膜小胞の取得の有無をウエスタンブロ
ッティングにより確認した電気泳動図である。
【図４】図４－Ａは実施例１９－２０及び比較例１－３において、細胞外膜小胞の取得の
有無をウエスタンブロッティングにより確認した電気泳動図である。図４－Ｂは実施例１
９－２０及び比較例１－３において、細胞外膜小胞の取得の有無を銀染色により確認した
電気泳動図である。
【図５】図５は実施例２１において、本発明の方法により取得した細胞外膜小胞を、電子
顕微鏡により観察した図である。
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【図６】図６は実施例２２－２５において、細胞外膜小胞の取得の有無をウエスタンブロ
ッティングにより確認した電気泳動図である。
【図７】図７は実施例２６－２７及び比較例４－９において、細胞外膜小胞の取得の有無
を銀染色により確認した電気泳動図である。
【図８】図８は実施例２８－３３において、細胞外膜小胞の取得の有無を、ウエスタンブ
ロッティングにより確認した電気泳動図である。
【図９】図９は実施例３４－３５及び比較例１０－１３において、細胞外膜小胞の取得の
有無をウエスタンブロッティングにより確認した電気泳動図である。
【図１０】図１０は実施例３６－３８において、細胞外膜小胞の取得の有無をウエスタン
ブロッティングにより確認した電気泳動図である。
【図１１】図１１は実施例３９－４０において、細胞外膜小胞の取得の有無をウエスタン
ブロッティングにより確認した電気泳動図である。
【図１２】図１２は実施例４１－４７において、細胞外膜小胞の取得（除去）の有無をウ
エスタンブロッティングにより確認した電気泳動図である。
【図１３】図１３は実施例４８－５５において、細胞外膜小胞の取得（除去）の有無をウ
エスタンブロッティングにより確認した電気泳動図である。
【図１４】図１４は実施例５６－６７及び比較例１４－１５において、細胞外膜小胞の取
得の有無をウエスタンブロッティングにより確認した電気泳動図である。
【図１５】図１５は実施例６８－７９において、細胞外膜小胞の取得の有無をウエスタン
ブロッティングにより確認した電気泳動図である。
【図１６】図１６は実施例８０－８３及び比較例１６－１９において、細胞外膜小胞の取
得の有無をウエスタンブロッティングにより確認した電気泳動図である。
【図１７】図１７は実施例８４－９５及び比較例２０－２１において、ウイルスの取得の
有無をウエスタンブロッティングにより確認した電気泳動図である。
【図１８】図１８は実施例９６－９９及び比較例２２－２５において、ウイルスの取得の
有無をウエスタンブロッティングにより確認した電気泳動図である。
【図１９】図１９は実施例１００－１０５及び比較例２６－３３において、細胞外膜小胞
をＥＬＩＳＡ法により検出した結果である。
【図２０】図２０は実施例１０６－１０９において、細胞外膜小胞をＥＬＩＳＡ法により
検出した結果である。
【図２１】図２１は実施例１１０－１１５及び比較例３４－３９において、ウイルスをＥ
ＬＩＳＡ法により検出した結果である。
【図２２】図２２は実施例１１６－１１９において、ウイルスの取得の有無をウエスタン
ブロッティングにより確認した電気泳動図である。
【図２３】図２３は実施例１２０－１２１及び比較例４０－４１において、細胞外膜小胞
をフローサイトメトリー法により検出した結果である。
【図２４】図２４は実施例１２２－１２３及び比較例４２－４３において、ウイルスの取
得の有無をウエスタンブロッティングにより確認した電気泳動図である。
【図２５】図２５は実施例１２４－１２５及び比較例４４－４５において、ウイルスの取
得の有無をウエスタンブロッティングにより確認した電気泳動図である。
【発明を実施するための形態】
【００２２】
＜１．本発明に係る細胞外膜小胞＞
　本発明に係る細胞外膜小胞としては、生体内の細胞又は培養細胞から分泌される、脂質
二重膜で構成され、その膜表面にホスファチジルセリンを有する小型膜小胞である。当該
小胞の直径は、通常２０ｎｍから１０００ｎｍ、好ましくは５０ｎｍから５００ｎｍ、よ
り好ましくは５０ｎｍから２００ｎｍである。
【００２３】
　本発明に係る細胞外膜小胞は、Ｎａｔｕｒｅ　Ｒｅｖｉｅｗｓ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ
　９，　５８１－５９３　（Ａｕｇｕｓｔ　２００９）、「肥満研究」Ｖｏｌ．１３　Ｎ
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ｏ．２　２００７　トピックス　青木直人等に記載の通り、その発生起源及び小型膜小胞
の大きさ等により様々に分類されるものが挙げられる。具体的には、エクソソーム（Ｅｘ
ｏｓｏｍｅｓ）、微小胞（ｍｉｃｒｏｖｅｓｉｃｌｅ）、エクトソーム（Ｅｃｔｏｓｏｍ
ｅｓ）、膜粒子（Ｍｅｍｂｒａｎｅ　ｐａｒｔｉｃｌｅｓ）、エクソソーム様小胞（Ｅｘ
ｏｓｏｍｅ－ｌｉｋｅ　ｖｅｓｉｃｌｅｓ）、アポトーシス性小胞（Ａｐｐｏｔｏｔｉｃ
　ｖｅｓｉｃｌｅｓ）、アディボソーム（Ａｄｉｐｏｓｏｍｅ）等が挙げられる。
【００２４】
　エクソソームは、後期エンドソームに由来する、脂質二重膜で構成され、その膜表面に
ホスファチジルセリンを有する小型膜小胞である。当該小胞の直径は、通常５０ｎｍから
２００ｎｍ、好ましくは５０ｎｍから１５０ｎｍ、より好ましくは５０ｎｍから１００ｎ
ｍである。エクソソームは、ＣＤ６３やＣＤ９等のテトラスパニン（ｔｅｔｒａｓｐａｎ
ｉｎｓ）、Ａｌｉｘ、ＴＳＧ１０１、Ｌａｍｐ－１、Ｆｌｏｔｉｌｌｉｎ等のタンパク質
を含むことが知られている。
【００２５】
　微小胞は、細胞膜（ｐｌａｓｍａ　ｍｅｎｍｂｒａｎｅ）に由来する、脂質二重膜で構
成され、その膜表面にホスファチジルセリンを有する小型膜小胞である。微小胞は、通常
１００ｎｍから１０００ｎｍ、好ましくは１００ｎｍから８００ｎｍ、より好ましくは１
００ｎｍから５００ｎｍである。微小胞は、インテグリン、セレクチン、ＣＤ４０リガン
ド等のタンパク質を含むことが知られている。
【００２６】
　エクトソームは、細胞膜（ｐｌａｓｍａ　ｍｅｎｍｂｒａｎｅ）に由来する、脂質二重
膜で構成され、その膜表面にホスファチジルセリンを有する小型膜小胞である。エクトソ
ームは、通常５０ｎｍから２００ｎｍ、好ましくは５０ｎｍから１５０ｎｍ、より好まし
くは５０ｎｍから１００ｎｍである。エクトソームは、ＣＲ１、タンパク質分解酵素（ｐ
ｒｏｔｅｏｌｙｔｉｃ　ｅｎｚｙｍｅ）を含むが、ＣＤ６３は含まないことが知られてい
る。
【００２７】
　膜粒子は、細胞膜（ｐｌａｓｍａ　ｍｅｎｍｂｒａｎｅ）に由来する、脂質二重膜で構
成され、その膜表面にホスファチジルセリンを有する小型膜小胞である。膜粒子は、通常
５０ｎｍから８０ｎｍである。膜粒子は、ＣＤ１３３を含むが、ＣＤ６３は含まないこと
が知られている。
【００２８】
　エクソソーム様小胞は、初期エンドソームに由来する、脂質二重膜で構成され、その膜
表面にホスファチジルセリンを有する小型膜小胞である。エクソソーム様小胞は、通常２
０ｎｍから５０ｎｍである。エクソソーム様小胞は、ＴＮＦＲＩを含むことが知られてい
る。
【００２９】
　アポトーシス性小胞は、アポトーシス細胞に由来する、脂質二重膜で構成され、その膜
表面にホスファチジルセリンを有する小型膜小胞である。アポトーシス性小胞は、通常５
０ｎｍから５００ｎｍ、好ましくは５０ｎｍから３００ｎｍ、より好ましくは５０ｎｍか
ら２００ｎｍである。アポトーシス性小胞は、ヒストンを含むことが知られている。
【００３０】
　アディボソームは、脂肪細胞に由来する、脂質二重膜で構成され、その膜表面にホスフ
ァチジルセリンを有する小型膜小胞である。アディボソームは、通常１００ｎｍから１０
００ｎｍ、好ましくは１００ｎｍから８００ｎｍ、より好ましくは１００ｎｍから５００
ｎｍである。アディボソームは、ＭＦＧ－Ｅ８（ｍｉｌｋ　ｆａｔ　ｇｌｏｂｕｌｅ－Ｅ
ＧＦ　ｆａｃｔｏｒ　８）を含むことが知られている。
【００３１】
＜２．本発明に係るウイルス＞
　本発明に係るウイルスとしては、宿主細胞の細胞膜、核膜、ゴルジ体、小胞体などに由
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来する脂質二重膜から構成されるエンベロープをウイルスのカプシド（外殻）に有し、エ
ンベロープ表面にホスファチジルセリンを有するウイルス（以下、「エンベロープウイル
ス」とよぶ）である。当該本発明に係るウイルスの直径は、通常２０ｎｍ～３２０ｎｍで
ある。本発明に係るエンベロープウイルスとしては、生化学辞典　第２版、東京化学同人
、１９９０、１５０３ｐ―１５０５ｐに記載されている科に属するエンベロープを有する
ウイルスが挙げられる。具体的には、ポックスウイルス科、バキュロウイルス科、ラブド
ウイルス科、ブニヤウイルス科、トガウイルス科、ヘルペスウイルス科、パラミクソウイ
ルス科、オルトミクソウイルス科、レトロウイルス科、アレナウイルス科、コロナウイル
ス科などが挙げられる。
【００３２】
＜３．本発明に係るＴｉｍタンパク質＞
　本発明に係るＴｉｍタンパク質とは、本発明に係るＴ細胞免疫グロブリン・ムチンドメ
イン含有分子１（Ｔｉｍ１）タンパク質（以下、「本発明に係るＴｉｍ１タンパク質」と
略記する場合がある）、本発明に係るＴ細胞免疫グロブリン・ムチンドメイン含有分子３
（Ｔｉｍ３）タンパク質（以下、「本発明に係るＴｉｍ３タンパク質」と略記する場合が
ある）、及び本発明に係るＴ細胞免疫グロブリン・ムチンドメイン含有分子４（Ｔｉｍ４
）タンパク質（以下、「本発明に係るＴｉｍ４タンパク質」と略記する場合がある）から
選ばれる少なくとも１種のＴｉｍタンパク質である。
【００３３】
　本発明に係るＴｉｍ４（Ｔ細胞免疫グロブリン・ムチンドメイン含有分子４）タンパク
質としては、本発明に係る細胞外膜小胞又はウイルスに結合し得るものであればよく、動
物に由来するＴｉｍ４タンパク質が好ましい。なかでも、ヒト、又はマウスが有するＴｉ
ｍ４タンパク質が好ましい（以下、ヒトが有するＴｉｍ４タンパク質を「ヒト由来Ｔｉｍ
４タンパク質」、マウスが有するＴｉｍ４タンパク質を「マウス由来Ｔｉｍ４タンパク質
」と略記する場合がある）。
　より具体的には、少なくとも、ホスファチジルセリンに対する結合ドメイン（ＩｇＶド
メイン）のアミノ酸配列を有しているものであればよく、Ｔｉｍ４タンパク質の全長のア
ミノ酸配列を有するものであっても、Ｔｉｍ４タンパク質の一部でもよい。
　前記ホスファチジルセリンに対する結合ドメイン（ＩｇＶドメイン）のアミノ酸配列と
しては、例えば配列番号１（マウス由来Ｔｉｍ４タンパク質のＮ末端２２～１３５アミノ
酸領域（ＲｅｆＳｅｑ　ＮＰ＿８４８８７４．３）、配列番号２（ヒト由来Ｔｉｍ４タン
パク質のＮ末端２５～１３７アミノ酸領域（ＲｅｆＳｅｑ　ＮＰ＿６１２３８８．２）等
が挙げられる。
　前記Ｔｉｍ４タンパク質の全長のアミノ酸配列としては、配列番号３（マウス由来Ｔｉ
ｍ４タンパク質の全長配列１～３４３アミノ酸領域（ＲｅｆＳｅｑ　ＮＰ＿８４８８７４
．３））、配列番号４（ヒト由来Ｔｉｍ４タンパク質の全長配列１～３７８アミノ酸領域
（ＲｅｆＳｅｑ　ＮＰ＿６１２３８８．２））等が挙げられる。
　当該Ｔｉｍ４タンパク質の一部としては、配列番号５（マウス由来Ｔｉｍ４タンパク質
のＮ末端２２～２７３アミノ酸領域（ＲｅｆＳｅｑ　ＮＰ＿８４８８７４．３））、配列
番号６　マウス由来Ｔｉｍ４タンパク質のＮ末端２２～２７９アミノ酸領域（ＲｅｆＳｅ
ｑ　ＮＰ＿８４８８７４．３）、配列番号７　ヒト由来Ｔｉｍ４タンパク質のＮ末端２５
～３１５アミノ酸領域（ＲｅｆＳｅｑ　ＮＰ＿６１２３８８．２）等のホスファチジルセ
リンに対する結合ドメイン（ＩｇＶドメイン）及びムチンドメインのアミノ酸配列を有す
るもの等が挙げられる。要すれば、これらの配列はシグナル配列を有するものであっても
よい。
【００３４】
　本発明に係るＴｉｍ１（Ｔ細胞免疫グロブリン・ムチンドメイン含有分子１）タンパク
質としては、本発明に係る細胞外膜小胞又はウイルスに結合し得るものであればよく、動
物に由来するＴｉｍ１タンパク質が好ましい。なかでもヒト又はマウスが有するＴｉｍ１
タンパク質が好ましい（以下、ヒトが有するＴｉｍ１タンパク質を「ヒト由来Ｔｉｍ１タ
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ンパク質」、マウスが有するＴｉｍ１タンパク質を「マウス由来Ｔｉｍ１タンパク質」と
略記する場合がある）。
　より具体的には、少なくとも、ホスファチジルセリンに対する結合ドメイン（ＩｇＶド
メイン）のアミノ酸配列を有しているものであればよく、Ｔｉｍ１タンパク質の全長のア
ミノ酸配列を有するものであっても、Ｔｉｍ１タンパク質の一部でもよい。
　前記ホスファチジルセリンに対する結合ドメイン（ＩｇＶドメイン）のアミノ酸配列と
しては、例えば配列番号８（マウス由来Ｔｉｍ１タンパク質のＮ末端２２～１３１アミノ
酸領域（ＲｅｆＳｅｑ　ＮＰ＿００１１６０１０４．１）、配列番号９（ヒト由来Ｔｉｍ
１タンパク質のＮ末端２１～１３０アミノ酸領域（ＲｅｆＳｅｑ　ＮＰ＿０３６３３８．
２）等が挙げられる。
　前記Ｔｉｍ１タンパク質の全長のアミノ酸配列としては、配列番号１０（マウス由来Ｔ
ｉｍ１タンパク質の全長配列１～２８２アミノ酸領域（ＲｅｆＳｅｑ　ＮＰ＿００１１６
０１０４．１）））、配列番号１１（ヒト由来Ｔｉｍ１タンパク質の全長配列１～３６４
アミノ酸領域（ＲｅｆＳｅｑ　ＮＰ＿０３６３３８．２）等が挙げられる。
　当該Ｔｉｍ１タンパク質の一部としては、配列番号１２（マウス由来Ｔｉｍ１タンパク
質のＮ末端２２～２１２アミノ酸領域（ＲｅｆＳｅｑ　ＮＰ＿００１１６０１０４．１）
）、配列番号１３　ヒト由来Ｔｉｍ１タンパク質のＮ末端２１～２９５アミノ酸領域（Ｒ
ｅｆＳｅｑ　ＮＰ＿６１２３８８．２）等のホスファチジルセリンに対する結合ドメイン
（ＩｇＶドメイン）及びムチンドメインのアミノ酸配列を有するもの等が挙げられる。要
すれば、これらの配列はシグナル配列を有するものであってもよい。
【００３５】
　本発明に係るＴｉｍ３（Ｔ細胞免疫グロブリン・ムチンドメイン含有分子３）タンパク
質としては、本発明に係る細胞外膜小胞又はウイルスに結合し得るものであればよく、動
物に由来するＴｉｍ３タンパク質が好ましい。なかでも、ヒト又はマウスが有するＴｉｍ
３タンパク質が好ましい（以下、ヒトが有するＴｉｍ３タンパク質を「ヒト由来Ｔｉｍ３
タンパク質」、マウスが有するＴｉｍ３タンパク質を「マウス由来Ｔｉｍ３タンパク質」
と略記する場合がある）。
　より具体的には、少なくとも、ホスファチジルセリンに対する結合ドメイン（ＩｇＶド
メイン）のアミノ酸配列を有しているものであればよく、Ｔｉｍ３タンパク質の全長のア
ミノ酸配列を有するものであっても、Ｔｉｍ３タンパク質の一部でもよい。
　前記ホスファチジルセリンに対する結合ドメイン（ＩｇＶドメイン）のアミノ酸配列と
しては、例えば配列番号１４（マウス由来Ｔｉｍ３タンパク質のＮ末端２２～１３４アミ
ノ酸領域（ＲｅｆＳｅｑ　ＮＰ＿５９９０１１．２）、配列番号１５（ヒト由来Ｔｉｍ３
タンパク質のＮ末端２２～１３５アミノ酸領域（ＲｅｆＳｅｑ　ＮＰ＿１１６１７１．３
）等が挙げられる。
　前記Ｔｉｍ３タンパク質の全長のアミノ酸配列としては、配列番号１６（マウス由来Ｔ
ｉｍ３タンパク質の全長配列１～２８１アミノ酸領域（ＲｅｆＳｅｑ　ＮＰ＿５９９０１
１．２）））、配列番号１７（ヒト由来Ｔｉｍ３タンパク質の全長配列１～３０１アミノ
酸領域（ＲｅｆＳｅｑ　ＮＰ＿１１６１７１．３）等が挙げられる。
　当該Ｔｉｍ３タンパク質の一部としては、配列番号１８（マウス由来Ｔｉｍ３タンパク
質のＮ末端２２～１８９アミノ酸領域（ＲｅｆＳｅｑ　ＮＰ＿５９９０１１．２））、配
列番号１９　ヒト由来Ｔｉｍ３タンパク質のＮ末端２２～２００アミノ酸領域（ＲｅｆＳ
ｅｑ　ＮＰ＿１１６１７１．３）等のホスファチジルセリンに対する結合ドメイン（Ｉｇ
Ｖドメイン）及びムチンドメインのアミノ酸配列を有するもの等が挙げられる。要すれば
、これらの配列はシグナル配列を有するものであってもよい。
【００３６】
　また、本発明に係るＴｉｍタンパク質は、本発明に係る細胞外膜小胞又はウィルスに結
合し得るものであれば、上記したアミノ酸配列の１又は複数のアミノ酸が欠失、置換、挿
入及び／又は付加した変異体であってもよい。
【００３７】
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　本発明に係るＴｉｍタンパク質は、上記した性質を有するものであればよく、マウスや
ヒト等の動物や植物等のＴｉｍタンパク質を有する生物の細胞（例えばマクロファージ等
の免疫細胞）や組織等から抽出したもの、これをもとに遺伝子組換え技術により調製した
もの等、何れも用いることができる。
【００３８】
　本発明に係るＴｉｍタンパク質として、遺伝子組換え技術により調製したものを用いる
場合、精製の簡便さから、１又は複数のアフィニティータグを有するものが好ましい。
【００３９】
　当該アフィニティータグとしては、遺伝子組換え技術によりタンパク質を調製する際に
用いられるものであればいずれでもよく、例えば、Ｆｃタグ、ＦＬＡＧタグ、Ｈｉｓタグ
、ＧＳＴタグ、ＭＢＰタグ、ＨＡタグ、Ｍｙｃタグ、Ｓｔｒｅｐ（ＩＩ）タグ、ＰＡタグ
等のアフィニティータグが挙げられる。
【００４０】
　当該アフィニティータグは、本発明に係るＴｉｍタンパク質のＣ末端側に融合される。
【００４１】
　従って、本発明に係るＴｉｍタンパク質には、Ｔｉｍタンパク質のアミノ酸配列（全長
又は一部配列）のみからなるタンパク質だけでなく、Ｔｉｍタンパク質のアミノ酸配列（
全長又は一部配列）と前記した如きアフィニティータグのアミノ酸配列を有するタンパク
質も含まれる。
　また、前記したアフィニティータグとＴｉｍタンパク質とは、直接結合していても、「
「昆虫培養細胞由来無細胞蛋白質合成試薬キットＴｒａｎｓｄｉｒｅｃｔ　ｉｎｓｅｃｔ
　ｃｅｌｌを用いた蛋白質発現」江連徹、鈴木崇、伊東昌章、四方正光（島津製作所・分
析計測事業部）公開日　２００８／６／９：　蛋白質科学会アーカイブ，　１，　ｅ００
５　（２００８）」等に記載のスペーサーを介して結合していてもよい。従って、本発明
に係るＴｉｍタンパク質には、Ｔｉｍタンパク質のアミノ酸配列（全長又は一部配列）と
前記した如きアフィニティータグのアミノ酸配列とスペーサーのアミノ酸配列とを有する
タンパク質も含まれる。
【００４２】
＜４．本発明に係るＴｉｍタンパク質の調製方法＞
　本発明に係るＴｉｍタンパク質は、そのアミノ酸配列に従って、一般的な化学的製法に
より製造することができる。例えば、フルオレニルメチルオキシカルボニル法（Ｆｍｏｃ
法）、ｔ－ブチルオキシカルボニル法（ｔＢｏｃ法）等の通常の化学的製法（化学合成法
）により、本発明に係るＴｉｍタンパク質を得ることができる。また、市販のペプチド合
成機を用いて化学合成することもできる。
【００４３】
　更に、本発明に係るＴｉｍタンパク質は、本発明に係るＴｉｍタンパク質をコードする
核酸分子を適当なプラスミドやファージなどの発現用ベクターに組み込み、宿主細胞を組
換え発現ベクターを用いて形質転換（又は形質導入）させ、得られた宿主細胞を増幅させ
て、細胞内又は細胞外に分泌させる、という遺伝子組み換え技術を用いた周知の方法でも
得ることができる。
【００４４】
　本発明に係るＴｉｍタンパク質の調製方法について、遺伝子組換え技術により調製する
場合について、以下に説明する。
【００４５】
＜本発明に係る発現用ベクター＞
　本発明に係るＴｉｍタンパク質を発現させる為の発現用ベクター（以下、本発明に係る
発現用ベクターとする）は、本発明に係るＴｉｍタンパク質をコードする核酸配列（以下
、「本発明に係るＴｉｍコード配列」と略記する場合がある）を含むものであれば、いず
れでもよい。
【００４６】
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　本発明に係るＴｉｍコード配列のうち、Ｔｉｍ４タンパク質をコードする核酸配列とし
ては、例えば配列番号２０（マウス由来Ｔｉｍ４タンパク質の全長配列１～３４３アミノ
酸領域をコードするｃＤＮＡの塩基配列（ＲｅｆＳｅｑ　Ｎｏ．ＮＭ＿１７８７５９．４
）。末端３塩基に終止コドン（ｔｇａ）を含む）、配列番号２１（ヒト由来Ｔｉｍ４タン
パク質の全長配列１～３７８アミノ酸領域をコードするｃＤＮＡの塩基配列（ＲｅｆＳｅ
ｑ　Ｎｏ．ＮＭ＿１３８３７９．２）。末端３塩基に終止コドン（ｔａａ）を含む）等が
挙げられる。
　本発明に係るＴｉｍ１タンパク質をコードする核酸配列としては、例えば配列番号２２
（マウス由来Ｔｉｍ１タンパク質の全長配列１～２８２アミノ酸領域をコードするｃＤＮ
Ａの塩基配列（ＲｅｆＳｅｑ　Ｎｏ．ＮＭ＿００１１６６６３２．１）。末端３塩基に終
止コドン（ｔｇａ）を含む）、配列番号２３（ヒト由来Ｔｉｍ１タンパク質の全長配列１
～３６４アミノ酸領域をコードするｃＤＮＡの塩基配列（ＲｅｆＳｅｑ　Ｎｏ．ＮＭ＿０
１２２０６．３）。末端３塩基に終止コドン（ｔａａ）を含む）等が挙げられる。
　本発明に係るＴｉｍ３タンパク質をコードする核酸配列としては例えば配列番号２４（
マウス由来Ｔｉｍ３タンパク質の全長配列１～２８１アミノ酸領域をコードするｃＤＮＡ
の塩基配列（ＲｅｆＳｅｑ　Ｎｏ．ＮＭ＿１３４２５０．２）。末端３塩基に終止コドン
（ｔｇａ）を含む）、配列番号２５（ヒト由来Ｔｉｍ３タンパク質の全長配列１～３０１
アミノ酸領域をコードするｃＤＮＡの塩基配列（ＲｅｆＳｅｑ　Ｎｏ．ＮＭ＿０３２７８
２．４）。末端３塩基に終止コドン（ｔａｇ）を含む）等が挙げられる。
【００４７】
　本発明に係る発現用ベクターとしては、市販されているベクターに、常法のクローニン
グ方法に従い、本発明に係るＴｉｍコード配列を遺伝子導入すればよい。本発明に係る発
現用ベクターとしては、例えば、常法のクローニング技術に従い、配列番号２６（マウス
由来Ｔｉｍ４タンパク質のＮ末端１～２７３アミノ酸領域をコードするｃＤＮＡ、末端３
塩基に終止コドン（ｔｇａ）を含む）、配列番号２７（マウス由来Ｔｉｍ４タンパク質の
Ｎ末端１～２７９アミノ酸領域をコードするｃＤＮＡ、末端３塩基に終止コドン（ｔｇａ
）を含む）、配列番号２８（ヒト由来Ｔｉｍ４タンパク質のＮ末端１～３１５アミノ酸領
域をコードするｃＤＮＡ、末端３塩基に終止コドン（ｔｇａ）を含む）、配列番号２９（
マウス由来Ｔｉｍ１タンパク質のＮ末端１～２１２アミノ酸領域をコードするｃＤＮＡ、
末端３塩基に終止コドン（ｔｇａ）を含む）、配列番号３０（ヒト由来Ｔｉｍ１タンパク
質のＮ末端１～２９５アミノ酸領域をコードするｃＤＮＡ、末端３塩基に終止コドン（ｔ
ｇａ）を含む）、配列番号３１（マウス由来Ｔｉｍ３タンパク質のＮ末端１～１８９アミ
ノ酸領域をコードするｃＤＮＡ、末端３塩基に終止コドン（ｔｇａ）を含む）、又は配列
番号３２（ヒト由来Ｔｉｍ３タンパク質のＮ末端１～２００アミノ酸領域をコードするｃ
ＤＮＡ、末端３塩基に終止コドン（ｔｇａ）を含む）を例えば市販のｐＣＡＧ－Ｎｅｏベ
クター（和光純薬工業（株）製）等の発現ベクターに組み込んだベクター等が挙げられる
。Ｔｉｍコード配列を遺伝子導入するベクターとしては、宿主細胞中で本発明に係るＴｉ
ｍタンパク質を発現し、生産する機能を有するものであればよく、市販されているベクタ
ーを用いれば簡便である。この目的に使用される市販されているベクターとしては、宿主
が動物細胞の場合には、ｐＣＡＧ－Ｎｅｏベクター、ｐｃＤＮＡベクターなどが挙げられ
る。
【００４８】
＜宿主＞
　宿主としては、本発明に係るＴｉｍタンパク質を発現可能なものであれば、いずれでも
よく、例えば、大腸菌、昆虫細胞、哺乳類細胞、植物細胞、酵母細胞等が挙げられ、哺乳
類細胞が好ましい。哺乳類細胞としては、例えば、ＨＥＫ２９３Ｔ細胞、ＣＯＳ－７細胞
、ＣＨＯ－Ｋ１細胞、ＣＨＯ－Ｓ細胞等が挙げられる。
【００４９】
＜宿主への遺伝子導入＞
　本発明に係る発現用ベクターを、「目的別で選べるタンパク質発現プロトコール、第３
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章タンパク質発現プロトコール、ＩＳＢＮ９７８－４－７５８１－０１７５－２、羊土社
」等に記載のベクターを宿主へ遺伝子導入する手法の常法に従って、宿主へ遺伝子導入す
る。
【００５０】
＜宿主の培養＞
　遺伝子導入を行った宿主を、宿主を培養する手法の常法に従って、培養する。培養条件
としては、遺伝子導入を行った宿主により異なるが、宿主毎の常法に従えばよく、例えば
、動物細胞であれば、通常５～１０％、好ましくは５～８％ＣＯ２下、通常３６℃～３８
℃、好ましくは３６．５℃～３７．５℃で、１日～１０日間、好ましくは３日～４日間培
養すればよい。尚、本発明に係るＴｉｍタンパク質は膜貫通ドメインと細胞内ドメインを
含まないため、培養上清中に発現、分泌される。
【００５１】
＜本発明に係るＴｉｍタンパク質の精製＞
　次いで、得られた遺伝子導入した宿主の培養液を、遠心分離処理（通常２００～４００
×ｇで３分間～１０分間、好ましくは３００×ｇで３分間～６分間）して培養上清を回収
し、要すれば、（ｉ）通常１０００～２０００×ｇで２０分間～６０分間、好ましくは１
２００×ｇで２０分間～４０分間、回収した培養上清を遠心分離処理し、及び／又は（ｉ
ｉ）フィルターろ過処理を行い、不純物を分離して、培養上清濾過液を得てもよい。
　さらに、要すれば、得られた培養上清濾過液を、限外濾過等の常法に従って、通常５倍
～２０倍、好ましくは８倍～１２倍に濃縮して培養上清濾過液の濃縮液を得てもよい。
　次いで、本発明に係るＴｉｍタンパク質がアフィニティータグを有する場合は、「目的
別で選べるタンパク質発現プロトコール、第３章タンパク質発現プロトコール、第６節タ
ンパク質の精製　タグによる精製、ＩＳＢＮ９７８－４－７５８１－０１７５－２、羊土
社」等に記載のアフィニティータグ毎のアフィニティータグを利用したタンパク質の精製
方法の常法（例えば、アフィニティータグに親和性を有する物質を固定化した担体を用い
た方法）に従い、得られた培養上清、得られた培養上清濾過液、又は得られた培養上清濾
過液の濃縮液から、本発明に係るＴｉｍタンパク質（Ｔｉｍタンパク質とアフィニティー
タグの融合タンパク質）を精製すればよい。
　本発明に係るＴｉｍタンパク質がアフィニティータグを有さない場合は、「目的別で選
べるタンパク質発現プロトコール、第３章タンパク質発現プロトコール、第６節タンパク
質の精製　クロマトグラフィーによる精製、ＩＳＢＮ９７８－４－７５８１－０１７５－
２、羊土社」等に記載のタンパク質の精製方法の常法に従い、各種クロマトグラフィーに
より、得られた培養上清、得られた培養上清濾過液、又は得られた培養上清濾過液の濃縮
液から、本発明に係るＴｉｍタンパク質を精製すればよい。
　上記精製方法を適宜組み合わせて精製を行ってもよい。
【００５２】
＜本発明に係るＴｉｍタンパク質の具体的な調製方法＞
　本発明に係るＴｉｍタンパク質の具体的な調製方法としては、例えばアフィニティータ
グとしてＦｃタグを用いた場合、以下の方法が挙げられる。先ず、常法に従い、本発明に
係るＴｉｍコード配列をｐＥＦ－Ｆｃベクター又は市販のベクターに組み込み、本発明に
係る発現用ベクターを構築する。次いで、常法に従い、宿主細胞へ本発明に係る発現用ベ
クターを遺伝子導入し、通常５～１０％、好ましくは５～８％ＣＯ２下、３６℃～３８℃
、好ましくは３６．５℃～３７．５℃で、１日～１０日間、好ましくは３日～４日間培養
する。次いで、得られた遺伝子導入した宿主の培養液を、遠心分離処理（通常２００～４
００×ｇで３分間～１０分間、好ましくは３００×ｇで３分間～６分間）して培養上清を
回収し、要すれば、（ｉ）通常１０００～２０００×ｇで２０分間～６０分間、好ましく
は１２００×ｇで２０分間～４０分間、回収した培養上清を遠心分離処理し、及び／又は
（ｉｉ）フィルターろ過処理を行い、不純物を分離して、培養上清濾過液を得てもよい。
さらに、要すれば、得られた培養上清濾過液を、限外濾過等の常法に従って、通常５倍～
２０倍、好ましくは８倍～１２倍に濃縮して培養上清濾過液の濃縮液を得てもよい。その
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後、本発明に係るＴｉｍタンパク質がアフィニティータグを有する場合には、アフィニテ
ィータグ毎の、アフィニティータグを利用した精製方法の常法に従い、得られた培養上清
、得られた培養上清濾過液、又は得られた培養上清濾過液の濃縮液から本発明に係るＴｉ
ｍタンパク質を精製することにより、本発明に係るＴｉｍタンパク質が得られる。
【００５３】
＜５．本発明のＴｉｍ担体＞
　本発明のＴｉｍタンパク質が結合した担体（以下、「本発明のＴｉｍ担体」と略記する
場合がある）は、前記した如き本発明に係るＴｉｍタンパク質を本発明に係る担体に結合
させたものである。
　具体的には、本発明のＴｉｍ担体としては、本発明に係るＴｉｍ１タンパク質が結合し
た担体（以下、「本発明のＴｉｍ１担体」と略記する場合がある）、本発明に係るＴｉｍ
３タンパク質が結合した担体（以下、「本発明のＴｉｍ３担体」と略記する場合がある）
、本発明に係るＴｉｍ４タンパク質が結合した担体（以下、「本発明のＴｉｍ４担体」と
略記する場合がある）等が挙げられる。また、本発明に係るＴｉｍ１タンパク質、本発明
に係るＴｉｍ３タンパク質、及び本発明に係るＴｉｍ４タンパク質から選ばれる２種以上
のタンパク質を結合させた担体も本発明のＴｉｍ担体に包含される。
　本発明のＴｉｍ担体としては、本発明のＴｉｍ４担体が特に好ましい。
【００５４】
＜本発明に係る担体＞
　本発明に係る担体としては、通常の免疫学的測定法で用いられる不溶性の担体であれば
何れも使用可能であるが、例えば、ポリスチレン、ポリアクリル酸、ポリメタクリル酸、
ポリメタクリル酸メチル、ポリアクリルアミド、ポリグリシジルメタクリレート、ポリプ
ロピレン、ポリオレフィン、ポリイミド、ポリウレタン、ポリエステル、ポリ塩化ビニー
ル、ポリエチレン、ポリクロロカーボネート、シリコーン樹脂、シリコーンラバー、アガ
ロース、デキストラン、エチレン－無水マレイン酸共重合物等の有機物；ガラス、酸化ケ
イ素、ケイソウ、多孔性ガラス、スリガラス、アルミナ、シリカゲル、金属酸化物等の無
機物質；鉄、コバルト、ニッケル、マグネタイト、クロマイト等の磁性体等；及びこれら
の磁性体の合金を材料として調製されたものが挙げられる。また、これら担体は、マイク
ロプレート、チューブ、ディスク状片、粒子（ビーズ）等多種多様の形態で使用し得る。
　尚、後述する本発明の取得方法及び本発明の除去方法に用いる場合には、粒子（ビーズ
）で用いるのが好ましく、粒子の大きさは特に限定されないが、目的、用途に合わせて、
通常１０ｎｍ～１００μｍ、好ましくは１００ｎｍから１０μｍのものが挙げられる。
　また、後述する本発明の検出方法に用いる場合には、粒子（ビーズ）又はマイクロプレ
ートが好ましく、粒子の大きさは特に限定されないが、目的、用途に合わせて、通常１０
ｎｍ～１００μｍ、好ましくは１００ｎｍから１０μｍのものが挙げられ、またマイクロ
プレートのウェルの数、大きさは特に限定されないが、目的、用途に合わせて、通常１２
穴から１５３６穴、好ましくは９６穴から３８４穴のものが挙げられる。
【００５５】
＜本発明に係るＴｉｍタンパク質と本発明に係る担体との結合方法＞
　本発明に係るＴｉｍタンパク質と本発明に係る担体との結合方法としては、タンパク質
を担体に結合させる自体公知の方法に従えばよく、例えば、アフィニティー結合により結
合させる方法；化学結合により結合させる方法（例えば、特許３２６９５５４号公報、Ｗ
Ｏ２０１２／０３９３９５公報に記載の方法）；物理的吸着により結合させる方法（例え
ば、特公平５－４１９４６号公報に記載の方法）等が挙げられるが、アフィニティー結合
により結合させる方法及び物理的吸着により結合させる方法が好ましい。
　尚、後述する本発明の取得方法及び除去方法に用いる場合には、アフィニティー結合に
より結合させる方法が好ましい。また、後述する本発明の検出方法に用いる場合には、ア
フィニティー結合により結合させる方法又は物理的吸着が好ましい。
【００５６】
＜発明に係るＴｉｍタンパク質と本発明に係る担体との結合様式＞
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　本発明に係るＴｉｍタンパク質と本発明に係る担体との結合様式としては、本発明に係
る担体と本発明に係るＴｉｍタンパク質とが結合していれば結合様式は問わないが、本発
明に係る担体が本発明に係るＴｉｍタンパク質のＳＨ基に結合したものが好ましい。また
、本発明に係るＴｉｍタンパク質と本発明に係る担体とを直接結合させても、化学的リン
カー、アフィニティー物質［例えば、アフィニティータグに親和性を有する物質（後述）
、本発明のＴｉｍタンパク質に対する抗体、ビオチン類（後述）、アビジン類（後述）、
抗体等］等を介して間接的に結合させてもよい。
【００５７】
＜アフィニティー結合により結合させる方法＞
　上記したアフィニティー結合により結合させる方法としては、物質間のアフィニティー
結合（親和性）を利用して結合させる方法であれば何れでもよく、例えば、以下の（ａ）
～（ｃ）が挙げられる。
（ａ）ビオチン類とアビジン類とのアフィニティー結合により結合させる方法
　例えば、ビオチン類（ビオチン、イミノビオチン、デスチオビオチン、ビオシチン、ビ
オチンスルホキド等）及びアビジン類（アビジン、タマビジン、タマビジン２、ストレプ
トアビジン等）の組み合わせ等からなる、互いにアフィニティー（親和性）を有する２種
以上の物質（アフィニティー物質）を用いることにより、当該アフィニティー物質を介し
て本発明に係るＴｉｍタンパク質と本発明に係る担体とを結合させることができる。
　尚、アフィニティー物質は、何れか一方を本発明に係るＴｉｍタンパク質に結合させ、
残りの一方を本発明に係る担体に結合させておけばよいが、例えば、ビオチン類とアビジ
ン類を用いる場合には、アビジン類を本発明に係る担体に結合させ、ビオチン類を本発明
に係るＴｉｍタンパク質に結合させておくのが一般的である。
（ｂ）アフィニティータグとアフィニティータグに親和性を有する物質とのアフィニティ
ー結合により結合させる方法
　例えば、アフィニティータグに親和性を有する物質（ＰｒｏｔｅｉｎＡ、Ｐｒｏｔｅｉ
ｎＧ等）等の本発明に係るＴｉｍタンパク質にアフィニティー（親和性）を有する物質（
アフィニティー物質）を用いることにより、当該アフィニティー物質を介して本発明に係
るＴｉｍタンパク質と本発明に係る担体とを結合させることができる。
　尚、アフィニティー物質は、本発明に係る担体に結合させておくのが一般的である。
（ｃ）本発明のＴｉｍタンパク質に対する抗体と本発明のＴｉｍタンパク質とのアフィニ
ティー結合により結合させる方法
　例えば、本発明に係るＴｉｍタンパク質に対する抗体（抗ＦＬＡＧタグ抗体、抗Ｈｉｓ
タグ抗体、抗ＨＡタグ抗体、抗Ｍｙｃタグ抗体、抗ＭＢＰタグ抗体、抗ＧＳＴタグ抗体、
抗Ｓｔｒｅｐ（ＩＩ）タグ抗体等のアフィニティータグに対する抗体、及びＡｎｔｉ－Ｔ
ＩＭ４　Ａｎｔｉｂｏｄｙ　（ｃｌｏｎｅ　ＲＭＴ４－５４）（ＬｉｆｅＳｐａｎ　Ｂｉ
ｏｓｃｉｅｎｃｅｓ社製）等）等の本発明に係るＴｉｍタンパク質にアフィニティー（親
和性）を有する物質（アフィニティー物質）を用いることにより、当該アフィニティー物
質を介して本発明に係るＴｉｍタンパク質と本発明に係る担体とを結合させることができ
る。
　尚、アフィニティー物質は、本発明に係る担体に結合させておくのが一般的である。
【００５８】
　尚、上記方法において、本発明に係るＴｉｍタンパク質又は／及び本発明に係る担体と
アフィニティー物質とを結合させる方法も、自体公知の物理的吸着により結合させる方法
や化学結合により結合させる方法が使用でき、直接結合させても、リンカー等を介して間
接的に結合させてもよい。
【００５９】
＜本発明に係る担体に結合させる本発明に係るＴｉｍタンパク質量＞
　本発明に係る担体に結合させる本発明に係るＴｉｍタンパク質の量は、例えば本発明に
係る担体がビーズの場合、担体１ｍｇに対して、通常０．１μｇ～５０μｇ、好ましくは
０．５μｇ～３０μｇ、より好ましくは１．０μｇ～２０μｇである。
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　また、本発明に係る担体がマイクロプレートの場合、１ウェルに対して、通常０．１μ
ｇ～１０μｇ、好ましくは０．２μｇ～５μｇ、より好ましくは０．５μｇ～２μｇであ
る。
【００６０】
＜本発明のＴｉｍ担体の具体的な調製方法＞
　以下に、本発明のＴｉｍ担体の具体的な調製方法を、前記（ａ）－（ｃ）の方法により
、本発明のＴｉｍ担体を調製する場合を例にとって説明する。
【００６１】
　＜（ａ）ビオチン類とアビジン類とのアフィニティー結合により結合させる方法＞
　まず、（ａ）の方法では、前記の本発明に係るＴｉｍタンパク質の調製方法に従い、本
発明に係るＴｉｍタンパク質を調製する。次いで、本発明に係るＴｉｍタンパク質とビオ
チン類とを結合させ（以下、「ビオチン標識」又は「ビオチン化」と略記する場合がある
）、本発明に係るＴｉｍタンパク質－ビオチン類複合体を形成させる。一方、本発明に係
る担体にアビジン類を結合させ、本発明に係る担体－アビジン類複合体を形成させる（以
下、「アビジン類を結合させた本発明に係る担体」と略記する場合がある）。得られた本
発明に係るＴｉｍタンパク質－ビオチン類複合体と本発明に係る担体－アビジン類複合体
とを接触させて、本発明に係るＴｉｍタンパク質－ビオチン類複合体中のビオチン類と担
体－アビジン類複合体中のアビジン類とを結合させて、本発明のＴｉｍ担体を得る。
【００６２】
　－本発明に係るＴｉｍタンパク質とビオチン類との結合（ビオチン標識）－
　前記（ａ）の方法において、本発明に係るＴｉｍタンパク質とビオチン類との結合は、
市販のタンパク質のビオチン標識キットを用いても、必要な試薬類を適宜調整してタンパ
ク質のビオチン標識の常法に従って行ってもよい。市販のタンパク質のビオチン標識キッ
ト（ビオチン化キット）を用いる方法としては、Ｂｉｏｔｉｎ　Ｌａｂｅｌｉｎｇ　Ｋｉ
ｔ－ＳＨ（（株）同仁科学研究所）又はＢｉｏｔｉｎ　Ｌａｂｅｌｉｎｇ　Ｋｉｔ－ＮＨ

２（（株）同仁科学研究所）に添付のプロトコールに記載の方法に従えばよい。
【００６３】
　本発明に係るＴｉｍタンパク質１μｇと結合させるビオチン類の量は、通常１０ｎｇ～
１．０μｇ、好ましくは２０ｎｇ～２００ｎｇ、より好ましくは３０ｎｇ～１５０ｎｇで
ある。
【００６４】
　本発明に係るＴｉｍタンパク質にビオチン類を結合させる部位としては、本発明に係る
Ｔｉｍタンパク質のＳＨ基が好ましい。
【００６５】
－本発明に係る担体－アビジン類複合体（アビジン類を結合させた本発明に係る担体）－
　前記（ａ）の方法において、本発明に係る担体－アビジン類複合体（アビジン類を結合
させた本発明に係る担体）は、市販のものを用いても、必要な試薬類を適宜調整して、常
法に従って調製してもよい。本発明に係る担体－アビジン類複合体としては、例えば、ア
ビジンを結合させたビーズ又はマイクロプレート、タマビジンを結合させたビーズ又はマ
イクロプレート、タマビジン２を結合させたビーズ又はマイクロプレート、ストレプトア
ビジンを結合させたビーズ又はマイクロプレート等が挙げられ、市販のものとしては、Ｄ
ｙｎａｂｅａｄｓ　Ｍ－２７０　Ｓｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎ　Ｃ１（サーモフィッシャー
サイエンティフィック社製）、ＦＧビーズストレプトアビジン（多摩川精機社製）、アビ
ジンプレート（住友ベークライト社製）等が挙げられる。
【００６６】
　本発明に係る担体とアビジン類との結合において、例えば本発明に係る担体がビーズの
場合、本発明に係る担体１ｍｇと接触させるアビジン類の量は、通常５．０～１５０μｇ
、好ましくは１０～１００μｇ、より好ましくは２０～５０μｇである。例えば、本発明
に係る担体がマイクロプレートのとき１ウェルに接触させるアビジン類の量は、通常０．
１μｇ～１０μｇ、好ましくは０．２μｇ～５μｇ、より好ましくは０．５μｇ～２μｇ
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である。
【００６７】
－本発明に係る担体－アビジン類複合体と本発明に係るＴｉｍタンパク質－ビオチン類複
合体との結合
　前記（ａ）の方法において、（本発明に係る担体－アビジン類複合体と本発明に係るＴ
ｉｍタンパク質－ビオチン類複合体とを結合させて）本発明のＴｉｍ担体を得るには、例
えば、本発明に係る担体がビーズの場合、本発明に係る担体－アビジン類複合体を通常０
．１ｍｇ～１０ｍｇ、好ましくは０．３ｍｇ～５．０ｍｇ、より好ましくは０．５～３．
０ｍｇと、本発明に係る担体－アビジン類複合体１ｍｇ当たり発明に係るＴｉｍタンパク
質－ビオチン類複合体を通常１．０～５０μｇ、好ましくは１．０～３０μｇ、より好ま
しくは１．０～２０μｇとを接触させ、また本発明に係る担体がマイクロプレートの場合
、１ウェル当たりの本発明に係る担体－アビジン類複合体と本発明に係るＴｉｍタンパク
質－ビオチン類複合体を通常１．０～１０μｇ、好ましくは１．０～５．０μｇ、より好
ましくは１．０～２．０μｇとを接触させ、通常４．０℃～３７℃、好ましくは１１℃～
３０℃、より好ましくは２０℃～２５℃で、通常０．５時間～２４時間、好ましくは０．
５時間～８．０時間、より好ましくは０．５時間～２．０時間反応させ、アビジン類とビ
オチン類を結合させればよい。これにより、本発明に係る担体－アビジン類複合体と本発
明に係るＴｉｍタンパク質－ビオチン類複合体とが結合され、本発明のＴｉｍ担体が得ら
れる。
【００６８】
　尚、一般に、本発明に係る担体－アビジン類複合体と本発明に係るＴｉｍタンパク質－
ビオチン類複合体との接触は、本発明に係るＴｉｍタンパク質－ビオチン類複合体を含有
する溶液と本発明に係る担体－アビジン類複合体とを接触させることにより行われる。
【００６９】
　本発明に係るＴｉｍタンパク質－ビオチン類複合体を含有させる溶液としては、本発明
に係るＴｉｍタンパク質－ビオチン類複合体を安定な状態で溶解させるものであればよく
、例えば精製水、例えばｐＨ　７．０～８．０、好ましくは７．２　～７．６に緩衝作用
を有する緩衝液（例えばＰＢＳ、ＴＢＳ、ＨＢＳ等）が挙げられる。また、これらの緩衝
液中の緩衝剤濃度としては、通常５．０～５０ｍＭ、好ましくは１０～３０ｍＭの範囲か
ら適宜選択され、ＮａＣｌ濃度は通常１００～２００ｍＭ、好ましくは１４０～１６０ｍ
Ｍの範囲から適宜選択される。また、この溶液中には、本発明に係る担体－アビジン類複
合体と本発明に係るＴｉｍタンパク質－ビオチン類複合体を含有する溶液とを接触後、本
発明に係る担体－アビジン類複合体と本発明に係るＴｉｍタンパク質－ビオチン類複合体
との結合を妨げない量であれば、例えば糖類、ＮａＣｌ等の塩類、界面活性剤、防腐剤、
蛋白質等が含まれていても良い。界面活性剤としては、例えばＴｗｅｅｎ２０等が挙げら
れ、本発明に係るＴｉｍタンパク質－ビオチン類複合体を含有させる溶液における界面活
性剤の濃度は、通常０．００００１～０．２％、好ましくは通常０．０００５～０．１％
である。尚、これらの溶媒に本発明に係るＴｉｍタンパク質－ビオチン類複合体を溶解し
た溶液を、「本発明に係るＴｉｍタンパク質－ビオチン類複合体含有溶液」と略記する場
合がある。
【００７０】
　－前記（ａ）の方法による本発明のＴｉｍ担体の具体的な調製方法－
　前記（ａ）の方法における、本発明のＴｉｍ担体の具体的な調製方法は、例えば以下の
方法で行えばよい。
　まず、前記の本発明に係るＴｉｍタンパク質の調整方法に従い、本発明に係るＴｉｍタ
ンパク質を調製する。次いで、Ｂｉｏｔｉｎ　Ｌａｂｅｌｉｎｇ　Ｋｉｔ－ＳＨ（（株）
同仁科学研究所）、Ｂｉｏｔｉｎ　Ｌａｂｅｌｉｎｇ　Ｋｉｔ－ＮＨ２（（株）同仁科学
研究所）に添付のプロトコール、又はタンパク質のビオチン標識における常法に従って、
本発明に係るＴｉｍタンパク質にビオチン類を結合させて、本発明に係るＴｉｍタンパク
質－ビオチン類複合体を形成する。
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　その後、本発明に係る担体がビーズの場合、本発明に係る担体－アビジン類複合体を通
常０．１ｍｇ～１０ｍｇ、好ましくは０．３ｍｇ～５．０ｍｇ、より好ましくは０．５～
３．０ｍｇと、本発明に係るＴｉｍタンパク質－ビオチン類複合体を本発明に係る担体－
アビジン類複合体１ｍｇ当たり本発明に係るＴｉｍタンパク質－ビオチン類複合体を通常
１．０～５０μｇ、好ましくは１．０～３０μｇ、より好ましくは１．０～２０μｇ含有
する溶液（例えば精製水、又はｐＨ　７．０～８．０、好ましくは７．２～７．６に緩衝
作用を有する緩衝液等中に、本発明に係るＴｉｍタンパク質－ビオチン類複合体を含有す
る溶液）通常５０μＬ～１５００μＬ、好ましくは１００μＬ～１０００μＬ、より好ま
しくは２００μＬ～５００μＬとを接触させ、通常４．０℃～３７℃、好ましくは１１℃
～３０℃、より好ましくは２０℃～２５℃で、通常０．５時間～２４時間、好ましくは０
．５時間～８．０時間、より好ましくは０．５時間～２．０時間反応させ、本発明に係る
担体－アビジン類複合体中のアビジン類と本発明に係るＴｉｍタンパク質－ビオチン類複
合体中のビオチン類とを結合させることにより、本発明のＴｉｍ担体を得る。
　本発明に係る担体がマイクロプレートの場合、１ウェル当たりの本発明に係る担体－ア
ビジン類複合体と本発明に係るＴｉｍタンパク質－ビオチン類複合体を通常１．０～１０
μｇ、好ましくは１．０～５．０μｇ、より好ましくは１．０～２．０μｇ含有する溶液
（例えば精製水、又はｐＨ　７．０～８．０、好ましくは７．２～７．６に緩衝作用を有
する緩衝液等中に、本発明に係るＴｉｍタンパク質－ビオチン類複合体を含有する溶液）
通常５０μＬ～３００μＬ、好ましくは５０μＬ～２００μＬ、より好ましくは１００μ
Ｌ～２００μＬとを接触させ、通常４．０℃～３７℃、好ましくは１１℃～３０℃、より
好ましくは２０℃～２５℃で、通常０．５時間～２４時間、好ましくは０．５時間～８．
０時間、より好ましくは０．５時間～２．０時間反応させ、本発明に係る担体－アビジン
類複合体中のアビジン類と本発明に係るＴｉｍタンパク質－ビオチン類複合体中のビオチ
ン類とを結合させることにより、本発明のＴｉｍ担体を得る。
【００７１】
＜（ｂ）アフィニティータグとアフィニティータグに親和性を有する物質のアフィニティ
ー結合により結合させる方法＞
　（ｂ）の方法では、まず、前記の本発明に係るＴｉｍタンパク質の調整方法に従い、ア
フィニティータグを有する本発明に係るＴｉｍタンパク質を調製する。一方、アフィニテ
ィータグに親和性を有する物質（アフィニティー物質）を本発明に係る担体に結合させ、
本発明に係る担体－アフィニティー物質複合体を形成させる（以下、「アフィニティー物
質を結合させた本発明に係る担体」と略記する場合がある）。得られた本発明に係る担体
－アフィニティー物質複合体とアフィニティータグを有する本発明に係るＴｉｍタンパク
質とを接触させ、本発明に係る担体－アフィニティー物質複合体中のアフィニティー物質
とアフィニティータグを有する本発明に係るＴｉｍタンパク質中のアフィニティータグと
を結合させ、本発明に係る担体－アフィニティー物質複合体とアフィニティータグを有す
る本発明に係るＴｉｍタンパク質とを結合させて、本発明のＴｉｍ担体を得る。
【００７２】
－本発明に係る担体－アフィニティー物質複合体－
　前記（ｂ）の方法における、本発明に係る担体－アフィニティー物質複合体としては、
市販のものを用いても、必要な試薬類を適宜調整して常法に従って調製してもよい。本発
明に係る担体－アフィニティー物質複合体としては、例えば、Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｇを結合
させたビーズ又はマイクロプレート、Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ａを結合させたビーズ又はマイク
ロプレート等が挙げられ、市販のものとしては、Ｄｙｎａｂｅａｄｓ　Ｐｒｏｔｅｉｎ　
Ｇ（サーモフィッシャーサイエンティフィック社製）、Ｄｙｎａｂｅａｄｓ　Ｐｒｏｔｅ
ｉｎ　Ａ（サーモフィッシャーサイエンティフィック社製）、ＦＧビーズ　Ｐｒｏｔｅｉ
ｎ　Ｇ（多摩川精機製）、ＦＧビーズ　Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ａ（多摩川精機製）等が挙げら
れる。
【００７３】
　本発明に係る担体とアフィニティー物質との結合において、本発明に係る担体１ｍｇと
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接触させるアフィニティー物質の量としては、本発明に係る担体がビーズの場合、通常５
．０～５０μｇ、好ましくは１０～５０μｇ、より好ましくは２０～５０μｇである。本
発明に係る担体がマイクロプレートの場合、１ウェルに接触させるアフィニティー物質の
量は、通常０．１μｇ～１０μｇ、好ましくは０．２μｇ～５μｇ、より好ましくは０．
５μｇ～２μｇである。
【００７４】
　－本発明に係る担体－アフィニティー物質複合体とアフィニティータグを有する本発明
に係るＴｉｍタンパク質との結合－
　前記（ｂ）の方法において、（本発明に係る担体－アフィニティー物質複合体とアフィ
ニティータグを有する本発明に係るＴｉｍタンパク質との結合により）本発明のＴｉｍ担
体を得るには、例えば以下の方法で行えばよい。本発明に係る担体がビーズの場合、本発
明に係る担体－アフィニティー物質複合体を通常０．１ｍｇ～１０ｍｇ、好ましくは０．
３ｍｇ～５．０ｍｇ、より好ましくは０．５～３．０ｍｇと、本発明に係る担体－アフィ
ニティー物質複合体１ｍｇ当たりアフィニティータグを有する本発明に係るＴｉｍタンパ
ク質を通常１．０～５０μｇ、好ましくは１．０～３０μｇ、より好ましくは１．０～２
０μｇとを接触させ、本発明に係る担体がマイクロプレートの場合、１ウェル当たりの本
発明に係る担体－アフィニティー物質複合体とアフィニティータグを有する本発明に係る
Ｔｉｍタンパク質を通常１．０～１０μｇ、好ましくは１．０～５．０μｇ、より好まし
くは１．０～２．０μｇとを接触させ、通常４．０℃～３７℃、好ましくは１１℃～３０
℃、より好ましくは２０℃～２５℃で、通常０．５時間～２４時間、好ましくは０．５時
間～８．０時間、より好ましくは０．５時間～２．０時間反応させ、本発明に係る担体－
アフィニティー物質複合体とアフィニティータグを有する本発明に係るＴｉｍタンパク質
とを結合させ、本発明のＴｉｍ担体を得る。
【００７５】
　尚、一般に、前記（ｂ）の方法における、本発明に係る担体－アフィニティー物質複合
体とアフィニティータグを有する本発明に係るＴｉｍタンパク質との接触は、本発明に係
る担体－アフィニティー物質複合体とアフィニティータグを有する本発明に係るＴｉｍタ
ンパク質を含有する溶液とを接触させることにより行われる。
【００７６】
　アフィニティータグを有する本発明に係るＴｉｍタンパク質を含有させる溶液としては
、アフィニティータグを有する本発明に係るＴｉｍタンパク質を安定な状態で溶解させた
ものであればよく、例えば精製水、例えばｐＨ７．０～８．０、好ましくは７．２～７．
６に緩衝作用を有する緩衝液（例えばＰＢＳ、ＴＢＳ、ＨＢＳ等）が挙げられる。また、
これらの緩衝液中の緩衝剤濃度としては、通常５．０～５０ｍＭ、好ましくは１０～３０
ｍＭの範囲から適宜選択され、ＮａＣｌ濃度は通常１００～２００ｍＭ、好ましくは１４
０～１６０ｍＭの範囲から適宜選択される。
　また、この溶液中には、アフィニティータグを有する本発明に係るＴｉｍタンパク質を
含有する溶液と本発明に係る担体－アフィニティー物質複合体とを接触後、アフィニティ
ータグを有する本発明に係るＴｉｍタンパク質と本発明に係る担体－アフィニティー物質
複合体との結合を妨げない量であれば、例えば糖類、ＮａＣｌ等の塩類、界面活性剤、防
腐剤、蛋白質等が含まれていても良い。界面活性剤としては、例えばＴｗｅｅｎ２０等が
挙げられ、アフィニティータグを有する本発明に係るＴｉｍタンパク質を含有させる溶液
における界面活性剤の濃度は、通常０．００００１～０．２％、好ましくは通常０．００
０５～０．１％である。尚、これらの溶液にアフィニティータグを有する本発明に係るＴ
ｉｍタンパク質を溶解した溶液を、「アフィニティータグを有する本発明に係るＴｉｍタ
ンパク質含有溶液」と略記する場合がある。
【００７７】
－前記（ｂ）の方法による本発明のＴｉｍ担体の具体的な調製方法－
　前記（ｂ）の方法における、本発明のＴｉｍ担体の具体的な調製方法は、例えば以下の
方法で行えばよい。
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　まず、前記の本発明に係るＴｉｍタンパク質の調製方法に従い、アフィニティータグを
有する本発明に係るＴｉｍタンパク質を調製する。
　次いで、本発明に係る担体がビーズの場合、本発明に係る担体－アフィニティー物質複
合体を通常０．１ｍｇ～１０ｍｇ、好ましくは０．３ｍｇ～５．０ｍｇ、より好ましくは
０．５～３．０ｍｇと、アフィニティータグを有する本発明に係るＴｉｍタンパク質を本
発明に係る担体－アフィニティー物質複合体１ｍｇ当たりアフィニティータグを有する本
発明に係るＴｉｍタンパク質を通常１．０～５０μｇ、好ましくは１．０～３０μｇ、よ
り好ましくは１．０～２０μｇ含有する溶液（例えば精製水、ｐＨ７．０～８．０の緩衝
液等中に、アフィニティータグを有する本発明に係るＴｉｍタンパク質を含有する溶液）
通常５０μＬ～１５００μＬ、好ましくは１００μＬ～１０００μＬ、より好ましくは２
００μＬ～５００μＬとを接触させ、通常４．０℃～３７℃、好ましくは１１℃～３０℃
、より好ましくは２０℃～２５℃で、通常０．５時間～２４時間、好ましくは０．５時間
～８．０時間、より好ましくは０．５時間～２．０時間、本発明に係る担体－アフィニテ
ィー物質複合体中のアフィニティー物質とアフィニティータグを有する本発明に係るＴｉ
ｍタンパク質中のアフィニティータグとを結合させ、本発明のＴｉｍ担体を得る。
　本発明に係る担体がマイクロプレートの場合、１ウェル当たりの本発明に係る担体－ア
フィニティー物質複合体と本発明に係るアフィニティータグを有する本発明に係るＴｉｍ
タンパク質１．０～１０μｇ、好ましくは１．０～５．０μｇ、より好ましくは１．０～
２．０μｇ含有する溶液（例えば精製水、又はｐＨ　７．０～８．０、好ましくは７．２
～７．６に緩衝作用を有する緩衝液等中に、本発明に係るＴｉｍタンパク質－ビオチン類
複合体を含有する溶液）通常５０μＬ～３００μＬ、好ましくは５０μＬ～２００μＬ、
より好ましくは１００μＬ～２００μＬとを接触させ、通常４．０℃～３７℃、好ましく
は１１℃～３０℃、より好ましくは２０℃～２５℃で、通常０．５時間～２４時間、好ま
しくは０．５時間～８．０時間、より好ましくは０．５時間～２．０時間、本発明に係る
担体－アフィニティー物質複合体中のアフィニティー物質とアフィニティータグを有する
本発明に係るＴｉｍタンパク質中のアフィニティータグとを結合させ、本発明のＴｉｍ担
体を得る。
【００７８】
＜（ｃ）本発明のＴｉｍタンパク質に対する抗体と本発明のＴｉｍタンパク質とのアフィ
ニティー結合により結合させる方法＞
【００７９】
　まず、前記の本発明に係るＴｉｍタンパク質の調整方法に従い、本発明に係るＴｉｍタ
ンパク質を調製する。一方、本発明に係るＴｉｍタンパク質に対する抗体（以下、「抗Ｔ
ｉｍ抗体」と略記する場合がある）を本発明に係る担体に結合させ、本発明に係る担体－
抗Ｔｉｍ抗体複合体を形成させる。得られた本発明に係る担体－抗Ｔｉｍ抗体複合体と本
発明に係るＴｉｍタンパク質とを接触させて、本発明に係る担体－抗Ｔｉｍ抗体複合体中
のＴｉｍタンパク質に対する抗体と本発明に係るＴｉｍタンパク質とを結合させることに
より、本発明のＴｉｍ担体を得る。
　尚、上記において、本発明に係るＴｉｍタンパク質として、アフィニティータグを有す
るＴｉｍタンパク質（Ｔｉｍタンパク質のアミノ酸配列とアフィニティータグのアミノ酸
配列を有するタンパク質）を用いる場合には、抗Ｔｉｍ抗体としては、Ｔｉｍタンパク質
を認識する抗体（Ｔｉｍタンパク質のアミノ酸配列に基づくタンパク質部分を認識する抗
体）でも、アフィニティータグを認識する抗体（アフィニティータグのアミノ酸配列に基
づくタンパク質部分を認識する抗体）でも何れを用いてもよい。また、本発明に係るＴｉ
ｍタンパク質として、アフィニティータグを有さないＴｉｍタンパク質（Ｔｉｍタンパク
質のアミノ酸配列のみからなるタンパク質）を用いる場合には、抗Ｔｉｍ抗体としては、
Ｔｉｍタンパク質を認識する抗体（Ｔｉｍタンパク質のアミノ酸配列に基づくタンパク質
部分を認識する抗体）を使用すればよい。
【００８０】
－本発明に係る担体－抗Ｔｉｍ抗体複合体（抗体を結合させた本発明に係る担体）－
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　前記（ｃ）の方法において、本発明に係る担体－抗Ｔｉｍ抗体複合体としては、市販の
ものを用いても、必要な試薬類を適宜調整して常法に従って調製してもよい。本発明に係
る担体－抗Ｔｉｍ抗体複合体としては、例えば、抗Ｆｃタグ抗体を結合させたビーズ又は
マイクロプレート、抗ＦＬＡＧタグ抗体を結合させたビーズ又はマイクロプレート、抗Ｈ
ｉｓタグ抗体を結合させたビーズ又はマイクロプレート、抗ＧＳＴタグを結合させたビー
ズ又はマイクロプレート、抗ＭＢＰタグを結合させたビーズ又はマイクロプレート、抗Ｈ
Ａタグを結合させたビーズ又はマイクロプレート、抗Ｍｙｃタグを結合させたビーズ又は
マイクロプレート、抗Ｓｔｒｅｐ（ＩＩ）タグを結合させたビーズ又はマイクロプレート
、抗Ｔｉｍタンパク質に対する抗体を結合させたビーズ又はマイクロプレート等が挙げら
れ、市販のものとしては、抗ＤＹＫＤＤＤＤＫタグ抗体磁気ビーズ（和光純薬工業（株）
製）等が挙げられる。
【００８１】
　前記の抗Ｔｉｍ抗体の由来については特に限定されない。また、ポリクローナル抗体で
もモノクローナル抗体でも何れでも良いが、モノクローナル抗体の方が好ましい。また、
前記の抗Ｔｉｍ抗体は、市販のものを用いても、必要な試薬類を適宜調整して常法に従っ
て調製してもよい。抗Ｔｉｍ抗体の具体例は、前記の通りである。
【００８２】
　本発明に係る担体と抗Ｔｉｍ抗体との結合において、本発明に係る担体がビーズの場合
、本発明に係る担体１ｍｇと接触させる本発明に係るＴｉｍタンパク質に対する抗体の量
としては、本発明の取得方法及び本発明の除去方法に用いる場合、通常５．０～５０μｇ
、好ましくは１０～５０μｇ、より好ましくは２０～５０μｇである。本発明に係る担体
がマイクロプレートのとき１ウェルに、通常０．１μｇ～１０μｇ、好ましくは０．２μ
ｇ～５μｇ、より好ましくは０．５μｇ～２μｇである。
【００８３】
　－本発明に係る担体－抗Ｔｉｍ抗体複合体と本発明に係るＴｉｍタンパク質との結合－
　前記（ｃ）の方法において、本発明に係る担体－抗Ｔｉｍ抗体複合体と本発明に係るＴ
ｉｍタンパク質との結合により本発明のＴｉｍ担体を得る方法としては、例えば以下の方
法が挙げられる。即ち、本発明に係る担体がビーズの場合、本発明に係る担体－抗Ｔｉｍ
抗体複合体を通常０．１ｍｇ～１０ｍｇ、好ましくは０．３ｍｇ～５．０ｍｇ、より好ま
しくは０．５～３．０ｍｇと、本発明に係る担体－抗Ｔｉｍ抗体複合体１ｍｇ当たり本発
明に係るＴｉｍタンパク質を通常１．０～５０μｇ、好ましくは１．０～３０μｇ、より
好ましくは１．０～２０μｇとを接触させ、本発明に係る担体がマイクロプレートの場合
、１ウェル当たりの本発明に係る担体－抗Ｔｉｍ抗体複合体と本発明に係るＴｉｍタンパ
ク質を通常１．０～１０μｇ、好ましくは１．０～５．０μｇ、より好ましくは１．０～
２．０μｇとを接触させ、通常４．０℃～３７℃、好ましくは１１℃～３０℃、より好ま
しくは２０℃～２５℃で、通常０．５時間～２４時間、好ましくは０．５時間～８．０時
間、より好ましくは０．５時間～２．０時間反応させ、本発明に係る担体－抗Ｔｉｍ抗体
複合体中の抗Ｔｉｍ抗体と本発明に係るＴｉｍタンパク質とを結合させ、本発明のＴｉｍ
４担体を得る。
【００８４】
　尚、一般に、前記（ｃ）の方法における、本発明に係る担体－抗Ｔｉｍ抗体複合体と本
発明に係るＴｉｍタンパク質との接触は、本発明に係る担体－抗Ｔｉｍ抗体複合体と本発
明に係るＴｉｍタンパク質を含有する溶液とを接触させることにより行われる。
【００８５】
　本発明に係るＴｉｍタンパク質を含有させる溶液としては、本発明に係るＴｉｍタンパ
ク質を安定な状態で溶解させるものであればよく、例えば精製水、例えばｐＨ７．０～８
．０、好ましくは７．２～７．６に緩衝作用を有する緩衝液（例えばＰＢＳ、ＴＢＳ、Ｈ
ＢＳ等）が挙げられる。また、これらの緩衝液中の緩衝剤濃度としては、通常５～５０ｍ
Ｍ、好ましくは１０～３０ｍＭの範囲から適宜選択され、ＮａＣｌ濃度は通常１００～２
００ｍＭ、好ましくは１４０～１６０ｍＭの範囲から適宜選択される。また、この溶液中
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には、本発明に係るＴｉｍタンパク質を含有する溶液と本発明に係る担体－抗Ｔｉｍ抗体
複合体とを接触後、本発明に係るＴｉｍタンパク質と本発明に係る担体－抗Ｔｉｍ抗体複
合体との結合を妨げない量であれば、例えば糖類、ＮａＣｌ等の塩類、界面活性剤、防腐
剤、蛋白質等が含まれていても良い。界面活性剤としては、例えばＴｗｅｅｎ２０等が挙
げられ、当該本発明に係るＴｉｍタンパク質を含有する溶液における界面活性剤の濃度は
、通常０．００００１～０．２％、好ましくは通常０．０００５～０．１％である。尚、
これらの溶液に本発明に係るＴｉｍタンパク質を溶解した溶液を、「本発明に係るＴｉｍ
タンパク質含有溶液」と略記する場合がある。
【００８６】
－前記（ｃ）の方法による本発明のＴｉｍ担体の具体的な調製方法－
　前記（ｃ）の方法における、本発明のＴｉｍ担体の具体的な調製方法は、例えば以下の
方法で行えばよい。
　まず、前記の本発明に係るＴｉｍタンパク質の調製方法に従い、本発明に係るＴｉｍタ
ンパク質を調製する。次いで、本発明に係る担体がビーズの場合、本発明に係る担体－抗
Ｔｉｍ抗体複合体を通常０．１ｍｇ～１０ｍｇ、好ましくは０．３ｍｇ～５．０ｍｇ、よ
り好ましくは０．５～３．０ｍｇと、本発明に係るＴｉｍタンパク質を本発明に係る担体
－抗Ｔｉｍ抗体複合体１ｍｇ当たり通常１．０～５０μｇ、好ましくは１．０～３０μｇ
、より好ましくは１．０～２０μｇ含有する溶液（例えば精製水、例えばｐＨ７．０～８
．０の緩衝液等中に本発明に係るＴｉｍタンパク質を含有する溶液）通常１００～１００
０μＬ、好ましくは２００～５００μＬを接触させ、通常４℃～３７℃、好ましくは１１
℃～３０℃、より好ましくは２０℃～２５℃で、通常０．５時間～２４時間、好ましくは
０．５時間～８．０時間、より好ましくは０．５時間～２．０時間反応させ、本発明に係
る担体－抗Ｔｉｍ抗体複合体中の本発明に係るＴｉｍタンパク質に対する抗体と本発明に
係るＴｉｍタンパク質とを結合させることにより、本発明のＴｉｍ担体を得る。本発明に
係る担体がマイクロプレートの場合、１ウェル当たりの本発明に係る担体－抗Ｔｉｍ抗体
複合体と本発明に係る係るＴｉｍタンパク質１．０～１０μｇ、好ましくは１．０～５．
０μｇ、より好ましくは１．０～２．０μｇ含有する溶液（例えば精製水、又はｐＨ　７
．０～８．０、好ましくは７．２～７．６に緩衝作用を有する緩衝液等中に、本発明に係
るＴｉｍタンパク質－ビオチン類複合体を含有する溶液）通常５０μＬ～３００μＬ、好
ましくは５０μＬ～２００μＬ、より好ましくは１００μＬ～２００μＬとを接触させ、
通常４．０℃～３７℃、好ましくは１１℃～３０℃、より好ましくは２０℃～２５℃で、
通常０．５時間～２４時間、好ましくは０．５時間～８．０時間、より好ましくは０．５
時間～２．０時間、本発明に係る担体－アフィニティー物質複合体中のアフィニティー物
質とアフィニティータグを有する本発明に係るＴｉｍタンパク質中のアフィニティータグ
とを結合させ、本発明のＴｉｍ担体を得る。
【００８７】
　＜物理的吸着により結合させる方法＞
　本発明に係るＴｉｍタンパク質と本発明に係る担体とを物理的吸着により結合させる方
法としては、自体公知の方法に従い、本発明に係るＴｉｍタンパク質と本発明に係る担体
とが結合する条件下、本発明に係るＴｉｍタンパク質と本発明に係る担体とを接触させれ
ばよい。
【００８８】
　本発明に係るＴｉｍタンパク質と本発明に係る担体との反応温度としては、通常２℃～
３７℃、好ましくは４℃～１１℃である。
【００８９】
　本発明に係るＴｉｍタンパク質と本発明に係る担体との反応時間としては、通常４時間
～４８時間、好ましくは１２時間～２４時間である。
【００９０】
　本発明に係るＴｉｍタンパク質としては、本発明に係る担体がビーズの場合、本発明に
係る担体１ｍｇと接触させる本発明に係るＴｉｍタンパク質の量は、通常５．０～５０μ
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ｇ、好ましくは１０～５０μｇ、より好ましくは２０～５０μｇである。本発明に係る担
体がマイクロプレートの場合、１ウェルに接触させる本発明に係るＴｉｍタンパク質の量
は、通常０．１μｇ～１０μｇ、好ましくは０．２μｇ～５μｇ、より好ましくは０．５
μｇ～２μｇである。
【００９１】
　尚、一般に、前記本発明に係るＴｉｍタンパク質と本発明に係る担体との物理的吸着は
、本発明に係るＴｉｍタンパク質を含有する溶液と本発明に係る担体とを接触させること
により行われる。
【００９２】
　本発明に係るＴｉｍタンパク質を含有させる溶液としては、本発明に係るＴｉｍタンパ
ク質を安定な状態で溶解させるものであればよく、例えば精製水、例えばｐＨ６．０～９
．５、好ましくは７．０～８．０に緩衝作用を有する緩衝液（例えばＭＯＰＳなどのグッ
ド緩衝液、炭酸緩衝液、ＰＢＳ、ＴＢＳ、ＨＢＳ等）が挙げられる。また、これらの緩衝
液中の緩衝剤濃度としては、通常５～１００ｍＭ、好ましくは１０～５０ｍＭの範囲から
適宜選択され、ＮａＣｌを添加する場合の濃度は通常１００～２００ｍＭ、好ましくは１
４０～１６０ｍＭの範囲から適宜選択される。また、この溶液中には、本発明に係るＴｉ
ｍタンパク質を含有する溶液と本発明に係る担体とを接触後、本発明の担体と細胞外膜小
胞又はウイルスとのとの結合を妨げない量であれば、例えば糖類、ＮａＣｌ等の塩類、界
面活性剤、防腐剤、蛋白質等が含まれていても良い。尚、これらの溶液に本発明に係るＴ
ｉｍタンパク質を溶解した溶液を、「本発明に係るＴｉｍタンパク質含有溶液」と略記す
る場合がある。
【００９３】
　本発明に係るＴｉｍタンパク質と本発明に係る担体との結合方法における、物理的吸着
により結合させる方法の具体例としては、例えば以下の方法が挙げられる。
　まず、前記の本発明に係るＴｉｍタンパク質の調製方法に従い、本発明に係るＴｉｍタ
ンパク質を調製する。次いで、本発明に係る担体がビーズの場合、本発明に係る担体１ｍ
ｇに、Ｔｉｍタンパク質を通常５．０～５０μｇ、好ましくは１０～５０μｇ、より好ま
しくは２０～５０μｇ含有する溶液（例えば精製水、例えばｐＨ７．０～８．０の緩衝液
等中に本発明に係るＴｉｍタンパク質を含有する溶液）を通常５０μＬ～３００μＬ、好
ましくは５０μＬ～２００μＬ、より好ましくは５０μＬ～１００μＬ接触させ、また本
発明に係る担体がマイクロプレートの場合１ウェルに、Ｔｉｍタンパク質を通常０．１μ
ｇ～１０μｇ、好ましくは０．２μｇ～５μｇ、より好ましくは０．５μｇ～２μｇ含有
する溶液（例えば精製水、例えばｐＨ７．０～８．０の緩衝液等中に本発明に係るＴｉｍ
タンパク質を含有する溶液）を通常５０μＬ～３００μＬ、好ましくは５０μＬ～２００
μＬ、より好ましくは５０μＬ～１００μＬ接触させ、通常２℃～３７℃、好ましくは４
℃～１１℃で通常４時間～４８時間、好ましくは１２時間～２４時間反応させ、本発明に
係る担体と本発明に係るＴｉｍタンパク質とを結合させることにより、本発明のＴｉｍ担
体を得る。
【００９４】
＜本発明のＴｉｍ担体の処理＞
　前記のようにして得られた本発明のＴｉｍ担体を、通常この分野で行われるブロッキン
グ処理に付してもよい。
【００９５】
　前記のようにして得られた本発明のＴｉｍ担体を、要すれば、通常この分野で行われる
精製処理に付してもよい。精製処理としては、担体表面に付着している不純物を除去する
ことが出来ればよく、例えば、本発明のＴｉｍ担体を洗浄溶液により洗浄する方法（以下
、「洗浄操作」と略記する場合がある）が挙げられる。
【００９６】
　本発明に係る担体として、磁性粒子を用いる場合を例に取り説明する。
　まず、前記のようにして得られた本発明のＴｉｍ担体を含有する溶液を含む容器を、マ
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グネットスタンドに設置し、磁力を用いて管壁に本発明のＴｉｍ担体を集合させ、前記容
器内の溶液を捨てる。次いで、容器内に洗浄溶液を加え、攪拌する。その後、前記と同様
に前記容器を、マグネットスタンドに設置し、磁力を用いて管壁に本発明のＴｉｍ担体を
集合させ、前記容器内の溶液を捨てる。これらの洗浄操作は、必要に応じて数回繰り返し
行ってもよい。当該洗浄操作において用いられる洗浄溶液としては、本発明のＴｉｍ担体
における本発明に係るＴｉｍタンパク質と本発明の担体との結合に影響を与えない溶液で
あればいずれでもよく、例えば精製水、例えばｐＨ７．０～８．０、好ましくは７．２～
７．６に緩衝作用を有する緩衝液（例えばＰＢＳ、ＴＢＳ、ＨＢＳ等）が挙げられる。ま
た、これらの緩衝液中の緩衝剤濃度としては、通常５～５０ｍＭ、好ましくは１０～３０
ｍＭの範囲から適宜選択され、ＮａＣｌ濃度は通常１００～２００ｍＭ、好ましくは１４
０～１６０ｍＭの範囲から適宜選択される。この溶液中には、本発明に係るＴｉｍタンパ
ク質と本発明に係る担体との結合を妨げない量であれば、例えば糖類、ＮａＣｌ等の塩類
、界面活性剤、防腐剤、蛋白質等が含まれていても良い。
界面活性剤としては、例えばＴｗｅｅｎ２０等が挙げられ、当該洗浄溶液における界面活
性剤の濃度は、通常０．００００１～０．２％、好ましくは通常０．０００５～０．１％
である。
【００９７】
　本発明のＴｉｍ担体を用いれば、細胞外膜小胞又はウィルスを効率的に取得することが
でき、試料中の細胞外膜小胞又はウィルスを高純度に取得することができる。また、試料
中の細胞外膜小胞又はウィルスを効率よく除去することもできる。さらに試料中の細胞外
膜小胞又はウィルスを高感度に検出することもできる。
【００９８】
＜６．試料中の細胞外膜小胞又はウイルスの取得方法＞
　本発明の細胞外膜小胞又はウイルスを取得する方法（以下、「本発明の取得方法」と略
記する場合がある）は、以下の工程を含むことを特徴とする。
（１）カルシウムイオン存在下、担体に結合したＴｉｍタンパク質と試料中の細胞外膜小
胞又はウイルスとの複合体を形成させる工程（以下、「複合体形成工程」と略記する場合
がある）
（２）当該複合体と試料とを分離する工程（以下、「複合体分離工程」と略記する場合が
ある）
（３）当該複合体から細胞外膜小胞又はウイルスを分離し、細胞外膜小胞又はウイルスを
取得する工程（以下、「取得工程」と略記する場合がある）。
【００９９】
＜６－１．複合体形成工程について＞
　複合体形成工程は、カルシウムイオン存在下、Ｔｉｍタンパク質と担体と試料中の細胞
外膜小胞又はウイルスとの複合体を形成させる工程である。
【０１００】
＜本発明に係る試料＞
　本発明に係る試料は、液体中に本発明に係る細胞外膜小胞又はウイルスを含有するもの
或いは本発明に係る細胞外膜小胞又はウイルスを含有する可能性があるもののいずれであ
ってもよい。本発明に係る試料は、生体に由来するものでも、培地や緩衝液等の溶液に本
発明に係る細胞外膜小胞又はウイルスを溶解又は懸濁させたもののいずれでもよい。本発
明に係る試料として、具体的には、血液、唾液、尿、乳汁、羊水、腹水等の体液、細胞培
養上清等が挙げられる。
　当該本発明に係る細胞外膜小胞又はウイルスを含有（溶解又は懸濁）させる溶液として
は、本発明に係る細胞外膜小胞又はウイルスを安定な状態で溶解又は懸濁させ、担体に結
合したＴｉｍタンパク質と試料中の細胞外膜小胞又はウイルスとの複合体の結合を妨げな
いものであればよく、例えば水、ｐＨ７．０～８．０、好ましくは７．２～７．６に緩衝
作用を有する緩衝液（例えばＴＢＳ、ＨＢＳ等）等が挙げられる。尚、リン酸バッファー
はカルシウムと結合して沈殿が生じるので好ましくない。また、これらの緩衝液中の緩衝
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剤濃度としては、通常５～５０ｍＭ、好ましくは１０～３０ｍＭの範囲から適宜選択され
、ＮａＣｌ濃度は通常１００～２００ｍＭ、好ましくは１４０～１６０ｍＭの範囲から適
宜選択される。
　この溶液中には、担体に結合したＴｉｍタンパク質と試料中の細胞外膜小胞又はウイル
スとの複合体の結合を妨げない量であれば、例えば糖類、ＮａＣｌ等の塩類、界面活性剤
、防腐剤、蛋白質等が含まれていても良い。界面活性剤としては、例えばＴｗｅｅｎ２０
等が挙げられ、当該本発明に係る細胞外膜小胞又はウイルスを含有させる溶液における界
面活性剤の濃度は、通常０．００００１～０．２％、好ましくは通常０．０００５～０．
１％である。
【０１０１】
＜カルシウムイオン濃度・カルシウムイオンの由来＞
　本発明において、カルシウムイオンは、本発明に係るＴｉｍタンパク質と担体と試料中
の細胞外膜小胞又はウイルスとの複合体を形成させる際に存在させる。より具体的には、
本発明に係るＴｉｍタンパク質と試料中の細胞外膜小胞とを接触させる際に、カルシウム
イオンを存在させる。
【０１０２】
　本発明に係るＴｉｍタンパク質と本発明に係る試料中の細胞外膜小胞又はウイルスとを
接触させる際のカルシウムイオン濃度は、通常０．５～１００ｍＭ、好ましくは１．０～
１０ｍＭ、より好ましくは２．０～５．０ｍＭである。尚、本発明に係るＴｉｍタンパク
質と本発明に係る試料中の細胞外膜小胞又はウイルスとの複合体が形成され、取得工程を
実施するまで、即ち、当該複合体を分離する工程に付すまでの当該複合体を含有する溶液
中には、前記した如き濃度のカルシウムイオンが必要であることは言うまでもない。
【０１０３】
　また、カルシウムイオンの由来は特に限定されず、例えば塩化カルシウム、水酸化カル
シウム、炭酸水素カルシウム、ヨウ化カルシウム、臭化カルシウム、酢酸カルシウム等が
挙げられ、好ましくは塩化カルシウム、炭酸水素カルシウム、ヨウ化カルシウムであり、
より好ましくは塩化カルシウム、炭酸水素カルシウムである。
【０１０４】
　尚、本発明に係るＴｉｍタンパク質と試料中の細胞外膜小胞又はウイルスとを接触させ
る際に、カルシウムイオンを存在させる方法としては、一般的には、本発明に係るＴｉｍ
タンパク質と本発明に係る担体と試料中の細胞外膜小胞又はウイルスとを接触させる際の
カルシウムイオン濃度が上記した範囲となるように、本発明のＴｉｍ担体を含有する溶液
、試料、本発明に係るＴｉｍタンパク質を含有する溶液又は／及び本発明に係る担体を含
有する溶液に、前記した如きカルシウムイオンを含有させればよい。また、本発明に係る
Ｔｉｍタンパク質と本発明に係る担体と試料中の細胞外膜小胞又はウイルスとを接触させ
る際のカルシウムイオン濃度が上記した範囲となるようにカルシウムイオンを含有させた
溶液を用いて、当該溶液と本発明のＴｉｍ担体を含有する溶液、試料、本発明に係るＴｉ
ｍタンパク質を含有する溶液又は／及び本発明に係る担体を混合させてもよい。
　カルシウムイオンを含有させる溶液としては、前記の本発明に係る細胞外膜小胞又はウ
イルスを含有（溶解又は懸濁）させる溶液と同様であり、具体例等も同様である。
【０１０５】
＜試料の量＞
　複合体形成工程において、本発明のＴｉｍタンパク質１μｇと接触させる試料の量とし
ては、通常０．１～１００ｍｌ、好ましくは０．１～１０ｍｌ、より好ましくは０．１～
１．０ｍｌである。
【０１０６】
＜温度＞
　複合体形成工程において、本発明のＴｉｍタンパク質と試料中の細胞外膜小胞又はウイ
ルスとを接触させる際の温度としては、通常４～３７℃、好ましくは４～２５℃、より好
ましくは４～１１℃である。
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【０１０７】
＜時間＞
　複合体形成工程において、本発明に係るＴｉｍタンパク質と試料との接触時間としては
、通常０．５～２４時間、好ましくは０．５～８時間、より好ましくは０．５～４時間で
ある。
【０１０８】
　複合体形成工程は、（１－Ａ）予め調製された、本発明のＴｉｍ担体を用いる場合（即
ち、本発明に係るＴｉｍタンパク質が結合した担体を用いる場合）と、（１－Ｂ）本発明
に係るＴｉｍタンパク質と本発明に係る担体とを別々に用いる場合との２つの場合に分け
られる。
【０１０９】
＜（１－Ａ）について＞
　（１－Ａ）は、カルシウムイオン存在下、本発明のＴｉｍ担体と試料中の細胞外膜小胞
又はウイルスとを接触させて、本発明に係る担体に結合したＴｉｍタンパク質と試料中の
細胞外膜小胞又はウイルスとの複合体（以下、「本発明に係る複合体」と略記する場合が
ある）を形成させる方法である。（１－Ａ）において、カルシウムイオンは、本発明のＴ
ｉｍ担体と試料中の細胞外膜小胞又はウイルスとを接触させる際に存在させればよい。具
体的には、本発明に係るＴｉｍタンパク質が結合した担体を含有する溶液又は／及び試料
中にカルシウムイオンを含有させたものを用いても、本発明に係るＴｉｍタンパク質が結
合した担体を含有する溶液と試料とカルシウムイオンを含有する溶液とを用いてもよい。
【０１１０】
－本発明に係る試料の量－
　（１－Ａ）において、本発明のＴｉｍ担体１ｍｇと接触させる試料の量としては、通常
０．１～１００ｍｌ、好ましくは０．１～１０ｍｌ、より好ましくは０．１～１．０ｍｌ
である。
【０１１１】
－接触温度－
　（１－Ａ）において、本発明のＴｉｍ担体と試料を接触させる際の温度としては、通常
４．０～３７℃、好ましくは４．０～２５℃、より好ましくは４．０～１１℃である。
【０１１２】
－接触時間－
　（１－Ａ）において、本発明のＴｉｍ担体と試料（細胞外膜小胞又はウイルス）との接
触時間としては、通常０．５～２４時間、好ましくは０．５～８．０時間、より好ましく
は０．５～４．０時間である。
【０１１３】
－本発明のＴｉｍ担体の量－
　（１－Ａ）において、本発明のＴｉｍ担体の量としては、本発明に係る複合体を形成さ
せる際の溶液１ｍＬ当たり通常０．１～２０ｍｇ、好ましくは０．３～１０ｍｇ、より好
ましくは０．５～６．０ｍｇである。
【０１１４】
－１－Ａの具体例－
　（１－Ａ）は、例えば以下の方法で行えばよい。即ち、本発明のＴｉｍ担体を、本発明
のＴｉｍ担体と試料とカルシウムイオンを含有する溶液とを混合後の溶液（本発明に係る
複合体を形成させる際の溶液）１ｍＬ当たり通常０．１～２０ｍｇ、好ましくは０．３～
１０ｍｇ、より好ましくは０．５～６．０ｍｇと、本発明に係る複合体を形成させる際の
溶液中のカルシウムイオン濃度が通常０．５～１００ｍＭ、好ましくは１．０～１０ｍＭ
、より好ましくは２．０～５．０ｍＭとなる量のカルシウムイオンを含有する溶液と、本
発明のＴｉｍ担体１ｍｇ当たり通常０．１～１００ｍｌ、好ましくは０．１～１０ｍｌ、
より好ましくは０．１～１．０ｍｌの試料とを、通常４．０～３７℃、好ましくは４．０
～２５℃、より好ましくは４．０℃～１１℃、通常０．５～２４時間、好ましくは０．５
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～８．０時間、より好ましくは０．５～４．０時間接触させて、本発明に係る担体に結合
したＴｉｍタンパク質と試料中の細胞外膜小胞又はウイルスとの複合体を形成させる。
【０１１５】
＜（１－Ｂ）について＞
　（１－Ｂ）は、本発明のＴｉｍタンパク質と本発明に係る担体とを別々に用いる方法で
ある。例えば、本発明に係るＴｉｍタンパク質と本発明に係る担体とをアフィニティー結
合を利用して結合させる場合には、以下の（１－Ｂ－ｉ）、（１－Ｂ－ｉｉ）、又は（１
－Ｂ－ｉｉｉ）のようにすればよい。
【０１１６】
　（１－Ｂ－ｉ）本発明のＴｉｍタンパク質と本発明に係る担体と試料中の細胞外膜小胞
又はウイルスとを、カルシウムイオンの存在下で同時に接触させて、本発明に係る複合体
を形成させる。
【０１１７】
　（１－Ｂ－ｉｉ）本発明のＴｉｍタンパク質と試料中の細胞外膜小胞又はウイルスとを
、カルシウムイオンの存在下で接触させて、本発明のＴｉｍタンパク質と細胞外膜小胞又
はウイルスとの複合体を形成させた後、更に当該複合体と本発明に係る担体とを接触させ
て、本発明に係る複合体を形成させる。
【０１１８】
　（１－Ｂ－ｉｉｉ）本発明の担体と試料中の細胞外膜小胞又はウイルスとを接触させた
後、更に本発明のＴｉｍタンパク質をカルシウムイオンの存在下で接触させて、本発明に
係る複合体を形成させる。
【０１１９】
－（１－Ｂ－ｉ）について－
　（１－Ｂ－ｉ）は、本発明に係るＴｉｍタンパク質と本発明に係る担体と試料中の細胞
外膜小胞又はウイルスとを、カルシウムイオンの存在下で同時に接触させて、［細胞外膜
小胞又はウイルス－（本発明に係るＴｉｍタンパク質）－アフィニティー物質－（本発明
に係る担体）］からなる本発明に係る複合体を形成させる方法である。
　具体的には、例えば、アフィニティー物質として互いに親和性を有する２種以上の物質
を用いる場合には、一方のアフィニティー物質が結合した本発明に係るＴｉｍタンパク質
（アフィニティー物質結合Ｔｉｍタンパク質）と残りのアフィニティー物質が結合した担
体（アフィニティー物質結合担体）と試料中の細胞外膜小胞又はウイルスとを、カルシウ
ムイオンの存在下で同時に接触させて、アフィニティー物質結合Ｔｉｍタンパク質中の本
発明に係るＴｉｍタンパク質と細胞外膜小胞又はウイルスとを結合させると共に、アフィ
ニティー物質結合Ｔｉｍタンパク質中のアフィニティー物質とアフィニティー物質結合担
体中のアフィニティー物質とを結合させることによって、［試料中の細胞外膜小胞又はウ
イルス－（本発明に係るＴｉｍタンパク質）－アフィニティー物質－（本発明に係る担体
）］からなる本発明に係る複合体を形成させる。
　（１－Ｂ－ｉ）において、カルシウムイオンは、本発明に係るＴｉｍタンパク質と本発
明に係る担体と試料中の細胞外膜小胞又はウイルスとを同時に接触させる際に存在させれ
ばよい。具体的には、本発明に係るＴｉｍタンパク質を含有する溶液、本発明に係る担体
を含有する溶液、及び試料中の少なくとも一種以上にカルシウムイオンを含有させたもの
を用いても、本発明に係るＴｉｍタンパク質を含有する溶液、本発明に係る担体を含有す
る溶液、及び試料とカルシウムイオンを含有する溶液とを接触させることにより行っても
よい。
【０１２０】
－本発明に係る試料の量－
　（１－Ｂ－ｉ）において、本発明に係るＴｉｍタンパク質１μｇと接触させる試料の量
としては、通常０．１～１００ｍｌ、好ましくは０．１～１０ｍｌ、より好ましくは０．
１～１．０ｍｌである。
【０１２１】
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－本発明に係るＴｉｍタンパク質の量－
　（１－Ｂ－ｉ）において、本発明に係るＴｉｍタンパク質の量としては、本発明に係る
複合体を形成させる際の溶液１ｍＬ当たり通常０．０１～２００μｇ、好ましくは０．１
５～５０μｇ、より好ましくは０．５～２４μｇである。
【０１２２】
－本発明に係る担体の量－
　（１－Ｂ－ｉ）において、本発明に係る担体の量としては、本発明に係る複合体を形成
させる際の溶液１ｍＬ当たり通常０．１～２０ｍｇ、好ましくは０．３～１０ｍｇ、より
好ましくは０．５～６．０ｍｇである。
【０１２３】
－接触温度－
　（１－Ｂ－ｉ）において、本発明のＴｉｍタンパク質と本発明に係る担体と試料中の細
胞外膜小胞又はウイルスとを接触させる際の温度としては、通常４～３７℃、好ましくは
４～２５℃、より好ましくは４～１１℃である。
【０１２４】
－接触時間－
　本発明のＴｉｍタンパク質と本発明に係る担体と試料中の細胞外膜小胞又はウイルスと
の接触時間としては、通常０．５～２４時間、好ましくは０．５～８時間、より好ましく
は０．５～４時間である。
【０１２５】
　尚、本発明のＴｉｍタンパク質と本発明に係る担体と試料中の細胞外膜小胞又はウイル
スとの接触は、通常、本発明のＴｉｍタンパク質を含有する溶液と本発明に係る担体と試
料中の細胞外膜小胞又はウイルスとカルシウムイオンを含有する溶液とを接触させること
により行われる。
【０１２６】
　本発明に係るＴｉｍタンパク質を含有させる溶液としては、本発明に係るＴｉｍタンパ
ク質を安定な状態で溶解させ、本発明に係るＴｉｍタンパク質と本発明に係る担体と細胞
外膜小胞又はウイルスとの結合を妨げないものであればよく、例えば精製水、例えばｐＨ
７．０～８．０、好ましくは７．２～７．６に緩衝作用を有する緩衝液（例えばＰＢＳ、
ＴＢＳ、ＨＢＳ等）が挙げられる。また、これらの緩衝液中の緩衝剤濃度としては、通常
５～５０ｍＭ、好ましくは１０～３０ｍＭの範囲から適宜選択され、ＮａＣｌ濃度は通常
１００～２００ｍＭ、好ましくは１４０～１６０ｍＭの範囲から適宜選択される。この溶
液中には、本発明に係るＴｉｍタンパク質を安定な状態で溶解させ、本発明に係るＴｉｍ
タンパク質と本発明に係る担体と細胞外膜小胞又はウイルスとの結合を妨げない量であれ
ば、例えば糖類、ＮａＣｌ等の塩類、界面活性剤、防腐剤、蛋白質等が含まれていても良
い。界面活性剤としては、例えばＴｗｅｅｎ２０等が挙げられ、当該本発明に係るＴｉｍ
タンパク質を含有させる溶液における界面活性剤の濃度は、通常０．００００１～０．２
％、好ましくは通常０．０００５～０．１％である。
【０１２７】
　カルシウムイオンを含有させる溶液としては、前記の本発明に係る細胞外膜小胞又はウ
イルスを含有（溶解又は懸濁）させる溶液と同様であり、具体例等も同様である。
　カルシウムイオンを含有する溶液としては、カルシウムイオンを含有させる溶液中、本
発明に係る複合体を形成させる際の溶液中のカルシウムイオンの濃度が通常０．５～１０
０ｍＭ、好ましくは１～１０ｍＭ、より好ましくは２～５ｍＭとなる量のカルシウムイオ
ンを含有する溶液である。
【０１２８】
－（１－Ｂ－ｉ）の具体例－
　（１－Ｂ－ｉ）は、例えば以下の方法で行えばよい。即ち、本発明に係る複合体を形成
させる際の溶液１ｍＬ当たり通常０．０１～２００μｇ、好ましくは０．１５～５０μｇ
、より好ましくは０．５～２４μｇの本発明に係るＴｉｍタンパク質を含有する溶液（例
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えば精製水、例えばｐＨ　７．０～８．０、好ましくは７．２～７．６に緩衝作用を有す
る緩衝液中に本発明のＴｉｍタンパク質を含有させた溶液）を通常０．５μＬ～１ｍｌ、
好ましくは０．５μＬ～１００μＬ、より好ましくは０．５μＬ～１０μＬと、試料を本
発明に係るＴｉｍタンパク質１μｇ当たり通常０．１～１００ｍｌ、好ましくは０．１～
１０ｍｌ、より好ましくは０．１～１ｍｌと、本発明に係る複合体を形成させる際の溶液
中のカルシウムイオン濃度が通常０．５～１００ｍＭ、好ましくは１～１０ｍＭ、より好
ましくは２～５ｍＭとなる量のカルシウムイオンを含有する溶液と、本発明に係るＴｉｍ
タンパク質を含有する溶液と試料とカルシウムイオンを含有する溶液と本発明に係る担体
とを混合後の溶液（本発明に係る複合体を形成させる際の溶液）１ｍＬ当たり通常０．１
～２０ｍｇ、好ましくは０．３～１０ｍｇ、より好ましくは０．５～６ｍｇの本発明に係
る担体とを、通常０．５～２４時間、好ましくは０．５～８時間、より好ましくは０．５
～４時間接触させ、本発明に係る複合体を形成させる。
【０１２９】
－（１－Ｂ－ｉｉ）について－
　（１－Ｂ－ｉｉ）は、本発明のＴｉｍタンパク質と試料中の細胞外膜小胞又はウイルス
とを、カルシウムイオンの存在下で接触させて、本発明のＴｉｍタンパク質と細胞外膜小
胞又はウイルスとの複合体を形成させた後、更に当該複合体と本発明に係る担体とを接触
させて、［細胞外膜小胞又はウイルス－（本発明に係るＴｉｍタンパク質）－アフィニテ
ィー物質－（本発明に係る担体）］からなる複合体を形成させる方法である。
　具体的には、例えばアフィニティー物質として互いに親和性を有する２種以上の物質を
用いた場合は、一方のアフィニティー物質が結合したＴｉｍタンパク質（アフィニティー
物質結合Ｔｉｍタンパク質）と試料中の細胞外膜小胞又はウイルスとを、カルシウムイオ
ンの存在下で接触させて、アフィニティー物質結合Ｔｉｍタンパク質中のＴｉｍタンパク
質と細胞外膜小胞とを結合させて、［細胞外膜小胞又はウイルス－（本発明に係るＴｉｍ
タンパク質－アフィニティー物質）］複合体を形成させる。次いで、［細胞外膜小胞－（
本発明に係るＴｉｍタンパク質－アフィニティー物質）］複合体ともう一方のアフィニテ
ィー物質が結合した担体（アフィニティー物質結合担体）とを接触させて、［細胞外膜小
胞又はウイルス－（本発明に係るＴｉｍタンパク質－アフィニティー物質）］複合体中の
アフィニティー物質とアフィニティー物質結合担体中のアフィニティー物質とを結合させ
ることによって、［細胞外膜小胞又はウイルス－（本発明に係るＴｉｍタンパク質－アフ
ィニティー物質）－（アフィニティー物質－本発明に係る担体）］複合体を形成させる。
　また、例えばアフィニティー物質としてアフィニティータグに親和性を有する物質や抗
Ｔｉｍ抗体を用いる場合は、本発明に係るＴｉｍタンパク質と試料中の細胞外膜小胞又は
ウイルスとを、カルシウムイオン存在下で接触させて、本発明に係るＴｉｍタンパク質と
細胞外膜小胞又はウイルスとを結合させて、［細胞外膜小胞又はウイルス－本発明に係る
Ｔｉｍタンパク質］複合体を形成させる。次いで、［細胞外膜小胞又はウイルス－本発明
に係るＴｉｍタンパク質］複合体とアフィニティー物質が結合した担体（アフィニティー
物質結合担体）とを接触させて、［細胞外膜小胞又はウイルス－本発明に係るＴｉｍタン
パク質］複合体中の本発明に係るＴｉｍタンパク質とアフィニティー物質結合担体中のア
フィニティー物質とを結合させることによって、［細胞外膜小胞又はウイルス－本発明に
係るＴｉｍタンパク質－（アフィニティー物質－本発明に係る担体）］複合体を形成させ
る。
　（１－Ｂ－ｉｉ）において、カルシウムイオンは、本発明に係るＴｉｍタンパク質と試
料中の細胞外膜小胞又はウイルスとを接触させる際に存在させればよい。具体的には、本
発明に係るＴｉｍタンパク質を含有する溶液又は／及び試料中にカルシウムイオンを含有
させたものを用いても、本発明に係るＴｉｍタンパク質を含有する溶液と試料とカルシウ
ムイオンを含有する溶液とを用いてもよい。
【０１３０】
－本発明に係る試料の量－
　（１－Ｂ－ｉｉ）において、本発明に係るＴｉｍタンパク質１μｇと接触させる試料の
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量としては、通常０．１～１００ｍｌ、好ましくは０．１～１０ｍｌ、より好ましくは０
．１～１．０ｍｌである。
【０１３１】
－本発明に係るＴｉｍタンパク質の量－
　（１－Ｂ－ｉｉ）において、本発明に係るＴｉｍタンパク質の量としては、本発明に係
る複合体を形成させる際の溶液１ｍＬ当たり通常０．０１～２００μｇ、好ましくは０．
１５～５０μｇ、より好ましくは０．５～２４μｇである。
【０１３２】
－本発明に係る担体の量－
　（１－Ｂ－ｉｉ）において、本発明に係る担体の量としては、本発明に係る複合体を形
成させる際の溶液１ｍＬ当たり通常０．１～２０ｍｇ、好ましくは０．３～１０ｍｇ、よ
り好ましくは０．５～６ｍｇである。
【０１３３】
－接触温度－
　（１－Ｂ－ｉｉ）において、本発明のＴｉｍタンパク質と試料中の細胞外膜小胞又はウ
イルスとを接触させる際の温度としては、通常４～３７℃、好ましくは４～２５℃、より
好ましくは４～１１℃である。
【０１３４】
　（１－Ｂ－ｉｉ）において、本発明のＴｉｍタンパク質と細胞外膜小胞又はウイルスと
の複合体を形成させた後、更に当該複合体と本発明に係る担体とを接触させる際の温度と
しては、通常４～３７℃、好ましくは４～２５℃、より好ましくは４～１１℃である。
【０１３５】
－接触時間－
　（１－Ｂ－ｉｉ）において、本発明のＴｉｍタンパク質と本発明に係る担体と本発明に
係る試料中の細胞外膜小胞又はウイルスとの接触時間としては、通常０．５～２４時間、
好ましくは０．５～８時間、より好ましくは０．５～４時間である。
【０１３６】
　（１－Ｂ－ｉｉ）において、本発明のＴｉｍタンパク質と細胞外膜小胞又はウイルスと
の複合体を形成させた後、更に当該複合体と本発明に係る担体とを接触させる際の時間と
しては、通常０．５～２４時間、好ましくは０．５～８時間、より好ましくは０．５～４
時間である。
【０１３７】
　尚、通常、本発明に係るＴｉｍタンパク質と試料中の細胞外膜小胞又はウイルスとの接
触は、本発明に係るＴｉｍタンパク質を含有する溶液と試料とカルシウムイオンを含有す
る溶液を接触させることにより行われる。
【０１３８】
　本発明に係るＴｉｍタンパク質を含有させる溶液としては、本発明に係るＴｉｍタンパ
ク質を安定な状態で溶解させ、本発明に係るＴｉｍタンパク質と本発明に係る担体と本発
明に係る細胞外膜小胞又はウイルスとの結合を妨げないものであればよく、例えば精製水
、例えばｐＨ７．０～８．０、好ましくは７．２～７．６に緩衝作用を有する緩衝液（例
えば、ＴＢＳ、ＨＢＳ等）が挙げられる。また、これらの緩衝液中の緩衝剤濃度としては
、通常５～５０ｍＭ、好ましくは１０～３０ｍＭの範囲から適宜選択され、ＮａＣｌ濃度
は通常１００～２００ｍＭ、好ましくは１４０～１６０ｍＭの範囲から適宜選択される。
この溶液中には、本発明に係るＴｉｍタンパク質を安定な状態で溶解させ、本発明に係る
Ｔｉｍタンパク質と本発明に係る担体と細胞外膜小胞又はウイルスとの結合を妨げない量
であれば、例えば糖類、ＮａＣｌ等の塩類、界面活性剤、防腐剤、蛋白質等が含まれてい
ても良い。界面活性剤としては、例えばＴｗｅｅｎ２０等が挙げられ、当該本発明に係る
Ｔｉｍタンパク質を含有させる溶液における界面活性剤の濃度は、通常０．００００１～
０．２％、好ましくは通常０．０００５～０．１％である。
【０１３９】
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　カルシウムイオンを含有させる溶液としては、前記の本発明に係る細胞外膜小胞又はウ
イルスを含有（溶解又は懸濁）させる溶液と同様であり、具体例等も同様である。
　カルシウムイオンを含有する溶液としては、カルシウムイオンを含有させる溶液中、本
発明に係る複合体を形成させる際の溶液中のカルシウムイオンの濃度が通常０．５～１０
０ｍＭ、好ましくは１～１０ｍＭ、より好ましくは２～５ｍＭとなる量のカルシウムイオ
ンを含有する溶液である。
【０１４０】
－（１－Ｂ－ｉｉ）の具体例－
　（１－Ｂ－ｉｉ）は、例えば以下の方法で行えばよい。即ち、本発明に係る複合体を形
成させる際の溶液１ｍＬ当たり通常０．０１～２００μｇ、好ましくは０．１５～５０μ
ｇ、より好ましくは０．５～２４μｇの本発明に係るＴｉｍタンパク質を含有する溶液（
例えば精製水、例えばｐＨ　７．０～８．０、好ましくは７．２　～７．６に緩衝作用を
有する緩衝液中に本発明に係るＴｉｍタンパク質を含有する溶液）を通常０．５μＬ～１
ｍｌ、好ましくは０．５μＬ～１００μＬ、より好ましくは０．５μＬ～１０μＬと、試
料を本発明に係るＴｉｍタンパク質１μｇ当たり通常０．１～１００ｍｌ、好ましくは０
．１～１０ｍｌ、より好ましくは０．１～１ｍｌと、試料とカルシウムイオンを含有する
溶液と本発明に係るＴｉｍタンパク質を含有する溶液とを混合した溶液中及びさらに当該
溶液と本発明に係る担体を接触後の溶液中におけるカルシウムイオンの濃度が通常０．５
～１００ｍＭ、好ましくは１～１０ｍＭ、より好ましくは２～５ｍＭとなる量のカルシウ
ムイオンを含有する溶液とを、通常４～３７℃、好ましくは４～２５℃、より好ましくは
４～１１℃、通常０．５～２４時間、好ましくは０．５～８時間、より好ましくは０．５
～４時間接触させ、本発明のＴｉｍタンパク質と細胞外膜小胞又はウイルスとの複合体を
形成させた後、更に本発明に係る複合体を形成させる際の溶液１ｍＬ当たり本発明に係る
担体を通常０．１～２０ｍｇ、好ましくは０．３～１０ｍｇ、より好ましくは０．５～６
ｍｇ加えて、通常４～３７℃、好ましくは４～２５℃、より好ましくは４～１１℃、通常
０．５～２４時間、好ましくは０．５～８時間、より好ましくは０．５～４時間、得られ
た本発明のＴｉｍタンパク質と細胞外膜小胞又はウイルスとの複合体と本発明に係る担体
とを接触させて、本発明に係る複合体を形成させる。
【０１４１】
－（１－Ｂ－ｉｉｉ）について－
　（１－Ｂ－ｉｉｉ）は、本発明の担体と試料中の細胞外膜小胞又はウイルスとを接触さ
せた後、更に本発明のＴｉｍタンパク質をカルシウムイオンの存在下で接触させて、［細
胞外膜小胞又はウイルス－（本発明に係るＴｉｍタンパク質）－アフィニティー物質－（
本発明に係る担体）］からなる本発明に係る複合体を形成させる方法である。
　具体的には、例えばアフィニティー物質として互いに親和性を有する２種以上の物質を
用いる場合は、一方のアフィニティー物質が結合した担体（アフィニティー物質結合担体
）と試料中の細胞外膜小胞又はウイルスとを接触させ、次いで、これと、もう一方のアフ
ィニティー物質が結合したＴｉｍタンパク質（アフィニティー物質結合Ｔｉｍタンパク質
）とを、カルシウムイオンの存在下で同時に接触させて、アフィニティー物質結合Ｔｉｍ
タンパク質中のＴｉｍタンパク質と細胞外膜小胞又はウイルスとを結合させると共に、ア
フィニティー物質結合Ｔｉｍタンパク質中のアフィニティー物質とアフィニティー物質結
合担体中のアフィニティー物質とを結合させることによって、［細胞外膜小胞又はウイル
ス－（本発明に係るＴｉｍタンパク質－アフィニティー物質）－（アフィニティー物質－
本発明に係る担体）］複合体を形成させる。
　また、例えばアフィニティー物質としてアフィニティータグに親和性を有する物質や抗
Ｔｉｍ抗体を用いる場合は、アフィニティー物質が結合した担体（アフィニティー物質結
合担体）と試料中の細胞外膜小胞又はウイルスとを接触させ、次いで、これと、本発明に
係るＴｉｍタンパク質とを、カルシウムイオン存在下で同時に接触させて、本発明に係る
Ｔｉｍタンパク質と細胞外膜小胞又はウイルスとを結合させると共に、本発明に係るＴｉ
ｍタンパク質とアフィニティー物質結合担体中のアフィニティー物質とを結合させること
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によって、［細胞外膜小胞又はウイルス－本発明に係るＴｉｍタンパク質－（アフィニテ
ィー物質－本発明に係る担体）］複合体を形成させる。
　（１－Ｂ－ｉｉｉ）において、カルシウムイオンは、本発明に係るＴｉｍタンパク質と
試料中の細胞外膜小胞又はウイルスとを接触させる際に存在させればよい。具体的には、
本発明に係るＴｉｍタンパク質を含有する溶液、又は／及び試料中の細胞外膜小胞又はウ
イルスにカルシウムイオンを含有させたものを用いても、本発明に係るＴｉｍ４タンパク
質を含有する溶液と試料中の細胞外膜小胞又はウイルスとカルシウムイオンを含有する溶
液とを用いてもよい。
【０１４２】
－本発明に係る試料の量－
　（１－Ｂ－ｉｉｉ）において、本発明に係るＴｉｍタンパク質１μｇと接触させる試料
の量は、通常０．１～１００ｍｌ、好ましくは０．１～１０ｍｌ、より好ましくは０．１
～１ｍｌである。
【０１４３】
－本発明に係るＴｉｍタンパク質の量－
　（１－Ｂ－ｉｉｉ）において、本発明に係るＴｉｍタンパク質の量としては、本発明に
係る複合体を形成させる際の溶液１ｍＬ当たり通常０．０１～２００μｇ、好ましくは０
．１５～５０μｇ、より好ましくは０．５～２４μｇである。
【０１４４】
－本発明に係る担体の量－
　（１－Ｂ－ｉｉｉ）において、本発明に係る担体の量としては、本発明に係る複合体を
形成させる際の溶液１ｍＬ当たり通常０．１～２０ｍｇ、好ましくは０．３～１０ｍｇ、
より好ましくは０．５～６ｍｇである。
【０１４５】
－接触温度－
　（１－Ｂ－ｉｉｉ）において、本発明に係る担体と試料中の細胞外膜小胞又はウイルス
とを接触させる際の温度としては、通常４～３７℃、好ましくは４～２５℃、より好まし
くは４～１１℃である。
【０１４６】
　（１－Ｂ－ｉｉｉ）において、本発明の担体と試料中の細胞外膜小胞又はウイルスとを
接触させた後、更に本発明のＴｉｍタンパク質を接触させる際の温度としては、通常４～
３７℃、好ましくは４～２５℃、より好ましくは４～１１℃である。
【０１４７】
－接触時間－
　（１－Ｂ－ｉｉｉ）において、本発明に係る担体と試料とを接触させる際の接触時間と
しては、通常０．５～２４時間、好ましくは０．５～８時間、より好ましくは０．５～４
時間である。
【０１４８】
　（１－Ｂ－ｉｉｉ）において、本発明の担体と試料中の細胞外膜小胞又はウイルスとを
接触させた後、更に本発明に係るＴｉｍタンパク質を接触させる際の接触時間としては、
通常０．５～２４時間、好ましくは０．５～８時間、より好ましくは０．５～４時間であ
る。
【０１４９】
　尚、一般には、本発明の担体と試料中の細胞外膜小胞又はウイルスとを接触させた後、
更に本発明に係るＴｉｍタンパク質との接触は、本発明に係るＴｉｍタンパク質を含有す
る溶液とカルシウムイオンを含有する溶液とを用いて行われる。
【０１５０】
　本発明に係るＴｉｍタンパク質を含有させる溶液としては、本発明に係るＴｉｍタンパ
ク質を安定な状態で溶解させ、本発明に係るＴｉｍタンパク質と本発明に係る担体と細胞
外膜小胞又はウイルスとの結合を妨げないものであればよく、例えば精製水、例えばｐＨ
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７．０～８．０、好ましくは７．２～７．６に緩衝作用を有する緩衝液（例えばＰＢＳ、
ＴＢＳ、ＨＢＳ等）が挙げられる。また、これらの緩衝液中の緩衝剤濃度としては、通常
５～５０ｍＭ、好ましくは１０～３０ｍＭの範囲から適宜選択され、ＮａＣｌ濃度は通常
１００～２００ｍＭ、好ましくは１４０～１６０ｍＭの範囲から適宜選択される。この溶
液中には、本発明に係るＴｉｍ４タンパク質を安定な状態で溶解させ、本発明に係るＴｉ
ｍタンパク質と本発明に係る担体と細胞外膜小胞又はウイルスとの結合を妨げない量であ
れば、例えば糖類、ＮａＣｌ等の塩類、界面活性剤、防腐剤、蛋白質等が含まれていても
良い。界面活性剤としては、例えばＴｗｅｅｎ２０等が挙げられ、当該本発明に係るＴｉ
ｍタンパク質を含有させる溶液における界面活性剤の濃度は、通常０．００００１～０．
２％、好ましくは通常０．０００５～０．１％である。
【０１５１】
　カルシウムイオンを含有させる溶液としては、前記の本発明に係る細胞外膜小胞又はウ
イルスを含有（溶解又は懸濁）させる溶液と同様であり、具体例等も同様である。
　カルシウムイオンを含有する溶液としては、カルシウムイオンを含有させる溶液中、本
発明に係る複合体を形成させる際の溶液中のカルシウムイオンの濃度が通常０．５～１０
０ｍＭ、好ましくは１～１０ｍＭ、より好ましくは２～５ｍＭとなる量のカルシウムイオ
ンを含有する溶液である。
【０１５２】
－（１－Ｂ－ｉｉｉ）の具体例－
　（１－Ｂ－ｉｉｉ）は、例えば以下の方法で行えばよい。即ち、本発明に係る試料を本
発明に係るＴｉｍタンパク質１μｇ当たり通常０．１～１００ｍｌ、好ましくは０．１～
１０ｍｌ、より好ましくは０．１～１ｍｌと、本発明に係る複合体を形成させる際の溶液
１ｍＬ当たり本発明に係る担体を通常０．１～２０ｍｇ、好ましくは０．３～１０ｍｇ、
より好ましくは０．５～６ｍｇとを、通常４～３７℃、好ましくは４～２５℃、より好ま
しくは４～１１℃、通常０．５～２４時間、好ましくは０．５～８時間、より好ましくは
０．５～４時間接触させた後、カルシウムイオンを、本発明に係る試料とカルシウムイオ
ンを含有する溶液と本発明に係る担体とを接触させてさらに本発明に係るＴｉｍタンパク
質を含有する溶液を接触させた溶液中におけるカルシウムイオンの濃度が通常０．５～１
００ｍＭ、好ましくは１．０～１０ｍＭ、より好ましくは２～５ｍＭとなる量含有するカ
ルシウムイオン含有溶液と通常０．０１～２００μｇ、好ましくは０．１５～５０μｇ、
より好ましくは０．５～２４μｇの本発明に係るＴｉｍタンパク質を含有する溶液（例え
ば精製水、例えばｐＨ　７．０～８．０、好ましくは７．２～７．６に緩衝作用を有する
緩衝液中に本発明に係るＴｉｍタンパク質を含有する溶液）を本発明に係る複合体を形成
させる際の溶液１ｍＬ当たり通常０．５μＬ～１ｍｌ、好ましくは０．５μＬ～１００μ
Ｌ、より好ましくは０．５μＬ～１０μＬ加えて、通常４～３７℃、好ましくは４～２５
℃、より好ましくは４～１１℃、通常０．５～２４時間、好ましくは０．５～８時間、よ
り好ましくは０．５～４時間接触させて、本発明に係る複合体を形成させる。
【０１５３】
＜６－２．複合体分離工程＞
　本発明の取得方法における複合体分離工程は、複合体形成工程の後、得られた本発明に
係る担体に結合したＴｉｍタンパク質（本発明のＴｉｍ担体）と試料中の細胞外膜小胞又
はウイルスとの複合体（本発明に係る複合体）と試料とを分離し、分離された本発明に係
る複合体を取得する工程である。
【０１５４】
　本発明の取得方法における複合体分離工程は、本発明に係る複合体と試料とを分離して
本発明に係る複合体を取得することができればどのような方法であってもよいが、例えば
以下のような方法が挙げられる。
【０１５５】
　（１）磁気担体を本発明に係る担体として用いる場合、複合体形成工程をおこなった容
器を要すればマグネットスタンドに設置し、磁力を用いて管壁に本発明に係る複合体を集
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合させ、上清の試料を除くことによりこれらを分離する方法。
　（２）本発明の担体がビーズ状である場合、複合体形成工程をおこなった容器を遠心分
離処理し、本発明に係る複合体を沈殿として集合させた後、上清の試料を除くことにより
これらを分離する方法。
　（３）本発明の担体がビーズ状でないプレートなどを用いた場合、試料のみを除くこと
によりこれらを分離する方法。
　（４）ろ過により本発明に係る複合体と試料とを分離する方法。
　このようにして本発明の複合体と試料とを分離した後、分離された本発明の複合体を自
体公知の方法により取得（回収）すればよい。
【０１５６】
－複合体分離工程の具体例－
　磁気担体を本発明に係る担体として用いる場合、複合体形成工程をおこなった容器を要
すればマグネットスタンドに設置し、磁力を用いて管壁に本発明に係る複合体を集合させ
、上清の試料を除く。
【０１５７】
＜６－３．洗浄操作＞
　複合体形成工程、複合体分離工程の後、要すれば得られた本発明に係る複合体をカルシ
ウムイオン含有洗浄溶液を用いて洗浄してもよい（以下、「洗浄操作」と略記する場合が
ある）。洗浄操作により、本発明に係る担体表面に付着した細胞由来成分等の本発明に係
る試料中の夾雑物を除去することができる。洗浄方法としては、上記した如きカルシウム
イオン含有洗浄液を使用する以外は、通常この分野で行われている洗浄方法が使用できる
。当該洗浄操作において用いられるカルシウムイオン含有洗浄溶液としては、カルシウム
イオンを通常０．５～１００ｍＭ、好ましくは通常１～１０ｍＭ、より好ましくは通常２
～５ｍＭ含有し、当該複合体における本発明に係る細胞外膜小胞又はウイルスと本発明に
係るＴｉｍ４タンパク質と本発明の担体との結合に影響を与えない溶液であればいずれで
もよく、例えば、カルシウムイオンを通常０．５～１００ｍＭ、好ましくは通常１～１０
ｍＭ、より好ましくは通常２～５ｍＭ含有する、ｐＨ　７．０～８．０、好ましくは７．
２～７．６に緩衝作用を有するカルシウムを沈殿させない緩衝液（例えばＴＢＳ、ＨＢＳ
）が挙げられる。尚、リン酸バッファーはカルシウムと結合して沈殿が生じるので好まし
くない。また、これらの緩衝液中の緩衝剤濃度としては、通常５～５０ｍＭ、好ましくは
１０～３０ｍＭの範囲から適宜選択され、ＮａＣｌ濃度は通常１００～２００ｍＭ、好ま
しくは１４０～１６０ｍＭの範囲から適宜選択される。この溶液中には、当該複合体にお
ける本発明に係る細胞外膜小胞又はウイルスと本発明に係るＴｉｍタンパク質と本発明の
担体との結合を妨げない量であれば、例えば糖類、ＮａＣｌ等の塩類、界面活性剤、防腐
剤、蛋白質等が含まれていても良い。界面活性剤としては、例えばｔｗｅｅｎ　２０（和
光純薬工業（株）製）等が挙げられ、当該洗浄溶液における界面活性剤の濃度は、通常０
．００００１～０．２％、好ましくは通常０．０００５～０．１％である。
【０１５８】
　例えば、本発明に係る担体として、磁性粒子を用いる場合を例に取り説明する。まず、
複合体分離工程により得られた本発明に係る複合体を含む容器内にカルシウムイオン含有
洗浄溶液を加え、攪拌する。その後、前記容器を、マグネットスタンドに設置し、磁力を
用いて管壁に当該複合体を集合させ、前記容器内の溶液を捨てる。これらの洗浄操作は、
必要に応じて数回繰り返し行ってもよい。
【０１５９】
－洗浄操作の具体例－
　まず、複合体分離工程により得られた本発明に係る複合体を含む容器内にカルシウムイ
オン含有洗浄溶液（例えば、カルシウムイオンを通常０．５～１００ｍＭ、好ましくは通
常１～１０ｍＭ、より好ましくは通常２～５ｍＭ含有する、ｐＨ７．０～８．０、好まし
くは７．２～７．６に緩衝作用を有するカルシウムを沈殿させない緩衝液。但し、リン酸
バッファーはカルシウムと結合して沈殿することから好ましくない。）を加え、攪拌する
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。その後、前記容器を、マグネットスタンドに設置し、磁力を用いて管壁に当該複合体を
集合させ、前記容器内の溶液を捨てる。これらの洗浄操作は、必要に応じて数回繰り返し
行ってもよい。
【０１６０】
＜６－４．取得工程について＞
　取得工程は、複合体形成工程、複合体分離工程を行い、要すれば洗浄工程（洗浄操作）
を行った後、得られた本発明に係る担体に結合したＴｉｍタンパク質と試料中の細胞外膜
小胞又はウイルスとの複合体から細胞外膜小胞又はウイルスを分離し、本発明に係る細胞
外膜小胞又はウイルスを取得する工程である。
　これにより、本発明に係る細胞外膜小胞又はウイルスを高純度に取得することが出来る
。
【０１６１】
　取得工程の具体例としては、例えば以下の（２－Ａ）及び（２－Ｂ）が挙げられる。
　（２－Ａ）タンパク質変性剤を用いる方法
　（２－Ｂ）カルシウムイオン濃度を低下させる方法
【０１６２】
＜（２－Ａ）：タンパク質変性剤を用いる方法＞
　（２－Ａ）は、複合体形成工程、複合体分離工程を行った後、要すれば洗浄操作を行っ
た後、得られた本発明に係る複合体に、タンパク質変性剤を作用させて、本発明に係る複
合体中の本発明に係るＴｉｍタンパク質を変性させ、本発明に係る複合体から、細胞外膜
小胞又はウイルスを分離する方法である。これにより、本発明に係る細胞外膜小胞又はウ
イルスを高純度に取得することができる。
【０１６３】
－タンパク質変性剤－
　（２－Ａ）で用いられるタンパク質変性剤としては、この分野において一般にタンパク
質を変性させる化合物として用いられるものであればいずれでもよく、例えば、ＳＤＳ（
ドデシル硫酸ナトリウム）、Ｎ－ラウロイルサルコシン等の陰イオン性界面活性剤；ＣＨ
ＡＰＳ（３－（３－コラミドプロピル）シエツルアミノ－１－プロパンスルホン酸塩）、
Ｚｗｉｔｔｅｒｇｅｎｔ　３－１２（Ｎ－ドデシル－Ｎ，Ｎ－ジメチル－３－アンモニオ
－１－プロパンスルホナート）等の両イオン性界面活性剤；Ｂｒｉｊ　３５（タカラバイ
オ（株）製）、Ｄｏｄｅｃｙｌ－β－Ｄ－ｍａｌｔｏｓｉｄｅ（ｎ－ドデシル－β－Ｄ－
マルトシド）、ノニデット　Ｐ－４０、Ｏｃｔｙｌ－β－Ｄ－ｇｌｕｃｏｓｉｄｅ（オク
チル－β－Ｄ－グルコシド）、Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００（ポリオキシエチレン（１０）
オクチルフェニルエーテル）、Ｔｗｅｅｎ　２０（ポリオキシエチレン（２０）ソルビタ
ンモノラウレート）等の非イオン性界面活性剤；尿素、ホルムアミド、グアニジン等のカ
オトロピック剤等が挙げられ、陰イオン性界面活性剤が好ましく、ＳＤＳが特に好ましい
。
【０１６４】
　（２－Ａ）において、これらのタンパク質変性剤を本発明に係る複合体に作用させるに
は、一般的には、タンパク質変性剤を含有させた溶液（以下、「タンパク質変性剤含有溶
液」と略記する場合がある）と、本発明に係る担体に結合したＴｉｍタンパク質と試料中
の細胞外膜小胞又はウイルスとの複合体とを接触させ、タンパク質変性剤含有溶液を本発
明に係る複合体に作用させることにより行われる。
　尚、タンパク質変性剤含有溶液と本発明に係る複合体との接触は、例えば、当該溶液に
当該複合体を懸濁させる方法（担体がビーズである場合等）、当該溶液に当該複合体を浸
漬させる方法（担体がディスク状片、チューブである場合等）、当該溶液を当該複合体（
担体）に添加する方法（担体がマイクロプレート、チューブである場合等）等により行う
ことができる。
【０１６５】
－タンパク質変性剤を含有させる溶液－
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　（２－Ａ）において、タンパク質変性剤を含有させる溶液としては、精製水、タンパク
質変性剤を溶解させることができる緩衝液等が挙げられる。当該緩衝液としては、通常ｐ
Ｈが６～９、好ましくは７～８に緩衝作用を有する緩衝液（例えばＴｒｉｓ、ＨＥＰＥＳ
等）が挙げられる。また、これらの緩衝液中の緩衝剤濃度としては、通常５～１００ｍＭ
、好ましくは１０～５０ｍＭの範囲から適宜選択される。
【０１６６】
－タンパク質変性剤含有溶液－
　（２－Ａ）において、タンパク質変性剤含有溶液のｐＨは通常６．０～９．０、好まし
くは７．０～８．０である。タンパク質変性剤含有溶液中のタンパク質変性剤の濃度とし
ては、タンパク質変性剤の種類により異なるが、一般にこの分野において用いられる濃度
範囲であればよく、例えばＳＤＳの場合、通常０．１～１０％、好ましくは０．３～４％
、より好ましくは０．５～２％である。また、タンパク質変性剤含有溶液は、例えば糖類
、ＮａＣｌ等の塩類、防腐剤、蛋白質等を含んでいてもよい。（２－Ａ）において、タン
パク質変性剤含有溶液は、本発明のＴｉｍ担体１ｍｇに対して通常１０μＬ～５００μＬ
、好ましくは２０μＬ～２００μＬ、より好ましくは５０μＬ～１００μＬ用いられる。
【０１６７】
－作用（接触）条件－
　（２－Ａ）において、複合体にタンパク質変性剤を作用（接触）させる温度や時間とし
ては、通常４．０～３７℃、好ましくは１０～３０℃、より好ましくは２０～３０℃で、
通常５．０～６０秒間、好ましくは１０～３０秒間、より好ましくは１０～２０秒間であ
る。
【０１６８】
－Ｔｉｍタンパク質－
　タンパク質変性剤を作用（接触）させる（即ち（２－Ａ）の）場合、細胞外膜小胞を取
得する場合における本発明に係るＴｉｍタンパク質としては、前記の本発明に係るＴｉｍ
タンパク質であればいずれでも用いることができるが、本発明に係るＴｉｍ４タンパク質
及び本発明に係るＴｉｍ１タンパク質が好ましく、本発明に係るＴｉｍ４タンパク質が特
に好ましく、またウイルスを取得する場合には、本発明に係るＴｉｍ４タンパク質及び本
発明に係るＴｉｍ３タンパク質が特に好ましい。
【０１６９】
－（２－Ａ）の具体例－
　（２－Ａ）は、例えば以下の方法で行えばよい。即ち、複合体形成工程、複合体分離工
程を行い、要すれば洗浄操作を行った後、得られた本発明に係る複合体に、タンパク質変
性剤を通常０．１～１０％、好ましくは０．３～４．０％、より好ましくは０．５～２．
０％含有する溶液（精製水、又は通常ｐＨが６～９、好ましくは７～８に緩衝作用を有す
る緩衝液中にタンパク質変性剤を含有する溶液）を、本発明のＴｉｍ担体１ｍｇに対して
通常１０μＬ～５００μＬ、好ましくは２０μＬ～２００μＬ、より好ましくは５０μＬ
～１００μＬ添加し、ボルテックスミキサー等を用いて撹拌しながら通常４～３７℃、好
ましくは１０～３０℃、より好ましくは２０～３０℃で、通常５～６０秒間、好ましくは
１０～３０秒間、より好ましくは１０～２０秒間反応させ、本発明に係る複合体中の本発
明に係るＴｉｍタンパク質とタンパク質変性剤とを接触させることにより作用させ、本発
明に係る複合体から細胞外膜小胞又はウイルスを分離させる。
【０１７０】
＜（２－Ｂ）：カルシウムイオン濃度を低下させる方法＞
　（２－Ｂ）は、複合体形成工程、複合体分離工程を行い、要すれば洗浄操作を行った後
、得られた本発明に係る複合体と結合しているカルシウムイオン及び複合体を含有する溶
液中のカルシウムイオンの濃度を低下させることによって、本発明に係る複合体から、本
発明に係る細胞外膜小胞又はウイルスを分離させる方法である。
　これにより、本発明に係る細胞外膜小胞又はウイルスを高純度で、且つインタクトな状
態で取得することができる。
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【０１７１】
　ところで、Ｔｉｍタンパク質とホスファチジルセリンの結合においては、カルシウムイ
オンが介在していることが知られている（Ｉｍｍｕｎｉｔｙ　２００７　Ｄｅｃｅｍｂｅ
ｒ；２７（６）：９４１－９５１）。複合体形成工程、複合体分離工程を行い、要すれば
洗浄操作を行った後、得られた本発明に係る複合体も、本発明に係る複合体中の本発明に
係るＴｉｍタンパク質と試料中の細胞外膜小胞又はウイルスとの結合を保つために、カル
シウムイオンを共存させておく必要がある。例えば本発明に係る複合体を溶液中に共存さ
せる場合には、本発明に係る複合体の溶液中に０．５ｍＭ以上のカルシウムイオンが必要
である。ここで、本発明に係る複合体を溶液中に共存させる場合には、複合体形成工程、
複合体分離工程、要すれば洗浄操作を行った後のペレット状態の担体も包含される。
　なお、複合体形成工程、複合体分離工程、要すれば洗浄操作を行った後の本発明に係る
複合体が乾燥したとしても、取得工程を行わない限り当該複合体からカルシウムイオンが
溶出することはなく、本発明の担体と細胞外膜小胞又はウイルスとの結合は保たれる。
【０１７２】
　（２－Ｂ）は、本発明に係る複合体と結合しているカルシウムイオンから持ち込まれた
カルシウムイオンの濃度を上記した如き本発明に係るＴｉｍタンパク質と細胞外膜小胞又
はウイルスとの結合を保つために必要な濃度（有効濃度）より低下させることによって、
本発明に係る複合体から、本発明に係る細胞外膜小胞又はウイルスを分離させることが可
能となる。
　具体的には、本発明に係る複合体を含有される溶液中のカルシウムイオンの濃度を通常
０．５ｍＭ未満、好ましくは０．４ｍＭ未満、より好ましくは０．２ｍＭ未満とすればよ
い。
【０１７３】
　カルシウムイオンの（有効）濃度を低下させる方法としては、例えば以下の（２－Ｂ－
ｉ）、（２－Ｂ－ｉｉ）等が挙げられる。
【０１７４】
　（２－Ｂ－ｉ）カルシウムイオンキレート剤を使用する方法
　（２－Ｂ－ｉｉ）カルシウムイオンを含まない溶液を用いる方法
【０１７５】
－（２－Ｂ－ｉ）：カルシウムイオンキレート剤を使用する方法－
　（２－Ｂ－ｉ）は、複合体形成工程、複合体分離工程を行い、要すれば洗浄操作を行っ
た後、得られた本発明に係る複合体と結合しているカルシウムイオン及び複合体を含有す
る溶液から持ち込まれたカルシウムイオンにカルシウムイオンキレート剤を作用させた後
、本発明に係る複合体と結合しているカルシウムイオン及び複合体を含有する溶液から持
ち込まれたカルシウムイオンの（有効）濃度を低下させる（カルシウムイオンをキレート
させる）ことによって、本発明に係る複合体から細胞外膜小胞又はウイルスを分離させる
方法である。
　これにより、本発明に係る細胞外膜小胞又はウイルスを高純度で、且つインタクトな状
態で取得することができる。
【０１７６】
－カルシウムイオンキレート剤－
　カルシウムイオンキレート剤としては、カルシウムイオンをキレートし得る化合物であ
ればいずれでもよく、例えば、ＥＤＴＡ（エチレンジアミン四酢酸）、ＮＴＡ（ニトリロ
三酢酸）、ＤＴＰＡ（ジエチレントリアミン五酢酸）、ＧＬＤＡ（Ｌ－グルタミン酸二酢
酸）、ＨＥＤＴＡ（ヒドロキシエチルエチレンジアミン三酢酸）、ＧＥＤＴＡ（エチレン
グリコールビス（β－アミノエチルエーテル）－Ｎ，Ｎ，Ｎ，Ｎ－四酢酸）、ＴＴＨＡ（
トリエチレンテトラミン－Ｎ，Ｎ，Ｎ’，Ｎ’’，Ｎ’’’，Ｎ’’’－六酢酸）、ＨＩ
ＤＡ（２－ヒドロキシエチルイミノ二（酢酸））、ＤＨＥＧ（Ｎ，Ｎ－ビス（２－ヒドロ
キシエチル）グリシン）、ＣｙＤＴＡ（ｔｒａｎｓ－１，２－Ｄｉａｍｉｎｏｃｙｃｌｏ
ｈｅｘａｎｅ－Ｎ，Ｎ，Ｎ’，Ｎ’－ｔｅｔｒａａｃｅｔｉｃ　ａｃｉｄ，　ｍｏｎｏｈ
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ｙｄｒａｔｅ）等が挙げられ、ＥＤＴＡ、ＧＥＤＴＡ、ＣｙＤＴＡが好ましい。これらの
カルシウムイオンキレート剤を本発明に係る複合体と結合しているカルシウムイオンに作
用させるには、一般には、カルシウムイオンキレート剤を含有させた溶液（以下、「カル
シウムイオンキレート剤含有溶液」と略記する場合がある）をペレット状の本発明に係る
複合体と接触させ、本発明に係る複合体と結合しているカルシウムイオンとカルシウムイ
オンキレート剤含有溶液中のカルシウムイオンキレート剤とを反応させることにより行わ
れる。
　尚、カルシウムイオンキレート剤含有溶液と本発明に係る複合体との接触は、例えば当
該溶液に当該複合体を懸濁させる方法（担体がビーズである場合等）、当該溶液に当該複
合体を浸漬させる方法（担体がディスク状片、チューブである場合等）、当該溶液を当該
複合体（担体）に添加する方法（担体がマイクロプレート、チューブである場合等）等に
より行うことができる。
【０１７７】
－カルシウムイオンキレート剤含有溶液－
　（２－Ｂ－ｉ）において、カルシウムイオンキレート剤を含有させる溶液としては、カ
ルシウムイオンキレート剤を溶解させるものであればよく、例えば、精製水、緩衝液等が
挙げられる。緩衝液としては、通常ｐＨが７．０～８．０、好ましくは７．２～７．６に
緩衝作用を有する緩衝液（例えばＰＢＳ、ＴＢＳ、ＨＢＳ等）が好ましい。また、これら
の緩衝液中の緩衝剤濃度としては、通常５～５０ｍＭ、好ましくは１０～３０ｍＭの範囲
から適宜選択され、ＮａＣｌ濃度は通常１００～２００ｍＭ、好ましくは１４０～１６０
ｍＭの範囲から適宜選択される。カルシウムイオンキレート剤含有溶液は、例えば糖類、
ＮａＣｌ等の塩類、防腐剤、蛋白質等が含まれていても良い。
【０１７８】
　（２－Ｂ－ｉ）において、カルシウムイオンキレート剤含有溶液中のカルシウムイオン
キレート剤の濃度としては、通常０．５～５００ｍＭ、好ましくは０．５～１００ｍＭ、
より好ましくは０．５～５０ｍＭである。
【０１７９】
　（２－Ｂ－ｉ）において、カルシウムイオンキレート剤含有溶液のｐＨは、通常６．０
～９．０、好ましくは７．０～８．０、より好ましくは７．２～７．６である。
【０１８０】
　（２－Ｂ－ｉ）において、反応溶液に混合するカルシウムイオンキレート剤含有溶液の
量としては、反応溶液中のカルシウムイオンの濃度を有効濃度未満とし、本発明に係る複
合体から細胞外膜小胞又はウイルスが分離される量であればよい。
【０１８１】
－作用（接触）条件－
　（２－Ｂ－ｉ）において、複合体にカルシウムイオンキレート剤を作用（接触）させる
温度や時間としては、通常４．０～３７℃、好ましくは１０～３０℃、より好ましくは２
０～３０℃で通常５～６０秒間、好ましくは１０～３０秒間、より好ましくは１０～２０
秒間行う。
【０１８２】
－Ｔｉｍ担体－
　（２－Ｂ－ｉ）において、本発明に係るＴｉｍタンパク質と本発明に係る担体との結合
様式としては、本発明に係る担体と本発明に係るＴｉｍタンパク質とが結合していれば結
合様式は問わない。カルシウムイオンキレート剤を用いて細胞外膜小胞又はウイルスを溶
出させる場合（即ち（２－Ｂ－ｉ）の場合）には、多くの細胞外膜小胞又はウイルスを取
得可能であることから本発明に係る担体が本発明に係るＴｉｍタンパク質のＳＨ基に結合
したものが好ましく、本発明に係る担体が本発明に係るＴｉｍ４タンパク質のＳＨ基に結
合したものが特に好ましい。
【０１８３】
－（２－Ｂ－ｉ）の具体例－
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　（２－Ｂ－ｉ）は、例えば以下の方法で行えばよい。即ち、複合体形成工程、複合体分
離工程を行い、要すれば洗浄操作を行った後、得られた本発明に係る複合体に、通常０．
５～５００ｍＭ、好ましくは０．５～１００ｍＭ、より好ましくは０．５～５０ｍＭカル
シウムイオンキレート剤を含有する溶液（精製水、又は通常ｐＨが７．０～８．０、好ま
しくは７．２～７．６に緩衝作用を有する緩衝液中にカルシウムイオンキレート剤を含有
する溶液）を本発明のＴｉｍ担体１ｍｇ当たり通常１０～５００μＬ、好ましくは２０～
２００μＬ、より好ましくは５０～１００μＬ添加し、ボルテックスミキサー等を用いて
撹拌しながら通常４．０～３７℃、好ましくは１０～３０℃、より好ましくは２０～３０
℃で通常５～６０秒間、好ましくは１０～３０秒間、より好ましくは１０～２０秒間反応
させ、本発明に係る複合体から、細胞外膜小胞又はウイルスを分離させる。
【０１８４】
－（２－Ｂ－ｉｉ）：カルシウムイオンを含まない溶液を用いる方法－
　（２－Ｂ－ｉｉ）は、複合体形成工程を行い、複合体分離工程を行い、要すれば洗浄操
作を行った後、得られた本発明に係る複合体を、カルシウムイオンを含まない溶液と接触
させることにより、本発明に係る複合体と結合しているカルシウムイオンの（有効）濃度
を低下させる（希釈する）ことによって、本発明に係る複合体から細胞外膜小胞又はウイ
ルスを分離させる方法である。
【０１８５】
　即ち、本発明に係る複合体に、カルシウムイオンを含まない溶液を接触させることによ
り、本発明に係る複合体中の本発明に係るＴｉｍタンパク質と試料中の細胞外膜小胞又は
ウイルスとの結合を保つ為に必要なカルシウムイオンの（有効）濃度を低下させ（希釈し
）、本発明に係る複合体から、細胞外膜小胞を分離させることが可能となる。
　尚、カルシウムイオンを含まない溶液と本発明に係る複合体との接触は、例えば、当該
溶液に当該複合体を懸濁させる方法（担体がビーズである場合等）、当該溶液に当該複合
体を浸漬させる方法（担体がディスク状片、チューブである場合等）、当該溶液を当該複
合体（担体）に添加する方法（担体がマイクロプレート、チューブである場合等）等によ
り行うことができる。
【０１８６】
－カルシウムイオンを含まない溶液－
　（２－Ｂ－ｉｉ）において、得られた本発明に係る複合体に添加するカルシウムイオン
を含まない溶液としては、細胞外膜小胞又はウイルスを変性させない溶液であればよく、
例えば、精製水、緩衝液等が挙げられる。緩衝液としては、通常ｐＨが７．０～８．０、
好ましくは７．２～７．６に緩衝作用を有する緩衝液（例えばＰＢＳ、ＴＢＳ、ＨＢＳ等
）が好ましい。また、これらの緩衝液中の緩衝剤濃度としては、通常５～５０ｍＭ、好ま
しくは１０～３０ｍＭの範囲から適宜選択され、ＮａＣｌ濃度は通常１００～２００ｍＭ
、好ましくは１４０～１６０ｍＭの範囲から適宜選択される。カルシウムイオンを含まな
い溶媒は、例えば糖類、ＮａＣｌ等の塩類、防腐剤、蛋白質等を含んでいてもよい。
【０１８７】
　（２－Ｂ－ｉｉ）において、得られた本発明に係る複合体に添加するカルシウムイオン
を含まない溶液の量としては、カルシウムイオンの濃度を有効濃度未満にできる量であれ
ばよい。
【０１８８】
－（２－Ｂ－ｉｉ）の具体例－
　複合体形成工程、複合体分離工程を行い、要すれば洗浄操作を行った後、得られた本発
明に係る複合体に、カルシウムイオンを含まない溶液を、本発明に係る複合体を含む溶液
中のカルシウムイオンの濃度を通常０．５ｍＭ未満、好ましくは０．１ｍＭ未満、より好
ましくは０．０１ｍＭ未満となるように添加することにより行われる。
【０１８９】
　尚、複合体形成工程、複合体分離工程を行い、要すれば洗浄操作を行った後、得られた
本発明に係る複合体がカルシウムイオンを含有する溶液中（例えば、複合体形成工程を行
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った後の反応液、カルシウムイオン含有洗浄液）に存在する場合は、最終的なカルシウム
イオンの濃度が上記した有効濃度未満となるように、当該カルシウムイオンを含有する溶
液を、カルシウムイオンを含まない溶液に置換又は／及びカルシウムイオンを含まない溶
液により希釈すればよい。
【０１９０】
　取得工程により得られた細胞外膜小胞を含有する溶液の（体積増加）量が、（２－Ｂ－
ｉｉ）の方が（２－Ｂ－ｉ）よりも多いことから、（２－Ｂ－ｉ）の方が好ましい。
【０１９１】
　前記において、複合体と接触・作用させた溶液（タンパク質変性剤含有溶液、カルシウ
ムイオンキレート剤含有溶液、カルシウムイオンを含まない溶液）中には、担体と、担体
（複合体）から分離（遊離）した細胞外膜小胞又はウイルスが含有していることとなる。
従って、当該溶液から担体を除去し、溶液だけを回収すれば、細胞外膜小胞又はウイルス
を含有する溶液を得ることが出来る。
【０１９２】
　本発明のＴｉｍ担体を用いれば、試料から細胞外膜小胞又はウイルスを効率よく除去で
き、夾雑物の少ない試料を得ることができる。
【０１９３】
　本発明の除去方法は、超遠心分離法やポリマー沈殿処理等の従来法では除去しきれない
試料中の細胞外膜小胞又はウイルスを精度よく効率的に除去することが出来る。
【０１９４】
＜７．試料中の細胞外膜小胞又はウイルスの除去方法＞
　本発明の細胞外膜小胞又はウイルスを取得する方法（以下、「本発明の除去方法」と略
記する場合がある）は、以下の工程を含むことを特徴とする。
（１）カルシウムイオン存在下、担体に結合したＴｉｍタンパク質と試料中の細胞外膜小
胞又はウイルスとの複合体を形成させる工程（以下、「複合体形成工程」と略記する場合
がある）
（２）当該複合体と試料とを分離する工程（以下、「複合体分離工程」と略記する場合が
ある）。
【０１９５】
＜７－１．複合体形成工程＞
　本発明の除去方法における複合体形成工程は、本発明の取得方法における複合体形成工
程と同じであり、各種の好ましい条件も同じである。
【０１９６】
＜７－２．複合体分離工程＞
　本発明の除去方法における複合体分離工程は、複合体形成工程を行った後、得られた本
発明に係る担体に結合したＴｉｍタンパク質（本発明のＴｉｍ担体）と試料中の細胞外膜
小胞又はウイルスとの複合体（本発明に係る複合体）と試料とを分離し、分離された試料
を取得する工程である。
　これにより、細胞外膜小胞又はウイルスが除去された試料を得ることができる。
【０１９７】
　本発明の除去方法における複合体分離工程は、本発明に係る複合体を試料から除去する
ことができればどのような方法であってもよく、前記本発明の取得方法における複合体分
離工程と同じ方法が挙げられる。このようにして本発明の複合体と試料とを分離した後、
分離された試料を自体公知の方法により取得（回収）すればよい。
【０１９８】
　これにより、超遠心分離法やポリマー沈殿処理等の従来法では除去しきれない試料中の
細胞外膜小胞又はウイルスを精度よく効率的に除去することが出来る。
【０１９９】
　また、前記の複合体形成工程及び複合体分離工程を複数回繰り返し行うことにより、試
料からの細胞外膜小胞又はウイルスの除去をより効率的に行うことができる。前記の複合
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体形成工程及び複合体分離工程を繰り返し行う際には、新たな担体を用いても使用済みの
担体を再利用することもできる。担体の再利用は、本発明の除去方法における複合体分離
工程で除去した本発明に係る複合体を、カルシウムイオンキレート剤含有溶液又はカルシ
ウムイオンを含まない溶液を用いて本発明の取得方法の取得工程（（２－Ｂ）カルシウム
イオン濃度を低下させる方法）と同様の処理に付せばよい。これにより、本発明に係る複
合体から本発明のＴｉｍ担体と細胞外膜小胞又はウイルスとを分離させることができる。
即ち、本発明のＴｉｍ担体は、再度本発明の除去方法に用いることができるため、当該本
発明のＴｉｍ担体を再利用することで試料中の細胞外膜小胞又はウイルスの除去を精度よ
く効率的に行うことができる。
【０２００】
　本発明のＴｉｍ担体を用いれば、試料中の細胞外膜小胞又はウイルスを精度よく高感度
で検出することができる。
【０２０１】
＜８．試料中の細胞外膜小胞又はウイルスを検出する方法＞
　本発明の細胞外膜小胞又はウイルスを検出する方法（以下、「本発明の検出方法」と略
記する場合がある）は、以下の工程を含むことを特徴とする。
（１）カルシウムイオン存在下、担体に結合したＴｉｍタンパク質と試料中の細胞外膜小
胞又はウイルスとの複合体を形成させる工程（複合体形成工程）
（２）当該複合体を検出する工程（検出工程）
【０２０２】
＜８－１．複合体形成工程＞
　本発明の検出方法における複合体形成工程は、カルシウムイオン存在下、本発明のＴｉ
ｍ担体と試料中の細胞外膜小胞又はウイルスとの複合体を形成させる工程である。
【０２０３】
－本発明に係る試料－
　本発明に係る試料は、本発明の取得方法における試料と同様である。
【０２０４】
－カルシウムイオン濃度・カルシウムイオンの由来－
　本発明の検出方法において、カルシウムイオンは本発明に係るＴｉｍ担体と試料中の細
胞外膜小胞又はウイルスとの複合体（本発明に係る複合体）を形成させる際に存在させる
。
【０２０５】
　本発明の検出方法において、本発明に係るＴｉｍ担体と本発明に係る試料中の細胞外膜
小胞又はウイルスとを接触させる際のカルシウムイオン濃度は、通常０．５～１００ｍＭ
、好ましくは１～１０ｍＭ、より好ましくは２～５ｍＭである。尚、本発明に係るＴｉｍ
担体と本発明に係る試料中の細胞外膜小胞又はウイルスとの複合体が形成され、検出工程
を実施するまで、即ち当該複合体を検出する工程に付すまでの当該複合体を含有する溶液
中には、前記した如き濃度のカルシウムイオンが必要であることは言うまでもない。
【０２０６】
　また、カルシウムイオンの由来は特に限定されず、本発明の取得方法におけるカルシウ
ムイオンの由来と同様の具体例が挙げられる。
【０２０７】
　尚、本発明のＴｉｍ担体と試料中の細胞外膜小胞又はウイルスとを接触させる際にカル
シウムイオンを存在させる方法としては、一般的には、本発明のＴｉｍ担体と試料中の細
胞外膜小胞又はウイルスとを接触させる際のカルシウムイオン濃度が上記した範囲となる
ように、試料に前記した如きカルシウムイオンを含有させればよい。
　カルシウムイオンを含有させる溶液としては、前記の本発明に係る細胞外膜小胞又はウ
イルスを含有（溶解又は懸濁）させる溶液と同様であり、具体例等も同様である。
【０２０８】
－試料の量－
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　本発明の検出方法の複合体形成工程において試料の量としては、本発明に係る担体とし
てビーズを用いる場合、本発明のＴｉｍ担体１ｍｇ当たり通常０．１～１０００ｍｌ、好
ましくは０．１～５００ｍｌ、より好ましくは０．１～１００ｍｌ、本発明に係る担体と
してマイクロプレートを用いる場合、１ウェルあたり通常５０μＬ～３００μＬ、好まし
くは１００μＬ～２００μＬである。
【０２０９】
－温度－
　本発明の検出方法の複合体形成工程において、本発明のＴｉｍ担体と試料中の細胞外膜
小胞又はウイルスとを接触させる際の温度としては、通常２～３７℃、好ましくは２～３
０℃である。
【０２１０】
－時間－
　本発明の検出方法の複合体形成工程において、本発明に係るＴｉｍタンパク質と試料と
の接触時間としては、通常０．５～２４時間、好ましくは１～２０時間、より好ましくは
１～１２時間である。
【０２１１】
－Ｔｉｍタンパク質－
　本発明の検出方法における本発明に係るＴｉｍタンパク質としては、前記の本発明に係
るＴｉｍタンパク質であればいずれでも用いることができるが、本発明に係るＴｉｍ４タ
ンパク質が特に好ましい。
【０２１２】
－Ｔｉｍ担体－
　本発明に係るＴｉｍタンパク質と本発明に係る担体との結合様式としては、本発明に係
る担体と本発明に係るＴｉｍタンパク質とが結合していれば結合様式は問わないが、高感
度に細胞外膜小胞又はウイルスを検出可能であることから本発明に係る担体が本発明に係
るＴｉｍタンパク質のＳＨ基に結合したものが好ましく、本発明に係る担体が本発明に係
るＴｉｍ４タンパク質のＳＨ基に結合したものが特に好ましい。
【０２１３】
－本発明の検出方法における複合体形成工程の具体例－
　本発明の検出方法における複合体形成工程は、例えば以下の方法で行えばよい。
　即ち、本発明に係る担体としてビーズを用いる場合、本発明のＴｉｍ担体を、本発明の
Ｔｉｍ担体と試料とカルシウムイオンを含有する溶液とを混合後の溶液（本発明に係る複
合体を形成させる際の溶液）１ｍＬ当たり通常０．００１～２０ｍｇ、好ましくは０．０
０５～１０ｍｇ、より好ましくは０．０１～６．０ｍｇと、本発明に係る複合体を形成さ
せる際の溶液中のカルシウムイオン濃度が通常０．５～１００ｍＭ、好ましくは１．０～
１０ｍＭ、より好ましくは２．０～５．０ｍＭとなる量のカルシウムイオンを含有する溶
液と、本発明のＴｉｍ担体１ｍｇ当たり通常０．１～１０００ｍｌ、好ましくは０．１～
５００ｍｌ、より好ましくは０．１～１００ｍｌの試料とを、通常２～３７℃、好ましく
は２～３０℃、通常０．５～２４時間、好ましくは１～２０時間、より好ましくは１～１
２時間接触させて、本発明に係る担体に結合したＴｉｍタンパク質と試料中の細胞外膜小
胞又はウイルスとの複合体を形成させる。
　本発明に係る担体としてマイクロプレートを用いる場合、Ｔｉｍタンパク質を固定化し
たマイクロプレートの各ウェル（本発明のＴｉｍ担体）に、本発明に係る複合体を形成さ
せる際の溶液中のカルシウムイオン濃度が通常０．５～１００ｍＭ、好ましくは１．０～
１０ｍＭ、より好ましくは２．０～５．０ｍＭとなる量のカルシウムイオンを含有する溶
液と、本発明に係る試料を１ウェルあたり通常５０μＬ～３００μＬ、好ましくは１００
μＬ～２００μＬ添加し、通常２℃～３７℃、好ましくは２℃～３０℃で通常０．５時間
～２４時間、好ましくは１時間～２０時間、より好ましくは１～１２時間反応させること
により、本発明のＴｉｍ担体と試料中の細胞外膜小胞又はウイルスとの複合体（本発明に
係る複合体）を形成させる。
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【０２１４】
＜８－２．本発明の検出方法における検出工程＞
　本発明の検出方法における検出工程は、複合体形成工程を行った後、要すれば試料の複
合体分離工程を行い、要すればさらに洗浄操作を行った後、本発明のＴｉｍ担体と試料中
の細胞外膜小胞又はウイルスとの複合体（本発明に係る複合体）を検出する工程である。
【０２１５】
－複合体分離工程－
　本発明の検出方法における複合体分離工程は、複合体形成工程の後、要すれば、得られ
た本発明に係る担体に結合したＴｉｍタンパク質（本発明のＴｉｍ担体）と試料中の細胞
外膜小胞又はウイルスとの複合体（本発明に係る複合体）から試料を除去する工程である
。
【０２１６】
　本発明の検出方法における複合体分離工程は、本発明に係る複合体と試料とを分離する
、言い換えればいわゆるＢ／Ｆ分離することができればどのような方法であってもよく、
この分野で用いられるＢ／Ｆ分離法が使用できる。このような方法としては、本発明の取
得方法における複合体分離工程と同じである。
【０２１７】
－複合体分離工程の具体例－
　本発明の検出方法における複合体分離工程は、この分野における常法に従えばよいが、
本発明に係る担体として磁気ビーズを用いる場合、例えば複合体形成工程をおこなった容
器を要すればマグネットスタンドに設置し、磁力を用いて管壁に本発明に係る複合体を集
合させ、上清の試料を除く。
　本発明に係る担体としてマイクロプレートを用いる場合、例えば複合体形成工程をおこ
なったマイクロプレートから、要すればマイクロピペット又はプレートウォッシャーを用
いて試料を除く。
【０２１８】
＜８－３．洗浄操作＞
　複合体形成工程の後、要すれば複合体分離工程を行い、要すれば、さらに得られた本発
明に係る複合体を、カルシウムイオン含有洗浄溶液を用いて洗浄してもよい（以下、「洗
浄操作」と略記する場合がある）。洗浄操作により、本発明に係る担体表面に付着した細
胞由来成分等の本発明に係る試料中の夾雑物を除去することができる。洗浄方法等の各種
条件は、本発明の取得方法における洗浄操作と同様である。
【０２１９】
－洗浄操作の具体例－
　本発明に係る担体として磁気ビーズを用い１．５ｍＬ容チューブで行う場合、まず、複
合体分離工程により得られた本発明に係る複合体を含む容器内にカルシウムイオン含有洗
浄溶液（例えば、カルシウムイオンを通常０．５～１００ｍＭ、好ましくは通常１～１０
ｍＭ、より好ましくは通常２～５ｍＭ含有する、ｐＨ７．０～８．０、好ましくは７．２
～７．６に緩衝作用を有するカルシウムを沈殿させない緩衝液。但し、リン酸バッファー
はカルシウムと結合して沈殿することから好ましくない。）を通常１００μＬ～１５００
μＬ、好ましくは２００μＬ～１０００μＬ添加し、攪拌する。その後、前記容器を、マ
グネットスタンドに設置し、磁力を用いて管壁に当該複合体を集合させ、前記容器内の溶
液を捨てる。これらの洗浄操作は、必要に応じて数回繰り返し行ってもよい。
　本発明に係る担体としてマイクロプレートを用いる場合、まず、複合体分離工程により
得られた本発明に係る複合体を含むウェルにカルシウムイオン含有洗浄溶液（例えば、カ
ルシウムイオンを通常０．５～１００ｍＭ、好ましくは通常１～１０ｍＭ、より好ましく
は通常２．０～５．０ｍＭ含有する、ｐＨ７．０～８．０、好ましくは７．２～７．６に
緩衝作用を有するカルシウムを沈殿させない緩衝液。但し、リン酸バッファーはカルシウ
ムと結合して沈殿することから好ましくない。）を通常１００μＬ～３００μＬ、好まし
くは２００μＬ～３００μＬ添加し加え、次いで加えた洗浄液を除去する。これらの洗浄
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操作は、必要に応じて複数回繰り返し行ってもよい。
【０２２０】
＜８－４．検出工程＞
　本発明の検出方法における検出工程は、本発明に係る複合体の有無及び／又は量を検出
可能な方法であればいずれでもよく、自体公知の免疫学的測定に用いられる方法はいずれ
も利用できる。
　本発明の検出工程は、上記した如き方法により調製された本発明のＴｉｍ担体を用いる
以外は特に限定されない。このような免疫学的測定法としては、例えば、逆受身凝集反応
法（東京化学同人　続生化学実験講座５　免疫生化学研究法　ｐ．３６－３７、金原出版
株式会社　臨床検査法提要　第３０版　ｐ．８４４－８４５等）等の凝集反応を利用した
測定法、例えば、比ろう法（金原出版株式会社　臨床検査法提要　第３０版　ｐ．８５１
－８５３等）、免疫比濁法（金原出版株式会社　臨床検査法提要　第３０版　ｐ．８５３
－８５４等）等の凝集反応を応用した光学的測定法、ラジオイムノアッセイ法（ＲＩＡ）
（東京化学同人　続生化学実験講座５　免疫生化学研究法　ｐ．５７－６１、金原出版株
式会社臨床検査法提要　第３０版　ｐ．８５６－８６２等）、イムノラジオメトリックア
ッセイ法（ＩＲＭＡ）（金原出版株式会社　臨床検査法提要　第３０版　ｐ．８５６－８
６２等）、エンザイムイムノアッセイ法（ＥＩＡ）（東京１０化学同人　続生化学実験講
座５免疫生化学研究法　ｐ．６２－６５、金原出版株式会社　臨床検査法提要　第３０版
　ｐ．８６２－８６５、特開昭５６－１０６１５４号公報、特開昭５８－２３７９６号公
報等）、固相酵素免疫測定法（ＥＬＩＳＡ）（金原出版株式会社　臨床検査法提要　第３
０版　ｐ．１１４５－１１４９等）、蛍光・発光免疫測定法（金原出版株式会社　臨床検
査法提要　第３０版　ｐ．８６５－８６７等）、フローサイトメトリー法等の自体公知の
免疫学的測定方法は全て挙げられ、固相酵素免疫測定法（ＥＬＩＳＡ）又はフローサイト
メトリー法が好ましい。
【０２２１】
　本発明の検出工程を固相酵素免疫測定法（ＥＬＩＳＡ法）又はフローサイトメトリー法
により行う場合、本発明に係る複合体を検出対象とする限りにおいて、自体公知の方法に
従って行えばよい。例えば、細胞外膜小胞又はウイルスに対して結合する抗細胞外膜小胞
抗体、抗ウイルス抗体等の標識物を用いて１次抗体を標識した標識１次抗体、又は当該１
次抗体と当該１次抗体に対して結合する標識２次抗体を用いる方法が挙げられる。当該標
識１次抗体及び標識２次抗体としては、ＥＬＩＳＡ法又はフローサイトメトリー法の標識
抗体に用いられるものであればいずれでもよく、例えばＣｙ３、Ｃｙ５、ＦＩＴＣ、ロー
ダミン、ＰＥ等の蛍光物質で標識した蛍光標識抗体、ペルオキシダーゼ、アルカリフォス
ファターゼ等の酵素で標識した酵素標識抗体、磁気ビーズ標識抗体、赤外標識抗体等が挙
げられる。これらの標識抗体に係る蛍光等は、当該標識抗体の標識方法（標識物）に対応
する自体公知の方法により測定すればよい。
【０２２２】
－標識抗体の希釈液－
　本発明の検出方法において、本発明に係る複合体と反応させる標識１次抗体、又は１次
抗体及び標識２次抗体の希釈液としては、カルシウムイオンを含有する以外は、Ｔｉｍタ
ンパク質と試料中の細胞外膜小胞又はウイルスとの複合体と当該抗体との結合を妨げない
ものであればよく、例えば水、ｐＨ７．０～８．０、好ましくは７．２～７．６に緩衝作
用を有する緩衝液（例えばＴＢＳ、ＨＢＳ等）等が挙げられる。尚、リン酸バッファーは
カルシウムと結合して沈殿が生じるので好ましくない。また、これらの緩衝液中の緩衝剤
濃度としては、通常５～５０ｍＭ、好ましくは１０～３０ｍＭの範囲から適宜選択され、
ＮａＣｌ濃度は通常１００～２００ｍＭ、好ましくは１４０～１６０ｍＭの範囲から適宜
選択される。この溶液中には、本発明に係るＴｉｍ担体と試料中の細胞外膜小胞又はウイ
ルスとの複合体の結合を妨げない量であれば、例えば糖類、ＮａＣｌ等の塩類、界面活性
剤、防腐剤、蛋白質等が含まれていても良い。界面活性剤としては、例えばＴｗｅｅｎ２
０等が挙げられ、当該本発明に係る細胞外膜小胞又はウイルスを含有させる溶液における
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界面活性剤の濃度は、通常０．００００１～０．２％、好ましくは通常０．０００５～０
．１％である。また当該希釈液のカルシウムイオン含有濃度は通常０．５～１００ｍＭ、
好ましくは通常１～１０ｍＭ、より好ましくは通常２～５ｍＭである。
【０２２３】
　本発明の検出方法において、本発明に係る複合体と反応させる標識１次抗体、又は１次
抗体及び標識２次抗体の希釈倍率は、抗体の活性や濃度によって異なるが、通常１０倍～
１００００００倍、好ましくは１０００倍～１０００００倍である。
【０２２４】
　本発明の検出方法において、本発明に係る複合体と反応させる標識１次抗体、又は１次
抗体及び標識２次抗体溶液の希釈溶液の量は、本発明に係る担体がビーズの場合、本発明
に係る担体１ｍｇに対し通常０．１ｍＬ～１０００ｍＬ、好ましくは０．１ｍＬ～５００
ｍＬ、より好ましくは０．１ｍＬ～１００ｍＬで、本発明に係る担体がマイクロプレート
の場合、１ウェルに、通常５０μＬ～３００μＬ、好ましくは５０μＬ～２００μＬ、よ
り好ましくは５０μＬ～１００μＬである。
【０２２５】
－反応（接触）温度－
　本発明の検出方法において、本発明に係る複合体と標識１次抗体、又は１次抗体及び標
識２次抗体の反応温度は、通常２～３７℃、好ましくは１１～３３７℃、より好ましくは
２０～３０℃である。
【０２２６】
－反応（接触）時間－
　本発明の検出方法において、本発明に係る複合体と標識１次抗体、又は１次抗体及び標
識２次抗体の反応時間は、通常０．５～１２時間、好ましくは１～４時間、より好ましく
は１～２時間である。
【０２２７】
　本発明の検出方法における検出工程の検出操作において、標識１次抗体を用いる場合、
本発明に係る複合体と標識１次抗体を反応させた後、洗浄操作により、未反応の標識１次
抗体を除去することができる。また、１次抗体と標識２次抗体を用いる場合、本発明に係
る複合体と１次抗体を反応させた後や本発明に係る複合体と１次抗体の複合体と標識２次
抗体を反応させた後に、洗浄操作により、未反応の１次抗体及び標識２次抗体を除去する
ことができる。洗浄方法としては、上記した如きカルシウムイオン含有洗浄液を使用する
以外は、通常この分野で行われている洗浄方法が使用できる。当該洗浄操作において用い
られるカルシウムイオン含有洗浄溶液としては、カルシウムイオンを通常０．５～１００
ｍＭ、好ましくは通常１～１０ｍＭ、より好ましくは通常２～５ｍＭ含有し、当該複合体
における本発明に係る細胞外膜小胞又はウイルスと本発明に係るＴｉｍタンパク質と本発
明の担体との結合に影響を与えない溶液であればいずれでもよく、例えば、カルシウムイ
オンを通常０．５～１００ｍＭ、好ましくは通常１～１０ｍＭ、より好ましくは通常２～
５ｍＭ含有する、ｐＨ　７．０～８．０、好ましくは７．２～７．６に緩衝作用を有する
カルシウムを沈殿させない緩衝液（例えばＴＢＳ、ＨＢＳ）が挙げられる。尚、リン酸バ
ッファーはカルシウムと結合して沈殿が生じるので好ましくない。また、これらの緩衝液
中の緩衝剤濃度としては、通常５～５０ｍＭ、好ましくは１０～３０ｍＭの範囲から適宜
選択され、ＮａＣｌ濃度は通常１００～２００ｍＭ、好ましくは１４０～１６０ｍＭの範
囲から適宜選択される。この溶液中には、当該複合体における本発明に係る細胞外膜小胞
又はウイルスと本発明に係るＴｉｍタンパク質と本発明の担体との結合を妨げない量であ
れば、例えば糖類、ＮａＣｌ等の塩類、界面活性剤、防腐剤、蛋白質等が含まれていても
良い。界面活性剤としては、例えばｔｗｅｅｎ　２０（和光純薬工業（株）製）等が挙げ
られ、当該洗浄溶液における界面活性剤の濃度は、通常０．００００１～０．２％、好ま
しくは通常０．０００５～０．１％である。本発明に係る担体がビーズの場合、本発明に
係る担体１ｍｇに対し、通常０．１ｍＬ～１０００ｍＬ、好ましくは０．１ｍＬ～５００
ｍＬ、より好ましくは０．１ｍＬ～１００ｍＬで、本発明に係る担体がマイクロプレート
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の場合、１ウェルに使用する洗浄液の量は通常１００μＬ～３００μＬ、好ましくは２０
０μＬ～３００μＬで、添加した後に洗浄液を除去する。これらの洗浄操作は、必要に応
じて複数回繰り返し行ってもよい。
【０２２８】
－検出－
　本発明の検出方法における検出工程が発色検出の場合、標識１次抗体又は標識２次抗体
の標識物としてはペルオキシダーゼ、アルカリフォスファターゼ等が挙げられる。これら
の標識物は各標識物に応じた自体公知の方法に従って検出を行えばよい。
【０２２９】
　発色検出における発色用基質液としては、通常この分野において用いられる発色用基質
液であればいずれでもよく、例えば標識物としてペルオキシダーゼを用いる場合、ＴＭＢ
（テトラメチルベンジジン）溶液又はＯＰＤ（オルトフェニレンジアミン）溶液が挙げら
れ、好ましくはＴＭＢ溶液が挙げられる。
【０２３０】
　発色検出における発色用基質の量としては、本発明に係る担体がビーズの場合、本発明
に係る担体１ｍｇに対し通常０．１ｍＬ～１０００ｍＬ、好ましくは０．１ｍＬ～５００
ｍＬ、より好ましくは０．１ｍＬ～１００ｍＬで、本発明に係る担体がマイクロプレート
の場合、１ウェルに、通常５０μＬ～３００μＬ、好ましくは５０μＬ～２００μＬ、よ
り好ましくは５０μＬ～１００μＬである。
【０２３１】
　本発明の検出方法における検出工程が発色検出の場合、発色用基質液との反応時間は通
常５分間～６０分間、好ましくは１０分間～４０分間である。
【０２３２】
　本発明の検出方法における検出工程が発色検出の場合、発色用基質液との反応温度は通
常２℃～３７℃、好ましくは２０℃～３０℃である。
【０２３３】
　本発明の検出方法における検出工程が発色検出の場合、発色反応を停止させるため反応
停止液として、通常、１ｍｏｌ／Ｌ塩酸又は１ｍｏｌ／Ｌ硫酸などの強酸を、発色基質液
と等量加え、発色反応を停止させる。
【０２３４】
　本発明の検出方法における検出工程が蛍光検出で、標識１次抗体又は標識２次抗体の標
識体に蛍光物質を用いた場合、本発明に係る複合体と標識１次抗体との複合体、又は本発
明に係る複合体と１次抗体及び標識２次抗体との複合体に蛍光測定液を添加して、蛍光を
測定する。蛍光測定液はカルシウムイオン含有蛍光測定液を使用する以外は、通常この分
野で用いることができる蛍光測定液（以下、「測定液」と略記する場合がある）が使用で
きる。当該蛍光測定液において用いられるカルシウムイオン含有測定液としては、カルシ
ウムイオンを通常０．５～１００ｍＭ、好ましくは通常１～１０ｍＭ、より好ましくは通
常２～５ｍＭ含有し、当該複合体における本発明に係る細胞外膜小胞又はウイルスと本発
明に係るＴｉｍタンパク質と本発明の担体との結合に影響を与えない溶液であればいずれ
でもよく、例えば、カルシウムイオンを通常０．５～１００ｍＭ、好ましくは通常１～１
０ｍＭ、より好ましくは通常２～５ｍＭ含有する、ｐＨ　７．０～８．０、好ましくは７
．２～７．６に緩衝作用を有するカルシウムを沈殿させない緩衝液（例えばＴＢＳ、ＨＢ
Ｓ）が挙げられる。尚、リン酸バッファーはカルシウムと結合して沈殿が生じるので好ま
しくない。また、これらの緩衝液中の緩衝剤濃度としては、通常５～５０ｍＭ、好ましく
は１０～３０ｍＭの範囲から適宜選択され、ＮａＣｌ濃度は通常１００～２００ｍＭ、好
ましくは１４０～１６０ｍＭの範囲から適宜選択される。この溶液中には、当該複合体に
おける本発明に係る細胞外膜小胞又はウイルスと本発明に係るＴｉｍタンパク質と本発明
の担体との結合を妨げない量であれば、例えば糖類、ＮａＣｌ等の塩類、界面活性剤、防
腐剤、ＢＳＡ等の蛋白質等が含まれていても良い。界面活性剤としては、例えばｔｗｅｅ
ｎ　２０（和光純薬工業（株）製）等が挙げられ、当該洗浄溶液における界面活性剤の濃
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度は、通常０．００００１～０．２％、好ましくは通常０．０００５～０．１％である。
本発明の検出方法に用いる蛍光測定液の量は、本発明の検出法がＥＬＩＳＡ法で、本発明
に係る担体がマイクロプレートの場合、１ウェルに使用する測定液の量は通常５０μＬ～
３００μＬ、好ましくは５０μＬ～２００μＬである。本発明に係る検出法がフローサイ
トメトリー法で、本発明に係る担体がビーズの場合、本発明に係る担体１ｍｇに対し通常
０．１ｍＬ～１０００ｍＬ、好ましくは０．１ｍＬ～５００ｍＬ、より好ましくは０．１
ｍＬ～１００ｍＬである。
【０２３５】
－本発明の検出方法における検出工程の具体例－
　例えば本発明に係る担体としてマイクロプレートを用いてＥＬＩＳＡ法によりおこなう
場合、複合体形成工程、要すれば複合体分離工程の後、さらに要すれば洗浄操作を行った
後、得られた本発明に係るＴｉｍタンパク質を固定化したマイクロプレートの各ウェルに
対して、ペルオキシダーゼ標識した細胞外膜小胞又はウイルスに対する１次抗体又は未標
識の１次抗体を通常０．５～１００ｍＭ、好ましくは通常１～１０ｍＭ、より好ましくは
通常２～５ｍＭカルシウムイオンを含有する希釈液で通常１０倍～１００００００倍、好
ましくは１０００倍～１０００００倍希釈した希釈溶液を、１ウェルあたり通常５０μＬ
～３００μＬ、好ましくは５０μＬ～２００μＬ、より好ましくは５０μＬ～１００μＬ
添加し、通常２～３７℃、好ましくは１１～３７℃で０．５～１２時間、好ましくは１～
４時間反応させ、次いで、カルシウムイオンを含有する洗浄用バッファー（カルシウムイ
オンを通常０．５～１００ｍＭ、好ましくは通常１～１０ｍＭ、より好ましくは通常２～
５ｍＭ含有し、当該複合体における本発明に係る細胞外膜小胞又はウイルスと本発明に係
るＴｉｍタンパク質と本発明の担体との結合に影響を与えない溶液）を用いて各ウェルを
洗浄する。未標識の１次抗体を使用する場合は、さらにペルオキシダーゼ標識した２次抗
体を１次抗体と同様の方法で反応させた後、カルシウムイオンを含有する洗浄用バッファ
ー（カルシウムイオンを通常０．５～１００ｍＭ、好ましくは通常１～１０ｍＭ、より好
ましくは通常２～５ｍＭ含有し、当該複合体における本発明に係る細胞外膜小胞又はウイ
ルスと本発明に係るＴｉｍタンパク質と本発明の担体との結合に影響を与えない溶液）を
通常１００μＬ～３００μＬ、好ましくは２００μＬ～３００μＬで用いて各ウェルを洗
浄する。次いで、ＴＭＢ溶液又はＯＰＤ溶液などの発色用基質液を１ウェル当たり通常５
０μＬ～３００μＬ、好ましくは５０μＬ～２００μＬ、より好ましくは５０μＬ～１０
０μＬ各ウェルに添加し、通常２℃～３７℃、好ましくは２０℃～３０℃で５分間～６０
分間、好ましくは１０分間～４０分間反応させる。その後、１ｍｏｌ／Ｌ塩酸又は１ｍｏ
ｌ／Ｌ硫酸などの反応停止液を発色基質液と等量加え、発色反応を停止させ、マイクロプ
レートリーダーで吸光度を測定する。
　例えば本発明に係る担体としてビーズを用いてフローサイトメトリー法によりおこなう
場合、複合体形成工程、要すれば複合体分離工程の後、さらに要すれば洗浄操作を行った
後、得られた本発明に係るＴｉｍタンパク質を固定化したビーズに対して、蛍光標識した
１次抗体又は未標識の１次抗体を通常０．５～１００ｍＭ、好ましくは通常１～１０ｍＭ
、より好ましくは通常２～５ｍＭカルシウムイオンを含有する希釈液で通常１０倍～１０
０００００倍、好ましくは１０００倍～１０００００倍希釈した希釈溶液を、本発明に係
る担体１ｍｇに対し通常０．１ｍＬ～１０００ｍＬ、好ましくは０．１ｍＬ～５００ｍＬ
、より好ましくは０．１ｍＬ～１００ｍＬ添加し、通常２～３７℃、好ましくは１１～３
７℃で０．５～１２時間、好ましくは１～４時間反応させ、次いで、カルシウムイオンを
含有する洗浄用バッファー（カルシウムイオンを通常０．５～１００ｍＭ、好ましくは通
常１～１０ｍＭ、より好ましくは通常２～５ｍＭ含有し、当該複合体における本発明に係
る細胞外膜小胞又はウイルスと本発明に係るＴｉｍタンパク質と本発明の担体との結合に
影響を与えない溶液）を用いてビーズを洗浄する。未標識の１次抗体を使用した場合は、
さらに蛍光標識した２次抗体を１次抗体と同様の方法で反応させた後、カルシウムイオン
を含有する洗浄用バッファー（カルシウムイオンを通常０．５～１００ｍＭ、好ましくは
通常１～１０ｍＭ、より好ましくは通常２～５ｍＭ含有し、当該複合体における本発明に
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係る細胞外膜小胞又はウイルスと本発明に係るＴｉｍタンパク質と本発明の担体との結合
に影響を与えない溶液）を用いてビーズを洗浄する。次いで、本発明に係る担体１ｍｇに
対し通常０．１ｍＬ～１０００ｍＬ、好ましくは０．１ｍＬ～５００ｍＬ、より好ましく
は０．１ｍＬ～１００ｍＬの蛍光測定液を加えてビーズを懸濁した後、フローサイトメー
ターで蛍光強度を測定する。
【０２３６】
　抗体の抗原に対する親和性は一般に１０ｎＭ～１００ｐＭレベルのＫｄといわれている
。一方、Ｔｉｍ４タンパク質とホスファチジルセリンとの結合力はＫｄ＝約２ｎＭ（Ｎａ
ｔｕｒｅ　（Ｉｍｐａｃｔ　Ｆａｃｔｏｒ：　４１．４６）．　１２／２００７；　４５
０（７１６８）：４３５－９．　ＤＯＩ：　１０．１０３８／ｎａｔｕｒｅ０６３０７）
と報告されている。細胞外膜小胞またはウィルスエンベロープ膜の表面抗原に対する抗体
とその表面抗原の親和性は、細胞外膜小胞またはウィルスエンベロープ膜表面のホスファ
チジルセリンと本発明のＴｉｍタンパク質間の親和性と同程度であるにも関わらず、抗体
を用いて細胞外膜小胞またはウィルスの検出等を行う従来法に比べて、本発明に係るＴｉ
ｍタンパク質を用いて細胞外膜小胞またはウィルスの検出等を行う本発明の検出方法が高
感度であることは意外なことであった。
【０２３７】
　本発明の方法により得られた細胞外膜小胞又はウイルスは、その粒子表面や内部に有す
るタンパク質やｍｉｃｒｏＲＮＡ等の核酸を解析することに用いることや、細胞外膜小胞
又はウイルスの機能解析等の基礎研究に用いることができる。また、診断薬や医薬品やワ
クチンなどに利用することもできる。
【０２３８】
＜９．本発明の細胞外膜小胞又はウイルスの捕捉用キット＞
　本発明の細胞外膜小胞又はウイルスの捕捉用キットは、
１．本発明に係るＴｉｍタンパク質を含んでなる試薬及び本発明に係る担体を含んでなる
試薬、又は、２．本発明のＴｉｍ担体を含んでなる試薬、を構成要素として含んでなる。
これらのキットは、更に、前記カルシウムイオン含有洗浄溶液、タンパク質変性剤含有溶
液、及びカルシウムイオンキレート剤含有溶液から選ばれる少なくとも１種を含んでいて
もよい。各々の構成要素の具体例、好ましい態様等については、前記した通りである。
【０２３９】
　また、これらキットに含まれる試薬中には、通常この分野で用いられる試薬類、例えば
緩衝剤、増感剤、界面活性剤、防腐剤（例えばアジ化ナトリウム、サリチル酸、安息香酸
等）、安定化剤（例えばアルブミン、グロブリン、水溶性ゼラチン、界面活性剤、糖類等
）、賦活剤、共存物質の影響回避剤、その他この分野で用いられているものであって、共
存する試薬との安定性を阻害したり、本発明に係るＴｉｍタンパク質と担体、本発明に係
る担体に結合した本発明に係るＴｉｍタンパク質と試料中の細胞外膜小胞との反応又は結
合を阻害したりしないものを有していてもよい。またこれら試薬類等の濃度範囲等も、各
々の試薬類が有する効果を発揮するために通常用いられる濃度範囲等を適宜選択して用い
ればよい。
【０２４０】
　さらにまた、本発明のキットには、本発明の取得方法、本発明の除去方法、本発明の検
出方法の説明書等を含ませておいても良い。当該「説明書」とは、当該方法における特徴
・原理・操作手順、判定手順等が文章又は図表等により実質的に記載されている当該キッ
トの取扱説明書、添付文書、あるいはパンフレット（リーフレット）等を意味する。
【０２４１】
　以下に、実験例、実施例及び比較例を挙げて本発明をより具体的に説明するが、本発明
はこれらにより何ら限定されるものではない。
　なお、本発明に係るＴｉｍタンパク質とＴ細胞免疫グロブリン・ムチンドメイン含有分
子２（Ｔｉｍ２）タンパク質（以下、「Ｔｉｍ２タンパク質」と略記する場合がある）と
を併せて、「Ｔｉｍファミリータンパク質」と略記する場合がある。
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【実施例】
【０２４２】
実験例１．Ｆｃタグ融合型Ｔｉｍ４タンパク質の調製
　以下の方法により、Ｆｃタグ融合型Ｔｉｍ４タンパク質を調製した。
【０２４３】
＜（１）ベクターの構築・培養＞
　先ず、Ｍｉｙａｎｉｓｈｉ　ｅｔ　ａｌ．　Ｎａｔｕｒｅ　２００７，　Ｖｏｌ．　４
５０：１５に記載の方法に従い、マウス由来Ｔｉｍ４タンパク質のＮ末端１～２７３アミ
ノ酸領域をコードするｃＤＮＡ（配列番号２６）が、ｐＥＦ－ＦｃベクターのＳａｌＩ－
ＥｃｏＲＶサイトに組み込まれた、Ｆｃタグ融合型Ｔｉｍ４タンパク質発現用ベクター（
以下、「ｐＥＦ－Ｔｉｍ４－Ｆｃ」と略記する場合がある）を構築した。
　一方、２９３Ｔ細胞（理研ＢＲＣ）を、１５０ｍｍ細胞培養用ディッシュ２５枚で１０
％ＦＢＳ（バイオウェスト社製）含有ＤＭＥＭ（ナカライテスク（株）製）２０ｍＬを用
いてそれぞれ１日間培養した。その後、それぞれのディッシュについて、１０％ＦＢＳ含
有ＤＭＥＭ２５ｍＬを、ＦＢＳを含まないＤＭＥＭ２５ｍＬに置換した。
　その後、常法に従い、Ｐｏｌｙｅｔｈｙｌｅｎｉｍｉｎｅ　“ＭＡＸ”（ポリサイエン
ス社製）を用いて、ｐＥＦ－Ｔｉｍ４－Ｆｃ　２０μｇを２９３Ｔ細胞へそれぞれ遺伝子
導入した。遺伝子導入後、３７℃、５％ＣＯ２条件下で遺伝子導入した２９３Ｔ細胞をそ
れぞれ４日間培養した。
【０２４４】
＜（２）精製＞
　得られた遺伝子導入した２９３Ｔ細胞の培養液を、それぞれ遠心分離処理し（８００×
ｇ、５分間）、培養上清をそれぞれ回収し、プールした。得られた培養上清を、Ｒａｐｉ
ｄ　Ｆｌｏｗ　０．２μｍフィルターユニット（サーモフィッシャーサイエンティフィッ
ク社製）を用いてろ過処理をすることで、不純物を分離し、培養上清濾過液を得た。
　次いで、ＰＢＳ２０ｍＬで洗浄したｎＰｒｏｔｅｉｎ　Ａ　Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ　４　
Ｆａｓｔ　Ｆｌｏｗ（ＧＥヘルスケアジャパン社製、Ｐｒｏｔｅｉｎ　ＡはＦｃタグに親
和性を有する）７００μＬを充填したポリプレップカラム（バイオラッド社製）に、得ら
れた培養上清濾過液５００ｍＬを添加し、培養上清濾過液中のＦｃタグ融合型Ｔｉｍ４タ
ンパク質をｎＰｒｏｔｅｉｎ　Ａ　Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ　４　Ｆａｓｔ　Ｆｌｏｗへ結合
させた。そして、当該ｎＰｒｏｔｅｉｎ　Ａ　Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ　４　Ｆａｓｔ　Ｆｌ
ｏｗを、２０ｍＬのＰＢＳで洗浄した。その後、０．１Ｍ　グリシン塩酸緩衝液（ｐＨ３
．０）６００μＬをそれぞれ用いて、中和溶液である１Ｍトリス緩衝液（ｐＨ８．０）１
００μＬ中に５回溶出し、６００μＬずつの５つの溶出画分を得た。
　得られた５つの溶出画分について、それぞれ２８０ｎｍにおける吸光度を測定し、タン
パク質の有無を判断した。タンパク質が含まれる画分を一つに混合後、アミコンウルトラ
－０．５　ｍＬ　１０Ｋ遠心式フィルターカラム（ミリポア社製）を用いて限外濾過によ
り濃縮後、同カラムを用いて溶媒をＰＢＳ４０μＬに置換した。そして、ＰＢＳへ置換し
た溶出液中のタンパク量をＢＣＡ法により定量後、ＰＢＳを用いてタンパク質の濃度を８
８μｇ／ｍＬに調整し、Ｆｃタグ融合型マウス由来Ｔｉｍ４タンパク質（「Ｆｃタグ融合
型ｍＴｉｍ４タンパク質」と略記する場合がある）を含有するＰＢＳ溶液（「Ｆｃタグ融
合型ｍＴｉｍ４タンパク質含有ＰＢＳ溶液」と略記する場合がある）を得た。
【０２４５】
実験例２．ＦＬＡＧタグ融合型Ｔｉｍ４タンパク質の調製
　以下の方法により、ＦＬＡＧタグ融合型Ｔｉｍ４タンパク質を調製した。
【０２４６】
＜（１）ベクターの構築・培養＞
　先ず、ＦＬＡＧタグ融合型マウス由来Ｔｉｍ４　ｃＤＮＡ（マウス由来Ｔｉｍ４タンパ
ク質のＮ末端１～２７３アミノ酸領域のＣ末端に１×ＦＬＡＧを融合したアミノ酸配列を
コードするｃＤＮＡ、配列番号３３（末端に終止コドン（ｔａａ）及び１×ＦＬＡＧをコ
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ードする塩基配列を含む、但し制限酵素サイトは含まない）、ファスマック社製）を、常
法に従って、ｐＣＡＧ－Ｎｅｏベクター（和光純薬工業（株）製）のＸｈｏＩ／ＢａｍＨ
Ｉサイトに組み込み、ＦＬＡＧタグ融合型Ｔｉｍ４タンパク質発現用ベクター（以下、「
ｐＣＡＧ－Ｔｉｍ４－ＦＬＡＧ」と略記する場合がある）を構築した。
　一方、２９３Ｔ細胞（理研ＢＲＣ）を、２２５ｃｍ２フラスコで１０％ＦＢＳ（Ｂｉｏ
ｓｅｒａ社製）含有ＤＭＥＭ（和光純薬工業（株）製）５０ｍＬを用いて、遺伝子導入時
に細胞が７０－９０％コンフルエントになるように播種し、１日間培養した。その後、常
法に従い、Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００（サーモフィッシャーサイエンティフィ
ック社製）を用いて、ｐＣＡＧ－Ｔｉｍ４－ＦＬＡＧ　６０μｇを、１日間培養した２９
３Ｔ細胞へ遺伝子導入した。遺伝子導入後、３７℃、５％ＣＯ２条件下、遺伝子導入した
２９３Ｔ細胞を１日間培養した。その後、培養液を全量取り除き、遺伝子導入した２９３
Ｔ細胞をＰＢＳ１０ｍＬで２回洗浄し、培養液をＯｐｔｉ－ＭＥＭ（サーモフィッシャー
サイエンティフィック社製）５０ｍＬに交換し、３７℃、５％ＣＯ２条件下で３日間培養
した。
【０２４７】
＜（２）精製＞
　３日間培養後の遺伝子導入した２９３Ｔ細胞の培養液を、遠心分離処理し（３００×ｇ
、５分間）、培養上清を回収した。回収した培養上清を、さらに３回遠心分離処理（１回
目：３００×ｇ、３分間、２回目：１２００×ｇ、２０分間、３回目：１００００×ｇ、
２０分間）し、不純物を分離した上清を得た。得られた上清を、Ｖｉｖａｓｐｉｎ（分画
分子量３００００、ＧＥ社製）を用いて限外濾過をして１０倍に濃縮し、培養上清濃縮液
を得た。ＰＢＳで洗浄したＡＮＴＩ－ＦＬＡＧ　Ｍ２　ａｆｆｉｎｉｔｙ　ｇｅｌ（シグ
マ社製）５００μＬ（培養上清濃縮液の１／１０量）を、得られた培養上清濃縮液５ｍＬ
に加えて３時間転倒混和し、培養上清濃縮液中のＦＬＡＧタグ融合型Ｔｉｍ４タンパク質
とＡＮＴＩ－ＦＬＡＧ　Ｍ２　ａｆｆｉｎｉｔｙ　ｇｅｌを反応させて、ＦＬＡＧタグ融
合型Ｔｉｍ４タンパク質をＡＮＴＩ－ＦＬＡＧ　Ｍ２　ａｆｆｉｎｉｔｙ　ｇｅｌへ結合
させた。次いで、当該ＡＮＴＩ－ＦＬＡＧ　Ｍ２　ａｆｆｉｎｉｔｙ　ｇｅｌをＰＢＳ５
μＬで３回洗浄した。
　その後、２００μｇ／ｍＬ　ＦＬＡＧペプチド溶液（ＤＹＫＤＤＤＤＫペプチド（和光
純薬工業（株）製）をＰＢＳで希釈した溶液）　２５０μＬ（使用したＡＮＴＩ－ＦＬＡ
Ｇ　Ｍ２　ａｆｆｉｎｉｔｙ　ｇｅｌの半分量）を、当該ＡＮＴＩ－ＦＬＡＧ　Ｍ２　ａ
ｆｆｉｎｉｔｙ　ｇｅｌに加えて４℃で３０分間転倒混和し、遠心分離処理（４℃、８０
００×ｇ、１分間）の後、上清（溶出液）を回収した。回収した上清（溶出液）中のＦＬ
ＡＧペプチドを除去するために、当該上清（溶出液）にＰＢＳ２０ｍＬを加えて限外濾過
し、濃縮液を得た。得られた濃縮液に、ＰＢＳを添加して、液量を５００μＬに合わせ、
ＦＬＡＧタグ融合型マウス由来Ｔｉｍ４タンパク質（「ＦＬＡＧタグ融合型ｍＴｉｍ４タ
ンパク質」と略記する場合がある）を含有するＰＢＳ溶液（「ＦＬＡＧタグ融合型ｍＴｉ
ｍ４タンパク質含有ＰＢＳ溶液」と略記する場合がある）（実験例２）を得た。
【０２４８】
実験例３．Ｈｉｓタグ融合型Ｔｉｍ４タンパク質の調製
　以下の方法により、Ｈｉｓタグ融合型Ｔｉｍ４タンパク質を調製した。
【０２４９】
＜（１）ベクターの構築・培養＞
　Ｈｉｓタグ融合型マウス由来Ｔｉｍ４　ｃＤＮＡ（マウス由来Ｔｉｍ４タンパク質のＮ
末端１～２７３アミノ酸領域のＣ末端に６×Ｈｉｓタグを融合したアミノ酸配列をコード
するｃＤＮＡ、配列番号３４（末端に終止コドン（ｔｇａ）及び６×Ｈｉｓタグをコード
するｃＤＮＡを含む））を常法に従って、ｐＣＡＧ－Ｎｅｏベクター（和光純薬工業（株
）製）のＸｈｏＩ／ＢａｍＨＩサイトに組み込み、Ｈｉｓタグ融合型Ｔｉｍ４タンパク質
発現用ベクター（以下、「ｐＣＡＧ－Ｔｉｍ４－Ｈｉｓ」と略記する場合がある）を構築
した。
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　一方、２９３Ｔ細胞（理研ＢＲＣ）を、２２５ｃｍ２フラスコで１０％ＦＢＳ（Ｂｉｏ
ｓｅｒａ社製）含有ＤＭＥＭ（和光純薬工業（株）製）５０ｍＬを用いて１日間培養した
。その後、常法に従い、Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００（サーモフィッシャーサイ
エンティフィック社製）を用いて、ｐＣＡＧ－Ｔｉｍ４－Ｈｉｓ　６０μｇを、２９３Ｔ
細胞へ遺伝子導入した。遺伝子導入後、３７℃、５％ＣＯ２条件下、遺伝子導入した２９
３Ｔ細胞を１日間培養した。その後、培養液を全量取り除き、遺伝子導入した２９３Ｔ細
胞をＰＢＳ１０ｍＬで２回洗浄し、培養液をＯｐｔｉ－ＭＥＭ（サーモフィッシャーサイ
エンティフィック社製）５０ｍＬに交換し、３７℃、５％ＣＯ２条件下で３日間培養した
。
【０２５０】
＜（２）精製＞
　３日間培養後の遺伝子導入した２９３Ｔ細胞の培養液を、遠心分離処理し（３００×ｇ
、５分間）、培養上清を回収した。回収した培養上清を、さらに３回遠心分離処理（１回
目：３００×ｇ、３分間、２回目：１２００×ｇ、２０分間、３回目：１００００×ｇ、
２０分間）し、不純物を分離した上清を得た。得られた上清を、Ｖｉｖａｓｐｉｎ（分画
分子量３００００、ＧＥ社製）を用いて限外濾過をして１０倍に濃縮し、培養上清濃縮液
を得た。
　Ｎｉ　Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ　６　Ｆａｓｔ　Ｆｌｏｗ（ＧＥ社製）２．７ｍＬをＮｉ　
Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ　６　Ｆａｓｔ　Ｆｌｏｗに添付のプロトコールに従って調製し、カ
ラムに移した。流速約１ｍＬ／ｍｉｎでＯＤ２８０ｎｍを測定しながら、カラムに結合バ
ッファー（５０ｍＭ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ、５００ｍＭ　ＮａＣｌ、２０ｍＭ　ｉｍｉｄａ
ｚｏｌｅ）をＯＤ２８０ｎｍの吸光度が安定するまで添加した。得られた培養上清濃縮液
５ｍＬをカラムに添加した後、結合バッファーを吸光度が安定するまで十分に添加し洗浄
した。次いで、溶出バッファー（５０ｍＭ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ、５００ｍＭ　ＮａＣｌ、
３００ｍＭ　ｉｍｉｄａｚｏｌｅ）をカラムに添加し、１ｍＬずつ溶出画分を１０画分回
収した。
【０２５１】
＜（３）電気泳動・銀染色＞
　各溶出画分を１５μＬずつ分取し、４×試料用緩衝液（和光純薬工業（株）製）５μＬ
とそれぞれ混合し、９８℃で５分間加熱して電気泳動用の試料２０μＬをそれぞれ得た。
スーパーセップエース　５－２０％ゲル（和光純薬工業（株）製）に当該電気泳動用の試
料１５μＬをそれぞれ乗せて、２５ｍＡで６５分間電気泳動した。
　銀染色ＩＩキットワコー（和光純薬工業（株）製）でゲルを染色して、目的タンパク質
が含まれていた５つの画分を選んでプールした（一つに纏めた）後、溶出液中に含まれる
ｉｍｉｄａｚｏｌｅを除去する為に、ＰＢＳを２０ｍＬ加えてＶｉｖａｓｐｉｎ（分画分
子量３００００、ＧＥ社製）を用いて限外濾過し、濃縮液を得た。得られた濃縮液にＰＢ
Ｓを添加して、液量を５００μＬに合わせ、Ｈｉｓタグ融合型マウス由来Ｔｉｍ４タンパ
ク質（「Ｈｉｓタグ融合型ｍＴｉｍ４タンパク質」と略記する場合がある）を含有するＰ
ＢＳ溶液（「Ｈｉｓタグ融合型ｍＴｉｍ４タンパク質含有ＰＢＳ溶液」と略記する場合が
ある）を得た。
【０２５２】
実施例１－８．本発明のＴｉｍ４担体を用いた細胞外膜小胞の取得（本発明の取得方法）
　以下のように本発明のＴｉｍ４担体を調製し、これを用いて本発明に係る細胞外膜小胞
の取得を行った。
【０２５３】
＜（１）カルシウムイオン含有培養上清サンプルの調製＞　
　細胞外膜小胞を分泌するヒト慢性骨髄性白血病株Ｋ５６２細胞１×１０７細胞を８０ｍ
ＬのＸ－ＶＩＶＯ１５培地（Ｌｏｎｚａ社製）を用いて３７℃、５％ＣＯ２条件下で３日
間培養した後、遠心分離処理（３００×ｇ、５分間）して細胞を沈殿させ、上清を除去し
た。沈殿した細胞を、１０μＭモネンシンナトリウム（ＭＰ　Ｂｉｏｍｅｄｉｃａｌｓ社
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製）含有Ｘ－ＶＩＶＯ１５培地６０ｍＬで懸濁後、３７℃、５％ＣＯ２条件下で２４時間
培養した。
　その後、培養液を遠心分離処理（３００×ｇ、５分間）し、培養上清を回収した。回収
した培養上清６０ｍＬをさらに３回遠心分離処理（１回目：３００×ｇ、３分間、２回目
：１２００×ｇ、２０分間、３回目：１００００×ｇ、２０分間）して不純物を分離し、
上清を得た。得られた上清に対して、Ｖｉｖａｓｐｉｎ（分画分子量３００００、ＧＥ社
製）を用いて６ｍＬ以下になるまで限外濾過を行い、濃縮液を得た。得られた濃縮液に１
０μＭモネンシンナトリウム（ＭＰ　Ｂｉｏｍｅｄｉｃａｌｓ社製）含有Ｘ－ＶＩＶＯ１
５培地を添加して液量を６ｍＬに合わせ、１０倍に濃縮したＫ５６２細胞培養濃縮液サン
プル（以下、「培養上清サンプル」と略記する場合がある）を得た。
　また、得られた培養上清サンプルに終濃度が２ｍＭとなるようにＣａＣｌ２を添加し、
２ｍＭＣａＣｌ２含有Ｋ５６２細胞培養上清濃縮液サンプル（以下、「カルシウムイオン
含有培養上清サンプル」と略記する場合がある）を得た。
【０２５４】
＜（２）Ｆｃタグ融合型マウス由来Ｔｉｍ４タンパク質のビオチン標識＞
　実験例１と同様の方法により調製したＦｃタグ融合型ｍＴｉｍ４タンパク質含有ＰＢＳ
溶液１１４μＬ（Ｆｃタグ融合型ｍＴｉｍ４タンパク質１０μｇ含有）を、ビオチン標識
用キット－ＮＨ２（同仁化学研究所製）を用いて、当該キットに添付されているプロトコ
ールに従ってＦｃタグ融合型ｍＴｉｍ４タンパク質のＮＨ２基をビオチン標識し、ＮＨ２

基ビオチン標識Ｆｃタグ融合型マウス由来Ｔｉｍ４タンパク質（「ＮＨ２基ビオチン標識
Ｆｃタグ融合型ｍＴｉｍ４タンパク質」と略記する場合がある）３．８μｇを含有するＰ
ＢＳ溶液１００μＬ（「ＮＨ２基ビオチン標識Ｆｃタグ融合型ｍＴｉｍ４タンパク質含有
ＰＢＳ溶液」と略記する場合がある）を得た。
　また、実験例１と同様の方法により調製したＦｃタグ融合型ｍＴｉｍ４タンパク質含有
ＰＢＳ溶液１１４μＬ（Ｆｃタグ融合型マウス由来Ｔｉｍ４タンパク質１０μｇ含有）を
、ビオチン標識用キット－ＳＨ（同仁化学研究所製）を用いて、当該キットに添付されて
いるプロトコールに従ってＦｃタグ融合型マウス由来Ｔｉｍ４タンパク質のＳＨ基をビオ
チン標識し、ＳＨ基ビオチン標識Ｆｃタグ融合型マウス由来Ｔｉｍ４タンパク質（「ＳＨ
基ビオチン標識Ｆｃタグ融合型ｍＴｉｍ４タンパク質」と略記する場合がある）５．９μ
ｇを含有するＰＢＳ溶液１００μＬ（「ＳＨ基ビオチン標識Ｆｃタグ融合型ｍＴｉｍ４タ
ンパク質含有ＰＢＳ溶液」と略記する場合がある）を得た。
【０２５５】
＜（３）Ｆｃタグ融合型マウス由来Ｔｉｍ４タンパク質含有ＰＢＳ溶液の希釈＞
　実験例１と同様の方法により調製したＦｃタグ融合型ｍＴｉｍ４タンパク質含有ＰＢＳ
溶液１１．４μＬを、ＰＢＳ１８８．６μＬと混合し、ビオチン非標識Ｆｃタグ融合型ｍ
Ｔｉｍ４タンパク質を１μｇ含有するＰＢＳ溶液２００μＬを得た。
　前記で調製したＮＨ２基ビオチン標識Ｆｃタグ融合型ｍＴｉｍ４タンパク質含有ＰＢＳ
溶液２６．３μＬ（ＮＨ２基ビオチン標識Ｆｃタグ融合型ｍＴｉｍ４タンパク質を１μｇ
含有）とＰＢＳ１７３．７μＬとを混合し、ＮＨ２基ビオチン標識Ｆｃタグ融合型ｍＴｉ
ｍ４タンパク質を１μｇ含有するＰＢＳ溶液２００μＬを得た。
　また、前記で調製したＳＨ基ビオチン標識Ｆｃタグ融合型ｍＴｉｍ４タンパク質含有Ｐ
ＢＳ溶液１６．９μＬ（ＳＨ基ビオチン標識Ｆｃタグ融合型ｍＴｉｍ４タンパク質を１μ
ｇ含有）とＰＢＳ１８３．１μＬとを混合し、ＳＨ基ビオチン標識Ｆｃタグ融合型ｍＴｉ
ｍ４タンパク質を１μｇ含有するＰＢＳ溶液２００μＬを得た。
【０２５６】
＜（４）ビーズの洗浄＞
　３０μｇ／μＬ　Ｄｙｎａｂｅａｄｓ　Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｇ　含有ＰＢＳ－Ｔ溶液（サ
ーモフィッシャーサイエンティフィック社製）２０μＬ（Ｄｙｎａｂｅａｄｓ　Ｐｒｏｔ
ｅｉｎ　Ｇ　０．６ｍｇ含有）を、３本の１．５ｍＬチューブ（ビーエム機器社製）にそ
れぞれ分注した。次いで、ＰＢＳ５００μＬを１．５ｍＬチューブにそれぞれ加え、攪拌
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した後、１．５ｍＬチューブをそれぞれマグネットスタンドに設置し、磁力を用いて管壁
にＤｙｎａｂｅａｄｓ　Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｇを集合させ、１．５ｍＬチューブ内の溶液を
ピペットで捨てた（以下、「洗浄操作」と略記する場合がある）。
　また、１０μｇ／μＬＤｙｎａｂｅａｄｓ　Ｍ－２７０　Ｓｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎ　
Ｃ１（サーモフィッシャーサイエンティフィック社製）含有ＰＢＳ溶液６０μＬ（Ｄｙｎ
ａｂｅａｄｓ　Ｍ－２７０　Ｓｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎ　Ｃ１　０．６ｍｇ含有）を、１
．５ｍＬチューブ（ビーエム機器社製）に分注し、ＰＢＳ５００μＬを用いて前記と同様
に洗浄操作を行った。
【０２５７】
＜（５）Ｆｃタグ融合型マウス由来Ｔｉｍ４タンパク質のビーズへの固定＞
　３本のＤｙｎａｂｅａｄｓ　Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｇ（０．６ｍｇ）含有１．５ｍＬチュー
ブのうち、１本については、前記で調製したビオチン非標識Ｆｃタグ融合型ｍＴｉｍ４タ
ンパク質を１μｇ含有するＰＢＳ溶液２００μＬを全量添加して、８℃で１時間反応させ
、ビオチン非標識Ｆｃタグ融合型ｍＴｉｍ４タンパク質が結合した担体（ｍＴｉｍ４担体
）を含有するＰＢＳ溶液２００μＬを得た。
　残りの２本のＤｙｎａｂｅａｄｓ　Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｇ（０．６ｍｇ）含有１．５ｍＬ
チューブのうち、１本については、前記で調製したＮＨ２基ビオチン標識Ｆｃタグ融合型
ｍＴｉｍ４タンパク質を１μｇ含有するＰＢＳ溶液２００μＬを全量添加して、８℃で１
時間反応させ、ＮＨ２基ビオチン標識Ｆｃタグ融合型ｍＴｉｍ４タンパク質が結合した担
体（ｍＴｉｍ４担体）を含有するＰＢＳ溶液２００μＬを得た。
　また、１本については、前記で調製したＳＨ基ビオチン標識Ｆｃタグ融合型ｍＴｉｍ４
タンパク質１μｇを含有するＰＢＳ溶液２００μＬを全量添加して、８℃で１時間反応さ
せ、ＳＨ基ビオチン標識Ｆｃタグ融合型ｍＴｉｍ４タンパク質が結合した担体（ｍＴｉｍ
４担体）を含有するＰＢＳ溶液２００μＬを得た。
　１本のＤｙｎａｂｅａｄｓ　Ｍ－２７０　Ｓｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎ　Ｃ１含有１．５
ｍＬチューブついては、前記と同様の方法により調製したＳＨ基ビオチン標識Ｆｃタグ融
合型ｍＴｉｍ４タンパク質１μｇを含有するＰＢＳ溶液２００μＬを添加して、８℃で１
時間反応させ、ＳＨ基ビオチン標識Ｆｃタグ融合型ｍＴｉｍ４タンパク質が結合した担体
（ｍＴｉｍ４担体）を含有するＰＢＳ溶液２００μＬを得た。
　以上により、下記表１に示す４種類のｍＴｉｍ４担体をそれぞれ０．６ｍｇ含有するＰ
ＢＳ溶液２００μＬを得た。
【０２５８】
【表１】

【０２５９】
＜（６）本発明の取得方法による細胞外膜小胞の取得＞
　前記で得られた表１に記載の４種類のｍＴｉｍ４担体０．６ｍｇをＰＢＳ５００μＬで
それぞれ３回洗浄操作した後、ペレット状態のそれぞれのｍＴｉｍ４担体に、前記（１）
で調製したカルシウムイオン含有培養上清サンプル２００μＬを加え、８℃で３時間反応
させた。
　反応後のｍＴｉｍ４担体を、２ｍＭ　ＣａＣｌ２含有ＴＢＳ－Ｔ（Ｔｒｉｓ　ｂｕｆｆ
ｅｒ，　０．０５％　ｔｗｅｅｎ２０，　２ｍＭ　ＣａＣｌ２）５００μＬでそれぞれ３
回洗浄操作した。３回目の洗浄操作の時に、４種類のｍＴｉｍ４担体をそれぞれ２５０μ
Ｌずつ１．５ｍＬチューブ２本に分注した。
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　ペレット状態の４種類のｍＴｉｍ４担体各０．３ｍｇに溶出液として１％　ＳＤＳ水溶
液又は１ｍＭ　ＥＤＴＡ水溶液を２０μＬ添加した後、ボルテックスミキサーにより室温
で１０秒間混合し、スピンダウンした。１．５ｍＬチューブをそれぞれマグネットスタン
ドに設置し、磁力を用いて管壁にｍＴｉｍ４担体を集合させ、上清（溶出液）を回収した
。
　尚、各実施例で用いたｍＴｉｍ４タンパク質及び担体の種類、ｍＴｉｍ４担体から細胞
外膜小胞を取得するために用いた溶出液の種類、並びに後述するウエスタンブロッティン
グにおけるレーン番号を下記表２に示す。
【０２６０】
【表２】

【０２６１】
＜（７）ウエスタンブロッティング＞
　実施例１－８で得られた各上清（溶出液）７．５μＬに４×試料用緩衝液（和光純薬工
業（株）製）２．５μＬを加えて９８℃で５分間加熱し、ウエスタンブロッティング用の
各試料を得た。スーパーセップエース　５－２０％ゲル（和光純薬工業（株）製）に当該
ウエスタンブロッティング用の各試料１０μＬを乗せて、２５ｍＡで６５分間電気泳動し
た。得られた泳動ゲルを、セミドライブロッターと不連続バッファー（Ａｎｏｄｅ　Ｂｕ
ｆｆｅｒ　１：０．３Ｍ　Ｔｒｉｓ／２０％　Ｍｅｔｈａｎｏｌ、Ａｎｏｄｅ　Ｂｕｆｆ
ｅｒ　２：０．０２５Ｍ　Ｔｒｉｓ／２０％　Ｍｅｔｈａｎｏｌ、Ｃａｔｈｏｄｅ　Ｂｕ
ｆｆｅｒ：０．０２５Ｍ　Ｔｒｉｓ／０．０４Ｍ　アミノカプロン酸／２０％　Ｍｅｔｈ
ａｎｏｌ）を用いて、ＰＶＤＦ膜（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ社製）に１ｍＡ／ｃｍ２で６０分
間転写した。
　ＰＶＤＦ膜にＰＢＳ－Ｔ（ＰＢＳ　ｂｕｆｆｅｒ，　０．１％　ｔｗｅｅｎ２０）で希
釈した３％スキムミルクを加えて１時間室温で反応させてブロッキングし、ＰＢＳ－Ｔで
２５０倍希釈した抗ヒトＬａｍｐ－１マウスモノクローナル抗体（ＢＤ　Ｂｉｏｓｃｉｅ
ｎｃｅｓ社製、以下「抗ヒトＬａｍｐ－１抗体」と略記する場合がある）２ｍＬを８℃で
一晩反応させた。
　その後、反応後のＰＶＤＦ膜をＰＢＳ－Ｔで３回洗浄し、ＰＢＳ－Ｔで１００００倍希
釈した２次抗体｛抗マウスＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ）、ウサギ、ＩｇＧ分画、ペルオキシダーゼ結
合抗体｝（和光純薬工業（株）製）を室温で１時間反応させた。ＰＢＳ－Ｔで５回洗浄後
、イムノスターゼータ（和光純薬工業（株）製）を添加し、ＬＡＳ－４０００（ＧＥ社製
）を用いて発光シグナルを検出した。尚、抗ヒトＬａｍｐ－１抗体は、エクソソームのマ
ーカータンパク質の１つであるＬａｍｐ－１に対する抗体である。
【０２６２】
＜結果＞
　得られたウエスタンブロッティングの結果を図１に示す。図１において、各レーンは以
下の通りである。
レーン１：実施例１の結果（ビオチン非標識Ｆｃタグ融合型ｍＴｉｍ４タンパク質をＰｒ
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ｏｔｅｉｎ　Ｇビーズに結合させたｍＴｉｍ４担体を用い、１％ＳＤＳ水溶液を溶出液と
して用いた場合の結果）
レーン２：実施例２の結果（ビオチン非標識Ｆｃタグ融合型ｍＴｉｍ４タンパク質をＰｒ
ｏｔｅｉｎ　Ｇビーズに結合させたｍＴｉｍ４担体を用い、１ｍＭ　ＥＤＴＡ溶液を溶出
液として用いた場合の結果）
レーン３：実施例３の結果（ＮＨ２基ビオチン標識Ｆｃタグ融合型ｍＴｉｍ４タンパク質
をＰｒｏｔｅｉｎ　Ｇビーズに結合させたｍＴｉｍ４担体を用い、１％ＳＤＳ水溶液を溶
出液として用いた場合の結果）
レーン４：実施例４の結果（ＮＨ２基ビオチン標識Ｆｃタグ融合型ｍＴｉｍ４タンパク質
をＰｒｏｔｅｉｎ　Ｇビーズに結合させたｍＴｉｍ４担体を用い、１ｍＭ　ＥＤＴＡ溶液
を溶出液として用いた場合の結果）
レーン５：実施例５の結果（ＳＨ基ビオチン標識Ｆｃタグ融合型ｍＴｉｍ４タンパク質を
Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｇビーズに結合させたｍＴｉｍ４担体を用い、１％ＳＤＳ水溶液を溶出
液として用いた場合の結果）
レーン６：実施例６の結果（ＳＨ基ビオチン標識Ｆｃタグ融合型ｍＴｉｍ４タンパク質を
Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｇビーズに結合させたｍＴｉｍ４担体を用い、１ｍＭ　ＥＤＴＡ溶液を
溶出液として用いた場合の結果）
レーン７：実施例７の結果（ＳＨ基ビオチン標識Ｆｃタグ融合型ｍＴｉｍ４タンパク質を
ストレプトアビジンビーズに結合させたｍＴｉｍ４担体を用い、１％ＳＤＳ水溶液を溶出
液として用いた場合の結果）
レーン８：実施例８の結果（ＳＨ基ビオチン標識Ｆｃタグ融合型マウス由来Ｔｉｍ４タン
パク質をストレプトアビジンビーズに結合させたｍＴｉｍ４担体を用い、１ｍＭ　ＥＤＴ
Ａ溶液を溶出液として用いた場合の結果）。
【０２６３】
　図１より、実施例１－８の何れの場合においても、１００ｋＤａ付近にエクソソームマ
ーカーであるＬａｍｐ－１のバンドが得られたことから、本発明の取得方法によれば、エ
クソソームを含む細胞外膜小胞を取得可能であることが判った（実施例１－８：レーン１
－８）。
　特に、実施例２、４、６、８の比較から、溶出液としてカルシウムイオンキレート剤を
用いた場合には、Ｔｉｍ４タンパク質と担体が、Ｔｉｍ４タンパク質のＳＨ基を介して結
合しているものが（実施例８：レーン８）、ＮＨ２基を介して結合しているもの（実施例
４：レーン４）やアフィニティータグを介して結合しているもの（実施例２：レーン２、
実施例６：レーン６）に比べ、多くの細胞外膜小胞を取得可能なことが判った（実施例２
：レーン２、実施例４：レーン４、実施例６：レーン６、実施例８：レーン８）。
【０２６４】
実施例９－１６．本発明のＴｉｍ４担体を用いた細胞外膜小胞の取得（本発明の取得方法
）
　以下のように本発明のＴｉｍ４担体を調製し、これを用いて本発明に係る細胞外膜小胞
の取得を行った。
【０２６５】
＜（１）培養上清サンプルの調製＞
実施例１－８の「（１）培養上清サンプルの調製」と同様の方法により行った。
【０２６６】
＜（２）Ｆｃタグ融合型マウス由来Ｔｉｍ４タンパク質のビオチン標識＞
　実験例１「（２）Ｆｃタグ融合型マウス由来Ｔｉｍ４タンパク質のビオチン標識」と同
様の方法により調製したＦｃタグ融合型ｍＴｉｍ４タンパク質含有ＰＢＳ溶液１１４μＬ
（Ｆｃタグ融合型ｍＴｉｍ４タンパク質１０μｇ含有）について、実施例１と同様の方法
により、Ｆｃタグ融合型ｍＴｉｍ４タンパク質のＳＨ基をビオチン標識し、ＳＨ基ビオチ
ン標識Ｆｃタグ融合型ｍＴｉｍ４タンパク質３．９μｇを含有するＰＢＳ溶液１００μＬ
（以下、「ＳＨ基ビオチン標識Ｆｃタグ融合型ｍＴｉｍ４タンパク質含有ＰＢＳ溶液」と
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略記する場合がある）を得た。
【０２６７】
＜（３）ＦＬＡＧタグ融合マウス由来Ｔｉｍ４タンパク質のビオチン標識＞
　実験例２と同様の方法により調製したＦＬＡＧタグ融合型ｍＴｉｍ４タンパク質含有Ｐ
ＢＳ溶液９９μＬ（ＦＬＡＧタグ融合型ｍＴｉｍ４タンパク質１０μｇ含有）を、ビオチ
ン標識用キット－ＳＨ（（株）同仁化学研究所製）を用いて、当該キットに添付されてい
るプロトコールに従ってＦＬＡＧタグ融合型ｍＴｉｍ４タンパク質のＳＨ基をビオチン標
識し、ＳＨ基ビオチン標識ＦＬＡＧタグ融合型ｍＴｉｍ４タンパク質４．６μｇを含有す
るＰＢＳ溶液（以下、「ＳＨ基ビオチン標識ＦＬＡＧタグ融合型ｍＴｉｍ４タンパク質含
有するＰＢＳ溶液」と略記する場合がある）１００μＬを得た。
【０２６８】
＜（４）Ｈｉｓタグ融合マウス由来Ｔｉｍ４タンパク質のビオチン標識＞
　実験例３と同様の方法により調製したＨｉｓタグ融合ｍＴｉｍ４タンパク質含有ＰＢＳ
溶液５４μＬ（Ｈｉｓタグ融合型ｍＴｉｍ４タンパク質１０μｇ含有）を、ビオチン標識
用キット－ＳＨ（（株）同仁化学研究所製）を用いて、当該キットに添付されているプロ
トコールに従ってＨｉｓタグ融合型ｍＴｉｍ４タンパク質のＳＨ基をビオチン標識し、Ｓ
Ｈ基ビオチン標識Ｈｉｓタグ融合型ｍＴｉｍ４タンパク質７．２μｇを含有するＰＢＳ溶
液（以下、「ＳＨ基ビオチン標識Ｈｉｓタグ融合型ｍＴｉｍ４タンパク質含有するＰＢＳ
溶液」と略記する場合がある）１００μＬを得た。
【０２６９】
＜（５）タグ融合型マウス由来Ｔｉｍ４タンパク質の希釈＞
　実験例１と同様の方法により調製したＦｃタグ融合型ｍＴｉｍ４タンパク質含有ＰＢＳ
溶液１１．４μＬ（Ｆｃタグ融合型マウス由来Ｔｉｍ４タンパク質１μｇ含有）を、ＰＢ
Ｓ１８８．６μＬと混合し、ビオチン非標識Ｆｃタグ融合型マウス由来Ｔｉｍ４タンパク
質を１μｇ含有するＰＢＳ溶液２００μＬを得た。
　前記（２）で調製したＳＨ基ビオチン標識Ｆｃタグ融合型ｍＴｉｍ４タンパク質含有Ｐ
ＢＳ溶液１６．９μＬ（ＳＨ基ビオチン標識Ｆｃタグ融合型ｍＴｉｍ４タンパク質１μｇ
を含有する）とＰＢＳ１８３．１μＬとを混合し、ＳＨ基ビオチン標識Ｆｃタグ融合型ｍ
Ｔｉｍ４タンパク質１μｇ含有するＰＢＳ溶液２００μＬを得た。
　また、前記（３）で調製したＳＨ基ビオチン標識ＦＬＡＧタグ融合型ｍＴｉｍ４タンパ
ク質含有ＰＢＳ溶液２１．６μＬ（ＳＨ基ビオチン標識ＦＬＡＧタグ融合型ｍＴｉｍ４タ
ンパク質１μｇ含有）とＰＢＳ１７８．４μＬとを混合し、ＳＨ基ビオチン標識ＦＬＡＧ
タグ融合型ｍＴｉｍ４タンパク質を１μｇ含有するＰＢＳ溶液２００μＬを得た。
　前記（４）で調製したＳＨ基ビオチン標識Ｈｉｓタグ融合型ｍＴｉｍ４タンパク質含有
ＰＢＳ溶液１３．９μＬ（ＳＨ基ビオチン標識Ｈｉｓタグ融合型ｍＴｉｍ４タンパク質１
μｇ含有）とＰＢＳ１８６．１μＬとを混合し、ＳＨ基ビオチン標識Ｈｉｓタグ融合型ｍ
Ｔｉｍ４タンパク質を１μｇ含有するＰＢＳ溶液２００μＬを得た。
【０２７０】
＜（６）ビーズの洗浄＞
　３０μｇ／μＬ　Ｄｙｎａｂｅａｄｓ　Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｇ　含有ＰＢＳ－Ｔ溶液（サ
ーモフィッシャーサイエンティフィック社製）２０μＬ（Ｄｙｎａｂｅａｄｓ　Ｐｒｏｔ
ｅｉｎ　Ｇ　０．６ｍｇ含有）を、１．５ｍＬチューブ（ビーエム機器社製）１本に分注
し、ＰＢＳ５００μＬを用いて、実施例１－８の「（４）ビーズの洗浄」と同様の方法に
より洗浄操作を行った。
　また、１０μｇ／μＬ　Ｄｙｎａｂｅａｄｓ　Ｍ－２７０　Ｓｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎ
　（サーモフィッシャーサイエンティフィック社製）含有ＰＢＳ溶液６０μＬ（Ｄｙｎａ
ｂｅａｄｓ　Ｍ－２７０　Ｓｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎ　０．６ｍｇ含有）を、３本の１．
５ｍＬチューブ（ビーエム機器社製）にそれぞれ分注し、ＰＢＳ５００μＬを用いて実施
例１－８の「（４）ビーズの洗浄」と同様の方法によりそれぞれ洗浄操作を行った。
【０２７１】
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＜（７）タグ融合マウス由来Ｔｉｍ４タンパク質のビーズへの固定＞
　次いで、洗浄操作後のペレット状態のＤｙｎａｂｅａｄｓ　Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｇ　０．
６ｍｇを含有する１．５ｍＬチューブに、ビオチン非標識Ｆｃタグ融合型ｍＴｉｍ４タン
パク質を１μｇ含有するＰＢＳ溶液２００μＬを全量添加して、８℃で１時間反応させ、
ビオチン非標識Ｆｃタグ融合型ｍＴｉｍ４タンパク質が結合した担体（ｍＴｉｍ４担体）
を含有するＰＢＳ溶液２００μＬを得た。
　さらに、洗浄操作後のペレット状態のＤｙｎａｂｅａｄｓ　Ｍ－２７０　Ｓｔｒｅｐｔ
ａｖｉｄｉｎ　０．６ｍｇを含有する１．５ｍＬチューブ３本のうち、１本については、
前記で調製したＳＨ基ビオチン標識Ｆｃタグ融合型ｍＴｉｍ４タンパク質を１μｇ含有す
るＰＢＳ溶液２００μＬを全量添加して、８℃で１時間反応させ、ＳＨ基ビオチン標識Ｆ
ｃタグ融合型ｍＴｉｍ４タンパク質が結合した担体（ｍＴｉｍ４担体）を含有するＰＢＳ
溶液２００μＬを得た。
　残りの２本の洗浄操作後のペレット状態のＤｙｎａｂｅａｄｓ　Ｍ－２７０　Ｓｔｒｅ
ｐｔａｖｉｄｉｎ　０．６ｍｇを含有する１．５ｍＬチューブのうち、１本については、
前記で調製したＳＨ基ビオチン標識ＦＬＡＧタグ融合型ｍＴｉｍ４タンパク質を１μｇ含
有するＰＢＳ溶液２００μＬを全量添加して、８℃で１時間反応させ、ＳＨ基ビオチン標
識ＦＬＡＧタグ融合型ｍＴｉｍ４タンパク質が結合した担体（ｍＴｉｍ４担体）を含有す
るＰＢＳ溶液２００μＬを得た。
　また、１本については、前記で調製したＳＨ基ビオチン標識Ｈｉｓタグ融合型ｍＴｉｍ
４タンパク質１μｇを含有するＰＢＳ溶液２００μＬを全量添加して、８℃で１時間反応
させ、ＳＨ基ビオチン標識Ｈｉｓタグ融合型ｍＴｉｍ４タンパク質が結合した担体（ｍＴ
ｉｍ４担体）を含有するＰＢＳ溶液２００μＬを得た。
　以上により、下記表３に示す４種類のｍＴｉｍ４担体をそれぞれ０．６ｍｇ含有するＰ
ＢＳ溶液２００μＬを得た。
【０２７２】
【表３】

【０２７３】
＜（８）本発明の取得方法による細胞外膜小胞の取得＞
　「表１に記載の４種類のｍＴｉｍ４担体０．６ｍｇ」の代わりに「表３に記載の４種類
のｍＴｉｍ４担体０．６ｍｇ」を用いた以外は、実施例１－８の「（６）本発明の取得方
法による細胞外膜小胞の取得」と同様の方法により行い各上清（溶出液）を得た。尚、各
実施例で用いたｍＴｉｍ４タンパク質及び担体の種類、ｍＴｉｍ４担体から細胞外膜小胞
を取得するために用いた溶出液の種類、並びに後述のウエスタンブロッティングにおける
レーン番号を下記表４に示す。
【０２７４】
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【表４】

【０２７５】
＜（７）ウエスタンブロッティング＞
　「実施例１－８で得られた各上清（溶出液）７．５μＬ」の代わりに「実施例９－１６
（前記（８））で得られた各上清（溶出液）７．５μＬ」を用いた以外は、実施例１－８
の「（７）ウエスタンブロッティング」と同様の方法により行った。
【０２７６】
＜結果＞
　得られたウエスタンブロッティングの結果を図２に示す。図２において、各レーンは以
下の通りである。
レーン１：実施例９の結果（ビオチン非標識Ｆｃタグ融合型ｍＴｉｍ４タンパク質をＰｒ
ｏｔｅｉｎ　Ｇビーズに結合させたｍＴｉｍ４担体を用い、１％ＳＤＳ水溶液を溶出液と
して用いた場合の結果）
レーン２：実施例１０の結果（ビオチン非標識Ｆｃタグ融合型ｍＴｉｍ４タンパク質をＰ
ｒｏｔｅｉｎ　Ｇビーズに結合させたｍＴｉｍ４担体を用い、１ｍＭ　ＥＤＴＡ溶液を溶
出液として用いた場合の結果）
レーン３：実施例１１の結果（ＳＨ基ビオチン標識Ｆｃタグ融合型ｍＴｉｍ４タンパク質
をストレプトアビジンビーズに結合させたｍＴｉｍ４担体を用い、１％ＳＤＳ水溶液を溶
出液として用いた場合の結果）
レーン４：実施例１２の結果（ＳＨ基ビオチン標識Ｆｃタグ融合型ｍＴｉｍ４タンパク質
をストレプトアビジンビーズに結合させたｍＴｉｍ４担体を用い、１ｍＭ　ＥＤＴＡ溶液
を溶出液として用いた場合の結果）
レーン５：実施例１３の結果（ＳＨ基ビオチン標識ＦＬＡＧタグ融合型ｍＴｉｍ４タンパ
ク質をストレプトアビジンビーズに結合させたｍＴｉｍ４担体を用い、１％ＳＤＳ水溶液
を溶出液として用いた場合の結果）
レーン６：実施例１４の結果（ＳＨ基ビオチン標識ＦＬＡＧタグ融合型ｍＴｉｍ４タンパ
ク質をストレプトアビジンビーズに結合させたｍＴｉｍ４担体を用い、１ｍＭ　ＥＤＴＡ
溶液を溶出液として用いた場合の結果）
レーン７：実施例１５の結果（ＳＨ基ビオチン標識Ｈｉｓタグ融合型ｍＴｉｍ４タンパク
質をストレプトアビジンビーズに結合させたｍＴｉｍ４担体を用い、１％ＳＤＳ水溶液を
溶出液として用いた場合の結果）
レーン８：実施例１６の結果（ＳＨ基ビオチン標識Ｈｉｓタグ融合型ｍＴｉｍ４タンパク
質をストレプトアビジンビーズに結合させたｍＴｉｍ４担体を用い、１ｍＭ　ＥＤＴＡ溶
液を溶出液として用いた場合の結果）を、それぞれ示す。
　図２より、実施例９－１６の何れの場合においても、１００ｋＤａ付近にエクソソーム
のマーカータンパク質であるＬａｍｐ－１のバンドが得られたことから、本発明の取得方
法によれば、エクソソームを含む細胞外膜小胞を取得可能であることが判った（実施例９
－１６：レーン１－８）。
　また、本発明のＴｉｍ４担体を用いれば、タグの種類や長さ、有無に関わらず細胞外膜
小胞を取得可能であることが判った（実施例９－１６：レーン１－８）。



(59) JP WO2016/088689 A1 2016.6.9

10

20

30

40

50

　実施例１０、１２、１４、１６の比較から、溶出液としてカルシウムイオンキレート剤
であるＥＤＴＡを用いる場合には、Ｔｉｍ４タンパク質と担体が、Ｔｉｍ４タンパク質の
ＳＨ基を介して結合しているものが（実施例１２：レーン４、実施例１４：レーン６、実
施例１６：レーン８）、アフィニティータグを介して結合しているもの（実施例１０：レ
ーン２）に比べ、多くの細胞外膜小胞を取得可能なことが判った。
【０２７７】
実施例１７－１８．本発明のＴｉｍ４担体を用いた細胞外膜小胞の取得（本発明の取得方
法）
　以下のように本発明のＴｉｍ４担体を調製し、これを用いて本発明に係る細胞外膜小胞
の取得を行った。
【０２７８】
＜（１）培養上清サンプルの調製＞
　実施例１－８の「（１）培養上清サンプルの調製」と同様の方法により行った。
【０２７９】
＜（２）ビオチン非標識ＦＬＡＧタグ融合型マウス由来Ｔｉｍ４タンパク質の希釈＞
　実験例２と同様の方法により調製したビオチン非標識ＦＬＡＧタグ融合型ｍＴｉｍ４タ
ンパク質５μｇを含有するＰＢＳ溶液４７μＬ（ビオチン非標識ＦＬＡＧタグ融合型マウ
ス由来Ｔｉｍ４タンパク質含有ＰＢＳ溶液）を、ＰＢＳ１５３μＬと混合し、ビオチン非
標識ＦＬＡＧタグ融合型ｍＴｉｍ４タンパク質を５μｇ含有するＰＢＳ溶液２００μＬを
得た。
【０２８０】
＜（３）ビーズの洗浄＞
　１０μｇ／μＬ抗ＤＹＫＤＤＤＤＫタグ抗体磁気ビーズ含有５０％グリセロールＴＢＳ
溶液（和光純薬工業（株）製）５０μＬ（抗ＤＹＫＤＤＤＤＫタグ抗体磁気ビーズ　０．
５ｍｇ含有）を、１．５ｍＬチューブ（ビーエム機器社製）に分注し、ＰＢＳ５００μＬ
を用いて洗浄操作を行った。
【０２８１】
＜（４）ＦＬＡＧタグ融合型マウス由来Ｔｉｍ４タンパク質の担体への固定＞
　次いで、洗浄操作後のペレット状態の抗ＤＹＫＤＤＤＤＫタグ抗体磁気ビーズに、ＦＬ
ＡＧタグ融合型ｍＴｉｍ４タンパク質を５μｇ含有するＰＢＳ溶液２００μＬの全量を添
加して、８℃で１時間反応させ、ｍＴｉｍ４担体を含有するＰＢＳ溶液２００μＬを得た
。
　以上により、下記表５に示すｍＴｉｍ４担体を０．５ｍｇ含有するＰＢＳ溶液２００μ
Ｌを得た。
【０２８２】
【表５】

【０２８３】
＜（５）本発明の取得方法による細胞外膜小胞の取得＞
　「表１に記載の４種類のｍＴｉｍ４担体０．６ｍｇ」の代わりに「表５に記載のｍＴｉ
ｍ４担体０．５ｍｇ」を用いた以外は、実施例１－８の「（６）本発明の取得方法による
細胞外膜小胞の取得」と同様の方法を行い、各上清（溶出液）を得た。
　尚、各実施例で用いたｍＴｉｍ４タンパク質及び担体の種類、ｍＴｉｍ４担体から細胞
外膜小胞を取得するために用いた溶出液の種類、並びに後述のウエスタンブロッティング
におけるレーン番号を下記表６に示す。
【０２８４】
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【表６】

【０２８５】
＜（６）ウエスタンブロッティング＞
　「実施例１－８で得られた各上清（溶出液）７．５μＬ」の代わりに「実施例１７－１
８（前記（５））で得られた各上清（溶出液）７．５μＬ」を用いた以外は、実施例１－
８の「（７）ウエスタンブロッティング」と同様の方法で行った。
【０２８６】
＜結果＞
　得られたウエスタンブロッティングの結果を図３に示す。図３において、各レーンは以
下の通りである。
レーン１：実施例１７の結果（ビオチン非標識ＦＬＡＧタグ融合型ｍＴｉｍ４タンパク質
を抗ＤＹＫＤＤＤＤＫタグ抗体ビーズに結合させたｍＴｉｍ４担体を用い、１％ＳＤＳ水
溶液を溶出液として用いた場合の結果）
レーン２：実施例１８の結果（ビオチン非標識ＦＬＡＧタグ融合型ｍＴｉｍ４タンパク質
を抗ＤＹＫＤＤＤＤＫタグ抗体ビーズに結合させたｍＴｉｍ４担体を用い、１ｍＭ　ＥＤ
ＴＡ溶液を溶出液として用いた場合の結果）
　図３より、実施例１７－１８の何れの場合においても、１００ｋＤａ付近にエクソソー
ムマーカーであるＬａｍｐ－１のバンドが認められたことから、本発明の取得方法によれ
ば、抗タグ抗体を介してＴｉｍ４タンパク質を固定化した担体を用いてもエクソソームを
含む細胞外膜小胞を取得可能であることが判った（実施例１７－１８：レーン１－２）。
【０２８７】
実施例１９－２０・比較例１－３　本発明の取得方法と従来法により得られる細胞外膜小
胞の純度の比較
　以下のように、ＳＤＳ溶出による本発明の取得方法（実施例１９）、ＥＤＴＡ溶出によ
る本発明の取得方法（実施例２０）、超遠心分離法（比較例１）、Ｅｘｏ　Ｑｕｉｃｋ（
比較例２）、及びＴｏｔａｌ　Ｅｘｏｓｏｍｅ　Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ（比較例３）により
それぞれ得られる細胞外膜小胞の純度の比較を行った。
【０２８８】
　＜本発明の取得方法による細胞外膜小胞の取得（実施例１９－２０）＞
　「カルシウムイオン含有培養上清サンプル　２００μＬ」の代わりに、「カルシウムイ
オン含有培養上清サンプル　５００μＬ」を使用し、また、溶出液として「１％　ＳＤＳ
水溶液　２０μＬ」の代わりに「１％　ＳＤＳ水溶液　５０μＬ」、「１ｍＭ　ＥＤＴＡ
水溶液　２０μＬ」の代わりに「１ｍＭ　ＥＤＴＡ水溶液　５０μＬ」を使用した以外は
、実施例１３－１４と同様の方法により、ＳＨ基ビオチン標識ＦＬＡＧタグ融合型ｍＴｉ
ｍ４タンパク質をＤｙｎａｂｅａｄｓ　Ｍ－２７０　Ｓｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎ　Ｃ１（
サーモフィッシャーサイエンティフィック社製）に結合させたｍＴｉｍ４タンパク質とカ
ルシウムイオン含有培養上清サンプル中の細胞外膜小胞とを反応させ、溶出液として１％
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　ＳＤＳ水溶液及び１ｍＭ　ＥＤＴＡ水溶液で細胞外膜小胞をそれぞれ溶出させ、上清（
溶出液）をそれぞれ得た。
　得られた上清（溶出液）を、それぞれサンプル１（１％　ＳＤＳ水溶液で溶出させた場
合）、サンプル２（１ｍＭ　ＥＤＴＡ水溶液で溶出させた場合）とした。
　尚、実施例１９－２０で用いたｍＴｉｍ４タンパク質及び担体の種類、並びにｍＴｉｍ
４担体から細胞外膜小胞を取得するために用いた溶出液の種類を下記表７に示す。
【０２８９】
【表７】

【０２９０】
＜超遠心分離法による細胞外膜小胞の取得（比較例１）＞
　実施例１と同様の方法により調製した培養上清サンプル１ｍＬを遠心分離処理（２００
００×ｇ、３０分間）して不純物を分離し、上清を得た。次いで、得られた上清１ｍＬを
超遠心分離処理（１１００００×ｇ、７０分間）し、沈殿画分を得た。その後、得られた
沈殿画分を１ｍＬ　ＰＢＳで懸濁した。沈殿画分の懸濁液を、再度超遠心分離処理（１１
００００×ｇ、７０分間）を行った後、得られた沈殿画分をＰＢＳ　５０μＬに懸濁した
。得られた懸濁液をサンプル３とした（比較例１）。
【０２９１】
＜市販の試薬を用いた遠心分離法による細胞外膜小胞の取得（ＥｘｏＱｕｉｃｋによる細
胞外膜小胞の取得）（比較例２）＞
　実施例１と同様の方法により調製した培養上清サンプル１ｍＬを遠心分離処理（２００
００×ｇ、３０分間）して不純物を分離し、上清を得た。次いで、得られた上清１ｍＬを
ＥｘｏＱｕｉｃｋ－ＴＣ　Ｒｅａｇｅｎｔ（Ｓｙｓｔｅｍ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ社）
０．２ｍＬと混合し、８℃で当該混合液を終夜静置した。その後、終夜静置した当該混合
液を遠心分離処理（１５００×ｇ、３０分間）することで得られた沈殿画分をＰＢＳ　１
００μＬに懸濁した。得られた懸濁液をサンプル４とした（比較例２）。
【０２９２】
＜市販の試薬を用いた遠心分離法による細胞外膜小胞の取得（Ｔｏｔａｌ　Ｅｘｏｓｏｍ
ｅ　Ｉｓｏｌａｔｉｏｎによる細胞外膜小胞の取得）（比較例３）＞
　実施例１と同様の方法により調製したＫ５６２細胞培養上清濃縮液サンプル１ｍＬを遠
心分離処理（２００００×ｇ、３０分間）して不純物を分離し、上清を得た。次いで、得
られた上清１ｍＬをＴｏｔａｌ　Ｅｘｏｓｏｍｅ　Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ　Ｒｅａｇｅｎｔ
（サーモフィッシャーサイエンティフィック社製）　０．５ｍＬと混合し、８℃で１日間
静置した。当該混合液を遠心分離処理（１００００×ｇ、１時間）することで得られた沈
殿画分をＰＢＳ　１００μＬに懸濁した。得られた懸濁液をサンプル５とした（比較例３
）。
　尚、各実施例及び比較例で用いた方法、得られたサンプル並びに後述のウエスタンブロ
ッティング及び銀染色におけるレーン番号について下記表８に示す。
【０２９３】
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【表８】

【０２９４】
＜ウエスタンブロッティング＞
　各方法により得られたサンプル１－５中のタンパク質量をＢＣＡ法で測定し、測定結果
を基に、タンパク質量をそれぞれ電気泳動の基準量として、ウエスタンブロッティングを
行った。即ち、サンプル１－５中の各タンパク質０．２５μｇを含むＰＢＳ溶液３７．５
μＬと４×試料用緩衝液（和光純薬工業（株）製）１２．５μＬとをそれぞれ混合後、９
８℃で５分間加熱し、ウエスタンブロッティング用の各試料５０μＬをそれぞれ得た。
　次いで、スーパーセップエース　５－２０％ゲル（和光純薬工業（株）製）に、得られ
たウエスタンブロッティング用の各試料各２０μＬずつを２枚のゲルに乗せて、２５ｍＡ
で６０分間電気泳動した。得られた２枚のゲルのうち１枚を、セミドライブロッターと不
連続バッファー（Ａｎｏｄｅ　Ｂｕｆｆｅｒ　１：０．３Ｍ　Ｔｒｉｓ／２０％　Ｍｅｔ
ｈａｎｏｌ、Ａｎｏｄｅ　Ｂｕｆｆｅｒ　２：０．０２５Ｍ　Ｔｒｉｓ／２０％　Ｍｅｔ
ｈａｎｏｌ、Ｃａｔｈｏｄｅ　Ｂｕｆｆｅｒ：０．０２５Ｍ　Ｔｒｉｓ／０．０４Ｍ　ア
ミノカプロン酸／２０％　Ｍｅｔｈａｎｏｌ）を用いて、ＰＶＤＦ膜（Ｍｉｌｌｉｐｏｒ
ｅ社製）に１ｍＡ／ｃｍ２で６０分間転写した。ＰＶＤＦ膜にＰＢＳ－Ｔで希釈した３％
スキムミルクを加えて１時間室温で反応させてブロッキングし、ＰＢＳ－Ｔで２５０倍希
釈した抗ヒトＬａｍｐ－１マウスモノクローナル抗体（ＢＤ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ社
製）２ｍＬを室温で１時間反応させた。ＰＢＳ－Ｔで３回洗浄後、ＰＢＳ－Ｔで１０００
０倍希釈した２次抗体｛抗マウスＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ）、ウサギ、ＩｇＧ分画、ペルオキシダ
ーゼ結合抗体（和光純薬工業（株）製）｝を室温で１時間反応させた。ＰＢＳ－Ｔで５回
洗浄後、ＥＣＬ　ｐｒｉｍｅ（ＧＥ社製）を添加し、ＬＡＳ－４０００（ＧＥ社製）を用
いて発光シグナルをそれぞれ検出した。
　また、もう１枚のゲルを、銀染色ＩＩキットワコー（和光純薬工業（株）製）を用いて
銀染色した。
【０２９５】
＜結果＞
　得られたウエスタンブロッティングの結果を図４－Ａ、銀染色の結果を図４－Ｂにそれ
ぞれ示す。図４－Ａ及び図４－Ｂにおいて、各レーンは以下の通りである。
レーン１：実施例１９の結果（ＳＨ基ビオチン標識ＦＬＡＧタグ融合型ｍＴｉｍ４タンパ
ク質をストレプトアビジンビーズに結合させたｍＴｉｍ４担体を用い、１％ＳＤＳ水溶液
を溶出液として用いて本発明の取得方法を行った場合の結果）
レーン２：実施例２０の結果（ＳＨ基ビオチン標識ＦＬＡＧタグ融合型ｍＴｉｍ４タンパ
ク質をストレプトアビジンビーズに結合させたｍＴｉｍ４担体を用い、１ｍＭ　ＥＤＴＡ
溶液を溶出液として用いて本発明の取得方法を行った場合の結果）
レーン３：比較例１の結果（超遠心分離法により細胞外膜小胞の取得を行った場合の結果
）
レーン４：比較例２の結果（ＥｘｏＱｕｉｃｋにより細胞外膜小胞の取得を行った場合の
結果）
レーン５：は比較例３の結果（Ｔｏｔａｌ　Ｅｘｏｓｏｍｅ　Ｉｓｏｌａｔｉｏｎにより
細胞外膜小胞の取得を行った場合の結果）
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　図４－Ａより、本発明の取得方法である実施例１９－２０のいずれにおいても、１００
ｋＤａ付近にエクソソームマーカーであるＬａｍｐ－１のバンドが認められており、本発
明の取得方法によれば、エクソソームを含む細胞外膜小胞を取得可能であることが判った
（実施例１９－２０：レーン１－２）。
　一方、図４－Ａより、いずれの従来法（超遠心分離法（比較例１）、Ｅｘｏ　Ｑｕｉｃ
ｋ（比較例２）、及びＴｏｔａｌ　Ｅｘｓｏｍｅ　Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ（比較例３））で
も、１００ｋＤａ付近にエクソソームマーカーのＬａｍｐ－１のバンドは、薄くわずかに
しか認められなかった（比較例１－３：レーン３－５）。
　また、図４－Ｂより、本発明の取得方法（実施例１９－２０）は、いずれの従来法（超
遠心分離法（比較例１）、Ｅｘｏ　Ｑｕｉｃｋ（比較例２）、及びＴｏｔａｌ　Ｅｘｏｓ
ｏｍｅ　Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ（比較例３））よりも、夾雑タンパク質等に由来するバンド
が少なかった（実施例１９－２０：レーン１－２、比較例１－３：レーン３－５）。
【０２９６】
　以上の結果から、本発明の取得方法（実施例１９及び２０）は、いずれの従来法（（超
遠心分離法（比較例１）、Ｅｘｏ　Ｑｕｉｃｋ（比較例２）、及びＴｏｔａｌ　Ｅｘｓｏ
ｍｅ　Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ（比較例３））と比較しても、純度よく細胞外膜小胞を取得で
きることが判った（レーン１－５）。
【０２９７】
実施例２１．本発明の取得方法により得られた細胞外膜小胞の電子顕微鏡による観察
　本発明の取得方法により取得された細胞外膜小胞の状態を調べるために、電子顕微鏡に
よる観察をおこなった。
【０２９８】
＜（１）マウスマクロファージ培養上清サンプルの調製＞
　腹腔マクロファージを得るため、３％チオグリコレート溶液（フルカ試薬社製）２ｍＬ
を８週齢のメスのＣ５７ＢＬ／６Ｊマウス（日本エスエルシー（株）より購入）６匹の腹
腔に注射した。３日後、腹腔からマクロファージを回収し、回収したマクロファージを１
５０ｍｍ細胞培養用ディッシュ４枚で１０％ＦＢＳ（バイオウェスト社製）含有ＤＭＥＭ
（ナカライテスク（株）製）８０ｍＬを用いて２日間培養し、培養上清を回収し、マウス
マクロファージ培養上清サンプルを得た。
【０２９９】
＜（２）Ｔｉｍ４担体の調製＞
　Ｄｙｎａｂｅａｄｓ　ＭｙＯｎｅ　Ｓｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎ　Ｃ１（サーモフィッシ
ャーサイエンティフィック社製）０．６ｍｇの代わりに　Ｄｙｎａｂｅａｄｓ　ＭｙＯｎ
ｅ　Ｓｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎ　Ｃ１（サーモフィッシャーサイエンティフィック社製）
を１ｍｇ使用し、ＳＨ基ビオチン標識Ｆｃタグ融合ｍＴｉｍ４タンパク質１μｇを含有す
るＰＢＳ溶液２００μＬの代わりにＳＨ基ビオチン標識Ｆｃタグ融合ｍＴｉｍ４タンパク
質１００μｇを含有するＰＢＳ溶液１００μＬを使用し、ＤｙｎａｂｅａｄｓとＳＨ基ビ
オチン標識Ｆｃタグ融合ｍＴｉｍ４タンパク質を含有するＰＢＳ溶液との反応時間を１時
間の代わりに２時間とした以外は、実施例１１－１２と同様の方法により、ＳＨ基ビオチ
ン標識Ｆｃタグ融合型ｍＴｉｍ４タンパク質をＤｙｎａｂｅａｄｓ　ＭｙＯｎｅ　Ｓｔｒ
ｅｐｔａｖｉｄｉｎ　Ｃ１に結合させたｍＴｉｍ４担体を調製した。
【０３００】
＜（３）Ｔｉｍ４担体を用いた細胞外膜小胞の取得＞
　マウスマクロファージ培養上清サンプル３２ｍＬを遠心分離処理（１回目：８００×ｇ
、１０分間、２回目：１２０００×ｇ、３０分間）し、上清を得た。得られた上清に、終
濃度２ｍＭ　となるようにＣａＣｌ２を添加した後、前記で調製したｍＴｉｍ４担体１ｍ
ｇを加え、室温で１時間撹拌混合した。次いで、室温で１時間撹拌混合したｍＴｉｍ４担
体を回収し、終濃度２ｍＭ　ＣａＣｌ２含有ＴＢＳ－Ｔ５ｍＬで３回洗浄操作した後、さ
らに１ｍＬで２回洗浄操作した後、１ｍＭ　ＥＤＴＡ含有ＴＢＳ１００μＬで３回溶出し
、細胞外膜小胞画分３００μＬを得た。
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　次いで、マウスマクロファージ培養上清サンプル中の細胞外膜小胞を確実に回収するた
め、再度以下の方法により、１ｍＭ　ＥＤＴＡ含有ＴＢＳ１００μＬで３回溶出した後の
マウスマクロファージ培養上清サンプルから細胞外膜小胞を回収し、細胞外膜小胞画分３
００μＬを得た。即ち、１ｍＭ　ＥＤＴＡ含有ＴＢＳ１００μＬで３回溶出した後のマウ
スマクロファージ培養上清サンプルに、終濃度２ｍＭ　となるようにＣａＣｌ２を添加し
た後、１ｍＭ　ＥＤＴＡ含有ＴＢＳ１００μＬで３回溶出した後のｍＴｉｍ４担体１ｍｇ
を加え、室温で１時間撹拌混合した。次いで、室温で１時間撹拌混合したｍＴｉｍ４担体
を回収し、終濃度２ｍＭ　ＣａＣｌ２含有ＴＢＳ－Ｔ５ｍＬで３回洗浄操作した後、さら
に１ｍＬで２回洗浄操作した後、１ｍＭ　ＥＤＴＡ含有ＴＢＳ１００μＬで３回溶出し、
細胞外膜小胞画分３００μＬを得た。
　その後、マウスマクロファージ培養上清サンプル中の細胞外膜小胞をより確実に回収す
るため、以上の操作を再度行い、１ｍＭ　ＥＤＴＡ含有ＴＢＳ１００μＬで計６回溶出し
た後のマウスマクロファージ培養上清サンプルから細胞外膜小胞を回収し、細胞外膜小胞
画分３００μＬを得た。
　前記９回の溶出操作により得られた細胞外膜小胞画分計９００μＬをアミコンウルトラ
－０．５ｍＬ　１０Ｋ遠心式フィルターカラムを用いて６０μＬに濃縮し、電子顕微鏡に
よる観察用の試料を得た。
【０３０１】
＜（４）電子顕微鏡による本発明の取得方法により取得された細胞外膜小胞の観察＞
　電子顕微鏡による観察用の試料１０μＬをグリッドに吸着させ、余剰の電子顕微鏡によ
る観察用の試料を濾紙で吸い取った。次いで、グリッドを水洗し、酢酸ウラニウム水溶液
による染色を２回行った後、透過型電子顕微鏡を用いてネガティブ染色法による観察を行
った。
　尚、実施例２１で用いたｍＴｉｍ４タンパク質及び担体の種類、並びにｍＴｉｍ４担体
から細胞外膜小胞を取得するために用いた溶出液の種類を下記表９に示す。
【０３０２】
【表９】

【０３０３】
＜結果＞
　得られた電気顕微鏡の観察画像を図５に示す。図５より、本発明の取得方法によれば、
球形の形状を保ったまま、直径５０～１５０ｎｍ程度の細胞外膜小胞を取得できた。
【０３０４】
　以上のことから、本発明の取得方法によれば、インタクトな状態で細胞外膜小胞を取得
できることが判った。
【０３０５】
実施例２２－２５．本発明のＴｉｍ４担体による細胞外膜小胞の取得（本発明の取得方法
）
　ヒト由来Ｔｉｍ４タンパク質をビーズへ固定化した担体（以下、「ｈＴｉｍ４担体」と
略記する場合がある）とｍＴｉｍ４担体とを用いて、本発明に係る細胞外膜小胞の取得を
行った。
【０３０６】
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＜（１）培養上清サンプルの調製＞
　実施例１－８の「（１）培養上清サンプルの調製」と同様の方法により行った。
【０３０７】
＜（２）Ｆｃタグ融合型Ｔｉｍ４タンパク質の希釈＞
　ビオチン非標識Ｆｃタグ融合型ヒト由来Ｔｉｍ４タンパク質（和光純薬工業（株）製、
配列番号７（ヒト由来Ｔｉｍ４タンパク質のＮ末端２５～３１５アミノ酸領域（ＧｅｎＢ
ａｎｋ　ＮＰ＿６１２３８８．２）にＦｃタグが融合されたヒト由来Ｔｉｍ４タンパク質
））凍結乾燥品１００μｇをＰＢＳ１ｍＬに溶かし、１００μｇ／ｍＬビオチン非標識Ｆ
ｃタグ融合型ｈＴｉｍ４タンパク質含有ＰＢＳ溶液を作製した。ビオチン非標識Ｆｃタグ
融合型ｈＴｉｍ４タンパク質含有ＰＢＳ溶液１０μＬとＰＢＳ１９０μＬと混合し、ビオ
チン非標識Ｆｃタグ融合型ｈＴｉｍ４タンパク質を１μｇ含有するＰＢＳ溶液２００μＬ
を得た。
　また、ビオチン非標識Ｆｃタグ融合型マウス由来Ｔｉｍ４タンパク質（和光純薬工業（
株）製、配列番号６（マウス由来Ｔｉｍ４タンパク質のＮ末端２２～２７９アミノ酸領域
（ＧｅｎＢａｎｋ　ＮＰ＿８４８８７４．３））にＦｃタグが融合されたｍＴｉｍ４タン
パク質）　凍結乾燥品１００μｇをＰＢＳ１ｍＬに溶かし、１００μｇ／ｍＬビオチン非
標識Ｆｃタグ融合型ｍＴｉｍ４タンパク質含有ＰＢＳ溶液を作製した。ビオチン非標識Ｆ
ｃタグ融合型ｍＴｉｍ４タンパク質含有ＰＢＳ溶液１０μＬとＰＢＳ１９０μＬと混合し
、ビオチン非標識Ｆｃタグ融合型ｍＴｉｍ４タンパク質を１μｇ含有するＰＢＳ溶液２０
０μＬを得た。
＜（３）ビーズの洗浄＞
　３０μｇ／μＬ　Ｄｙｎａｂｅａｄｓ　Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｇ　含有ＰＢＳ－Ｔ溶液（サ
ーモフィッシャーサイエンティフィック社製）２０μＬ（Ｄｙｎａｂｅａｄｓ　Ｐｒｏｔ
ｅｉｎ　Ｇ　０．６ｍｇ含有）を、２本の１．５ｍＬチューブ（ビーエム機器社製）にそ
れぞれ分注し、ＰＢＳ５００μＬを用いて洗浄操作を行った。
＜（４）ビオチン非標識Ｆｃタグ融合型Ｔｉｍ４タンパク質のビーズへの固定＞
　２本のＤｙｎａｂｅａｄｓ　Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｇ（０．６ｍｇ）含有１．５ｍＬチュー
ブのうち、１本については、前記で調製したビオチン非標識Ｆｃタグ融合型ｈＴｉｍ４タ
ンパク質を１μｇ含有するＰＢＳ溶液２００μＬを全量添加して、８℃で１時間反応させ
、ビオチン非標識Ｆｃタグ融合型ｈＴｉｍ４タンパク質が結合した担体（ｈＴｉｍ４担体
）を含有するＰＢＳ溶液２００μＬを得た。
　残りの１本のＤｙｎａｂｅａｄｓ　Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｇ（０．６ｍｇ）含有１．５ｍＬ
チューブについては、前記で調製したビオチン非標識Ｆｃタグ融合型ｍＴｉｍ４タンパク
質を１μｇ含有するＰＢＳ溶液２００μＬを全量添加して、８℃で１時間反応させ、ビオ
チン非標識Ｆｃタグ融合型ｍＴｉｍ４タンパク質が結合した担体（ｍＴｉｍ４担体）を含
有するＰＢＳ溶液２００μＬを得た。
＜（５）本発明の取得方法による細胞外膜小胞の取得＞
　前記で得られたｈＴｉｍ４担体及びｍＴｉｍ４担体　０．６ｍｇをＰＢＳ５００μＬで
それぞれ３回洗浄操作した後、ペレット状態のｈＴｉｍ４担体及びｍＴｉｍ４担体に、カ
ルシウムイオン含有培養上清サンプル２００μＬをそれぞれ加え、８℃で３時間それぞれ
反応させた。その後、反応後のｈＴｉｍ４担体及びｍＴｉｍ４担体を、２ｍＭ　ＣａＣｌ

２含有ＴＢＳ－Ｔ　５００μＬでそれぞれ３回洗浄操作した。
　３回目の洗浄のときにｈＴｉｍ４担体及びｍＴｉｍ４担体をそれぞれ２５０μＬ（担体
０．３ｍｇ）ずつ１．５ｍＬチューブ２本に分注した。ペレット状態のｍＴｉｍ４担体及
びｈＴｉｍ４担体各０．３ｍｇに溶出液として１％　ＳＤＳ水溶液又は１ｍＭ　ＥＤＴＡ
水溶液を２０μＬ添加した後、ボルテックスミキサーにより室温で１０秒間混合し、スピ
ンダウンした。１．５ｍＬチューブをそれぞれマグネットスタンドに設置し、磁力を用い
て管壁にｈＴｉｍ４担体及びｍＴｉｍ４担体を集合させ、それぞれ上清（溶出液）を回収
した。
　尚、実施例２２－２５で用いたＴｉｍ４タンパク質及び担体の種類、Ｔｉｍ４担体から
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細胞外膜小胞を取得するために用いた溶出液の種類、並びに後述するウエスタンブロッテ
ィングにおけるレーン番号を下記表１０に示す。
【０３０８】
【表１０】

【０３０９】
＜（６）ウエスタンブロッティング＞
　「実施例１－８で得られた各上清（溶出液）７．５μＬ」の代わりに「実施例２２－２
５（前記（５））で得られた各上清（溶出液）７．５μＬ」を用いた以外は、実施例１－
８の「（７）ウエスタンブロッティング」と同様の方法により行った。
【０３１０】
＜結果＞
　得られたウエスタンブロッティングの結果を図６に示す。図６において、各レーンは以
下の通りである。
レーン１：実施例２２の結果（ビオチン非標識Ｆｃタグ融合型ｈＴｉｍ４タンパク質をＰ
ｒｏｔｅｉｎ　Ｇビーズに結合させたｈＴｉｍ４担体を用い、１％ＳＤＳ水溶液を溶出液
として用いた場合の結果）
レーン２：実施例２３の結果（ビオチン非標識Ｆｃタグ融合型ｈＴｉｍ４タンパク質をＰ
ｒｏｔｅｉｎ　Ｇビーズに結合させたｈＴｉｍ４担体を用い、１ｍＭ　ＥＤＴＡ水溶液を
溶出液として用いた場合の結果）、
レーン３：実施例２４の結果（ビオチン非標識Ｆｃタグ融合型ｍＴｉｍ４タンパク質をＰ
ｒｏｔｅｉｎ　Ｇビーズに結合させたｍＴｉｍ４担体を用い、１％ＳＤＳ水溶液を溶出液
として用いた場合の結果）
レーン４：実施例２５の結果（ビオチン非標識Ｆｃタグ融合型ｍＴｉｍ４タンパク質をＰ
ｒｏｔｅｉｎ　Ｇビーズに結合させたｍＴｉｍ４担体を用い、１ｍＭ　ＥＤＴＡ水溶液を
溶出液として用いた場合の結果）
　図６より、実施例２２－２５のいずれの場合においても、１００ｋＤａ付近にエクソソ
ームマーカーであるＬａｍｐ－１のバンドが認められたことから、本発明の取得方法によ
れば、エクソソームを含む細胞外膜小胞を取得可能であることが判った（実施例２２－２
５：レーン１－４）。
【０３１１】
　また、Ｔｉｍ４タンパク質は由来の生物種によらず本発明のＴｉｍ４担体及び本発明の
取得方法に用いることができることが判った。
【０３１２】
実施例２６－２７・比較例４－９．Ｔｉｍ４担体及びＰＳタンパク質を固定化した担体に
よる細胞外膜小胞の取得量の比較
　Ｔｉｍ４担体とＰＳタンパク質（ヒト由来Ａｎｎｅｘｉｎ　Ｖ、ヒト由来ＭＦＧ－Ｅ８
、及びマウス由来ＭＦＧ－Ｅ８）をそれぞれビーズへ固定化した担体を用いて、本発明に
係る細胞外膜小胞の取得を行った。
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【０３１３】
＜（１）ＰＳタンパク質含有ＰＢＳ溶液の希釈＞
　Ｈｉｓタグ融合型ヒト由来Ａｎｎｅｘｉｎ　Ｖ（Ｃｒｅａｔｉｖｅ　ＢｉｏＭａｒｔ社
製、「Ｈｉｓタグ融合型ｈＡｎｎｅｘｉｎ　Ｖ」と略記する場合がある）２０μｇを２０
０μｇ／ｍＬとなるようにＰＢＳ１００μＬに溶かし、Ｈｉｓタグ融合型ｈＡｎｎｅｘｉ
ｎ　Ｖ含有ＰＢＳ溶液を作製した。Ｈｉｓタグ融合型ｈＡｎｎｅｘｉｎ　Ｖタンパク質１
μｇ含有ＰＢＳ溶液５μＬとＰＢＳ１９５μＬを混合して希釈した。
　Ｈｉｓタグ融合型ヒト由来ＭＦＧ－Ｅ８（Ｒ＆Ｄ　Ｓｙｓｔｅｍｓ社製、「Ｈｉｓタグ
融合型ｈＭＦＧ－Ｅ８」と略記する場合がある）５０μｇを１００μｇ／ｍＬとなるよう
にＰＢＳ５００μＬに溶かし、Ｈｉｓタグ融合型ｈＭＦＧ－Ｅ８含有ＰＢＳ溶液を作製し
た。Ｈｉｓタグ融合型ｈＭＦＧ－Ｅ８タンパク質１μｇ含有ＰＢＳ溶液１０μＬとＰＢＳ
１９０μＬを混合して希釈した。　Ｈｉｓタグ融合型マウス由来ＭＦＧ－Ｅ８（Ｒ＆Ｄ　
Ｓｙｓｔｅｍｓ社製、「Ｈｉｓタグ融合型ｍＭＦＧ－Ｅ８」と略記する場合がある）５０
μｇを１００μｇ／ｍＬとなるようにＰＢＳ５００μＬに溶かし、Ｈｉｓタグ融合型ｍＭ
ＦＧ－Ｅ８含有ＰＢＳ溶液を作製した。Ｈｉｓタグ融合型マウス由来ＭＦＧ－Ｅ８タンパ
ク質１μｇ含有ＰＢＳ溶液１０μＬとＰＢＳ１９０μＬを混合して希釈した。
【０３１４】
＜（２）抗Ｈｉｓタグ抗体固定化ビーズの調製＞
　３０μｇ／μＬ　Ｄｙｎａｂｅａｄｓ　Ｍ－２７０　Ｃａｒｂｏｘｙｌｉｃ　Ａｃｉｄ
（サーモフィッシャーサイエンティフィック社製）含有溶液　１００μＬ（Ｄｙｎａｂｅ
ａｄｓ　Ｍ－２７０　Ｃａｒｂｏｘｙｌｉｃ　Ａｃｉｄ　３ｍｇ含有）を１．５ｍＬチュ
ーブ（ビーエム機器社製）に分注し、反応バッファー（０．１Ｍ　ＭＥＳ、ｐＨ５．０）
を用いて洗浄操作を行った。
　次いで、反応バッファー４９０μＬで希釈した６ｘＨｉｓ抗体（和光純薬工業（株）製
）溶液６０μＬ（６ｘＨｉｓ抗体　６０μｇ含有）を加えて室温で３０分間転倒混和し、
その後６ｍｇ／ｍＬ　ＷＳＣ（同仁化学研究所製）を５０μＬ加えて室温で４時間転倒混
和した。転倒混和後のＤｙｎａｂｅａｄｓ　Ｍ－２７０　Ｃａｒｂｏｘｙｌｉｃ　Ａｃｉ
ｄをＴＢＳ－Ｔで洗浄操作した後、１００μＬ　ＰＢＳで希釈して抗Ｈｉｓタグ抗体固定
化ビーズ３ｍｇを得た。
【０３１５】
＜（３）Ｔｉｍ４担体及び各種ＰＳタンパク質を固定化した担体の調製＞
　次いで、得られた抗Ｈｉｓタグ抗体固定化ビーズを含有するＰＢＳ溶液１００μＬ（抗
Ｈｉｓタグ抗体固定化ビーズ３ｍｇ含有）を、４本の１．５ｍＬチューブ（ビーエム機器
社製）にそれぞれ２０μＬ（抗Ｈｉｓタグ抗体固定化ビーズ０．６ｍｇ含有）ずつ分注し
、５００μＬ　ＰＢＳで洗浄操作をそれぞれ行った。
　次いで、４本の洗浄操作後のペレット状態の抗Ｈｉｓタグ抗体固定化ビーズ０．６ｍｇ
を含有する１．５ｍＬチューブのうち、１本については、前記で調製したＨｉｓタグ融合
型ｍＴｉｍ４タンパク質含有ＰＢＳ溶液２００μＬ（Ｈｉｓタグ融合型ｍＴｉｍ４タンパ
ク質　１μｇ含有）を添加して、８℃で１時間反応させた。
　さらに、１本については、前記で調製したＨｉｓタグ融合型ｈＡｎｎｅｘｉｎ　Ｖ質含
有ＰＢＳ溶液２００μＬ（Ｈｉｓタグ融合型ｈＡｎｎｅｘｉｎ　Ｖ　１μｇ含有）を添加
して、８℃で１時間反応させた。
　１本については、前記で調製したＨｉｓタグ融合型ｈＭＦＧ－Ｅ８含有ＰＢＳ溶液２０
０μＬ（Ｈｉｓタグ融合型ｈＭＦＧ－Ｅ８　１μｇ含有）を添加して、８℃で１時間反応
させた。
　１本については、前記で調製したＨｉｓタグ融合型ｍＭＦＧ－Ｅ８含有ＰＢＳ溶液２０
０μＬ（Ｈｉｓタグ融合型ｍＭＦＧ－Ｅ８　１μｇ含有）を添加して、８℃で１時間反応
させた。
　以上により、下記表１１に示す４種類の担体をそれぞれ０．６ｍｇ含有するＰＢＳ溶液
２００μＬを得た。
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【０３１６】
【表１１】

【０３１７】
＜（４）細胞外膜小胞の取得＞
　前記で得られた４種類の担体　０．６ｍｇを含有するＰＢＳ溶液２００μＬをＰＢＳ５
００μｌでそれぞれ３回洗浄操作した後、ペレット状態の５種類の担体に、実施例１－８
と同様の方法により調製したカルシウムイオン含有培養上清サンプル２００μＬをそれぞ
れ加え、８℃で３時間それぞれ反応させた。
　その後、カルシウムイオン含有培養上清サンプルを反応させた４種類の担体を、２ｍＭ
　ＣａＣｌ２含有ＴＢＳ－Ｔ　５００μＬでそれぞれ３回洗浄操作した。
　３回目の洗浄の時に、４種類の担体をそれぞれ２５０μＬずつ１．５ｍＬチューブ２本
に分注した。ペレット状態の４種類の担体各０．３ｍｇに溶出液として１％　ＳＤＳ水溶
液又は１ｍＭ　ＥＤＴＡ水溶液を２０μＬ添加した後、ボルテックスミキサーにより室温
で１０秒間スピンダウンした。１．５ｍＬチューブをそれぞれマグネットスタンドに設置
し、磁力を用いて管壁に得られた４種類の担体を集合させ、それぞれ上清（溶出液）を回
収した。
　尚、各実施例で用いたＰＳタンパク質及び担体の種類、担体から細胞外膜小胞を取得す
るために用いた溶出液の種類、並びに後述するウエスタンブロッティングにおけるレーン
番号を下記表１２に示す。
【０３１８】

【表１２】

【０３１９】
＜（５）ウエスタンブロッティング＞
　「実施例１－８で得られた各上清（溶出液）７．５μＬ」の代わりに「実施例２６－２
７、比較例４－９（前記（４））で得られた各上清（溶出液）７．５μＬ」を用いた以外
は、実施例１－８の「（７）ウエスタンブロッティング」と同様の方法により行った。
【０３２０】
＜結果＞
　得られたウエスタンブロッティングの結果を図７に示す。図７において、各レーンは以
下の通りである。
レーン１：実施例２６の結果（Ｈｉｓタグ融合型ｍＴｉｍ４タンパク質を抗Ｈｉｓタグ抗
体固定化ビーズに結合させた担体を用い、１％ＳＤＳ水溶液を溶出液として用いた場合の
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結果）
レーン２：実施例２７の結果（Ｈｉｓタグ融合型ｍＴｉｍ４タンパク質を抗Ｈｉｓタグ抗
体固定化ビーズに結合させた担体を用い、１ｍＭ　ＥＤＴＡ水溶液を溶出液として用いた
場合の結果）
レーン３：比較例４の結果（Ｈｉｓタグ融合型ｈＡｎｎｅｘｉｎ　Ｖを抗Ｈｉｓタグ抗体
固定化ビーズに結合させた担体を用い、１％ＳＤＳ水溶液を溶出液として用いた場合の結
果）
レーン４：比較例５の結果（Ｈｉｓタグ融合型ｈＡｎｎｅｘｉｎ　Ｖを抗Ｈｉｓタグ抗体
固定化ビーズに結合させた担体を用い、１ｍＭ　ＥＤＴＡ水溶液を溶出液として用いた場
合の結果）
レーン５：比較例６の結果（Ｈｉｓタグ融合型ｈＭＦＧ－Ｅ８を抗Ｈｉｓタグ抗体固定化
ビーズに結合させた担体を用い、１％ＳＤＳ水溶液を溶出液として用いた場合の結果）
レーン６：比較例７の結果（Ｈｉｓタグ融合型ｈＭＦＧ－Ｅ８を抗Ｈｉｓタグ抗体固定化
ビーズに結合させた担体を用い、１ｍＭ　ＥＤＴＡ水溶液を溶出液として用いた場合の結
果）
レーン７：比較例８の結果（Ｈｉｓタグ融合型ｍＭＦＧ－Ｅ８を抗Ｈｉｓタグ抗体固定化
ビーズに結合させた担体を用い、１％ＳＤＳ水溶液を溶出液として用いた場合の結果）
レーン８：比較例９の結果（Ｈｉｓタグ融合型ｍＭＦＧ－Ｅ８を抗Ｈｉｓタグ抗体固定化
ビーズに結合させた担体を用い、１ｍＭ　ＥＤＴＡ水溶液を溶出液として用いた場合の結
果）
　図７より、実施例２６－２７の何れの場合においても、１００ｋＤａ付近にエクソソー
ムマーカーであるＬａｍｐ－１のバンドが得られたことから、本発明の取得方法によれば
、エクソソームを含む細胞外膜小胞を取得可能であることが判った（実施例２６－２７：
レーン１－２）。
　一方、図７より、比較例４－９の何れの場合においても、１００ｋＤａ付近にＬａｍｐ
－１のバンドが認められなかったことから、Ｔｉｍ４タンパク質以外のＰＳタンパク質（
Ａｎｎｅｘｉｎ　Ｖ、ＭＦＧ－Ｅ８）を固定化した担体では、エクソソームを含む細胞外
膜小胞を取得不可能であることが判った（比較例４－９：レーン３－８）。
【０３２１】
実施例２８－３３．本発明の取得方法による細胞外膜小胞の取得（複合体形成工程の検討
）
　下記のようにそれぞれ本発明の取得方法により細胞外膜小胞の取得を行った。
　実施例２８－２９は、実施例１３－１４と同様の方法により調製したＳＨ基ビオチン標
識ＦＬＡＧタグ融合型マウス由来Ｔｉｍ４タンパク質と本発明に係る担体とを反応後、さ
らに試料を加えて、本発明に係る細胞外膜小胞の取得を行った。
　実施例３０－３１は、実施例１３－１４と同様の方法により調製したＳＨ基ビオチン標
識ＦＬＡＧタグ融合型マウス由来Ｔｉｍ４タンパク質と試料とを反応後、さらに本発明に
係る担体を加えて、本発明に係る細胞外膜小胞の取得を行った。
　実施例３２－３３は、実施例１３－１４と同様の方法により調製したＳＨ基ビオチン標
識ＦＬＡＧタグ融合型マウス由来Ｔｉｍ４タンパク質と、試料と、本発明に係る担体とを
同時に加えて、本発明に係る細胞外膜小胞の取得を行った。
【０３２２】
＜ビーズの洗浄＞
　１０μｇ／μＬＤｙｎａｂｅａｄｓ　Ｍ－２７０　Ｓｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎ　Ｃ１（
サーモフィッシャーサイエンティフィック社製）含有ＰＢＳ溶液６０μＬ（Ｄｙｎａｂｅ
ａｄｓ　Ｍ－２７０　Ｓｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎ　Ｃ１　０．６ｍｇ含有）を、３つの１
．５ｍＬチューブ（ビーエム機器社製）にそれぞれ分注し、ＰＢＳ５００μＬを用いてそ
れぞれ洗浄操作を行った。
【０３２３】
　実施例１３－１４と同様の方法により、Ｈｉｓタグ融合ｍＴｉｍ４タンパク質含有ＰＢ
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Ｓ溶液２７０μＬ（Ｈｉｓタグ融合型ｍＴｉｍ４タンパク質５０μｇ含有）をビオチン標
識し、ＳＨ基ビオチン標識ＦＬＡＧタグ融合型ｍＴｉｍ４タンパク質３９．２μｇを含有
するＰＢＳ溶液２００μＬを得た。得られたＳＨ基ビオチン標識ＦＬＡＧタグ融合型ｍＴ
ｉｍ４タンパク質１μｇを含有するＰＢＳ溶液５．１μＬにＰＢＳ溶液１９４．９μＬを
加え、ＳＨ基ビオチン標識ＦＬＡＧタグ融合型ｍＴｉｍ４タンパク質１μｇを含有するＰ
ＢＳ溶液２００μＬを得た。
【０３２４】
＜ＳＨ基ビオチン標識ＦＬＡＧタグ融合型ｍＴｉｍ４タンパク質と本発明に係る担体とを
反応後、さらに本発明に係る試料中の細胞外膜小胞を反応させる場合（実施例２８－２９
）＞
　洗浄操作を行ったペレット状のＤｙｎａｂｅａｄｓ　Ｍ－２７０　Ｓｔｒｅｐｔａｖｉ
ｄｉｎ　Ｃ１　０．６ｍｇを含有する１．５ｍＬチューブに、ＳＨ基ビオチン標識ＦＬＡ
Ｇタグ融合型ｍＴｉｍ４タンパク質１μｇを含有するＰＢＳ溶液２００μＬを加えて、Ｄ
ｙｎａｂｅａｄｓ　Ｍ－２７０　Ｓｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎ　Ｃ１とＳＨ基ビオチン標識
ＦＬＡＧタグ融合型ｍＴｉｍ４タンパク質とを接触させて、８℃で１時間反応させ、ｍＴ
ｉｍ４担体を得た。次いで、得られたｍＴｉｍ４担体をＰＢＳ５００μＬで３回洗浄操作
し、当該洗浄後のｍＴｉｍ４担体０．６ｍｇを含有する１．５ｍＬチューブに、実施例１
と同様の方法により調製したカルシウムイオン含有培養上清サンプル２００μＬを加えて
８℃で３時間反応させた。その後、カルシウムイオン含有培養上清サンプルを反応させた
ｍＴｉｍ４担体を、終濃度２ｍＭ　ＣａＣｌ２添加ＴＢＳ－Ｔ５００μＬで３回洗浄操作
した。３回目の洗浄の時に、ｍＴｉｍ４担体をそれぞれ２５０μＬずつ１．５ｍＬチュー
ブ２本に分注した。ペレット状態のｍＴｉｍ４担体各０．３ｍｇに溶出液として１％　Ｓ
ＤＳ水溶液又は１ｍＭ　ＥＤＴＡ水溶液を２０μＬ添加した後、ボルテックスミキサーに
より室温で１０秒間混合し、スピンダウンした。１．５ｍＬチューブをそれぞれマグネッ
トスタンドに設置し、磁力を用いて管壁にｍＴｉｍ４担体を集合させ、上清（溶出液）を
それぞれ回収した。
【０３２５】
＜ＳＨ基ビオチン標識ＦＬＡＧタグ融合型ｍＴｉｍ４タンパク質と本発明に係る試料とを
反応後、さらに本発明に係る担体を反応させる場合（実施例３０－３１）＞
　１．５ｍＬチューブに、実施例１と同様の方法により調製したカルシウムイオン含有培
養上清サンプル２００μＬを分注し、ＳＨ基ビオチン標識ＦＬＡＧタグ融合型ｍＴｉｍ４
タンパク質１μｇを含有するＰＢＳ溶液５．１μＬを加えて、カルシウムイオン含有培養
上清サンプル中の細胞外膜小胞とＳＨ基ビオチン標識ＦＬＡＧタグ融合型ｍＴｉｍ４タン
パク質とを接触させ、８℃で３時間反応させた。
　洗浄操作を行ったペレット状のＤｙｎａｂｅａｄｓ　Ｍ－２７０　Ｓｔｒｅｐｔａｖｉ
ｄｉｎ　Ｃ１　０．６ｍｇを含有する１．５ｍＬチューブに、カルシウムイオン含有培養
上清サンプル中の細胞外膜小胞とＳＨ基ビオチン標識ＦＬＡＧタグ融合型ｍＴｉｍ４タン
パク質とを８℃で３時間反応させた溶液を添加し、８℃で１時間反応させ、細胞外膜小胞
とｍＴｉｍ４担体との複合体を得た。その後、得られた細胞外膜小胞とｍＴｉｍ４担体と
の複合体を、終濃度２ｍＭ　ＣａＣｌ２添加ＴＢＳ－Ｔ５００μＬで３回洗浄操作した。
３回目の洗浄の時に、ｍＴｉｍ４担体との複合体をそれぞれ２５０μＬずつ１．５ｍＬチ
ューブ２本に分注した。ペレット状態のｍＴｉｍ４担体との複合体各０．３ｍｇに溶出液
として１％　ＳＤＳ水溶液又は１ｍＭ　ＥＤＴＡ水溶液を２０μＬ添加した後、ボルテッ
クスミキサーにより室温で１０秒間混合し、スピンダウンした。１．５ｍＬチューブをそ
れぞれマグネットスタンドに設置し、磁力を用いて管壁にｍＴｉｍ４担体を集合させ、上
清（溶出液）をそれぞれ回収した。
【０３２６】
＜ＳＨ基ビオチン標識ＦＬＡＧタグ融合型ｍＴｉｍ４タンパク質と、本発明に係る試料と
、本発明に係る担体とを同時に反応させる場合（実施例３２－３３）＞
　洗浄操作を行ったペレット状のＤｙｎａｂｅａｄｓ　Ｍ－２７０　Ｓｔｒｅｐｔａｖｉ
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ｄｉｎ　Ｃ１　０．６ｍｇを含有する１．５ｍＬチューブに、実施例１と同様の方法によ
り調製したカルシウムイオン含有培養上清サンプル２００μＬとＳＨ基ビオチン標識ＦＬ
ＡＧタグ融合型ｍＴｉｍ４タンパク質１μｇを含有するＰＢＳ溶液５．１μＬとを加えて
、８℃で４時間反応させた。反応後のペレット状のＤｙｎａｂｅａｄｓ　Ｍ－２７０　Ｓ
ｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎ　Ｃ１を、終濃度２ｍＭ　ＣａＣｌ２添加ＴＢＳ－Ｔ　５００μ
Ｌで３回洗浄操作した。３回目の洗浄の時に、ｍＴｉｍ４担体をそれぞれ２５０μＬずつ
１．５ｍＬチューブ２本に分注し、ｍＴｉｍ４担体各０．３ｍｇに溶出液として１％　Ｓ
ＤＳ水溶液又は１ｍＭ　ＥＤＴＡ水溶液を２０μＬ添加した後、ボルテックスミキサーに
より室温で１０秒間混合し、スピンダウンした。１．５ｍＬチューブをそれぞれマグネッ
トスタンドに設置し、磁力を用いて管壁にＤｙｎａｂｅａｄｓ　Ｍ－２７０　Ｓｔｒｅｐ
ｔａｖｉｄｉｎ　Ｃ１を集合させ、上清（溶出液）をそれぞれ回収した。
　尚、各実施例における担体、ｍＴｉｍ４タンパク質、カルシウムイオン含有培養上清サ
ンプルを接触させる順番、及び担体から細胞外膜小胞を取得するために用いた溶出液の種
類を下記表１３に示す。
【０３２７】
【表１３】

【０３２８】
＜ウエスタンブロッティング＞
　「実施例１－８で得られた各上清（溶出液）７．５μＬ」の代わりに「実施例２８－３
３で得られた各上清（溶出液）７．５μＬ」を用いた以外は、実施例１－８の「（７）ウ
エスタンブロッティング」と同様の方法により行った。
【０３２９】
＜結果＞
　得られたウエスタンブロッティングの結果を図８にそれぞれ示す。図８において、各レ
ーンは以下の通りである。
レーン１：実施例２８の結果（担体とｍＴｉｍ４タンパク質を接触後、さらにカルシウム
イオン細胞培養上清サンプルと接触させる方法により細胞外膜小胞を取得し、１％ＳＤＳ
水溶液を溶出液として用いた場合の結果）
レーン２：実施例２９の結果（担体とｍＴｉｍ４タンパク質を接触後、さらにカルシウム
イオン細胞培養上清サンプルと接触させる方法により細胞外膜小胞を取得し、１ｍＭ　Ｅ
ＤＴＡ水溶液を溶出液として用いた場合の結果）
レーン３：実施例３０の結果（ｍＴｉｍ４タンパク質とカルシウムイオン細胞培養上清サ
ンプルを接触後、さらに担体と接触させる方法により細胞外膜小胞を取得し、１％ＳＤＳ
水溶液を溶出液として用いた場合の結果）を、
レーン４：実施例３１の結果（ｍＴｉｍ４タンパク質とカルシウムイオン細胞培養上清サ
ンプルを接触後、さらに担体と接触させる方法により細胞外膜小胞を取得し、１ｍＭ　Ｅ
ＤＴＡ水溶液を溶出液として用いた場合の結果）を、
レーン５：実施例３２の結果（担体とカルシウムイオン細胞培養上清サンプルとｍＴｉｍ
４タンパク質とを同時に接触させる方法により細胞外膜小胞を取得し、１％ＳＤＳ水溶液
を溶出液として用いた場合の結果）を、
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レーン６：実施例３３の結果（担体とカルシウムイオン細胞培養上清サンプルとｍＴｉｍ
４タンパク質とを同時に接触させる方法により細胞外膜小胞を取得し、１ｍＭ　ＥＤＴＡ
水溶液を溶出液として用いた場合の結果）
　図８より、実施例２８－３３の何れにおいても、１００ｋＤａ付近にエクソソームマー
カーであるＬａｍｐ－１のバンドが得られた（実施例２８－３３：レーン１－６）。
　また、実施例２８－３３の結果より、担体に結合したＴｉｍ４タンパク質と試料中の細
胞外膜小胞の複合体を形成させる工程（複合体形成工程）は、本発明に係るＴｉｍ４タン
パク質と、本発明に係る担体と、試料中の細胞外膜小胞との接触する順序によらず、結果
として、担体に結合したｍＴｉｍ４タンパク質と試料中の細胞外膜小胞の複合体が形成さ
れればよいことが判った。
【０３３０】
実施例３４－３５・比較例１０－１３　本発明の取得方法と従来法の比較
　以下のように、ＳＤＳ溶出による本発明の取得方法（実施例３４）、ＥＤＴＡ溶出によ
る本発明の取得方法（実施例３５）、抗ＣＤ６３抗体固定化法（比較例１０－１１）、Ｅ
ｘｏｓｏｍｅ－Ｈｕｍａｎ　ＣＤ６３　Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ／Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ（比較
例１２－１３）により得られる細胞外膜小胞の取得を行った。
【０３３１】
＜Ｔｉｍ４タンパク質の担体への固定＞
　１０μｇ／μＬ　Ｄｙｎａｂｅａｄｓ　Ｍ－２７０　Ｓｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎ（サー
モフィッシャーサイエンティフィック社製）含有溶液　１５μＬ（Ｄｙｎａｂｅａｄｓ　
Ｍ－２７０　Ｓｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎ　１×１０７個含有する）を１．５ｍＬチューブ
（ビーエム機器社製）に分注し、ＰＢＳを用いて洗浄操作を行った。
　次いで、洗浄操作後のＤｙｎａｂｅａｄｓ　Ｍ－２７０　Ｓｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎを
含有する１．５ｍＬチューブに、実施例１１－１２と同様の方法により調製したＳＨ基ビ
オチン標識ＦＬＡＧタグ融合型マウス由来Ｔｉｍ４タンパク質を０．２５μｇ含有するＰ
ＢＳ溶液２００μＬの全量を加えて、冷蔵で１時間反応させて、ｍＴｉｍ４担体含有ＰＢ
Ｓ溶液を得た。
【０３３２】
＜抗ＣＤ６３抗体（Ｈ５Ｃ６）固定化担体の調製＞
　３０μｇ／μＬ　Ｄｙｎａｂｅａｄｓ　Ｍ－２７０　Ｃａｒｂｏｘｙｌｉｃ　Ａｃｉｄ
（サーモフィッシャーサイエンティフィック社製）含有溶液　５０μＬ（Ｄｙｎａｂｅａ
ｄｓ　Ｍ－２７０　Ｃａｒｂｏｘｙｌｉｃ　Ａｃｉｄ　１×１０８個含有する）を１．５
ｍＬチューブ（ビーエム機器社製）に分注し、反応バッファー（０．１Ｍ　ＭＥＳ、ｐＨ
５．０）を用いて洗浄操作を行った。
　一方、抗ＣＤ６３抗体（Ｈ５Ｃ６）（ＢＤ　Ｐｈａｒｍｉｎｇｅｎ社製）３０ｇ（６０
μＬ）を、反応バッファー（０．１Ｍ　ＭＥＳ、ｐＨ５．０）４９０μＬで希釈し、反応
バッファー希釈抗ＣＤ６３抗体溶液を得た。
　次いで、洗浄操作後のＤｙｎａｂｅａｄｓ　Ｍ－２７０　Ｃａｒｂｏｘｙｌｉｃ　Ａｃ
ｉｄを含有する１．５ｍＬチューブに、前記反応バッファー希釈抗ＣＤ６３抗体溶液を５
５０μＬ加えて室温で３０分間転倒混和した。その後、さらに３ｍｇ／ｍＬ　ＷＳＣ（同
仁化学研究所社製）を５０μＬ加えて室温で４時間転倒混和し、ＴＢＳ－Ｔで洗浄操作後
、５０μＬ　ＰＢＳで希釈し、抗ＣＤ６３抗体（Ｈ５Ｃ６）担体含有ＰＢＳ溶液を得た。
　以上により、下記表１４に示す２種類の担体を得た。
【０３３３】
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【表１４】

＜本発明の取得方法による細胞外膜小胞の取得＞
　前記で得られたｍＴｉｍ４担体含有ＰＢＳ溶液２００μＬ（ｍＴｉｍ４担体１×１０７

個含有）をＰＢＳ５００μＬで３回洗浄操作した後、ペレット状態のｍＴｉｍ４担体に、
実施例１－８と同様の方法により調製したカルシウムイオン含有培養上清サンプル５０μ
Ｌを加え、８℃で３時間反応させた。
　その後、反応後のｍＴｉｍ４担体を、２ｍＭ　ＣａＣｌ２含有ＴＢＳ－Ｔ５００μＬで
３回洗浄操作した。３回目の洗浄の時に、ｍＴｉｍ４担体をそれぞれ２５０μＬずつ１．
５ｍＬチューブ２本に分注した。ペレット状態のｍＴｉｍ４担体０．３ｍｇずつに、溶出
液として１％　ＳＤＳ水溶液及び１ｍＭ　ＥＤＴＡ水溶液をそれぞれ２０μＬ添加した後
、ボルテックスミキサーにより室温で１０秒間それぞれ混合し、スピンダウンした。１．
５ｍＬチューブをそれぞれマグネットスタンドに設置し、磁力を用いて管壁にｍＴｉｍ４
担体を集合させ、上清（溶出液）を回収した。
【０３３４】
＜抗ＣＤ６３抗体固定化法による細胞外膜小胞の取得＞
　「ｍＴｉｍ４担体含有ＰＢＳ溶液２００μＬ」の代わりに、「抗ＣＤ６３抗体（Ｈ５Ｃ
６）担体含有ＰＢＳ溶液５μＬ（担体１×１０７個含有）」を用いた以外は、前記＜本発
明の取得方法による細胞外膜小胞の取得＞と同様の方法により、カルシウムイオン含有培
養上清サンプル中の細胞外膜小胞を取得し、１％　ＳＤＳ水溶液又は１ｍＭ　ＥＤＴＡ水
溶液により細胞外膜小胞を溶出させ、上清（溶出液）を回収した。
【０３３５】
＜Ｅｘｏｓｏｍｅ－Ｈｕｍａｎ　ＣＤ６３　Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ／Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎに
よる細胞外膜小胞の取得＞
　「ｍＴｉｍ４担体含有ＰＢＳ溶液２００μＬ」の代わりに、「Ｅｘｏｓｏｍｅ－Ｈｕｍ
ａｎ　ＣＤ６３　Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ／Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ（サーモフィッシャーサイエ
ンティフィック社製）１ｍＬ（担体１×１０７個含有）」を用いた以外は、前記＜本発明
の取得方法による細胞外膜小胞の取得＞と同様の方法により、カルシウムイオン含有培養
上清サンプル中の細胞外膜小胞を取得し、１％　ＳＤＳ水溶液又は１ｍＭ　ＥＤＴＡ水溶
液により細胞外膜小胞を溶出させ、上清（溶出液）を回収した。
　尚、各実施例、比較例で用いた担体の種類、担体から細胞外膜小胞を取得するために用
いた溶出液の種類、並びに後述するウエスタンブロッティングにおけるレーン番号を下記
表１５に示す。
【０３３６】
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【表１５】

【０３３７】
＜ウエスタンブロッティング＞
　「実施例１－８で得られた各上清（溶出液）７．５μＬ」の代わりに「実施例３４－３
５、比較例１０－１３で得られた各上清（溶出液）７．５μＬ」を用いた以外は、実施例
１－８の「（７）ウエスタンブロッティング」と同様の方法により行った。
【０３３８】
＜結果＞
　得られたウエスタンブロッティングの結果を図９に示す。図９において、各レーンは以
下の通りである。
レーン１：実施例３４の結果（本発明の取得方法により細胞外膜小胞を取得し、１％ＳＤ
Ｓ水溶液を溶出液として用いた場合の結果）
レーン２：実施例３５の結果（本発明の取得方法により細胞外膜小胞を取得し、１ｍＭ　
ＥＤＴＡ水溶液を溶出液として用いた場合の結果）
レーン３：比較例１０の結果（抗ＣＤ６３抗体法により細胞外膜小胞を取得し、１％ＳＤ
Ｓ水溶液を溶出液として用いた場合の結果）
レーン４：比較例１１の結果（抗ＣＤ６３抗体法により細胞外膜小胞を取得し、１ｍＭ　
ＥＤＴＡ水溶液を溶出液として用いた場合の結果）
レーン５：比較例１２の結果（Ｅｘｏｓｏｍｅ－Ｈｕｍａｎ　ＣＤ６３　Ｉｓｏｌａｔｉ
ｏｎ／Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎにより細胞外膜小胞を取得し、１％ＳＤＳ水溶液を溶出液とし
て用いた場合の結果）
レーン６：比較例１３の結果（Ｅｘｏｓｏｍｅ－Ｈｕｍａｎ　ＣＤ６３　Ｉｓｏｌａｔｉ
ｏｎ／Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎにより細胞外膜小胞を取得し、１ｍＭ　ＥＤＴＡ水溶液を溶出
液として用いた場合の結果）
　図９より、本発明の取得方法により細胞外膜小胞の取得を行った実施例３４－３５では
、２５－６０ｋＤａ付近にエクソソームマーカーの一つであるＣＤ６３のバンドが得られ
た（実施例３４－３５：レーン１－２）。
　一方、図９より、抗ＣＤ６３抗体法により細胞外膜小胞の取得を行った比較例１０－１
１及びＥｘｏｓｏｍｅ－Ｈｕｍａｎ　ＣＤ６３　Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ／Ｄｅｔｅｃｔｉｏ
ｎにより細胞外膜小胞の取得を行った比較例１２－１３では、２５－６０ｋＤａ付近にＣ
Ｄ６３のバンドは薄くしか得られなかった（比較例１０－１３：レーン３－６）。
　以上から、本発明の取得方法によれば、抗ＣＤ６３抗体法やＥｘｏｓｏｍｅ－Ｈｕｍａ
ｎ　ＣＤ６３　Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ／Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ等の細胞外膜小胞の表面抗原タ
ンパク質に対する抗体を用いて当該表面抗原タンパク質と抗体のアフィニティーによって
細胞外膜小胞を取得する方法よりも多くの細胞外膜小胞を回収可能であることが判った。
　
【０３３９】
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実施例３６－３８．超遠心分離処理済試料からの本発明の取得方法による残存細胞外膜小
胞の取得
　以下のように、従来法である超遠心分離法（以下、超遠心分離処理と略記する場合があ
る）により細胞外膜小胞を除去・取得した試料に対して、本発明の取得方法を実施した。
【０３４０】
＜（１）超遠心分離法による細胞外膜小胞の除去＞
　ＦＢＳ（ＣＯＲＮＩＮＧ社製）１５ｍＬを遠心分離処理（１００００×ｇ、２０分間）
して不純物を分離し、上清を新しいチューブに移して遠心分離処理済みＦＢＳを得た。次
いで、得られた遠心分離処理済みＦＢＳを５ｍＬずつ超遠心分離処理（１１００００×ｇ
、一晩）又は超遠心分離処理（４５００００×ｇ、一晩）し、上清を新しいチューブに移
して超遠心分離処理（１１００００×ｇ）済みＦＢＳ及び超遠心分離処理（４５００００
×ｇ）済みＦＢＳを各５ｍＬ得た。
【０３４１】
＜（２）ビーズの洗浄＞
　１０μｇ／μＬ　Ｄｙｎａｂｅａｄｓ　ＭｙＯｎｅ　Ｓｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎ　Ｃ１
（サーモフィッシャーサイエンティフィック社製）含有ＰＢＳ溶液１８０μＬ（Ｄｙｎａ
ｂｅａｄｓ　ＭｙＯｎｅ　Ｓｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎ　Ｃ１　１．８ｍｇ含有）を、３つ
のチューブにそれぞれ分注した。次いで、ＰＢＳ１５００μＬをチューブにそれぞれ加え
、攪拌した後、チューブをそれぞれマグネットスタンドに設置し、磁力を用いて管壁にＤ
ｙｎａｂｅａｄｓ　ＭｙＯｎｅ　Ｓｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎ　Ｃ１を集合させ、チューブ
内の溶液をピペットで捨てた（以下、洗浄操作と略記する場合がある）。
【０３４２】
＜（３）Ｆｃタグ融合型マウス由来Ｔｉｍ４タンパク質のビーズへの固定＞
　洗浄操作後のペレット状態のＤｙｎａｂｅａｄｓ　ＭｙＯｎｅ　Ｓｔｒｅｐｔａｖｉｄ
ｉｎ　Ｃ１　１．８ｍｇに、ＳＨ基ビオチン標識Ｆｃタグ融合型マウス由来Ｔｉｍ４タン
パク質３μｇを含有するＰＢＳ溶液１５００μＬをそれぞれ添加して、８℃で１０分間反
応させ、ＳＨ基ビオチン標識Ｆｃタグ融合型ｍＴｉｍ４タンパク質が結合した担体（ｍＴ
ｉｍ４担体）を含有するＰＢＳ溶液１５００μＬをそれぞれ得た。
【０３４３】
＜（４）本発明の取得方法による細胞外膜小胞の取得＞
　得られたｍＴｉｍ４担体１．８ｍｇをＰＢＳ１５００μＬでそれぞれ３回洗浄操作し、
ペレット状態のｍＴｉｍ４担体を得た。その後、３本の１５ｍＬ遠沈管（ＣＯＲＮＩＮＧ
社製）に遠心分離処理済みＦＢＳ、超遠心分離処理（１１００００×ｇ）済みＦＢＳ、及
び超遠心分離処理（４５００００×ｇ）済みＦＢＳ各５ｍＬをそれぞれ分注し、ペレット
状態のｍＴｉｍ４担体を１．８ｍｇ添加し、８℃で２時間反応させた。反応後、１５ｍＬ
遠沈管をそれぞれマグネットスタンドに設置し、磁力を用いて管壁にｍＴｉｍ４担体を集
合させ、各上清（各ＦＢＳ）を新しい１５ｍＬ遠沈管にそれぞれ回収した。遠沈管に残っ
たペレット状態のｍＴｉｍ４担体を、２ｍＭ　ＣａＣｌ２含有ＴＢＳ－Ｔ（Ｔｒｉｓ　ｂ
ｕｆｆｅｒ，　０．０００５％　ｔｗｅｅｎ２０，　２ｍＭ　ＣａＣｌ２）３ｍＬでそれ
ぞれ洗浄操作後、ペレット状態のｍＴｉｍ４担体に２ｍＭ　ＣａＣｌ２含有ＴＢＳ－Ｔを
それぞれ１ｍＬ添加して懸濁し、１．５ｍＬチューブに懸濁液を全量移した後、それぞれ
２回洗浄操作した。
　ペレット状態のｍＴｉｍ４担体１．８ｍｇに溶出液として１ｍＭ　ＥＤＴＡ含有ＴＢＳ
溶液を５０μＬそれぞれ添加した後、ボルテックスミキサーにより室温で１０秒間混合し
、スピンダウンした。１．５ｍＬチューブをそれぞれマグネットスタンドに設置し、磁力
を用いて管壁にｍＴｉｍ４担体を集合させ、溶出液を回収した。再度１ｍＭ　ＥＤＴＡ含
有ＴＢＳ溶液を５０μＬ添加し、前記で使用したｍＴｉｍ４担体を用いて同様の方法で溶
出液を回収した。
　その後、溶出液を２度回収した際に使用したビーズを、１５ｍＬ遠沈管に回収した各上
清（各ＦＢＳ）に再度添加し、前記したのと同様の方法により、各上清（各ＦＢＳ）中の
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細胞外膜小胞を回収する操作をさらに２回繰り返し各溶出液をそれぞれ得た。
【０３４４】
＜（５）ウエスタンブロッティング＞
　得られた各溶出液１００μＬを３０μＬになるように、ＶＩＶＡＳＰＩＮ５００（ＭＶ
ＣＯ１０，０００）（ザルトリウス社製）を用いて限外ろ過した。限外ろ過した各溶出液
１５μＬに４×試料用緩衝液（和光純薬工業（株）製）５μＬを加えて９８℃で５分間加
熱し、ウエスタンブロッティング用の各試料を得た。スーパーセップエース　５－２０％
ゲル（和光純薬工業（株）製）に当該ウエスタンブロッティング用の各試料２０μＬを乗
せて、２５ｍＡで６５分間電気泳動した。得られた泳動ゲルを、セミドライブロッターと
不連続バッファー（Ａｎｏｄｅ　Ｂｕｆｆｅｒ　１：０．３Ｍ　Ｔｒｉｓ／２０％　Ｍｅ
ｔｈａｎｏｌ、Ａｎｏｄｅ　Ｂｕｆｆｅｒ　２：０．０２５Ｍ　Ｔｒｉｓ／２０％　Ｍｅ
ｔｈａｎｏｌ、Ｃａｔｈｏｄｅ　Ｂｕｆｆｅｒ：０．０２５Ｍ　Ｔｒｉｓ／０．０４Ｍ　
アミノカプロン酸／２０％　Ｍｅｔｈａｎｏｌ）を用いて、ＰＶＤＦ膜（Ｍｉｌｌｉｐｏ
ｒｅ社製）に１ｍＡ／ｃｍ２で６０分間転写した。転写後のＰＶＤＦ膜にＰＢＳ－Ｔ（Ｐ
ＢＳ　ｂｕｆｆｅｒ，　０．１％　ｔｗｅｅｎ２０）で希釈した３％スキムミルクを加え
て１時間室温で反応させてブロッキングし、ＰＢＳ－Ｔで１０００倍希釈した抗ウシＣＤ
９抗体（Ｎｏｖｕｓ　Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｓ社製、以下「抗ウシＣＤ９抗体」と略記す
る場合がある）２ｍＬを室温で１時間反応させた。反応後のＰＶＤＦ膜をＰＢＳ－Ｔで３
回洗浄し、ＰＢＳ－Ｔで１００００倍希釈した２次抗体｛抗マウスＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ）、ウ
サギ、ＩｇＧ分画、ペルオキシダーゼ結合抗体｝（和光純薬工業（株）製）を室温で１時
間反応させた。ＰＢＳ－Ｔで５回洗浄後、抗ウシＣＤ９抗体を反応させたメンブレンにイ
ムノスターベーシック（和光純薬工業（株）製）を、抗Ｆｌｏｔｉｌｌｉｎ－２抗体を反
応させたメンブレンにイムノスターゼータ（和光純薬工業（株）製）をそれぞれ添加し、
ＬＡＳ－４０００（ＧＥ社製）を用いて発光シグナルを検出した。尚、抗ウシＣＤ９抗体
と抗Ｆｌｏｔｉｌｌｉｎ－２抗体は、エクソソームのマーカータンパク質であるＣＤ９と
Ｆｌｏｔｉｌｌｉｎ－２をそれぞれ認識する抗体である。
【０３４５】
＜（６）平均粒子数及び平均粒子サイズの測定＞
　得られた各溶出液１００μＬを遠心式フィルター（０．４５μｍ、ＰＶＤＦ）（Ｍｉｌ
ｌｉｐｏｒｅ社製）で処理後、水で５倍希釈し、ナノサイトＬＭ１０（ＮａｎｏＳｉｇｈ
ｔ社製）を用いて希釈液中に含まれる粒子についてＮａｎｏＳｉｇｈｔ社のマニュアルに
従い各３回測定し、平均粒子数（Ｐａｒｔｉｃｌｅｓ）と平均粒子サイズ（Ｍｅａｎ　Ｓ
ｉｚｅ）を調べた。
　尚、各実施例で用いた試料の処理方法、試料中に残存する細胞外膜小胞の取得方法等に
ついて下記表１６に示す。
【０３４６】
【表１６】

【０３４７】
＜結果＞
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　得られたウエスタンブロッティングの結果を図１０、ナノサイトによる平均粒子数及び
平均粒子サイズの測定結果を表１７にそれぞれ示す。図１０において、各レーンは以下の
結果である。
レーン１：実施例３６の結果（試料を遠心分離処理し、本発明の取得方法により細胞外膜
小胞の取得をおこなった場合の結果）
レーン２：実施例３７の結果（試料を遠心分離処理し、１１００００×ｇで超遠心処理し
た後、本発明の取得方法により細胞外膜小胞の取得をおこなった場合の結果）
レーン３：実施例３８の結果（試料を遠心分離処理し、４５００００×ｇで超遠心処理し
た後、本発明の取得方法により細胞外膜小胞の取得をおこなった場合の結果）
【０３４８】
　図１０より、試料を遠心分離処理し、１１００００×ｇ又は４５００００×ｇで超遠心
処理した後、本発明の取得方法により細胞外膜小胞の取得をおこなった場合（実施例３７
－３８）にもエクソソームマーカーのＣＤ９とＦｌｏｔｉｌｌｉｎ－２のバンドが確認さ
れ、超遠心分離処理では試料中に含まれる細胞外膜小胞を除去（取得）しきれず、試料中
には多量の細胞外膜小胞が残存することが判った（実施例３７－３８：レーン２－３）。
さらに、これらの超遠心分離法では除去（取得）しきれず試料中に残存する細胞外膜小胞
を、本発明の取得方法によって取得（除去）可能であることが判った（実施例３７－３８
：レーン２－３）。
【０３４９】
　表１７より、試料を遠心分離処理し、１１００００×ｇ又は４５００００×ｇで超遠心
処理した後、本発明の取得方法により細胞外膜小胞の取得をおこなった場合（実施例３７
－３８）と試料を遠心分離処理した後、本発明の取得方法により細胞外膜小胞の取得をお
こなった場合（実施例３６）とで、取得した細胞外膜小胞の大きさ（粒子径）はほぼ同じ
であった。よって、超遠心分離法では除去しきれない試料中に残存する細胞外膜小胞は断
片化されておらず、粒子として存在していることが判った。
【０３５０】
【表１７】

【０３５１】
実施例３９－４０．Ｔｏｔａｌ　Ｅｘｏｓｏｍｅ　Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ（ポリマー沈殿）
処理済試料からの本発明の取得方法による残存細胞外膜小胞の取得
　以下のように、試料に含まれる細胞外膜小胞を従来法であるＴｏｔａｌ　Ｅｘｏｓｏｍ
ｅ　Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ（ポリマー沈殿）で除去（以下、「ポリマー沈殿処理」と略記す
る場合がある）により細胞外膜小胞を除去（取得）した試料に対して、本発明の取得方法
を実施した。
【０３５２】
＜（１）Ｔｏｔａｌ　Ｅｘｏｓｏｍｅ　Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ（ポリマー沈殿）法による細
胞外膜小胞の除去＞
　ＦＢＳ（ＣＯＲＮＩＮＧ社製）１０ｍＬを遠心分離処理（１００００×ｇ、２０分間）
して不純物を分離し、遠心分離処理済みＦＢＳを得た。次いで、得られた遠心分離処理済
みＦＢＳ５ｍＬにＴｏｔａｌ　Ｅｘｏｓｏｍｅ　Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ（ｆｒｏｍ　ｓｅｒ
ｕｍ）（サーモフィッシャーサイエンティフィック社製）を１ｍＬ添加し、冷蔵で３０分
間静置し、遠心分離処理（１００００×ｇ、２０分間）して上清を回収し、Ｔｏｔａｌ　
Ｅｘｏｓｏｍｅ　Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ処理済みＦＢＳ６ｍＬを得た。
【０３５３】
＜（２）ビーズの洗浄＞
　１０μｇ／μＬ　Ｄｙｎａｂｅａｄｓ　ＭｙＯｎｅ　Ｓｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎ　Ｃ１
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（サーモフィッシャーサイエンティフィック社製）含有ＰＢＳ溶液１８０μＬ（Ｄｙｎａ
ｂｅａｄｓ　ＭｙＯｎｅ　Ｓｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎ　Ｃ１　１．８ｍｇ含有）を、２つ
のチューブにそれぞれ分注した。次いで、ＰＢＳ１５００μＬをチューブにそれぞれ加え
、攪拌した後、チューブをそれぞれマグネットスタンドに設置し、磁力を用いて管壁にＤ
ｙｎａｂｅａｄｓ　ＭｙＯｎｅ　Ｓｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎ　Ｃ１を集合させ、チューブ
内の溶液をピペットで捨てた（以下、洗浄操作と略記する場合がある）。
【０３５４】
＜（３）Ｆｃタグ融合型マウス由来Ｔｉｍ４タンパク質のビーズへの固定＞
　洗浄操作後のペレット状態のＤｙｎａｂｅａｄｓ　ＭｙＯｎｅ　Ｓｔｒｅｐｔａｖｉｄ
ｉｎ　Ｃ１　１．８ｍｇに、実施例５－８と同様の方法により調製したＳＨ基ビオチン標
識Ｆｃタグ融合型マウス由来Ｔｉｍ４タンパク質３μｇを含有するＰＢＳ溶液１５００μ
Ｌを添加して、８℃で１０分間反応させ、ＳＨ基ビオチン標識Ｆｃタグ融合型ｍＴｉｍ４
タンパク質が結合した担体（ｍＴｉｍ４担体）を含有するＰＢＳ溶液１５００μＬをそれ
ぞれ得た。
【０３５５】
＜（４）本発明の取得方法による細胞外膜小胞の取得＞
　得られたｍＴｉｍ４担体１．８ｍｇをＰＢＳ１５００μＬでそれぞれ３回洗浄操作し、
ペレット状態のｍＴｉｍ４担体を得た。その後、ペレット状態のｍＴｉｍ４担体を１．８
ｍｇずつ、１５ｍＬ遠沈管（ＣＯＲＮＩＮＧ社製）に分注した遠心分離処理済みＦＢＳ５
ｍＬ又はＴｏｔａｌ　Ｅｘｏｓｏｍｅ　Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ処理済みＦＢＳ６ｍＬにそれ
ぞれ添加し、８℃で２時間反応させた。
　反応後、１５ｍＬ遠沈管をそれぞれマグネットスタンドに設置し、磁力を用いて管壁に
マウス由来Ｔｉｍ４担体を集合させ、各上清（各ＦＢＳ）を新しい１５ｍＬ遠沈管にそれ
ぞれ回収した。遠沈管に残ったペレット状態のｍＴｉｍ４担体を、２ｍＭ　ＣａＣｌ２含
有ＴＢＳ－Ｔ（Ｔｒｉｓ　ｂｕｆｆｅｒ，　０．０００５％　ｔｗｅｅｎ２０，　２ｍＭ
　ＣａＣｌ２）３ｍＬでそれぞれ洗浄操作後、ペレット状態のｍＴｉｍ４担体に２ｍＭ　
ＣａＣｌ２含有ＴＢＳ－Ｔをそれぞれ１ｍＬ添加して懸濁し、１．５ｍＬチューブに懸濁
液を全量移した後、それぞれ２回洗浄操作した。
　ペレット状態の各ｍＴｉｍ４担体１．８ｍｇに溶出液として１ｍＭ　ＥＤＴＡ含有ＴＢ
Ｓ溶液を５０μＬそれぞれ添加した後、ボルテックスミキサーにより室温で１０秒間混合
し、スピンダウンした。１．５ｍＬチューブをそれぞれマグネットスタンドに設置し、磁
力を用いて管壁にｍＴｉｍ４担体を集合させ、溶出液を回収した。再度１ｍＭ　ＥＤＴＡ
含有ＴＢＳ溶液を５０μＬ添加し、前記で使用したｍＴｉｍ４担体を用いて同様の方法で
溶出液を回収した。
　その後、溶出液を２度回収した際に使用したｍＴｉｍ４担体（ビーズ）を、１５ｍＬ遠
沈管に回収した
各上清（各ＦＢＳ）に再度添加し、前記したのと同様の方法により、各上清（各ＦＢＳ）
中の細胞外膜小胞を回収する操作をさらに２回繰り返し各溶出液をそれぞれ得た。
【０３５６】
＜（５）ウエスタンブロッティング＞
　得られた各溶出液３００μＬを３０μＬになるように、ＶＩＶＡＳＰＩＮ５００（ＭＶ
ＣＯ１０，０００）（ザルトリウス社製）を用いて限外ろ過した。限外ろ過した各溶出液
３０μＬに４×試料用緩衝液（和光純薬工業（株）製）１０μＬを加えて９８℃で５分間
加熱し、ウエスタンブロッティング用の各試料を得た。スーパーセップエース　５－２０
％ゲル（和光純薬工業（株）製）に当該ウエスタンブロッティング用の各試料２０μＬを
２ヶ所ずつ乗せて、２５ｍＡで６５分間電気泳動した。得られた泳動ゲルを、セミドライ
ブロッターと不連続バッファー（Ａｎｏｄｅ　Ｂｕｆｆｅｒ　１：０．３Ｍ　Ｔｒｉｓ／
２０％　Ｍｅｔｈａｎｏｌ、Ａｎｏｄｅ　Ｂｕｆｆｅｒ　２：０．０２５Ｍ　Ｔｒｉｓ／
２０％　Ｍｅｔｈａｎｏｌ、Ｃａｔｈｏｄｅ　Ｂｕｆｆｅｒ：０．０２５Ｍ　Ｔｒｉｓ／
０．０４Ｍ　アミノカプロン酸／２０％　Ｍｅｔｈａｎｏｌ）を用いて、ＰＶＤＦ膜（Ｍ
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ｉｌｌｉｐｏｒｅ社製）に１ｍＡ／ｃｍ２で６０分間転写した。転写後のＰＶＤＦ膜にＰ
ＢＳ－Ｔ（ＰＢＳ　ｂｕｆｆｅｒ，　０．１％　ｔｗｅｅｎ２０）で希釈した３％スキム
ミルクを加えて１時間室温で反応させてブロッキングし、ＰＢＳ－Ｔで１０００倍希釈し
た抗ウシＣＤ９抗体（Ｎｏｖｕｓ　Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｓ社製、以下「抗ウシＣＤ９抗
体」と略記する場合がある）２ｍＬ又はＰＢＳ－Ｔで２５０倍希釈した抗ヒトＦｌｏｔｉ
ｌｌｉｎ－２抗体（ＢＤ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ社製、以下「抗ヒトＦｌｏｔｉｌｌｉ
ｎ－２抗体」と略記する場合がある）を室温で１時間反応させた。反応後のＰＶＤＦ膜を
ＰＢＳ－Ｔで３回洗浄し、ＰＢＳ－Ｔで１００００倍希釈した２次抗体｛抗マウスＩｇＧ
（Ｈ＋Ｌ）、ウサギ、ＩｇＧ分画、ペルオキシダーゼ結合抗体｝（和光純薬工業（株）製
）を室温で１時間反応させた。ＰＢＳ－Ｔで５回洗浄後、　抗ウシＣＤ９抗体を反応させ
たメンブレンにイムノスターベーシック（和光純薬工業（株）製）を、抗Ｆｌｏｔｉｌｌ
ｉｎ－２抗体を反応させたメンブレンにイムノスターゼータ（和光純薬工業（株）製）を
それぞれ添加し、ＬＡＳ－４０００（ＧＥ社製）を用いて発光シグナルを検出した。尚、
抗ウシＣＤ９抗体は、エクソソームのマーカータンパク質の１つであるＣＤ９に対する抗
体であり、抗ヒトＦｌｏｔｉｌｌｉｎ－２抗体は、エクソソームのマーカータンパク質の
１つであるＦｌｏｔｉｌｌｉｎ－２に対する抗体である。
【０３５７】
　尚、各実施例で用いた試料の処理方法、試料中に残存する細胞外膜小胞の取得方法並び
にウエスタンブロッティングにおけるレーン番号について下記表１８に示す。
【０３５８】
【表１８】

【０３５９】
＜結果＞
　得られたウエスタンブロッティングの結果を図１１に示す。図１１において、各レーン
は以下の結果を表す。
レーン１：実施例３９の結果（試料を遠心分離処理した後、本発明の取得方法により細胞
外膜小胞の取得をおこなった場合の結果）
レーン２：実施例４０の結果（試料を遠心分離処理し、ポリマー沈殿処理した後、本発明
の取得方法により細胞外膜小胞の取得をおこなった場合の結果）
【０３６０】
　図１１より、試料を遠心分離処理し、ポリマー沈殿した後、本発明の取得方法により細
胞外膜小胞の取得をおこなった場合（実施例４０）にもエクソソームマーカーのＣＤ９と
Ｆｌｏｔｉｌｌｉｎ－２のバンドが確認されたことから、Ｔｏｔａｌ　Ｅｘｓｏｍｅ　Ｉ
ｓｏｌａｔｉｏｎ（ポリマー沈殿）法では試料中に含まれる細胞外膜小胞を除去（取得）
しきれず、試料中には多量の細胞外膜小胞が残存することが判った（実施例４０：レーン
２）。
　さらに、Ｔｏｔａｌ　Ｅｘｓｏｍｅ　Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ（ポリマー沈殿）法では除去
（取得）しきれず試料中に残存する細胞外膜小胞を、本発明の取得方法によっては取得可
能であることが判った（実施例４０：レーン２）。
【０３６１】
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実施例４１－４７．本発明の除去方法及び／又は従来法（超遠心法、Ｔｏｔａｌ　Ｅｘｓ
ｏｍｅ　Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ（ポリマー沈殿）法）による試料からの細胞外膜小胞の取得
（除去）
　以下のように、本発明の除去方法及び／又は従来法（超遠心法、Ｔｏｔａｌ　Ｅｘｓｏ
ｍｅ　Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ（ポリマー沈殿）法）により試料から細胞外膜小胞を取得（除
去）した。
【０３６２】
＜（１）超遠心分離法による細胞外膜小胞の除去＞
　ＦＢＳ（ＣＯＲＮＩＮＧ社製）２８ｍＬを遠心分離処理（１００００×ｇ、２０分間）
して不純物を分離し、遠心分離処理済みＦＢＳ（以下、「除去試料１」と略記する場合が
ある）を得た。次いで、得られた遠心分離処理済みＦＢＳ（「除去試料１」）１２ｍＬを
超遠心分離処理（１１００００×ｇ、一晩）し、超遠心分離処理（１１００００×ｇ）済
みＦＢＳ（以下、「除去試料２」と略記する場合がある）を得た。
【０３６３】
＜（２）Ｔｏｔａｌ　Ｅｘｓｏｍｅ　Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ（ポリマー沈殿）法による細胞
外膜小胞の除去＞
　次に、遠心分離処理済みＦＢＳ（「除去試料１」）８ｍＬにＴｏｔａｌ　Ｅｘｏｓｏｍ
ｅ　Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ（ｆｒｏｍ　ｓｅｒｕｍ）（サーモフィッシャーサイエンティフ
ィック社製）を１．６ｍＬ添加し、冷蔵で３０分間それぞれ静置し、遠心分離処理（１０
０００×ｇ、２０分間）してそれぞれ上清を回収し、Ｔｏｔａｌ　Ｅｘｏｓｏｍｅ　Ｉｓ
ｏｌａｔｉｏｎ処理済みＦＢＳ（以下、「除去試料３」と略記する場合がある）９．６ｍ
Ｌを得た。
　また、超遠心分離処理（１１００００×ｇ）済みＦＢＳ（「除去試料２」）４ｍＬにＴ
ｏｔａｌ　Ｅｘｏｓｏｍｅ　Ｉｓｏｌａｔｉｏｎを０．８ｍＬ添加し、冷蔵で３０分間そ
れぞれ静置し、遠心分離処理（１００００×ｇ、２０分間）してそれぞれ上清を回収し、
超遠心分離処理（１１００００×ｇ）／Ｔｏｔａｌ　Ｅｘｏｓｏｍｅ　Ｉｓｏｌａｔｉｏ
ｎ処理済みＦＢＳ（以下、「除去試料４」と略記する場合がある）４．８ｍＬを得た。
【０３６４】
＜（３）ビーズの洗浄＞
　１０μｇ／μＬ　Ｄｙｎａｂｅａｄｓ　ＭｙＯｎｅ　Ｓｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎ　Ｃ１
（サーモフィッシャーサイエンティフィック社製）含有ＰＢＳ溶液２４０μＬ（Ｄｙｎａ
ｂｅａｄｓ　ＭｙＯｎｅ　Ｓｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎ　Ｃ１　２．４ｍｇ含有）を、３本
のチューブにそれぞれ分注した。次いで、ＰＢＳ２０００μＬをチューブにそれぞれ加え
、攪拌した後、チューブをそれぞれマグネットスタンドに設置し、磁力を用いて管壁にＤ
ｙｎａｂｅａｄｓ　ＭｙＯｎｅ　Ｓｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎ　Ｃ１を集合させ、チューブ
内の溶液をピペットで捨てた（以下、「洗浄操作」と略記する場合がある）。
【０３６５】
＜（４）Ｆｃタグ融合型マウス由来Ｔｉｍ４タンパク質のビーズへの固定＞
　洗浄操作後のペレット状態のＤｙｎａｂｅａｄｓ　ＭｙＯｎｅ　Ｓｔｒｅｐｔａｖｉｄ
ｉｎ　Ｃ１　２．４ｍｇに、ＳＨ基ビオチン標識Ｆｃタグ融合型マウス由来Ｔｉｍ４タン
パク質４μｇを含有するＰＢＳ溶液２０００μＬをそれぞれ添加して、８℃で１０分間反
応させ、ＳＨ基ビオチン標識Ｆｃタグ融合型ｍＴｉｍ４タンパク質が結合した担体（ｍＴ
ｉｍ４担体）を含有するＰＢＳ溶液２０００μＬをそれぞれ得た。
【０３６６】
＜（５）細胞外膜小胞の除去＞
　得られたｍＴｉｍ４担体２．４ｍｇをＰＢＳ２０００μＬでそれぞれ３回洗浄操作し、
ペレット状のｍＴｉｍ４担体をそれぞれ得た。
　その後、遠心分離処理済みＦＢＳ（「除去試料１」）又は超遠心分離処理（１１０００
０×ｇ）済みＦＢＳ（「除去試料２」）４ｍＬ、Ｔｏｔａｌ　Ｅｘｏｓｏｍｅ　Ｉｓｏｌ
ａｔｉｏｎ処理済みＦＢＳ（「除去試料３」）４．８ｍＬをチューブにそれぞれ分注し、
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８℃で１時間それぞれ反応させた。反応後、チューブをそれぞれマグネットスタンドに設
置し、磁力を用いて管壁にｍＴｉｍ４担体を集合させ、各上清（各ＦＢＳ）を新しいチュ
ーブにそれぞれ回収した。
　チューブに残ったペレット状態のｍＴｉｍ４担体を、ＴＢＳ－Ｔ（Ｔｒｉｓ　ｂｕｆｆ
ｅｒ，　０．０００５％　ｔｗｅｅｎ２０）４ｍＬでそれぞれ３回洗浄操作後、各上清（
各ＦＢＳ）をそれぞれ再度添加し、反応から洗浄までの操作をそれぞれ合計５回繰り返し
た。５回目の反応後、各上清（各ＦＢＳ）を新しいチューブに移して遠心分離処理（１０
０００×ｇ、２０分間）し、上清を回収し、超遠心分離処理（１１００００×ｇ）／Ｔｉ
ｍ４処理済みＦＢＳ（以下、「除去試料５」と略記する場合がある）４ｍＬ、Ｔｏｔａｌ
　Ｅｘｏｓｏｍｅ　Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ処理／Ｔｉｍ４処理済みＦＢＳ（以下、「除去試
料６」と略記する場合がある）４．８ｍＬ、Ｔｉｍ４処理済みＦＢＳ（以下、「除去試料
７）と略記する場合がある）４ｍＬを得た。
【０３６７】
＜（６）本発明の取得方法による細胞外膜小胞の取得＞
　前記方法と同様の方法により、新たにｍＴｉｍ４担体０．６ｍｇを７本分準備し、それ
ぞれ洗浄操作を行った。下記表１９に記載の所定の除去試料を除去試料のマウス由来Ｔｉ
ｍ４担体への添加量ずつそれぞれペレット状態のｍＴｉｍ４担体０．６ｍｇに添加し、８
℃で３時間それぞれ反応させた。
【０３６８】
【表１９】

　反応後、１．５ｍＬチューブをそれぞれマグネットスタンドに設置し、磁力を用いて管
壁にｍＴｉｍ４担体を集合させ、各上清（各ＦＢＳ）を回収し、ペレット状態のｍＴｉｍ
４担体を得た。
　得られたペレット状態のｍＴｉｍ４担体を２ｍＭ　ＣａＣｌ２含有ＴＢＳ－Ｔ（Ｔｒｉ
ｓ　ｂｕｆｆｅｒ，　０．０００５％　ｔｗｅｅｎ２０，　２ｍＭ　ＣａＣｌ２）１ｍＬ
でそれぞれ３回洗浄操作後、ペレット状態の各ｍＴｉｍ４担体０．６ｍｇに溶出液として
１ｍＭ　ＥＤＴＡ含有ＴＢＳ溶液を５０μＬそれぞれ添加し、ボルテックスミキサーによ
り室温で１０秒間混合し、スピンダウンした。１．５ｍＬチューブをそれぞれマグネット
スタンドに設置し、磁力を用いて管壁にｍＴｉｍ４担体を集合させ、溶出液をそれぞれ回
収した。再度１ｍＭ　ＥＤＴＡ含有ＴＢＳ溶液を５０μＬ添加し、同様の方法で溶出液を
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【０３６９】
＜（７）ウエスタンブロッティング＞
　得られた各溶出液のうち１００μＬを３０μＬになるように、ＶＩＶＡＳＰＩＮ５００
（ＭＶＣＯ１０，０００）（ザルトリウス社製）を用いて限外ろ過した。限外ろ過した各
溶出液３０μＬに４×試料用緩衝液（和光純薬工業（株）製）１０μＬを加えて９８℃で
５分間加熱し、ウエスタンブロッティング用の各試料を得た。スーパーセップエース　５
－２０％ゲル（和光純薬工業（株）製）に当該ウエスタンブロッティング用の各試料２０
μＬを２ヶ所ずつ乗せて、２５ｍＡで６５分間電気泳動した。得られた泳動ゲルを、セミ
ドライブロッターと不連続バッファー（Ａｎｏｄｅ　Ｂｕｆｆｅｒ　１：０．３Ｍ　Ｔｒ
ｉｓ／２０％　Ｍｅｔｈａｎｏｌ、Ａｎｏｄｅ　Ｂｕｆｆｅｒ　２：０．０２５Ｍ　Ｔｒ
ｉｓ／２０％　Ｍｅｔｈａｎｏｌ、Ｃａｔｈｏｄｅ　Ｂｕｆｆｅｒ：０．０２５Ｍ　Ｔｒ
ｉｓ／０．０４Ｍ　アミノカプロン酸／２０％　Ｍｅｔｈａｎｏｌ）を用いて、ＰＶＤＦ
膜（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ社製）に１ｍＡ／ｃｍ２で６０分間転写した。転写後のＰＶＤＦ
膜にＰＢＳ－Ｔ（ＰＢＳ　ｂｕｆｆｅｒ，　０．１％　ｔｗｅｅｎ２０）で希釈した３％
スキムミルクを加えて１時間室温で反応させてブロッキングし、ＰＢＳ－Ｔで１０００倍
希釈した抗ウシＣＤ９抗体（Ｎｏｖｕｓ　Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｓ社製、以下「抗ウシＣ
Ｄ９抗体」と略記する場合がある）２ｍＬ又はＰＢＳ－Ｔで２５０倍希釈した抗ヒトＦｌ
ｏｔｉｌｌｉｎ－２抗体（ＢＤ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ社製、以下「抗ヒトＦｌｏｔｉ
ｌｌｉｎ－２抗体」と略記する場合がある）を室温で１時間反応させた。反応後のＰＶＤ
Ｆ膜をＰＢＳ－Ｔで３回洗浄し、ＰＢＳ－Ｔで１００００倍希釈した２次抗体｛抗マウス
ＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ）、ウサギ、ＩｇＧ分画、ペルオキシダーゼ結合抗体｝（和光純薬工業（
株）製）を室温で１時間反応させた。ＰＢＳ－Ｔで５回洗浄後、抗ウシＣＤ９抗体を反応
させたメンブレンにイムノスターベーシック（和光純薬工業（株）製）を、抗Ｆｌｏｔｉ
ｌｌｉｎ－２抗体を反応させたメンブレンにイムノスターゼータ（和光純薬工業（株）製
）をそれぞれ添加し、ＬＡＳ－４０００（ＧＥ社製）を用いて発光シグナルを検出した。
尚、抗ウシＣＤ９抗体は、エクソソームのマーカータンパク質の１つであるＣＤ９に対す
る抗体であり、抗ヒトＦｌｏｔｉｌｌｉｎ－２抗体は、エクソソームのマーカータンパク
質の１つであるＦｌｏｔｉｌｌｉｎ－２に対する抗体である。
【０３７０】
　尚、各実施例で用いた試料の処理方法、試料中に残存する細胞外膜小胞の取得（除去）
方法、及び後述するウエスタンブロッティングにおけるレーン番号等について下記表２０
に示す。
【０３７１】
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【表２０】

【０３７２】
＜結果＞
　得られたウエスタンブロッティングの結果を図１２に示す。図１２において、各レーン
は以下の結果を表す。
レーン１：実施例４１の結果（試料を遠心分離処理し、超遠心分離処理し、さらに本発明
の除去方法で処理した後、本発明の取得方法により細胞外膜小胞の取得をおこなった場合
の結果）
レーン２：実施例４２の結果（試料を遠心分離処理し、ポリマー沈殿処理し、さらに本発
明の除去方法で処理した後、本発明の取得方法により細胞外膜小胞の取得をおこなった場
合の結果）
レーン３：実施例４３の結果（試料を遠心分離処理し、超遠心分離処理し、さらにポリマ
ー沈殿処理した後、本発明の取得方法により細胞外膜小胞の取得をおこなった場合の結果
）
レーン４：実施例４４の結果（試料を遠心分離処理し、超遠心分離処理し、本発明の取得
方法により細胞外膜小胞の取得をおこなった場合の結果）
レーン５：実施例４５の結果（試料を遠心分離処理し、ポリマー沈殿処理し、本発明の取
得方法により細胞外膜小胞の取得をおこなった場合の結果）
レーン６実施例４６の結果（試料を遠心分離処理し、本発明の除去方法で処理した後、本
発明の取得方法により細胞外膜小胞の取得をおこなった場合の結果）
レーン７実施例４７の結果（試料を遠心分離処理した後、本発明の取得方法により細胞外
膜小胞の取得をおこなった場合の結果）
【０３７３】
　図１２より、従来法である超遠心法、Ｔｏｔａｌ　Ｅｘｓｏｍｅ　Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ
（ポリマー沈殿）法ではエクソソームマーカーであるＣＤ９とＦｌｏｔｉｌｌｉｎ－２の
バンドが確認され、試料中に含まれる細胞外膜小胞を除去しきれず、試料中には多量の細
胞外膜小胞が残存することが判った（実施例４４－４５：レーン４－５）。また、例えこ
れらの従来法を組み合わせたとしても、ＣＤ９とＦｌｏｔｉｌｌｉｎ－２のバンドが確認
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され、細胞外膜小胞を十分に除去することができずに残存してしまうことが判る（実施例
４３：レーン３）。これに対して、従来法である超遠心法又はＴｏｔａｌ　Ｅｘｓｏｍｅ
　Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ（ポリマー沈殿）法と本発明の除去方法を組み合わせることにより
、ＣＤ９とＦｌｏｔｉｌｌｉｎ－２のバンドは確認されず、従来法のみでは除去しきれな
い試料中の細胞外膜小胞を、除去（取得）可能であることが判った（実施例４１－４２：
レーン１－２）。さらには、本発明の方法のみでも、ＣＤ９とＦｌｏｔｉｌｌｉｎ－２の
バンドは確認されず、十分に細胞外膜小胞を除去（取得）可能であることが判った（実施
例４６：レーン６）。また、本発明の除去（取得）方法によれば、ウイルスについても細
胞外膜小胞と同様に除去可能であることが示唆された。
【０３７４】
実施例４８－５５．本発明の除去方法における本発明のＴｉｍ担体の再利用
　以下のように、本発明のＴｉｍ担体を用いて本発明の除去方法を繰り返した。
【０３７５】
＜（１）試料の準備＞
　ＦＢＳ（ＣＯＲＮＩＮＧ社製）１ｍＬを遠心分離処理（１００００×ｇ、２０分間）し
て不純物を分離し、遠心分離処理済みＦＢＳ１ｍＬを得た。
【０３７６】
＜（２）ビーズの洗浄＞
　１０μｇ／μＬ　Ｄｙｎａｂｅａｄｓ　ＭｙＯｎｅ　Ｓｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎ　Ｃ１
（サーモフィッシャーサイエンティフィック社製）含有ＰＢＳ溶液６０μＬ（Ｄｙｎａｂ
ｅａｄｓ　ＭｙＯｎｅ　Ｓｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎ　Ｃ１　０．６ｍｇ含有）を、１．５
ｍＬチューブ（ビーエム機器社製）に分注した。次いで、ＰＢＳ５００μＬを１．５ｍＬ
チューブにそれぞれ加え、攪拌した後、１．５ｍＬチューブをマグネットスタンドに設置
し、磁力を用いて管壁にＤｙｎａｂｅａｄｓ　ＭｙＯｎｅ　Ｓｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎ　
Ｃ１を集合させ、１．５ｍＬチューブ内の溶液をピペットで捨てた（以下、洗浄操作と略
記する場合がある）。
【０３７７】
＜（３）Ｆｃタグ融合型マウス由来Ｔｉｍ４タンパク質のビーズへの固定＞
　洗浄操作後のペレット状態のＤｙｎａｂｅａｄｓ　ＭｙＯｎｅ　Ｓｔｒｅｐｔａｖｉｄ
ｉｎ　Ｃ１　０．６ｍｇに、ＳＨ基ビオチン標識Ｆｃタグ融合型マウス由来Ｔｉｍ４タン
パク質１μｇを含有するＰＢＳ溶液５００μＬを添加して、８℃で１０分間反応させ、Ｓ
Ｈ基ビオチン標識Ｆｃタグ融合型ｍＴｉｍ４タンパク質が結合した担体（ｍＴｉｍ４担体
）を含有するＰＢＳ溶液５００μＬを得た。
【０３７８】
＜（４）本発明の除去方法による細胞外膜小胞の除去＞
　１．５ｍＬチューブをマグネットスタンドに設置し、磁力を用いて管壁にｍＴｉｍ４担
体を集合させ、　１．５ｍＬチューブ内の溶液をピペットで捨てた後、ｍＴｉｍ４担体を
ＰＢＳ５００μＬでそれぞれ３回洗浄操作しペレット状態のｍＴｉｍ４担体を得た。その
後、ペレット状態のｍＴｉｍ４担体に、遠心分離処理済みＦＢＳを１ｍＬ加え、８℃で１
時間反応させた。
　反応後、１．５ｍＬチューブをマグネットスタンドに設置し、磁力を用いて管壁にｍＴ
ｉｍ４担体を集合させ、上清（ＦＢＳ）を新しい１．５ｍＬチューブに回収した（上清１
とする）。ペレット状態のｍＴｉｍ４担体を、２ｍＭ　ＣａＣｌ２含有ＴＢＳ－Ｔ（Ｔｒ
ｉｓ　ｂｕｆｆｅｒ，　０．０００５％　ｔｗｅｅｎ２０，　２ｍＭ　ＣａＣｌ２）５０
０μＬで３回洗浄操作した。
　ペレット状態の各ｍＴｉｍ４担体０．６ｍｇに溶出液として１ｍＭ　ＥＤＴＡ含有ＴＢ
Ｓ溶液を５０μＬ添加した後、ボルテックスミキサーにより室温で１０秒間混合し、スピ
ンダウンした。１．５ｍＬチューブをマグネットスタンドに設置し、磁力を用いて管壁に
ｍＴｉｍ４担体を集合させ、溶出液を回収した（溶出液１とする）。当該ｍＴｉｍ４担体
に再度１ｍＭ　ＥＤＴＡ含有ＴＢＳ溶液を５０μＬ添加し、同様の方法で溶出液を回収し
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た（溶出液２とする）。得られた溶出液１と溶出液２を混合し、除去試料８を得た。
　前記上清１を溶出操作後（溶出液２を得る溶出操作後）のｍＴｉｍ４担体に再度添加し
、上清１中の細胞外膜小胞を回収する操作を合計で８回繰り返し各溶出液をそれぞれ得た
。
　得られた除去試料及び後述するウエスタンブロッティングにおけるレーン番号は下記表
２１に記載の通り。
【０３７９】
【表２１】

【０３８０】
＜（５）ウエスタンブロッティング＞
　得られた各溶出液１００μＬを３０μＬになるように、ＶＩＶＡＳＰＩＮ５００（ＭＶ
ＣＯ１０，０００）（ザルトリウス社製）を用いて限外ろ過した。限外ろ過した各溶出液
１５μＬに４×試料用緩衝液（和光純薬工業（株）製）５μＬを加えて９８℃で５分間加
熱し、ウエスタンブロッティング用の各試料を得た。スーパーセップエース　５－２０％
ゲル（和光純薬工業（株）製）に当該ウエスタンブロッティング用の各試料２０μＬを乗
せて、２５ｍＡで６５分間電気泳動した。得られた泳動ゲルを、セミドライブロッターと
不連続バッファー（Ａｎｏｄｅ　Ｂｕｆｆｅｒ　１：０．３Ｍ　Ｔｒｉｓ／２０％　Ｍｅ
ｔｈａｎｏｌ、Ａｎｏｄｅ　Ｂｕｆｆｅｒ　２：０．０２５Ｍ　Ｔｒｉｓ／２０％　Ｍｅ
ｔｈａｎｏｌ、Ｃａｔｈｏｄｅ　Ｂｕｆｆｅｒ：０．０２５Ｍ　Ｔｒｉｓ／０．０４Ｍ　
アミノカプロン酸／２０％　Ｍｅｔｈａｎｏｌ）を用いて、ＰＶＤＦ膜（Ｍｉｌｌｉｐｏ
ｒｅ社製）に１ｍＡ／ｃｍ２で６０分間転写した。転写後のＰＶＤＦ膜にＰＢＳ－Ｔ（Ｐ
ＢＳ　ｂｕｆｆｅｒ，　０．１％　ｔｗｅｅｎ２０）で希釈した３％スキムミルクを加え
て１時間室温で反応させてブロッキングし、ＰＢＳ－Ｔで１０００倍希釈した抗ウシＣＤ
９抗体（Ｎｏｖｕｓ　Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｓ社製、以下「抗ウシＣＤ９抗体」と略記す
る場合がある）２ｍＬを室温で１時間反応させた。反応後のＰＶＤＦ膜をＰＢＳ－Ｔで３
回洗浄し、ＰＢＳ－Ｔで１００００倍希釈した２次抗体｛抗マウスＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ）、ウ
サギ、ＩｇＧ分画、ペルオキシダーゼ結合抗体｝（和光純薬工業（株）製）を室温で１時
間反応させた。ＰＢＳ－Ｔで５回洗浄後、イムノスターゼータ（和光純薬工業（株）製）
を添加し、ＬＡＳ－４０００（ＧＥ社製）を用いて発光シグナルを検出した。尚、抗ウシ
ＣＤ９抗体は、エクソソームのマーカータンパク質の１つであるＣＤ９に対する抗体であ
る。
【０３８１】
＜結果＞
　得られたウエスタンブロッティングの結果を図１３に示す。図１３において、各レーン
は以下の結果を表す。
レーン１：実施例４８の結果（試料中の細胞外膜小胞を未使用の本発明のＴｉｍ４担体を
用いて本発明の取得除去により除去した場合の結果）
レーン２：実施例４９の結果（１度使用した試料中の細胞外膜小胞を１度使用した本発明
のＴｉｍ４担体を用いて本発明の取得除去により除去した場合の結果）
レーン３：実施例５０の結果（２度使用した試料中の細胞外膜小胞を２度使用した本発明
のＴｉｍ４担体を用いて本発明の取得除去により除去した場合の結果）
レーン４：実施例５１の結果（３度使用した試料中の細胞外膜小胞を３度使用した本発明
のＴｉｍ４担体を用いて本発明の取得除去により除去した場合の結果）
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レーン５：実施例５２の結果（４度使用した試料中の細胞外膜小胞を４度使用した本発明
のＴｉｍ４担体を用いて本発明の取得除去により除去した場合の結果）
レーン６：実施例５３の結果（５度使用した試料中の細胞外膜小胞を５度使用した本発明
のＴｉｍ４担体を用いて本発明の取得除去により除去した場合の結果）
レーン７：実施例５４の結果（６度使用した試料中の細胞外膜小胞を６度使用した本発明
のＴｉｍ４担体を用いて本発明の取得除去により除去した場合の結果）
レーン８：実施例５５の結果（７度使用した試料中の細胞外膜小胞を７度使用した本発明
のＴｉｍ４担体を用いて本発明の取得除去により除去した場合の結果）
【０３８２】
　図１３より、本発明のＴｉｍ４担体を繰り返し使用して除去操作を行った場合、試料か
ら回収されるエクソソームの量が少なくなることが確認され、本発明のＴｉｍ４担体を繰
り返し利用することで、細胞外膜小胞の除去をより確実に行うことができることが判った
。また、カルシウムイオンキレート剤であるＥＤＴＡを用いて担体に結合したＴｉｍ４タ
ンパク質と試料中の細胞外膜小胞との複合体から細胞外膜小胞を分離することにより、本
発明のＴｉｍ４担体は再利用可能であることが判った。
【０３８３】
実施例５６－６７．比較例１４－１５．Ｔｉｍファミリータンパク質を固定化した担体に
よる細胞外膜小胞の取得
　以下のように、ＴｉｍファミリーであるＴｉｍ１タンパク質、Ｔｉｍ３タンパク質、又
はＴｉｍ４タンパク質をそれぞれビーズへ固定化した担体を用いて、本発明に係る細胞外
膜小胞の取得を行った。
【０３８４】
＜（１）カルシウムイオン含有培養上清（原液）の調製＞
　細胞外膜小胞を分泌するヒト慢性骨髄性白血病株Ｋ５６２細胞１×１０７細胞を８０ｍ
ＬのＸ－ＶＩＶＯ１５培地（Ｌｏｎｚａ社製）を用いて３７℃、５％ＣＯ２条件下で３日
間培養した後、遠心分離処理（３００×ｇ、５分間）して細胞を沈殿させ、上清を除去し
た。沈殿した細胞を、１０μＭモネンシンナトリウム（ＭＰ　Ｂｉｏｍｅｄｉｃａｌｓ社
製）含有Ｘ－ＶＩＶＯ１５培地６０ｍＬで懸濁後、３７℃、５％ＣＯ２条件下で２４時間
培養した。
　その後、培養液を遠心分離処理（３００×ｇ、５分間）し、培養上清を回収した。回収
した培養上清６０ｍＬをさらに３回遠心分離処理（１回目：３００×ｇ、３分間、２回目
：１２００×ｇ、２０分間、３回目：１００００×ｇ、２０分間）して不純物を分離し、
上清を得た（以下、「培養上清（原液）」と略記する場合がある）を得た。
　また、得られた培養上清原液に終濃度が２ｍＭとなるようにＣａＣｌ２を添加し、２ｍ
ＭＣａＣｌ２含有Ｋ５６２細胞培養上清濃縮液サンプル（以下、「カルシウムイオン含有
培養上清（原液）」と略記する場合がある）を得た。
【０３８５】
＜（２）ビーズの洗浄＞
３０μｇ／μＬ　Ｄｙｎａｂｅａｄｓ　ＰｒｏｔｅｉｎＧ（サーモフィッシャーサイエン
ティフィック社製）含有ＰＢＳ－Ｔ溶液２０μＬ（Ｄｙｎａｂｅａｄｓ　Ｐｒｏｔｅｉｎ
Ｇ　０．６ｍｇ含有）を、１．５ｍＬチューブ（ビーエム機器社製）７本にそれぞれ移し
、それぞれ洗浄操作をした。
【０３８６】
＜（３）Ｆｃタグ融合型Ｔｉｍタンパク質のビーズへの固定＞
　洗浄操作後のペレット状態のＤｙｎａｂｅａｄｓ　ＰｒｏｔｅｉＧ　０．６ｍｇを含有
する１．５ｍＬチューブに、Ｆｃタグ融合型マウス由来Ｔｉｍ１タンパク質、Ｆｃタグ融
合型マウス由来Ｔｉｍ３タンパク質、Ｆｃタグ融合型マウス由来Ｔｉｍ４タンパク質、Ｆ
ｃタグ融合型ヒト由来Ｔｉｍ１タンパク質、Ｆｃタグ融合型ヒト由来Ｔｉｍ３タンパク質
、又はＦｃタグ融合型ヒト由来Ｔｉｍ４タンパク質（すべて和光純薬工業（株）製）を１
μｇ含有するＴＢＳ溶液２００μＬをそれぞれ添加して、８℃で１時間反応させ、Ｆｃタ
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グ融合型ｍＴｉｍ１タンパク質結合担体、Ｆｃタグ融合型ｍＴｉｍ３タンパク質結合担体
、Ｆｃタグ融合型ｍＴｉｍ４タンパク質結合担体、Ｆｃタグ融合型ｈＴｉｍ１タンパク質
結合担体、Ｆｃタグ融合型ｈＴｉｍ３タンパク質結合担体、及びＦｃタグ融合型ｈＴｉｍ
４タンパク質結合担体をそれぞれ得た。尚、これらの得られた６種類の担体を下記表２２
に示す。これらをまとめて「Ｔｉｍタンパク質結合担体」と略記する場合がある。
【０３８７】
【表２２】

【０３８８】
＜（４）本発明の方法による細胞外膜小胞の取得＞
　前記で得られた６種類のＴｉｍタンパク質結合担体をそれぞれＴＢＳ－Ｔ（Ｔｒｉｓ　
ｂｕｆｆｅｒ、０．１％　Ｔｗｅｅｎ２０）５００μＬで３回、ＴＢＳ５００μＬで２回
洗浄操作し、ペレット状態のＴｉｍタンパク質結合担体を得た。次いで、ペレット状態の
Ｔｉｍタンパク質結合担体及び洗浄操作のみを行ったＤｙｎａｂｅａｄｓ　Ｐｒｏｔｅｉ
ｎＧ（以下、「Ｔｉｍタンパク質非結合担体」と略記する場合がある）に、前記（１）で
調製したカルシウムイオン含有培養上清（原液）１ｍＬをそれぞれ加え、８℃で３時間そ
れぞれ反応させた。
　その後、反応後のＴｉｍタンパク質結合担体又はＴｉｍタンパク質非結合担体を、カル
シウムイオン含有ＴＢＳ－Ｔ（Ｔｒｉｓ　ｂｕｆｆｅｒ、０．０００５％　Ｔｗｅｅｎ２
０、２ｍＭ　ＣａＣｌ２）５００μＬでそれぞれ３回洗浄操作した。３回目の洗浄操作の
時に、Ｔｉｍタンパク質結合担体又はＴｉｍタンパク質非結合担体を含むＣａＣｌ２含有
ＴＢＳ－Ｔ溶液５００μＬを、２５０μＬずつ１．５ｍＬチューブ２本にそれぞれ分注し
、チューブを磁気スタンドにセットした後、洗浄液を除いた。。
　ペレット状態のＴｉｍタンパク質結合担体又はＴｉｍタンパク質非結合担体０．３ｍｇ
にそれぞれ溶出液として１％ＳＤＳ水溶液を５０μＬ、又は１ｍＭ　ＥＤＴＡ含有ＴＢＳ
溶液を２５μＬ添加した後、ボルテックスミキサーにより室温で１０秒間混合し、スピン
ダウンした。ＥＤＴＡを添加したチューブには再度１ｍＭ　ＥＤＴＡ含有ＴＢＳ溶液を２
５μＬ添加し、同様の操作を行い、各上清（溶出液）を得た。
【０３８９】
＜（５）ウエスタンブロッティング＞
　前記（４）で得られた各上清（各溶出液）１１．２５μＬに４×試料用緩衝液（和光純
薬工業（株）製）３．７５μＬを加えて９５℃で３分間加熱し、ウエスタンブロッティン
グ用の各試料を得た。スーパーセップエース　５－２０％ゲル（和光純薬工業（株）製）
に当該ウエスタンブロッティング用の各試料１５μＬを載せて、３０ｍＡで６０分間電気
泳動した。得られた泳動ゲルを、セミドライブロッターと不連続バッファー（Ａｎｏｄｅ
　Ｂｕｆｆｅｒ　１：０．３Ｍ　Ｔｒｉｓ／２０％　Ｍｅｔｈａｎｏｌ、Ａｎｏｄｅ　Ｂ
ｕｆｆｅｒ　２：０．０２５Ｍ　Ｔｒｉｓ／２０％　Ｍｅｔｈａｎｏｌ、Ｃａｔｈｏｄｅ
　Ｂｕｆｆｅｒ：０．０２５Ｍ　Ｔｒｉｓ／０．０４Ｍ　アミノカプロン酸／２０％　Ｍ
ｅｔｈａｎｏｌ）を用いて、ＰＶＤＦ膜（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ社製）に１ｍＡ／ｃｍ２で
６０分間転写した。転写後のＰＶＤＦ膜にＴＢＳ－Ｔ（ＴＢＳ　ｂｕｆｆｅｒ，　０．１
％　ｔｗｅｅｎ２０）で希釈した５％スキムミルクを加えて１時間室温で反応させてブロ
ッキングし、ＴＢＳ－Ｔで２５０倍希釈した抗ヒトＬａｍｐ－１抗体（ＢＤ　ｂｉｏｓｃ
ｉｅｎｃｅｓ社製）、２５０倍希釈した抗ヒトＦｌｏｔｉｌｌｉｎ－２抗体（ＢＤ　ｂｉ
ｏｓｃｉｅｎｃｅｓ社製）２ｍＬを室温で１時間反応させた。反応後のＰＶＤＦ膜をＴＢ
Ｓ―Ｔで３回洗浄し、ＴＢＳ―Ｔで５０００倍希釈した２次抗体｛抗マウスＩｇＧ（Ｈ＋
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Ｌ），　ウサギ，ＩｇＧ画分、ペルオキシダーゼ結合抗体｝（和光純薬工業（株）製）を
室温で１時間反応させた。ＴＢＳ―Ｔで５回洗浄後、各抗体を反応させたＰＶＤＦ膜にイ
ムノスターゼータ（和光純薬工業（株）製）を添加し、ＬＡＳ－４０００（ＧＥ社製）を
用いて発光シグナルを検出した。
　尚、各実施例、比較例で用いたＴｉｍタンパク質及び担体の種類、並びにＴｉｍタンパ
ク質（非）結合担体から細胞外膜小胞を取得するために用いた溶出液の種類を下記表２３
に示す。
【０３９０】
【表２３】

【０３９１】
＜結果＞
得られたウエスタンブロッティングの結果を図１４に示す。図１４において、各レーンは
以下の通りである。
レーン１：比較例１４の結果（Ｄｙｎａｂｅａｄｓ　ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｇの磁性ビーズの
みの担体を用い、１％　ＳＤＳ水溶液を溶出液として用いた場合の結果）
レーン２：比較例１５の結果（Ｄｙｎａｂｅａｄｓ　ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｇの磁性ビーズの
みの担体を用い、１ｍＭ　ＥＤＴＡ含有ＴＢＳ溶液を溶出液として用いた場合の結果）
　レーン３：実施例５６の結果（Ｄｙｎａｂｅａｄｓ　ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｇにヒト由来Ｔ
ｉｍ１タンパク質を結合させた担体を用い、１％　ＳＤＳ水溶液を溶出液として用いた場
合の結果）
　レーン４：実施例５７の結果（Ｄｙｎａｂｅａｄｓ　ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｇにヒト由来Ｔ
ｉｍ１タンパク質を結合させた担体を用い、１ｍＭ　ＥＤＴＡ含有ＴＢＳ溶液を溶出液と
して用いた場合の結果）
　レーン５：実施例５８の結果（Ｄｙｎａｂｅａｄｓ　ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｇにマウス由来
Ｔｉｍ１タンパク質を結合させた担体を用い、１％　ＳＤＳ水溶液を溶出液として用いた
場合の結果）
レーン６：実施例５９の結果（Ｄｙｎａｂｅａｄｓ　ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｇにマウス由来Ｔ
ｉｍ１タンパク質を結合させた担体を用い、１ｍＭ　ＥＤＴＡ含有ＴＢＳ溶液を溶出液と
して用いた場合の結果）
　レーン７：実施例６０の結果（Ｄｙｎａｂｅａｄｓ　ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｇにヒト由来Ｔ
ｉｍ３タンパク質を結合させた担体を用い、１％　ＳＤＳ水溶液を溶出液として用いた場
合の結果）
　レーン８：実施例６１の結果（Ｄｙｎａｂｅａｄｓ　ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｇにヒト由来Ｔ
ｉｍ３タンパク質を結合させた担体を用い、１ｍＭ　ＥＤＴＡ含有ＴＢＳ溶液を溶出液と
して用いた場合の結果）
　レーン９：実施例６２の結果（Ｄｙｎａｂｅａｄｓ　ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｇにマウス由来
Ｔｉｍ３タンパク質を結合させた担体を用い、１％　ＳＤＳ水溶液を溶出液として用いた
場合の結果）
レーン１０：実施例６３の結果（Ｄｙｎａｂｅａｄｓ　ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｇにマウス由来
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Ｔｉｍ３タンパク質を結合させた担体を用い、１ｍＭ　ＥＤＴＡ含有ＴＢＳ溶液を溶出液
として用いた場合の結果）
　レーン１１：実施例６４の結果（Ｄｙｎａｂｅａｄｓ　ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｇにヒト由来
Ｔｉｍ４タンパク質を結合させた担体を用い、１％　ＳＤＳ水溶液を溶出液として用いた
場合の結果）
　レーン１２：実施例６５の結果（Ｄｙｎａｂｅａｄｓ　ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｇにヒト由来
Ｔｉｍ４タンパク質を結合させた担体を用い、１ｍＭ　ＥＤＴＡ含有ＴＢＳ溶液を溶出液
として用いた場合の結果）
　レーン１３：実施例６６の結果（Ｄｙｎａｂｅａｄｓ　ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｇにマウス由
来Ｔｉｍ４タンパク質を結合させた担体を用い、１％　ＳＤＳ水溶液を溶出液として用い
た場合の結果）
　レーン１４：実施例６７の結果（Ｄｙｎａｂｅａｄｓ　ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｇにマウス由
来Ｔｉｍ４タンパク質を結合させた担体を用い、１ｍＭ　ＥＤＴＡ含有ＴＢＳ溶液を溶出
液として用いた場合の結果）
図１４より、レーン３－１４において、エクソソームのマーカータンパク質であるＬａｍ
ｐ－１又はＦｌｏｔｉｌｌｉｎ－２のバンドが認められていることから、Ｔｉｍ１タンパ
ク質、Ｔｉｍ３タンパク質又はＴｉｍ４タンパク質を結合させた担体（本発明のＴｉｍタ
ンパク質結合担体）を用いることで、タンパク質の由来や溶出方法に関わらず、細胞外膜
小胞を取得可能であることが判った。
　また、ＳＤＳにより溶出させる場合、Ｔｉｍ４タンパク質を結合させた担体＞Ｔｉｍ１
タンパク質を結合させた担体＞Ｔｉｍ３タンパク質を結合させた担体の順でより多くの細
胞外膜小胞を取得できることが判った。
【０３９２】
実施例６８－７９．Ｔｉｍタンパク質を固定化した担体による細胞外膜小胞の取得
　ビオチン標識したＴｉｍ１タンパク質、ビオチン標識したＴｉｍ３タンパク質又はビオ
チン標識したＴｉｍ４タンパク質をそれぞれ固定化した担体を用いて、本発明に係る細胞
外膜小胞の取得を行った。
【０３９３】
＜（１）培養上清サンプルの調製＞
実施例５０－６７、比較例１４－１５の「（１）カルシウムイオン含有培養上清（原液）
の調製」と同様の方法により行い、カルシウムイオン含有培養上清（原液）を得た。
【０３９４】
＜（２）Ｆｃタグ融合型Ｔｉｍ１タンパク質のＳＨ基ビオチン標識＞
　Ｆｃタグ融合型マウス由来Ｔｉｍ１タンパク質（和光純薬工業（株）製）含有ＰＢＳ溶
液２００μＬ（Ｆｃタグ融合型マウス由来Ｔｉｍ１タンパク質２０μｇ含有）を、ビオチ
ン化標識用キット－ＳＨ（同仁化学研究所製）を用いて、当該キットに添付されているプ
ロトコールにしたがってＦｃタグ融合型マウス由来Ｔｉｍ１タンパク質のＳＨ基をビオチ
ン標識し、ＳＨ基ビオチン標識Ｆｃタグ融合型ｍＴｉｍ１タンパク質含有ＰＢＳ溶液２０
０μＬを得た。
【０３９５】
＜（３）Ｆｃタグ融合型Ｔｉｍ３タンパク質のＳＨ基ビオチン標識＞
　Ｆｃタグ融合型マウス由来Ｔｉｍ３タンパク質（和光純薬工業（株）製）含有ＰＢＳ溶
液２００μＬ（Ｆｃタグ融合型マウス由来Ｔｉｍ３タンパク質２０μｇ含有）を、ビオチ
ン化標識用キット－ＳＨ（同仁化学研究所製）を用いて、当該キットに添付されているプ
ロトコールにしたがってＦｃタグ融合型マウス由来Ｔｉｍ３タンパク質のＳＨ基をビオチ
ン標識し、ＳＨ基ビオチン標識Ｆｃタグ融合型ｍＴｉｍ３タンパク質含有ＰＢＳ溶液２０
０μＬを得た。
【０３９６】
＜（４）Ｆｃタグ融合型Ｔｉｍ４タンパク質のＳＨ基ビオチン標識＞
　Ｆｃタグ融合型マウス由来Ｔｉｍ４タンパク質（和光純薬工業（株）製）含有ＰＢＳ溶
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液１００μＬ（Ｆｃタグ融合型マウス由来Ｔｉｍ４タンパク質１０μｇ含有）を、ビオチ
ン化標識用キット－ＳＨ（同仁化学研究所製）を用いて、当該キットに添付されているプ
ロトコールにしたがってＦｃタグ融合型マウス由来Ｔｉｍ４タンパク質のＳＨ基をビオチ
ン標識し、ＳＨ基ビオチン標識Ｆｃタグ融合型ｍＴｉｍ４タンパク質含有ＰＢＳ溶液１０
０μＬを得た。
【０３９７】
＜（５）タグ融合Ｔｉｍタンパク質の希釈＞
　Ｆｃタグ融合型ｍＴｉｍ１タンパク質（和光純薬工業（株）製）含有ＰＢＳ溶液１０μ
Ｌ（Ｆｃタグ融合型ｍＴｉｍ１タンパク質１μｇ含有）を、ＴＢＳ１９０μＬと混合し、
ビオチン非標識Ｆｃタグ融合型ｍＴｉｍ１タンパク質を１μｇ含有する溶液２００μＬを
得た。
　前記（２）で調製したＳＨ基ビオチン標識Ｆｃタグ融合型ｍＴｉｍ１タンパク質含有Ｔ
ＢＳ溶液１１．５μＬ（ＳＨ基ビオチン標識Ｆｃタグ融合型ｍＴｉｍ１タンパク質１μｇ
含有）をＴＢＳ１８８．５μＬと混合し、ビオチン標識Ｆｃタグ融合型ｍＴｉｍ１タンパ
ク質を１μｇ含有する溶液２００μＬを得た。
　Ｆｃタグ融合型ｍＴｉｍ３タンパク質（和光純薬工業（株）製）含有ＰＢＳ溶液１０μ
Ｌ（Ｆｃタグ融合型ｍＴｉｍ３タンパク質１μｇ含有）を、ＴＢＳ１９０μＬと混合し、
ビオチン非標識Ｆｃタグ融合型ｍＴｉｍ３タンパク質を１μｇ含有する溶液２００μＬを
得た。
　前記（３）で調製したＳＨ基ビオチン標識Ｆｃタグ融合型ｍＴｉｍ３タンパク質含有Ｔ
ＢＳ溶液９．０μＬ（ＳＨ基ビオチン標識Ｆｃタグ融合型ｍＴｉｍ３タンパク質１μｇ含
有）をＴＢＳ１９１．０μＬと混合し、ビオチン標識Ｆｃタグ融合型ｍＴｉｍ３タンパク
質を１μｇ含有する溶液２００μＬを得た。
　Ｆｃタグ融合型ｍＴｉｍ４タンパク質（和光純薬工業（株）製）含有ＰＢＳ溶液１０μ
Ｌ（Ｆｃタグ融合型ｍＴｉｍ４タンパク質１μｇ含有）を、ＴＢＳ１９０μＬと混合し、
ビオチン非標識Ｆｃタグ融合型ｍＴｉｍ４タンパク質を１μｇ含有する溶液２００μＬを
得た。
　前記（４）で調製したＳＨ基ビオチン標識Ｆｃタグ融合型ｍＴｉｍ４タンパク質含有Ｔ
ＢＳ溶液１０μＬ（ＳＨ基ビオチン標識Ｆｃタグ融合型ｍＴｉｍ４タンパク質１μｇ含有
）をＴＢＳ１９０μＬと混合し、ビオチン標識Ｆｃタグ融合型ｍＴｉｍ４タンパク質を１
μｇ含有する溶液２００μＬを得た。
【０３９８】
＜（６）ビーズの洗浄＞
３０μｇ／μＬ　Ｄｙｎａｂｅａｄｓ　ＰｒｏｔｅｉｎＧ（サーモフィッシャーサイエン
ティフィック社製）含有ＰＢＳ－Ｔ溶液２０μＬ（Ｄｙｎａｂｅａｄｓ　Ｐｒｏｔｅｉｎ
Ｇ　０．６ｍｇ含有）を、１．５ｍＬチューブ（ビーエム機器社製）６本にそれぞれ移し
、それぞれ洗浄操作をした。
　また、１０μｇ／μＬ　Ｄｙｎａｂｅａｄｓ　Ｍ２７０　Ｓｔｒｅｐｔａｂｉｄｉｎ　
Ｃ１（サーモフィッシャーサイエンティフィック社製）含有ＰＢＳ溶液６０μＬ（Ｄｙｎ
ａｂｅａｄｓ　Ｍ２７０　Ｓｔｒｅｐｔａｂｉｄｉｎ　Ｃ１　０．６ｍｇ含有）を、１．
５ｍＬチューブ（ビーエム機器社製）にそれぞれ分注し、ＴＢＳ５００μＬを用いて前記
と同様に洗浄操作を行った。
【０３９９】
＜（７）Ｆｃタグ融合型Ｔｉｍタンパク質のビーズへの固定＞
　洗浄操作後のペレット状態のＤｙｎａｂｅａｄｓ　ＰｒｏｔｅｉＧ　０．６ｍｇを含有
する１．５ｍＬチューブ６本に、ＳＨ基ビオチン非標識Ｆｃタグ融合型ｍＴｉｍ１タンパ
ク質を１μｇ含有する溶液２００μＬ、ＳＨ基ビオチン非標識Ｆｃタグ融合型ｍＴｉｍ３
タンパク質を１μｇ含有する溶液２００μＬ、又はＳＨ基ビオチン非標識Ｆｃタグ融合型
ｍＴｉｍ４タンパク質を１μｇ含有する溶液２００μＬをそれぞれ添加して、８℃で１時
間反応させ、ＳＨ基ビオチン非標識Ｆｃタグ融合型ｍＴｉｍ１が結合した担体（「ビオチ
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ン非標識Ｆｃタグ融合型ｍＴｉｍ１担体」と略記する場合がある）、ＳＨ基ビオチン非標
識Ｆｃタグ融合型ｍＴｉｍ３が結合した担体（「ビオチン非標識Ｆｃタグ融合型ｍＴｉｍ
３担体」と略記する場合がある）、ＳＨ基ビオチン非標識Ｆｃタグ融合型ｍＴｉｍ４が結
合した担体（「ビオチン非標識Ｆｃタグ融合型ｍＴｉｍ４担体」と略記する場合がある）
をそれぞれ得た。
　また、洗浄操作後のＤｙｎａｂｅａｄｓ　Ｍ２７０　Ｓｔｒｅｐｔａｂｉｄｉｎ　Ｃ１
　０．６ｍｇを含有する１．５ｍＬチューブに、ＳＨ基ビオチン標識Ｆｃタグ融合型ｍＴ
ｉｍ１タンパク質を１μｇ含有する溶液２００μＬ、ＳＨ基ビオチン標識Ｆｃタグ融合型
ｍＴｉｍ３タンパク質を１μｇ含有する溶液２００μＬ、ＳＨ基ビオチン標識Ｆｃタグ融
合型ｍＴｉｍ４タンパク質を１μｇ含有する溶液２００μＬを加え、前記と同様にビーズ
に結合させ、ＳＨ基ビオチン標識Ｆｃタグ融合型ｍＴｉｍ１が結合した担体（「ビオチン
標識Ｆｃタグ融合型ｍＴｉｍ１担体」と略記する場合がある）、ＳＨ基ビオチン標識Ｆｃ
タグ融合型Ｔｉｍ３が結合した担体（「ビオチン標識Ｆｃタグ融合型ｍＴｉｍ３担体」と
略記する場合がある）、ＳＨ基ビオチン標識Ｆｃタグ融合型Ｔｉｍ４が結合した担体（「
ビオチン標識Ｆｃタグ融合型ｍＴｉｍ４担体」と略記する場合がある）をそれぞれ得た。
　尚、これらの得られた６種類の担体をまとめて「Ｔｉｍタンパク質結合担体」と略記す
る場合がある。
【０４００】
＜（８）本発明の取得方法による細胞外膜小胞の取得＞
　前記で得られたこれらのＴｉｍタンパク質結合担体をＴＢＳ－Ｔ（Ｔｒｉｓ　ｂｕｆｆ
ｅｒ、０．１％　Ｔｗｅｅｎ２０）５００μＬで３回、ＴＢＳ５００μＬで２回それぞれ
洗浄操作し、ペレット状態のＴｉｍタンパク質結合担体を得た。次いで、得られた６種類
のペレット状態のＴｉｍタンパク質結合担体に、カルシウムイオン含有培養上清（原液）
１ｍＬをそれぞれ加え、８℃で３時間それぞれ反応させた。その後、反応後のＴｉｍタン
パク質結合担体を、カルシウムイオン含有ＴＢＳ－Ｔ（Ｔｒｉｓ　ｂｕｆｆｅｒ、０．０
００５％　Ｔｗｅｅｎ２０、２ｍＭ　ＣａＣｌ２）５００μＬでそれぞれ３回洗浄操作し
た。３回目の洗浄操作の時に、Ｔｉｍタンパク質結合担体を含むＣａＣｌ２含有ＴＢＳ－
Ｔ溶液５００μＬを２５０μＬずつ１．５ｍＬチューブ２本にそれぞれ分注し、チューブ
を磁気スタンドにセットした後、洗浄液を除いた。
　ペレット状態の６種類のＴｉｍタンパク質結合担体０．３ｍｇにそれぞれ溶出液として
１％ＳＤＳ水溶液を５０μＬ、又は１ｍＭ　ＥＤＴＡ含有ＴＢＳ溶液を２５μＬ添加した
後、ボルテックスミキサーにより室温で１０秒間混合し、スピンダウンした。ＥＤＴＡを
添加したチューブには再度１ｍＭ　ＥＤＴＡ含有ＴＢＳ溶液を２５μＬ添加し、同様の操
作を行い、溶出液を得た。
　尚、各実施例で用いたＴｉｍタンパク質及び担体の種類、並びにＴｉｍタンパク質（非
）結合担体の種類を下記表２４に示す。
【０４０１】
【表２４】

【０４０２】
＜（９）ウエスタンブロッティング＞
　実施例５６－６７の＜（５）ウエスタンブロッティング＞において「前記（４）で得ら
れた各溶出液１１．２５μＬ」の代わりに前記（６）で得られた各溶出液１１．２５μＬ
を使用し、２次抗体として「２次抗体｛抗マウスＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ），　ウサギ，ＩｇＧ画
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分、ペルオキシダーゼ結合抗体｝（和光純薬工業（株）製）」の代わりにＴＢＳ―Ｔで３
００００倍希釈した「２次抗体｛抗マウスＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ），　ロバ，ＩｇＧ画分、ペル
オキシダーゼ結合抗体｝（Ｊａｃｋｓｏｎ　ＩｍｍｕｎｏＲｅｓｅａｒｃｈ社製）」を用
いた以外は、実施例５６－６７の「（５）ウエスタンブロッティング」と同様の方法によ
り行った。
　尚、各実施例で用いたＴｉｍタンパク質及び担体の種類、Ｔｉｍタンパク質（非）結合
担体から細胞外膜小胞を取得するために用いた溶出液の種類、並びにウエスタンブロッテ
ィングにおけるレーン番号を下記表２５に示す。
【０４０３】
【表２５】

【０４０４】
＜結果＞
　得られたウエスタンブロッティングの結果を図１５に示す。図１５において、各レーン
は以下の結果である。
　レーン１：実施例６８の結果（Ｄｙｎａｂｅａｄｓ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ＧにＳＨ基ビオ
チン非標識Ｆｃタグ融合型ｍＴｉｍ１タンパク質を結合させた担体を用い、１％　ＳＤＳ
水溶液を溶出液として用いた場合の結果）
　レーン２：実施例６９の結果（Ｄｙｎａｂｅａｄｓ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ＧにＳＨ基ビオ
チン非標識Ｆｃタグ融合型ｍＴｉｍ１タンパク質を結合させた担体を用い、１ｍＭ　ＥＤ
ＴＡ含有ＴＢＳ溶液を溶出液として用いた場合の結果）
　レーン３：実施例７０の結果（Ｄｙｎａｂｅａｄｓ　Ｍ２７０　Ｓｔｒｅｐｔａｖｉｄ
ｉｎにＳＨ基ビオチン標識Ｆｃタグ融合型ｍＴｉｍ１タンパク質を結合させた担体を用い
、１％　ＳＤＳ水溶液を溶出液として用いた場合の結果）
レーン４：実施例７１の結果（Ｄｙｎａｂｅａｄｓ　Ｍ２７０　Ｓｔｒｅｐｔａｖｉｄｉ
ｎにＳＨ基ビオチン標識Ｆｃタグ融合型ｍＴｉｍ１タンパク質を結合させた担体を用い、
１ｍＭ　ＥＤＴＡ含有ＴＢＳ溶液を溶出液として用いた場合の結果）
　レーン５：実施例７２の結果（Ｄｙｎａｂｅａｄｓ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ＧにＳＨ基ビオ
チン非標識Ｆｃタグ融合型ｍＴｉｍ３タンパク質を結合させた担体を用い、１％　ＳＤＳ
水溶液を溶出液として用いた場合の結果）
　レーン６：実施例７３の結果（Ｄｙｎａｂｅａｄｓ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ＧにＳＨ基ビオ
チン非標識Ｆｃタグ融合型ｍＴｉｍ３タンパク質を結合させた担体を用い、１ｍＭ　ＥＤ
ＴＡ含有ＴＢＳ溶液を溶出液として用いた場合の結果）
　レーン７：実施例７４の結果（Ｄｙｎａｂｅａｄｓ　Ｍ２７０　Ｓｔｒｅｐｔａｖｉｄ
ｉｎにＳＨ基ビオチン標識Ｆｃタグ融合型ｍＴｉｍ３タンパク質を結合させた担体を用い
、１％　ＳＤＳ水溶液を溶出液として用いた場合の結果）
レーン８：実施例７５の結果（Ｄｙｎａｂｅａｄｓ　Ｍ２７０　Ｓｔｒｅｐｔａｖｉｄｉ
ｎにＳＨ基ビオチン標識Ｆｃタグ融合型ｍＴｉｍ３タンパク質を結合させた担体を用い、
１ｍＭ　ＥＤＴＡ含有ＴＢＳ溶液を溶出液として用いた場合の結果）
　レーン９：実施例７６の結果（Ｄｙｎａｂｅａｄｓ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ＧにＳＨ基ビオ
チン非標識Ｆｃタグ融合型ｍＴｉｍ４タンパク質を結合させた担体を用い、１％　ＳＤＳ
水溶液を溶出液として用いた場合の結果）
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　レーン１０：実施例７７の結果（Ｄｙｎａｂｅａｄｓ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ＧにＳＨ基ビ
オチン非標識Ｆｃタグ融合型ｍＴｉｍ４タンパク質を結合させた担体を用い、１％　１ｍ
Ｍ　ＥＤＴＡ含有ＴＢＳ溶液を溶出液として用いた場合の結果）
　レーン１１：実施例７８の結果（Ｄｙｎａｂｅａｄｓ　Ｍ２７０　Ｓｔｒｅｐｔａｖｉ
ｄｉｎにＳＨ基ビオチン標識Ｆｃタグ融合型ｍＴｉｍ４タンパク質を結合させた担体を用
い、１％　ＳＤＳ水溶液を溶出液として用いた場合の結果）
レーン１２：実施例７９の結果（Ｄｙｎａｂｅａｄｓ　Ｍ２７０　Ｓｔｒｅｐｔａｖｉｄ
ｉｎにＳＨ基ビオチン標識Ｆｃタグ融合型ｍＴｉｍ４タンパク質を結合させた担体を用い
、１ｍＭ　ＥＤＴＡ含有ＴＢＳ溶液を溶出液として用いた場合の結果）
　図１５より、レーン１－１２において、いずれの場合でもエクソソームのマーカータン
パク質であるＬａｍｐ－１のバンドが認められたことから、Ｔｉｍ１、Ｔｉｍ３、又はＴ
ｉｍ４を結合させた担体（Ｔｉｍタンパク質結合担体）を用いることで、細胞外膜小胞を
取得可能であることが判った。
　また、Ｔｉｍ４タンパク質が結合した担体＞Ｔｉｍ１タンパク質が結合した担体＞Ｔｉ
ｍ３タンパク質が結合した担体の順でより多くの細胞外膜小胞を取得できることが判った
。カルシウムキレート剤により溶出させる場合には、Ｔｉｍ４タンパク質のＳＨ基を介し
てビーズ（担体）に固定化させることで、タグを介して固定化させるよりも多くの細胞外
膜小胞を取得できることが判った（レーン９－１２）。
【０４０５】
実施例８０－８３．比較例１６－１９．Ｔｉｍファミリータンパク質を固定化した担体に
よる細胞外膜小胞の取得
　Ｔｉｍファミリータンパク質としてＴｉｍ１タンパク質、Ｔｉｍ２タンパク質、又はＴ
ｉｍ４タンパク質をそれぞれビーズへ固定化した担体を用いて、本発明に係る細胞外膜小
胞の取得を行った。
【０４０６】
＜（１）カルシウムイオン含有培養上清サンプルの調製＞
　実施例１－８の「（１）培養上清サンプルの調製」と同様の方法でカルシウムイオン含
有培養上清サンプルを得た。
【０４０７】
＜（２）ビーズの洗浄＞
　３０μｇ／μＬ　Ｄｙｎａｂｅａｄｓ　ＰｒｏｔｅｉｎＧ（サーモフィッシャーサイエ
ンティフィック社製）含有ＰＢＳ－Ｔ溶液２０μＬ（Ｄｙｎａｂｅａｄｓ　Ｐｒｏｔｅｉ
ｎＧ　４．８ｍｇ含有）を、１．５ｍＬチューブ（ビーエム機器社製）４本にそれぞれ分
注し、それぞれ洗浄操作をした。
【０４０８】
＜（３）６×Ｈｉｓタグ融合型Ｔｉｍファミリータンパク質のビーズへの固定＞
　洗浄操作後のペレット状態のＤｙｎａｂｅａｄｓ　ＰｒｏｔｅｉＧ　０．６ｍｇを含有
する１．５ｍＬチューブ４本に、抗６×Ｈｉｓ抗体（クローンＮｏ．２８－７５、和光純
薬工業社製）を４μｇ含有するＴＢＳ溶液１００μＬをそれぞれ添加して、８℃で３０分
間それぞれ反応させ、抗６×Ｈｉｓ抗体が結合した担体を含有するＴＢＳ溶液１００μＬ
を得た。これらの抗６×Ｈｉｓ抗体が結合した担体をＴＢＳ－Ｔ（Ｔｒｉｓ　ｂｕｆｆｅ
ｒ、０．１％　Ｔｗｅｅｎ２０）２５０μＬでそれぞれ３回洗浄操作し、その後ＴＢＳ　
２５０μＬでそれぞれ２回洗浄操作した。
　次いで、洗浄操作後の抗６×Ｈｉｓ抗体結合Ｄｙｎａｂｅａｄｓ　ＰｒｏｔｅｉｎＧ担
体に、６×Ｈｉｓタグ融合型マウス由来Ｔｉｍ１タンパク質（Ｒ＆Ｄシステムズ社製）を
１μｇ含有するＴＢＳ溶液１００μＬ、６×Ｈｉｓタグ融合型マウス由来Ｔｉｍ２タンパ
ク質（Ｒ＆Ｄシステムズ社製）を１μｇ含有するＴＢＳ溶液１００μＬ、又は６×Ｈｉｓ
タグ融合型マウス由来Ｔｉｍ４タンパク質（Ｒ＆Ｄシステムズ社製）を１μｇ含有するＴ
ＢＳ溶液１００μＬをそれぞれ添加して、８℃で１時間それぞれ反応させ、抗６×Ｈｉｓ
抗体を介してＴｉｍ１タンパク質が結合した担体（「６×Ｈｉｓタグ融合型ｍＴｉｍ１タ
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×Ｈｉｓタグ融合型ｍＴｉｍ２タンパク質結合担体」と略記する場合がある）、Ｔｉｍ４
タンパク質が結合した担体（「６×Ｈｉｓタグ融合型ｍＴｉｍ４タンパク質結合担体」と
略記する場合がある）をそれぞれ得た。
　尚、得られた６×Ｈｉｓ融合型ｍＴｉｍ１タンパク質結合担体及び６×Ｈｉｓ融合型ｍ
Ｔｉｍ４タンパク質結合担体を纏めて「Ｔｉｍタンパク質結合担体」と略記する場合があ
る。
　各実施例で用いたＴｉｍタンパク質及び担体の種類、並びにＴｉｍファミリータンパク
質（非）結合担体の種類を下記表２６に示す。
【０４０９】
【表２６】

【０４１０】
＜（４）本発明の取得方法による細胞外膜小胞の取得＞
　前記（３）で得られた抗６×Ｈｉｓ抗体結合Ｄｙｎａｂｅａｄｓ　ＰｒｏｔｅｉｎＧ担
体、６×Ｈｉｓタグ融合型ｍＴｉｍ１タンパク質結合担体、６×Ｈｉｓタグ融合型ｍＴｉ
ｍ２タンパク質結合担体、６×Ｈｉｓタグ融合型ｍＴｉｍ２タンパク質結合担体をＴＢＳ
－Ｔ（Ｔｒｉｓ　ｂｕｆｆｅｒ、０．１％　Ｔｗｅｅｎ２０）２５０μＬで３回、ＴＢＳ
　２５０μＬで２回それぞれ洗浄操作し、ペレット状態の各担体を得た。その後、ペレッ
ト状態の各担体に、カルシウムイオン含有培養上清サンプル２００μＬをそれぞれ加え、
８℃で３時間それぞれ反応させた。反応後の各担体を、カルシウムイオン含有ＴＢＳ－Ｔ
（Ｔｒｉｓ　ｂｕｆｆｅｒ、０．０００５％　Ｔｗｅｅｎ２０、２ｍＭ　ＣａＣｌ２）５
００μＬで３回洗浄操作した。３回目の洗浄操作の時に、各担体を含むＣａＣｌ２含有Ｔ
ＢＳ－Ｔ溶液５００μＬを、２５０μＬずつ１．５ｍＬチューブ２本にそれぞれ分注し、
チューブを磁気スタンドにセットした後、洗浄液を除いた。
　ペレット状態の各担体０．３ｍｇずつにそれぞれ溶出液として１％ＳＤＳ水溶液を５０
μＬ、又は１ｍＭ　ＥＤＴＡ含有ＴＢＳ溶液を２５μＬ添加した後、ボルテックスミキサ
ーにより室温で１０秒間混合し、スピンダウンした。ＥＤＴＡを添加したチューブには再
度１ｍＭ　ＥＤＴＡ含有ＴＢＳ溶液を２５μＬ添加し、同様の操作を行い、溶出液を得た
。
【０４１１】
＜（５）ウエスタンブロッティング＞
　前記（４）で得られた各溶出液１１．２５μＬを用いた以外は、実施例６８－７９の「
（７）ウエスタンブロッティング」と同様の方法により行った。
　尚、各実施例で用いたＴｉｍファミリータンパク質及び担体の種類、Ｔｉｍタンパク質
（非）結合担体から細胞外膜小胞を取得するために用いた溶出液の種類、並びにウエスタ
ンブロッティングにおけるレーン番号を下記表２７に示す。
【０４１２】
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【表２７】

【０４１３】
＜結果＞
　得られたウエスタンブロッティングの結果を図１６に示す。図１６において、各レーン
は以下の結果を表す。
　レーン１：比較例１６の結果（Ｄｙｎａｂｅａｄｓ　ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｇに抗６×Ｈｉ
ｓ抗体を結合させた担体を用い、１％　ＳＤＳ水溶液を溶出液として用いた場合の結果）
　レーン２：比較例１７の結果（Ｄｙｎａｂｅａｄｓ　ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｇに抗６×Ｈｉ
ｓ抗体を結合させた担体を用い、１ｍＭ　ＥＤＴＡ含有ＴＢＳ溶液を溶出液として用いた
場合の結果）
　レーン３：実施例８０の結果（Ｄｙｎａｂｅａｄｓ　ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｇに抗６×Ｈｉ
ｓ抗体を介して６×Ｈｉｓタグ融合型ｍＴｉｍ１タンパク質を結合させた担体を用い、１
％　ＳＤＳ水溶液を溶出液として用いた場合の結果）
　レーン４：実施例８１の結果（Ｄｙｎａｂｅａｄｓ　ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｇに抗６×Ｈｉ
ｓ抗体を介して６×Ｈｉｓタグ融合型ｍＴｉｍ１タンパク質を結合させた担体を用い、１
ｍＭ　ＥＤＴＡ含有ＴＢＳ溶液を溶出液として用いた場合の結果）
　レーン５：比較例１８の結果（Ｄｙｎａｂｅａｄｓ　ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｇに抗６×Ｈｉ
ｓ抗体を介して６×Ｈｉｓタグ融合型ｍＴｉｍ２タンパク質を結合させた担体を用い、１
％　ＳＤＳ水溶液を溶出液として用いた場合の結果）
レーン６：比較例１９の結果（Ｄｙｎａｂｅａｄｓ　ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｇに抗６×Ｈｉｓ
抗体を介して６×Ｈｉｓタグ融合型ｍＴｉｍ２タンパク質を結合させた担体を用い、１ｍ
Ｍ　ＥＤＴＡ含有ＴＢＳ溶液を溶出液として用いた場合の結果）
　レーン７：実施例８２の結果（Ｄｙｎａｂｅａｄｓ　ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｇに抗６×Ｈｉ
ｓ抗体を介して６×Ｈｉｓタグ融合型ｍＴｉｍ４タンパク質を結合させた担体を用い、１
％　ＳＤＳ水溶液を溶出液として用いた場合の結果）
　レーン８：実施例８３の結果（Ｄｙｎａｂｅａｄｓ　ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｇに抗６×Ｈｉ
ｓ抗体を介して６×Ｈｉｓタグ融合型ｍＴｉｍ４タンパク質を結合させた担体を用い、１
ｍＭ　ＥＤＴＡ含有ＴＢＳ溶液を溶出液として用いた場合の結果）
　図１６より、６×Ｈｉｓタグ融合型Ｔｉｍ２タンパク質を結合させた場合は、いずれの
溶出法でもエクソソームマーカータンパク質のＬａｍｐ－１のバンドが認められなかった
（レーン５－６）。一方、６×Ｈｉｓタグ融合型ｍＴｉｍ１タンパク質、又は６×Ｈｉｓ
タグ融合型ｍＴｉｍ４タンパク質を結合させた担体は、いずれの溶出法でもエクソソーム
のマーカータンパク質である抗Ｌａｍｐ－１のバンドが認められた（レーン３－４、レー
ン７－８）。この結果から、Ｔｉｍ２タンパク質を固定化した担体では、細胞外膜小胞を
取得不可能であることが判った。
　また、ＳＤＳにより溶出させる場合には、Ｔｉｍ４タンパク質を結合させた担体＞Ｔｉ
ｍ１タンパク質を結合させた担体の順でより多くの細胞外膜小胞を取得できることが判っ
た。
【０４１４】
実施例８４－９５．比較例２０－２１．Ｔｉｍタンパク質を固定化した担体によるウイル
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スの取得
　以下のように、Ｔｉｍタンパク質としてＴｉｍ１タンパク質、Ｔｉｍ３タンパク質又は
Ｔｉｍ４タンパク質をそれぞれビーズへ固定化した担体を用いて、本発明に係るウイルス
の取得を行った。
【０４１５】
＜（１）コトランスフェクション細胞培養上清の調製＞
　２５ｃｍ２フラスコに播いた１．０×１０６ｃｅｌｌｓのＳｆ９細胞に、マウスＩＬ２
３発現ベクターＤＮＡ　約２μｇ、Ｌｉｎｅａｒ　ＡｃＮＰＶ　ＤＮＡ　９０ｎｇ、及び
ＴｒａｎｓＩＴ－Ｉｎｓｅｃｔ（Ｍｉｒｕｓ社）３μＬを含むＰＳＦＭ－Ｊ１培地（和光
純薬工業社製）１００μＬを加えた。２８℃で７日間培養後、培養上清（コトランスフェ
クション溶液）を回収した。
【０４１６】
＜（２）バキュロウイルス含有昆虫細胞培養上清サンプルの調製＞
　１．５×１０６　ｃｅｌｌｓ／ｍＬになるようにＰＳＦＭ－Ｊ１培地で希釈したＳｆ９
細胞を５０ｍＬ用意した。これに前記コトランスフェクション溶液を培養液の１／２００
量加え、１３０ｒｐｍ、２７℃で振盪培養した。７２時間後に細胞培養液を回収し、３，
０００×ｇ、４℃で３０分間遠心分離後、沈殿と上清に分画した。得られた上清をｍｏｕ
ｓｅ　ＩＬ２３を発現する組換えバキュロウイルス溶液（以下、「バキュロウイルス溶液
」と略記する場合がある）とした。
　また、得られたバキュロウイルス溶液に終濃度が２ｍＭとなるようにＣａＣｌ２を添加
し、２ｍＭＣａＣｌ２含有バキュロウイルス溶液（以下、「カルシウムイオン含有バキュ
ロウイルス溶液」と略記する場合がある）を得た。
【０４１７】
＜（３）ビーズの洗浄＞
　実施例５６－６７及び比較例１４－１５の「（２）ビーズの洗浄」と同様の方法で行っ
た。
【０４１８】
＜（４）Ｆｃタグ融合型Ｔｉｍタンパク質のビーズへの固定＞
　実施例５６－６７及び比較例１４－１５の「（３）Ｆｃタグ融合型Ｔｉｍタンパク質の
ビーズへの固定」と同様の方法で行い、下記表２８に示す通り６種のＴｉｍタンパク質結
合担体を得た。
【０４１９】
【表２８】

【０４２０】
＜（５）本発明の方法によるバキュロウイルスの取得＞
　「カルシウムイオン含有の培養上清サンプル１ｍＬ」の代わりに「前記（２）で調製し
たカルシウムイオン含有バキュロウイルス溶液１ｍＬ」を用いた以外は、実施例５６－６
７及び比較例１４－１５の「（４）本発明の方法による細胞外膜小胞の取得」と同様に行
い、各溶出液を得た。
【０４２１】
＜（６）ウエスタンブロッティング＞
　「ＴＢＳ－Ｔで２５０倍希釈した抗ヒトＬａｍｐ－１抗体（ＢＤ　ｂｉｏｓｃｉｅｎｃ
ｅｓ社製）、２５０倍希釈した抗ヒトＦｌｏｔｉｌｌｉｎ－２抗体（ＢＤ　ｂｉｏｓｃｉ
ｅｎｃｅｓ社製）２ｍＬ」の代わりに「ＴＢＳ－Ｔで５００倍希釈した抗バキュロウイル
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スｇｐ６４抗体（Ｎｏｖｕｓ　Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｓ社製）」を用いた以外は、実施例
５６－６７及び比較例１４－１５の「（５）ウエスタンブロッティング」と同様の方法で
行った。
　尚、各実施例、比較例で用いたＴｉｍタンパク質及び担体の種類、Ｔｉｍタンパク質（
非）結合担体から細胞外膜小胞を取得するために用いた溶出液の種類、並びにウエスタン
ブロッティングにおけるレーン番号を下記表２９に示す。
【０４２２】
【表２９】

【０４２３】
＜結果＞
　得られたウエスタンブロッティングの結果を図１７に示す。図１７において、各レーン
は以下の結果を表す。
　レーン１：比較例２０の結果（Ｄｙｎａｂｅａｄｓ　ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｇの磁性ビーズ
のみの担体を用い、１％　ＳＤＳ水溶液を溶出液として用いた場合の結果）
　レーン２：比較例２１の結果（Ｄｙｎａｂｅａｄｓ　ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｇの磁性ビーズ
のみの担体を用い、１ｍＭ　ＥＤＴＡ含有ＴＢＳ溶液を溶出液として用いた場合の結果）
　レーン３：実施例８４の結果（Ｄｙｎａｂｅａｄｓ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ＧにｈＴｉｍ１
タンパク質を結合させた担体を用い、１％　ＳＤＳ水溶液を溶出液として用いた場合の結
果）
　レーン４：実施例８５の結果（Ｄｙｎａｂｅａｄｓ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ＧにｈＴｉｍ１
タンパク質を結合させた担体を用い、１ｍＭ　ＥＤＴＡ含有ＴＢＳ溶液を溶出液として用
いた場合の結果）
　レーン５：実施例８６の結果（Ｄｙｎａｂｅａｄｓ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ＧにｍＴｉｍ１
タンパク質を結合させた担体を用い、１％　ＳＤＳ水溶液を溶出液として用いた場合の結
果）
　レーン６：実施例８７の結果（Ｄｙｎａｂｅａｄｓ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ＧにｍＴｉｍ１
タンパク質を結合させた担体を用い、１ｍＭ　ＥＤＴＡ含有ＴＢＳ溶液を溶出液として用
いた場合の結果）
　レーン７：実施例８８の結果（Ｄｙｎａｂｅａｄｓ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ＧにｈＴｉｍ３
タンパク質を結合させた担体を用い、１％　ＳＤＳ水溶液を溶出液として用いた場合の結
果）
　レーン８：実施例８９の結果（Ｄｙｎａｂｅａｄｓ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ＧにｈＴｉｍ３
タンパク質を結合させた担体を用い、１ｍＭ　ＥＤＴＡ含有ＴＢＳ溶液を溶出液として用
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いた場合の結果）
　レーン９：実施例９０の結果（Ｄｙｎａｂｅａｄｓ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ＧにｍＴｉｍ３
タンパク質を結合させた担体を用い、１％　ＳＤＳ水溶液を溶出液として用いた場合の結
果）
　レーン１０：実施例９１の結果（Ｄｙｎａｂｅａｄｓ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ＧにｍＴｉｍ
３タンパク質を結合させた担体を用い、１ｍＭ　ＥＤＴＡ含有ＴＢＳ溶液を溶出液として
用いた場合の結果）
　レーン１１：実施例９２の結果（Ｄｙｎａｂｅａｄｓ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ＧにｈＴｉｍ
４タンパク質を結合させた担体を用い、１％　ＳＤＳ水溶液を溶出液として用いた場合の
結果）
　レーン１２：実施例９３の結果（Ｄｙｎａｂｅａｄｓ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ＧにｈＴｉｍ
４タンパク質を結合させた担体を用い、１ｍＭ　ＥＤＴＡ含有ＴＢＳ溶液を溶出液として
用いた場合の結果）
　レーン１３：実施例９４の結果（Ｄｙｎａｂｅａｄｓ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ＧにｍＴｉｍ
４タンパク質を結合させた担体を用い、１％　ＳＤＳ水溶液を溶出液として用いた場合の
結果）
　レーン１４：実施例９５の結果（Ｄｙｎａｂｅａｄｓ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ＧにｍＴｉｍ
４タンパク質を結合させた担体を用い、１ｍＭ　ＥＤＴＡ含有ＴＢＳ溶液を溶出液として
用いた場合の結果）
　図１７より、レーン３－１４において、バキュロウイルスのマーカータンパク質ｇｐ６
４のバンドが認められていることから、Ｔｉｍ１タンパク質、Ｔｉｍ３タンパク質、又は
Ｔｉｍ４タンパク質を結合させた担体（Ｔｉｍタンパク質結合担体）を用いることで、Ｔ
ｉｍタンパク質の由来や溶出方法にかかわらずバキュロウイルスを取得可能であることが
判った。
　また、ＳＤＳにより溶出させる場合には、Ｔｉｍ３タンパク質を結合させた担体とＴｉ
ｍ４タンパク質を結合させた担体が同程度であり、次いでＴｉｍ１タンパク質を結合させ
た担体の順でより多くのウイルスを取得できることが判った。
　カルシウムイオンキレート剤を用いて溶出させる場合には、Ｔｉｍ３タンパク質を結合
させた担体が最も多く、次いでＴｉｍ１タンパク質を結合させた担体とＴｉｍ４タンパク
質を結合させた担体の順でより多くのウイルスを取得できることが判った。
【０４２４】
実施例９６－９９．比較例２２－２５．Ｔｉｍファミリータンパク質を固定化した担体に
よるウイルスの取得
　以下のように、Ｔｉｍファミリータンパク質として、Ｔｉｍ１タンパク質、Ｔｉｍ２タ
ンパク質、又はＴｉｍ４タンパク質をそれぞれビーズへ固定化した担体を用いて、本発明
に係るウイルスの取得を行った。
【０４２５】
＜（１）コトランスフェクション細胞培養上清の調製＞
　実施例８４－９５、比較例２０－２１の「（１）コトランスフェクション細胞培養上清
の調製」と同様に行った。
【０４２６】
＜（２）カルシウムイオン含有バキュロウイルス含有昆虫細胞培養上清サンプルの調製＞
　実施例８４－９５、比較例２０－２１の「（２）バキュロウイルス含有昆虫細胞培養上
清サンプルの調製」と同様の方法でカルシウムイオン含有バキュロウイルス溶液得た。
【０４２７】
＜（３）ビーズの洗浄＞
　３０μｇ／μＬ　Ｄｙｎａｂｅａｄｓ　ＰｒｏｔｅｉｎＧ（サーモフィッシャーサイエ
ンティフィック社製）含有ＰＢＳ－Ｔ溶液２０μＬ（Ｄｙｎａｂｅａｄｓ　Ｐｒｏｔｅｉ
ｎＧ　４．８ｍｇ含有）を、１．５ｍＬチューブ（ビーエム機器社製）４本にそれぞれ分
注し、それぞれ洗浄操作をした。
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【０４２８】
＜（４）６×Ｈｉｓタグ融合型Ｔｉｍファミリータンパク質のビーズへの固定＞
　実施例８０－８３及び比較例１６－１９の「（３）６×Ｈｉｓタグ融合型Ｔｉｍファミ
リータンパク質のビーズへの固定」と同様に行い、６×Ｈｉｓタグ融合型ｍＴｉｍ１タン
パク質結合担体、６×Ｈｉｓタグ融合型ｍＴｉｍ２タンパク質結合担体、６×Ｈｉｓタグ
融合型ｍＴｉｍ４タンパク質結合担体をそれぞれ得た。
　各実施例で用いたＴｉｍファミリータンパク質及び担体の種類、並びにＴｉｍファミリ
ータンパク質（非）結合担体の種類を下記表３０に示す。
【０４２９】
【表３０】

【０４３０】
＜（５）本発明の取得方法によるバキュロウイルスの取得＞
「カルシウムイオン含有培養上清サンプル２００μＬ」の代わりに前記（２）で調製した
「カルシウムイオン含有バキュロウイルス溶液２００μＬ」を用いた以外は、実施例８０
－８３及び比較例１６－１９の「（４）本発明の取得方法による細胞外膜小胞の取得」と
同様の方法で行い、溶出液を得た。
【０４３１】
＜（６）ウエスタンブロッティング＞
　「得られた各溶出液１１．２５μＬに４×試料用緩衝液（和光純薬工業（株）製）３．
７５μＬを加え」た代わりに「前記（５）本発明の取得方法によるバキュロウイルスの取
得で得られた各溶出液３μＬに４×試料用緩衝液（和光純薬工業（株）製）１μＬを加え
」、「ウエスタンブロッティング用の各試料１５μＬ」の代わりに「ウエスタンブロッテ
ィング用の各試料４μＬ」を使用し、「抗Ｌａｍｐ－１抗体」の代わりに「抗バキュロウ
イルスｇｐ６４抗体」を用いた以外は、実施例８０－８３及び比較例１６－１９の「（５
）ウエスタンブロッティング」と同様の方法で行った。
　尚、各実施例で用いたＴｉｍファミリータンパク質及び担体の種類、Ｔｉｍファミリー
タンパク質（非）結合担体から細胞外膜小胞を取得するために用いた溶出液の種類、並び
にウエスタンブロッティングにおけるレーン番号を下記表３１に示す。
【０４３２】

【表３１】

【０４３３】
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＜結果＞
　得られたウエスタンブロッティングの結果を図１８に示す。図１８において、各レーン
は以下の結果を示す。
　レーン１：比較例２２の結果（Ｄｙｎａｂｅａｄｓ　ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｇに抗６×Ｈｉ
ｓタグ抗体を結合させた担体を用い、１％　ＳＤＳ水溶液を溶出液として用いた場合の結
果）
　レーン２：比較例２３の結果（Ｄｙｎａｂｅａｄｓ　ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｇに抗６×Ｈｉ
ｓタグ抗体を結合させた担体を用い、１ｍＭ　ＥＤＴＡ含有ＴＢＳ溶液を溶出液として用
いた場合の結果）
　レーン３：実施例９６の結果（Ｄｙｎａｂｅａｄｓ　ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｇに抗６×Ｈｉ
ｓタグ抗体を介して６×Ｈｉｓタグ融合型ｍＴｉｍ１タンパク質を結合させた担体を用い
、１％　ＳＤＳ水溶液を溶出液として用いた場合の結果）
　レーン４：実施例９７の結果（Ｄｙｎａｂｅａｄｓ　ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｇに抗６×Ｈｉ
ｓタグ抗体を介して６×Ｈｉｓタグ融合型ｍＴｉｍ１タンパク質を結合させた担体を用い
、１ｍＭ　ＥＤＴＡ含有ＴＢＳ溶液を溶出液として用いた場合の結果）
　レーン５：比較例２４の結果（Ｄｙｎａｂｅａｄｓ　ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｇに抗６×Ｈｉ
ｓタグ抗体を介して６×Ｈｉｓタグ融合型ｍＴｉｍ２タンパク質を結合させた担体を用い
、１％　ＳＤＳ水溶液を溶出液として用いた場合の結果）
　レーン６：比較例２５の結果（Ｄｙｎａｂｅａｄｓ　ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｇに抗６×Ｈｉ
ｓタグ抗体を介して６×Ｈｉｓタグ融合型ｍＴｉｍ２タンパク質を結合させた担体を用い
、１ｍＭ　ＥＤＴＡ含有ＴＢＳ溶液を溶出液として用いた場合の結果）
　レーン７：実施例９８の結果（Ｄｙｎａｂｅａｄｓ　ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｇに抗６×Ｈｉ
ｓタグ抗体を介して６×Ｈｉｓタグ融合型ｍＴｉｍ４タンパク質を結合させた担体を用い
、１％　ＳＤＳ水溶液を溶出液として用いた場合の結果）
　レーン８実施例９９の結果（Ｄｙｎａｂｅａｄｓ　ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｇに抗６×Ｈｉｓ
タグ抗体を介して６×Ｈｉｓタグ融合型ｍＴｉｍ４タンパク質を結合させた担体を用い、
１ｍＭ　ＥＤＴＡ含有ＴＢＳ溶液を溶出液として用いた場合の結果）
　図１８より、Ｔｉｍ２タンパク質を結合させた場合は、いずれの溶出法でもバキュロウ
イルスのマーカータンパク質ｇｐ６４のバンドは認められなかった（レーン５－６）。一
方、Ｔｉｍ１タンパク質、又はＴｉｍ４タンパク質を結合させた担体は、いずれの溶出法
でもｇｐ６４のバンドが認められた（レーン３－４、レーン７－８）。
　この結果から、Ｔｉｍ２タンパク質を固定化した担体では、バキュロウイルスを取得不
可能であることが判った。
【０４３４】
実施例１００－１０５．比較例２６－３３．ＰＳタンパク質を用いたＥＬＩＳＡによる細
胞外膜小胞の検出における感度比較
　以下のように、ＰＳタンパク質又はエクソソームの表面マーカータンパク質（以下、「
マーカータンパク質」と略記する場合がある）に対する抗体を固定化したプレート（ウェ
ル）及びＨＲＰ標識抗ＣＤ６３抗体を検出抗体に用いたサンドイッチＥＬＩＳＡを行い、
Ｋ５６２細胞培養上清由来の細胞外膜小胞を検出した。
【０４３５】
＜（１）培養上清（原液）の調製＞
　細胞外膜小胞を分泌するヒト慢性骨髄性白血病株Ｋ５６２細胞１×１０７細胞を８０ｍ
ＬのＸ－ＶＩＶＯ１５培地（Ｌｏｎｚａ社製）を用いて３７℃、５％ＣＯ２条件下で３日
間培養した後、遠心分離処理（３００×ｇ、５分間）して細胞を沈殿させ、上清を除去し
た。沈殿した細胞を、１０μＭモネンシンナトリウム（ＭＰ　Ｂｉｏｍｅｄｉｃａｌｓ社
製）含有Ｘ－ＶＩＶＯ１５培地６０ｍＬで懸濁後、３７℃、５％ＣＯ２条件下で２４時間
培養した。
　その後、培養液を遠心分離処理（３００×ｇ、５分間）し、培養上清を回収した。回収
した培養上清６０ｍＬをさらに３回遠心分離処理（１回目：３００×ｇ、３分間、２回目
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：１２００×ｇ、２０分間、３回目：１００００×ｇ、２０分間）して不純物を分離し、
上清を得た（以下、「培養上清（原液）」と略記する場合がある）を得た。
【０４３６】
＜（２）カルシウムイオン含有Ｋ５６２細胞培養上清超遠心沈殿画分希釈系列の調製＞
　前記（１）で得られた培養上清原液１０ｍＬを遠心分離処理（１００００×ｇ、２０分
間）して不純物を分離し、上清を新しいチューブに移して遠心分離処理済みＫ５６２細胞
培養上清１０ｍＬを得た。次いで、得られた遠心分離処理済みＫ５６２細胞培養上清１０
ｍＬを超遠心分離処理（１１００００×ｇ、７０分間）し、上清を除いた後、沈殿にＴＢ
Ｓを１０ｍＬ加え懸濁した。懸濁液を超遠心分離処理（１１００００×ｇ、７０分間）し
、上清を除いた後、沈殿にＴＢＳを２００μＬ加え懸濁し、Ｋ５６２細胞培養上清超遠心
沈殿画分を得た。Ｋ５６２細胞培養上清超遠心沈殿画分のタンパク質濃度を、プロテイン
アッセイＢＣＡキット（和光純薬工業（株）製）を用いて当該キットに添付されているプ
ロトコールに従って測定した。タンパク質濃度が１２５、２５０、５００、１０００、２
０００ｎｇ／ｍＬとなるようにそれぞれ２ｍＭＣａＣｌ２含有ＴＢＳで希釈し、カルシウ
ムイオン含有Ｋ５６２細胞培養上清超遠心沈殿画分希釈系列を調製した。
【０４３７】
＜（３）ＨＲＰ標識抗ＣＤ６３マウスモノクローナル抗体の調製＞
　抗ＣＤ６３マウスモノクローナル抗体Ｈ５Ｃ６（ＢＤバイオサイエンス社製）１００μ
Ｌ（５０μｇ）を、Ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ　Ｌａｂｅｌｉｎｇ　Ｋｉｔ－ＮＨ２（（株）
同仁化学研究所製）を用いて、当該キットに添付されているプロトコールに従ってＨＲＰ
標識し、ＨＲＰ標識抗ＣＤ６３マウスモノクローナル抗体２００μＬを得た。得られた標
識体にグリセロール２００μＬを添加混合し、ＨＲＰ標識抗ＣＤ６３マウスモノクローナ
ル抗体保存液とし－２０℃で保存した。ＨＲＰ標識抗ＣＤ６３マウスモノクローナル抗体
保存液を２ｍＭＣａＣｌ２含有ＴＢＳで２０００倍希釈し、ＨＲＰ標識抗ＣＤ６３マウス
モノクローナル抗体希釈液を調製した。
【０４３８】
＜（４）ＰＳタンパク質及び抗マーカータンパク質抗体の固定化溶液の調製＞
　以下の通りに、各種ＰＳタンパク質及び抗マーカータンパク質抗体の固定化溶液を調製
した。抗ＣＤ９マウスモノクローナル抗体Ｍ－Ｌ１３（ＢＤバイオサイエンス社製）１６
μＬ（８μｇ）と５０ｍＭ　ＭＯＰＳ（ｐＨ７．５）溶液７８４μＬを混合し、抗ＣＤ９
抗体固定化溶液８００μＬを調製した。抗ＣＤ６３マウスモノクローナル抗体Ｈ５Ｃ６（
ＢＤバイオサイエンス社製）１６μＬ（８μｇ）と５０ｍＭ　ＭＯＰＳ（ｐＨ７．５）溶
液７８４μＬを混合し、抗ＣＤ６３抗体固定化溶液８００μＬを調製した。抗ＣＤ８１マ
ウスモノクローナル抗体ＪＳ－８１（ＢＤバイオサイエンス社製）１６μＬ（８μｇ）と
５０ｍＭ　ＭＯＰＳ（ｐＨ７．５）溶液７８４μＬを混合し、抗ＣＤ８１抗体固定化溶液
８００μＬを調製した。Ｈｉｓタグ融合型マウスＭＦＧ－Ｅ８タンパク質（Ｒ＆Ｄシステ
ムズ社製）８０μＬ（８μｇ）と５０ｍＭ　ＭＯＰＳ（ｐＨ７．５）溶液７２０μＬを混
合し、ｍＭＦＧ－Ｅ８固定化溶液８００μＬを調製した。Ｈｉｓタグ融合型ヒトＭＦＧ－
Ｅ８タンパク質（Ｒ＆Ｄシステムズ社製）８０μＬ（８μｇ）と５０ｍＭ　ＭＯＰＳ（ｐ
Ｈ７．５）溶液７２０μＬを混合し、ｈＭＦＧ－Ｅ８固定化溶液８００μＬを調製した。
Ｈｉｓタグ融合型ヒトＡｎｎｅｘｉｎＶタンパク質（Ｃｒｅａｔｉｖｅ　ＢｉｏＭａｒｔ
社製）４０μＬ（８μｇ）と５０ｍＭ　ＭＯＰＳ（ｐＨ７．５）溶液７６０μＬを混合し
、ｈＡｎｎｅｘｉｎＶ固定化溶液８００μＬを調製した。Ｆｃタグ融合型マウスＴｉｍ１
タンパク質（和光純薬工業（株）製）３２μＬ（８μｇ）と５０ｍＭ　ＭＯＰＳ（ｐＨ７
．５）溶液７６８μＬを混合し、ｍＴｉｍ１固定化溶液８００μＬを調製した。Ｈｉｓタ
グ融合型マウスＴｉｍ２タンパク質（Ｒ＆Ｄシステムズ社製）８０μＬ（８μｇ）と５０
ｍＭ　ＭＯＰＳ（ｐＨ７．５）溶液７２０μＬを混合し、ｍＴｉｍ２固定化溶液８００μ
Ｌを調製した。Ｆｃタグ融合型マウスＴｉｍ３タンパク質（和光純薬工業（株）製）３２
μＬ（８μｇ）と５０ｍＭ　ＭＯＰＳ（ｐＨ７．５）溶液７６８μＬを混合し、ｍＴｉｍ
３固定化溶液８００μＬを調製した。Ｆｃタグ融合型ｍＴｉｍ４タンパク質（和光純薬工
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業（株）製）３２μＬ（８μｇ）と５０ｍＭ　ＭＯＰＳ（ｐＨ７．５）溶液７６８μＬを
混合し、ｍＴｉｍ４固定化溶液８００μＬを調製した。Ｆｃタグ融合型ヒトＴｉｍ１タン
パク質（和光純薬工業（株）製）３２μＬ（８μｇ）と５０ｍＭ　ＭＯＰＳ（ｐＨ７．５
）溶液７６８μＬを混合し、ｈＴｉｍ１固定化溶液８００μＬを調製した。Ｆｃタグ融合
型ヒトＴｉｍ３タンパク質（和光純薬工業（株）製）３２μＬ（８μｇ）と５０ｍＭ　Ｍ
ＯＰＳ（ｐＨ７．５）溶液７６８μＬを混合し、ｈＴｉｍ３固定化溶液８００μＬを調製
した。Ｆｃタグ融合型ヒトＴｉｍ４タンパク質（和光純薬工業（株）製）３２μＬ（８μ
ｇ）と５０ｍＭ　ＭＯＰＳ（ｐＨ７．５）溶液７６８μＬを混合し、ｈＴｉｍ４固定化溶
液８００μＬを調製した。
【０４３９】
＜（５）ＥＬＩＳＡ測定＞
　Ｉｍｍｕｎｏ－ｐｌａｔｅ　Ｍａｘｉｓｏｒｐ　Ｃ９６（Ｎｕｎｃ社製）にＰＳタンパ
ク質の固定化溶液又は抗マーカータンパク質抗体の固定化溶液を１ウェルあたり１００μ
Ｌずつタンパク質１種について６ウェルに分注し、８℃で一晩静置した。分注液を除去し
た後、ブロッキング溶液（２５％ブロックエース含有ＴＢＳ）を各ウェルに３００μＬず
つ添加し、プレートミキサーを用いて５００ｒｐｍで混合しながら室温で１時間反応した
。ブロッキング溶液を除去した後、得られた各ＰＳタンパク質又は抗マーカータンパク質
抗体を固定化したウェルに対してタンパク質濃度がそれぞれ１２５、２５０、５００、１
０００、２０００ｎｇ／ｍＬであるカルシウムイオン含有Ｋ５６２細胞培養上清超遠心沈
殿画分希釈系列各１００μＬをそれぞれ１ウェルずつ５ウェルに、ブランクとして２ｍＭ
ＣａＣｌ２含有ＴＢＳ　１００μＬを１ウェルにそれぞれ添加し、プレートミキサーを用
いて５００ｒｐｍで混合しながら室温で１時間反応した。２ｍＭＣａＣｌ２含有ＴＢＳ－
Ｔ　３００μＬで３回洗浄した後、ＨＲＰ標識抗ＣＤ６３マウスモノクローナル抗体希釈
液１００μＬを各ウェルに添加し、プレートミキサーを用いて５００ｒｐｍで混合しなが
ら室温で１時間反応した。２ｍＭＣａＣｌ２含有ＴＢＳ－Ｔ　３００μＬで５回洗浄した
後、ＴＭＢ溶液（和光純薬工業（株）製）１００μＬを各ウェルに添加し、室温で３０分
間静置反応した。１Ｍ　ＨＣｌ　１００μＬを添加して反応を停止させた後、マイクロプ
レートリーダーＴｅｃａｎ　Ｕｌｔｒａ（Ｔｅｃａｎ社製）で４５０ｎｍの吸光度を測定
した。
　尚、各実施例、比較例でプレートに固定化したタンパク質及び検出の可否（結果）を下
記表３２に示す。
【０４４０】
【表３２】

【０４４１】
＜結果＞
　得られたＥＬＩＳＡ測定の結果を図１９に示す。図１９はＰＳタンパク質又は抗マーカ
ータンパク質抗体を固定化したウェルにおける、カルシウムイオン含有Ｋ５６２細胞培養
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上清超遠心沈殿画分の各タンパク質濃度希釈系列に含まれるエクソソームに対し結合した
ＨＲＰ標識抗ＣＤ６３マウスモノクローナル抗体由来の検出シグナル（４５０ｎｍの吸光
度）をそれぞれあらわす。横軸はウェルに固定化したＰＳタンパク質又は抗マーカータン
パク質抗体の種類を表し、同じＰＳタンパク質等を固定化したウェルについての検出結果
においては用いたカルシウムイオン含有Ｋ５６２細胞培養上清超遠心沈殿画分中のタンパ
ク質濃度が左から順に０、１２５、２５０、５００、１０００、２０００ｎｇ／ｍＬであ
る。また、縦軸はＫ５６２細胞培養上清超遠心沈殿画分の各タンパク質濃度希釈系列に含
まれるエクソソームに対し結合したＨＲＰ標識抗ＣＤ６３マウスモノクローナル抗体由来
の検出シグナルを表す。
　Ｔｉｍ１タンパク質、Ｔｉｍ３タンパク質、又はＴｉｍ４タンパク質をそれぞれ固定化
したウェルでは、抗マーカータンパク質抗体である抗ＣＤ９抗体、抗ＣＤ６３抗体又は抗
ＣＤ８１抗体をそれぞれ固定化したウェル、ＰＳタンパク質であるＭＦＧ－Ｅ８、Ａｎｎ
ｅｘｉｎ　Ｖを固定化したウェル、Ｔｉｍファミリータンパク質であるＴｉｍ２タンパク
質を固定化したウェルに比べ（比較例２７－３３）高感度に細胞外膜小胞を検出できた（
実施例１００－１０５）。即ち、従来法に比べ本発明に係るＴｉｍタンパク質を用いる本
発明の検出方法は高感度に細胞外膜小胞を検出できることが判った。とりわけ、Ｔｉｍタ
ンパク質のうち、Ｔｉｍ４タンパク質を用いると特に高感度に細胞外膜小胞を検出できる
ことが判った。
【０４４２】
実施例１０６－１０９．Ｔｉｍタンパク質の固定化方法の違いによるＥＬＩＳＡによる細
胞外膜小胞の検出における感度比較
以下のように、Ｔｉｍ１タンパク質又はＴｉｍ４タンパク質をそれぞれ直接プレートに固
定化した場合と、ＳＨ基をビオチン標識したＴｉｍ１タンパク質又はＳＨ基をビオチン標
識したＴｉｍ４タンパク質を、ストレプトアビジンを介してプレートにそれぞれ固定化し
た場合との細胞外膜小胞の検出感度を比較した。
【０４４３】
＜（１）Ｋ５６２細胞培養上清超遠心沈殿画分の調製＞
　「タンパク質濃度が１２５、２５０、５００、１０００、２０００ｎｇ／ｍＬとなるよ
うにそれぞれ２ｍＭＣａＣｌ２含有ＴＢＳで希釈した」代わりに「タンパク質濃度が５０
０、１０００ｎｇ／ｍＬとなるように２ｍＭＣａＣｌ２含有ＴＢＳでそれぞれ希釈」した
以外は、実施例１００－１０５及び比較例２６－３３の「（２）カルシウムイオン含有Ｋ
５６２細胞培養上清超遠心沈殿画分の調製」と同様の方法により、カルシウムイオン含有
Ｋ５６２細胞培養上清超遠心沈殿画分希釈系列を調製した。
【０４４４】
＜（２）ＨＲＰ標識抗ＣＤ６３マウスモノクローナル抗体の調製＞
　実施例１００－１０５及び比較例２６－３３の「（３）ＨＲＰ標識抗ＣＤ６３マウスモ
ノクローナル抗体の調製」と同様の方法により、ＨＲＰ標識抗ＣＤ６３マウスモノクロー
ナル抗体希釈液を調製した。
【０４４５】
＜（３）Ｔｉｍ１タンパク質及びＴｉｍ４タンパク質のビオチン標識・固定化溶液の調製
＞
　Ｆｃタグ融合型マウス由来Ｔｉｍ１タンパク質（和光純薬工業（株）製）４０μＬ（１
０μｇ）及びＦｃタグ融合型マウス由来Ｔｉｍ４タンパク質（和光純薬工業（株）製）４
０μＬ（１０μｇ）を、Ｂｉｏｔｉｎ　Ｌａｂｅｌｉｎｇ　Ｋｉｔ－ＳＨ（（株）同仁化
学研究所製）を用いて、当該キットに添付されているプロトコールに従ってそれぞれビオ
チン標識し、ＳＨ基ビオチン標識Ｆｃタグ融合型ｍＴｉｍ１タンパク質及びＳＨ基ビオチ
ン標識Ｆｃタグ融合型ｍＴｉｍ４タンパク質を得た。ＳＨ基ビオチン標識Ｆｃタグ融合型
ｍＴｉｍ１タンパク質及びＳＨ基ビオチン標識Ｆｃタグ融合型ｍＴｉｍ４タンパク質のタ
ンパク質濃度を、プロテインアッセイＢＣＡキット（和光純薬工業（株）製）を用いて当
該キットに添付されているプロトコールに従ってそれぞれ測定した。タンパク質濃度が５
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μｇ／ｍＬとなるようにＴＢＳで希釈し、ＳＨ基ビオチン標識Ｆｃタグ融合型ｍＴｉｍ１
タンパク質及びＳＨ基ビオチン標識Ｆｃタグ融合型ｍＴｉｍ４タンパク質溶液をそれぞれ
調製した。
　Ｆｃタグ融合型マウス由来Ｔｉｍ１タンパク質（和光純薬工業（株）製）又はＦｃタグ
融合型マウス由来Ｔｉｍ４タンパク質（和光純薬工業（株）製）８μＬ（２μｇ）と５０
ｍＭ　ＭＯＰＳ（ｐＨ７．５）溶液３９２μＬを混合し、ｍＴｉｍ１タンパク質固定化溶
液又はｍＴｉｍ４タンパク質固定化溶液４００μＬをそれぞれ調製した。
　また、ストレプトアビジン（和光純薬工業（株）製）２μＬ（１０μｇ）と５０ｍＭ　
ＭＯＰＳ（ｐＨ７．５）溶液９９８μＬを混合し、ストレプトアビジン固定化溶液１００
０μＬを調製した。
【０４４６】
＜（４）固定化＞
　Ｉｍｍｕｎｏ－ｐｌａｔｅ　Ｍａｘｉｓｏｒｐ　Ｃ９６（Ｎｕｎｃ社製）に各タンパク
質固定化溶液を１ウェルあたり１００μＬ（０．５μｇ）ずつ３ウェルに添加し、８℃で
一晩静置した。添加液を除去した後、ブロッキング溶液（２５％ブロックエース含有ＴＢ
Ｓ）を各ウェルに３００μＬずつ添加し、プレートミキサーを用いて５００ｒｐｍで混合
しながら室温で１時間反応させた。
　また、Ｉｍｍｕｎｏ－ｐｌａｔｅ　Ｍａｘｉｓｏｒｐ　Ｃ９６（Ｎｕｎｃ社製）にスト
レプトアビジン固定化溶液を１ウェルあたり１００μＬずつ６ウェルに添加し、８℃で一
晩静置した。添加液を除去した後、ブロッキング溶液（２５％ブロックエース含有ＴＢＳ
）を各ウェルに３００μＬずつ添加し、プレートミキサーを用いて５００ｒｐｍで混合し
ながら室温で１時間反応した。ブロッキング溶液を除去した後、ＳＨ基ビオチン標識Ｆｃ
タグ融合型ｍＴｉｍ１タンパク質及びＳＨ基ビオチン標識Ｆｃタグ融合型ｍＴｉｍ４タン
パク質溶液を１ウェルあたり１００μＬ（０．５μｇ）ずつ３ウェルに添加し、プレート
ミキサーを用いて５００ｒｐｍで混合しながら室温で１時間反応させた。
【０４４７】
＜（５）ＥＬＩＳＡ測定＞
　「各ＰＳタンパク質又はマーカータンパク質を固定化したウェルに対してタンパク質濃
度がそれぞれ１２５、２５０、５００、１０００、２０００ｎｇ／ｍＬであるカルシウム
イオン含有Ｋ５６２細胞培養上清超遠心沈殿画分希釈系列各１００μＬをそれぞれ１ウェ
ルずつ５ウェルに」それぞれ添加した代わりに「各タンパク質固定化ウェルに対してタン
パク質濃度が５００又は１０００ｎｇ／ｍＬであるカルシウムイオン含有Ｋ５６２細胞培
養上清超遠心沈殿画分希釈系列各１００μＬをそれぞれ１ウェルずつ２ウェルに」それぞ
れ添加した以外は、実施例１００－１０５及び比較例２６－３３と同様の方法により、Ｅ
ＬＩＳＡ測定を行った。
　尚、各実施例、比較例でプレートに固定化したタンパク質、プレートへのタンパク質の
固定化方法、及び検出の可否（結果）を下記表３３に示す。表３３中の検出の可否は、そ
れぞれ実施例１０６と１０７、実施例１０８と１０９との比較である。
【０４４８】
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【表３３】

　得られたＥＬＩＳＡ測定の結果を図２０に示す。図２０はｍＴｉｍ１タンパク質を直接
プレートに固定化したウェル、ｍＴｉｍ４タンパク質を直接プレートに固定化したウェル
、ｍＴｉｍ１タンパク質をビオチン－ストレプトアビジン結合により固定化したウェル、
及びｍＴｉｍ４タンパク質をビオチン－ストレプトアビジン結合により固定化したウェル
における、カルシウムイオン含有Ｋ５６２細胞培養上清超遠心沈殿画分の各タンパク質濃
度希釈系列に含まれるエクソソームに結合するＨＲＰ標識抗ＣＤ６３マウスモノクローナ
ル抗体由来の検出シグナル（４５０ｎｍの吸光度）をあらわす。
　横軸はウェルに固定化したＴｉｍタンパク質の種類を表す。また、縦軸はカルシウムイ
オン含有Ｋ５６２細胞培養上清超遠心沈殿画分の各タンパク質濃度希釈系列に含まれるエ
クソソームに対し結合したＨＲＰ標識抗ＣＤ６３マウスモノクローナル抗体由来の検出シ
グナルを表す。
　図２０より、Ｔｉｍ１タンパク質又はＴｉｍ４タンパク質を用いたＥＬＩＳＡによれば
、プレートに対するＴｉｍタンパク質の固定化方法にかかわらず、試料中の細胞外膜小胞
を検出できることが判った（実施例１０６－１０９）。とりわけ、Ｔｉｍタンパク質を直
接固定化したウェル（ｍＴｉｍ１をプレートに直接固定化した実施例１０６）及びｍＴｉ
ｍ４をプレートに直接固定化した固定化した実施例１０８）に比べ、Ｔｉｍタンパク質を
、ストレプトアビジンを介して固定化したウェル（ｍＴｉｍ１のＳＨ基のビオチンとスト
レプトアビジンとの結合によってプレートとＴｉｍタンパク質とを結合させた実施例１０
７及びｍＴｉｍ４のＳＨ基のビオチンとストレプトアビジンとの結合によってプレートと
Ｔｉｍタンパク質とを結合させた実施例１０９）では高感度に細胞外膜小胞を検出できた
。
　よって、Ｔｉｍタンパク質と固相との結合様式としては、Ｔｉｍタンパク質のＳＨ基の
ビオチンとストレプトアビジンとの結合によってプレートとＴｉｍタンパク質とを結合さ
せる場合がより好ましいことが判った。
【０４４９】
実施例１１０－１１５．比較例３４－３９．ＰＳタンパク質を用いたＥＬＩＳＡによるウ
ィルスの検出における感度比較
　以下のように、各種ＰＳタンパク質又はバキュロウィルスの表面マーカータンパク質ｇ
ｐ６４に対する抗体を固定化したプレート及びＨＲＰ標識抗ｇｐ６４抗体を検出抗体に用
いたサンドイッチＥＬＩＳＡを行い、バキュロウィルス含有昆虫細胞培養上清サンプル中
のバキュロウィルスを検出した。
【０４５０】
＜（１）コトランスフェクション細胞培養上清の調製＞
　　実施例８４－９５、比較例２０－２１の「（１）コトランスフェクション細胞培養上
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清の調製」と同様に行った。
【０４５１】
＜（２）カルシウムイオン含有バキュロウイルス含有昆虫細胞培養上清サンプルの調製＞
　実施例８４－９５、比較例２０－２１の「（２）バキュロウイルス含有昆虫細胞培養上
清サンプルの調製」と同様に行いカルシウムイオン含有バキュロウイルス溶液を得た。
【０４５２】
＜（３）バキュロウイルス含有昆虫細胞培養上清サンプル希釈系列の調製＞
　バキュロウィルス含有昆虫細胞培養上清サンプル５０μＬとＰＳＦＭ－Ｊ１培地４９５
０μＬを混合し１００倍希釈液を調製し、１００倍希釈液２．０ｍＬとＰＳＦＭ－Ｊ１培
地２．０ｍＬを混合し２００倍希釈液４．０ｍＬを調製し、２００倍希釈液２．０ｍＬと
ＰＳＦＭ－Ｊ１培地２．０ｍＬを混合し４００倍希釈液を４．０ｍＬ調製し、４００倍希
釈液２．０ｍＬとＰＳＦＭ－Ｊ１培地２．０ｍＬを混合し８００倍希釈液４．０ｍＬを調
製した。
【０４５３】
＜（４）ＨＲＰ標識抗ｇｐ６４マウスモノクローナル抗体の調製＞
　抗ｇｐ６４マウスモノクローナル抗体ＡｃＶ１（Ｎｏｖｕｓ　Ｂｉｏｌｏｇａｃａｌｓ
社製）２００μＬ（１００μｇ）を、Ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ　Ｌａｂｅｌｉｎｇ　Ｋｉｔ
－ＮＨ２（（株）同仁化学研究所製）を用いて、当該キットに添付されているプロトコー
ルに従ってＨＲＰ標識し、ＨＲＰ標識抗ｇｐ６４マウスモノクローナル抗体溶液２００μ
Ｌを得た。ＨＲＰ標識抗ｇｐ６４マウスモノクローナル抗体溶液を２ｍＭＣａＣｌ２含有
ＴＢＳで１０００倍希釈し、ＨＲＰ標識抗ｇｐ６４マウスモノクローナル抗体希釈液を調
製した。
【０４５４】
＜（５）ＰＳタンパク質及び抗ｇｐ６４抗体の固定化溶液の調製＞
　以下の通りに、各種ＰＳタンパク質及びマーカータンパク質の固定化溶液をそれぞれ調
製した。抗ｇｐ６４マウスモノクローナル抗体ＡｃＶ１（Ｎｏｖｕｓ　Ｂｉｏｌｏｇｉｃ
ａｌｓ社製）１２μＬ（６μｇ）と５０ｍＭ　ＭＯＰＳ（ｐＨ７．５）溶液５８８μＬを
混合し、抗ｇｐ６４抗体固定化溶液６００μＬを調製した。Ｈｉｓタグ融合型マウス由来
ＭＦＧ－Ｅ８タンパク質（Ｒ＆Ｄシステムズ社製）６０μＬ（６μｇ）と５０ｍＭ　ＭＯ
ＰＳ（ｐＨ７．５）溶液５４０μＬを混合し、ｍＭＦＧ－Ｅ８固定化溶液６００μＬを調
製した。Ｈｉｓタグ融合型ヒト由来ＭＦＧ－Ｅ８タンパク質（Ｒ＆Ｄシステムズ社製）６
０μＬ（６μｇ）と５０ｍＭ　ＭＯＰＳ（ｐＨ７．５）溶液５４０μＬを混合し、ｈＭＦ
Ｇ－Ｅ８固定化溶液６００μＬを調製した。Ｈｉｓタグ融合型ヒト由来ＡｎｎｅｘｉｎＶ
タンパク質（Ｃｒｅａｔｉｖｅ　ＢｉｏＭａｒｔ社製）３０μＬ（６μｇ）と５０ｍＭ　
ＭＯＰＳ（ｐＨ７．５）溶液５７０μＬを混合し、ｈＡｎｎｅｘｉｎＶ固定化溶液６００
μＬを調製した。Ｆｃタグ融合型マウス由来Ｔｉｍ１タンパク質（和光純薬工業（株）製
）２４μＬ（６μｇ）と５０ｍＭ　ＭＯＰＳ（ｐＨ７．５）溶液５７６μＬを混合し、ｍ
Ｔｉｍ１固定化溶液６００μＬを調製した。Ｈｉｓタグ融合型マウス由来Ｔｉｍ２タンパ
ク質（Ｒ＆Ｄシステムズ社製）６０μＬ（６μｇ）と５０ｍＭ　ＭＯＰＳ（ｐＨ７．５）
溶液５４０μＬを混合し、ｍＴｉｍ２固定化溶液６００μＬを調製した。Ｆｃタグ融合型
マウス由来Ｔｉｍ３タンパク質（和光純薬工業（株）製）２４μＬ（６μｇ）と５０ｍＭ
　ＭＯＰＳ（ｐＨ７．５）溶液５７６μＬを混合し、ｍＴｉｍ３固定化溶液６００μＬを
調製した。Ｆｃタグ融合型マウス由来Ｔｉｍ４タンパク質（和光純薬工業（株）製）２４
μＬ（６μｇ）と５０ｍＭ　ＭＯＰＳ（ｐＨ７．５）溶液５７６μＬを混合し、ｍＴｉｍ
４固定化溶液６００μＬを調製した。Ｆｃタグ融合型ヒト由来Ｔｉｍ１タンパク質（和光
純薬工業（株）製）２４μＬ（６μｇ）と５０ｍＭ　ＭＯＰＳ（ｐＨ７．５）溶液５７６
μＬを混合し、ｈＴｉｍ１固定化溶液６００μＬを調製した。Ｆｃタグ融合型ヒト由来Ｔ
ｉｍ３タンパク質（和光純薬工業（株）製）２４μＬ（６μｇ）と５０ｍＭ　ＭＯＰＳ（
ｐＨ７．５）溶液５７６μＬを混合し、ｈＴｉｍ３固定化溶液６００μＬを調製した。Ｆ
ｃタグ融合型ヒト由来Ｔｉｍ４タンパク質（和光純薬工業（株）製）２４μＬ（６μｇ）
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と５０ｍＭ　ＭＯＰＳ（ｐＨ７．５）溶液５７６μＬを混合し、ｈＴｉｍ４固定化溶液６
００μＬを調製した。
【０４５５】
＜（６）ＥＬＩＳＡ測定＞
　Ｉｍｍｕｎｏ－ｐｌａｔｅ　Ｍａｘｉｓｏｒｐ　Ｃ９６（Ｎｕｎｃ社製）にＰＳタンパ
ク質又は抗ｇｐ６４抗体の固定化溶液を１ウェルあたり１００μＬずつタンパク質１種に
ついて５ウェルに分注し、８℃で一晩静置した。分注液を除去した後、ブロッキング溶液
（２５％ブロックエース含有ＴＢＳ）を各ウェルに３００μＬずつ添加し、プレートミキ
サーを用いて５００ｒｐｍで混合しながら室温で１時間反応した。ブロッキング溶液を除
去した後、得られた各ＰＳタンパク質又は抗ｇｐ６４抗体を固定化したウェルに対して、
前記（３）で調製したカルシウムイオン含有バキュロウィルス含有昆虫細胞培養上清サン
プル希釈系列（１００倍希釈、２００倍希釈、４００倍希釈、８００倍希釈）各１００μ
Ｌをそれぞれ１ウェルずつ４ウェルに、ブランクとしてＰＭＳＦ－Ｊ１培地　１００μＬ
を１ウェルにそれぞれ添加し、プレートミキサーを用いて５００ｒｐｍで混合しながら室
温で１時間反応した。２ｍＭＣａＣｌ２含有ＴＢＳ－Ｔ　３００μＬで３回洗浄した後、
ＨＲＰ標識抗ｇｐ６４マウスモノクローナル抗体希釈液１００μＬを各ウェルに添加し、
プレートミキサーを用いて５００ｒｐｍで混合しながら室温で１時間反応した。２ｍＭＣ
ａＣｌ２含有ＴＢＳ－Ｔ　３００μＬで５回洗浄した後、ＴＭＢ溶液（和光純薬工業（株
）製）１００μＬを各ウェルに添加し、室温で３０分間静置反応した。１Ｍ　ＨＣｌ　１
００μＬを添加して反応を停止させた後、マイクロプレートリーダーＴｅｃａｎ　Ｕｌｔ
ｒａ（Ｔｅｃａｎ社製）で４５０ｎｍの吸光度を測定した。
　尚、各実施例、比較例でプレートに固定化したタンパク質及び検出の可否（結果）を下
記表３４に示す。
【０４５６】
【表３４】

【０４５７】
＜結果＞
　得られたＥＬＩＳＡ測定の結果を図２１に示す。図２１は各種ＰＳタンパク質及び抗ｇ
ｐ６４抗体を固定化したウェルにおける、カルシウムイオン含有バキュロウィルス含有昆
虫細胞培養上清の各希釈系列に含まれるエクソソームに対し結合したＨＲＰ標識抗ｇｐ６
４マウスモノクローナル抗体由来の検出シグナル（４５０ｎｍの吸光度）をそれぞれあら
わす。横軸はウェルに固定化したＰＳタンパク質又は抗マーカータンパク質抗体の種類を
表し、同じＰＳタンパク質等を固定化したウェルについての検出結果においては左から順
にブランク、用いたカルシウムイオン含有バキュロウイルス含有昆虫細胞培養上清サンプ
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ル希釈系列がそれぞれ８００倍希釈、４００倍希釈、２００倍希釈、１００倍希釈を表す
。また、縦軸はＨＲＰ標識抗ｇｐ６４マウスモノクローナル抗体由来の検出シグナル（４
５０ｎｍの吸光度）を表す。
　Ｔｉｍ１タンパク質、Ｔｉｍ３タンパク質、又はＴｉｍ４タンパク質をそれぞれ固定化
したウェルでは、バキュロウィルスの表面マーカータンパク質である抗ｇｐ６４抗体を固
定化したウェル、ＰＳタンパク質であるＭＦＧ－Ｅ８、Ａｎｎｅｘｉｎ　Ｖを固定化した
ウェル、Ｔｉｍファミリータンパク質であるＴｉｍ２タンパク質を固定化したウェルに比
べ（比較例３４－３９）高感度にウィルスを検出できた（実施例１１０－１１５）。即ち
、従来法に比べ本発明に係るＴｉｍタンパク質を用いる本発明の検出方法は高感度にウィ
ルスを検出できることが判った。とりわけ、Ｔｉｍタンパク質のうち、Ｔｉｍ４タンパク
質を用いると特に高感度にウィルスを検出できることが判った。
【０４５８】
実施例１１６－１１９．Ｔｉｍタンパク質を固定化した担体によるウィルスの取得
　ビオチン標識したＴｉｍ４タンパク質を固定化した担体を用いて、本発明に係るウィル
スの取得を行った。
【０４５９】
＜（１）コトランスフェクション細胞培養上清の調製＞
　実施例８４－９５、比較例２０－２１の「（１）コトランスフェクション細胞培養上清
の調製」と同様に行った。
【０４６０】
＜（２）カルシウムイオン含有バキュロウイルス含有昆虫細胞培養上清サンプルの調製＞
　実施例８４－９５、比較例２０－２１の「（２）バキュロウイルス含有昆虫細胞培養上
清サンプルの調製」と同様に行い、カルシウムイオン含有バキュロウイルス含有昆虫細胞
培養上清サンプルを得た。
【０４６１】
＜（３）バキュロウイルス含有昆虫細胞培養上清サンプル希釈液の調製＞
　カルシウムイオン含有バキュロウィルス含有昆虫細胞培養上清サンプル１００μＬとＰ
ＳＦＭ－Ｊ１培地８００μＬを混合し９倍希釈液９００μＬを調製した。
【０４６２】
＜（４）Ｔｉｍ４タンパク質のＳＨ基ビオチン標識＞
　Ｆｃタグ融合型マウス由来Ｔｉｍ４タンパク質（和光純薬工業（株）製）含有ＰＢＳ溶
液１００μＬ（Ｆｃタグ融合型マウス由来Ｔｉｍ４タンパク質１０μｇ含有）を、ビオチ
ン化標識用キット－ＳＨ（同仁化学研究所製）を用いて、当該キットに添付されているプ
ロトコールにしたがってＦｃタグ融合型マウス由来Ｔｉｍ４タンパク質のＳＨ基をビオチ
ン標識し、ＳＨ基ビオチン標識Ｆｃタグ融合型ｍＴｉｍ４タンパク質含有ＰＢＳ溶液１０
０μＬを得た。
【０４６３】
＜（５）タグ融合Ｔｉｍタンパク質の希釈＞
　Ｆｃタグ融合型ｍＴｉｍ４タンパク質（和光純薬工業（株）製）含有ＰＢＳ溶液５μＬ
（Ｆｃタグ融合型ｍＴｉｍ４タンパク質０．５μｇ含有）を、ＴＢＳ９５μＬと混合し、
ビオチン非標識Ｆｃタグ融合型ｍＴｉｍ４タンパク質を０．５μｇ含有する溶液１００μ
Ｌを得た。
　前記（４）で調製したＳＨ基ビオチン標識Ｆｃタグ融合型ｍＴｉｍ４タンパク質含有Ｔ
ＢＳ溶液５μＬ（ＳＨ基ビオチン標識Ｆｃタグ融合型ｍＴｉｍ４タンパク質０．５μｇ含
有）をＴＢＳ９５μＬと混合し、ビオチン標識Ｆｃタグ融合型ｍＴｉｍ４タンパク質を１
μｇ含有する溶液１００μＬを得た。
【０４６４】
＜（６）ビーズの洗浄＞
３０μｇ／μＬ　Ｄｙｎａｂｅａｄｓ　ＰｒｏｔｅｉｎＧ（サーモフィッシャーサイエン
ティフィック社製）含有ＰＢＳ－Ｔ溶液５μＬ（Ｄｙｎａｂｅａｄｓ　ＰｒｏｔｅｉｎＧ
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　０．３ｍｇ含有）を、１．５ｍＬチューブ（ビーエム機器社製）に移し、ＴＢＳ－Ｔ（
ＴＢＳ、０．０００５％　Ｔｗｅｅｎ２０）５００μＬを用いて２回洗浄した後、チュー
ブを磁気スタンドにセットし、洗浄液を除いた。
　また、ＭａｇＣａｐｔｕｒｅ　Ｔａｍａｖｉｄｉｎ２－ＲＥＶ（和光純薬工業（株）製
）含有ＰＢＳ溶液３０μＬ（ビーズ　０．３ｍｇ含有）を、１．５ｍＬチューブ（ビーエ
ム機器社製）に移し、ＴＢＳ－Ｔ（ＴＢＳ、０．０００５％　Ｔｗｅｅｎ２０）５００μ
Ｌを用いて２回洗浄した後、チューブを磁気スタンドにセットし、洗浄液を除いた。
【０４６５】
＜（７）Ｔｉｍタンパク質のビーズへの固定＞
　洗浄操作後のペレット状態のＤｙｎａｂｅａｄｓ　ＰｒｏｔｅｉＧ　０．３ｍｇを含有
する１．５ｍＬチューブに、ＳＨ基ビオチン非標識Ｆｃタグ融合型ｍＴｉｍ４タンパク質
を０．５μｇ含有する溶液１００μＬを添加して、サーモミキサーを用いて８℃で１２０
０ｒｐｍ　１時間反応させ、ＳＨ基ビオチン非標識Ｆｃタグ融合型ｍＴｉｍ４が結合した
担体（「ビオチン非標識Ｆｃタグ融合型ｍＴｉｍ４担体」と略記する場合がある）を得た
。
　また、洗浄操作後のＭａｇＣａｐｔｕｒｅ　Ｔａｍａｖｉｄｉｎ２－ＲＥＶ　０．３ｍ
ｇを含有する１．５ｍＬチューブに、ＳＨ基ビオチン標識Ｆｃタグ融合型ｍＴｉｍ４タン
パク質を０．５μｇ含有する溶液１００μＬを加え、前記と同様にビーズに結合させ、Ｓ
Ｈ基ビオチン標識Ｆｃタグ融合型ｍＴｉｍ４が結合した担体（「ビオチン標識Ｆｃタグ融
合型ｍＴｉｍ４担体」と略記する場合がある）を得た。
　尚、これらの得られた２種類の担体をまとめて「Ｔｉｍタンパク質結合担体」と略記す
る場合がある。
【０４６６】
＜（８）本発明の取得方法によるバキュロウィルスの取得＞
　前記で得られたこれらのＴｉｍタンパク質結合担体をＴＢＳ－Ｔ（ＴＢＳ、０．０００
５％　Ｔｗｅｅｎ２０）２５０μＬで３回洗浄操作し、ペレット状態のＴｉｍタンパク質
結合担体を得た。次いで、得られた２種類のペレット状態のＴｉｍタンパク質結合担体に
、前記（３）で調製したカルシウムイオン含有バキュロウイルス含有昆虫細胞培養上清サ
ンプル希釈液１００μＬをそれぞれ加え、サーモミキサーを用いて８℃で１２００ｒｐｍ
　１２時間反応させた。その後、反応後のＴｉｍタンパク質結合担体を、カルシウムイオ
ン含有ＴＢＳ－Ｔ（Ｔｒｉｓ　ｂｕｆｆｅｒ、０．０００５％　Ｔｗｅｅｎ２０、２ｍＭ
　ＣａＣｌ２）２５０μＬでそれぞれ３回洗浄操作した。３回目の洗浄操作の時に、Ｔｉ
ｍタンパク質結合担体を含むＣａＣｌ２含有ＴＢＳ－Ｔ溶液２５０μＬを１２５μＬずつ
１．５ｍＬチューブ２本にそれぞれ分注し、チューブを磁気スタンドにセットした後、洗
浄液を除いた。
　ペレット状態の２種類のＴｉｍタンパク質結合担体０．１５ｍｇにそれぞれ溶出液とし
て１％ＳＤＳ水溶液を５０μＬ、又は１ｍＭ　ＥＤＴＡ含有ＴＢＳ溶液を２５μＬ添加し
た後、ボルテックスミキサーにより室温で１０秒間混合し、スピンダウンした。ＥＤＴＡ
を添加したチューブには再度１ｍＭ　ＥＤＴＡ含有ＴＢＳ溶液を２５μＬ添加し、同様の
操作を行い、溶出液を得た。
　尚、各実施例で用いたＴｉｍタンパク質及び担体の種類、並びにＴｉｍタンパク質（非
）結合担体の種類を下記表３５に示す。
【０４６７】
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【表３５】

【０４６８】
＜（９）ウエスタンブロッティング＞
「得られた各溶出液１１．２５μＬに４×試料用緩衝液（和光純薬工業（株）製）３．７
５μＬを加え」た代わりに「前記（８）本発明の取得方法によるバキュロウイルスの取得
で得られた各溶出液１５μＬに４×試料用緩衝液（和光純薬工業（株）製）１５μＬを加
え」、「抗Ｌａｍｐ－１抗体」の代わりに「抗バキュロウイルスｇｐ６４抗体」を用いた
以外は、実施例８０－８３及び比較例１６－１９の「（５）ウエスタンブロッティング」
と同様の方法で行った。
　尚、各実施例で用いたＴｉｍタンパク質及び担体の種類、Ｔｉｍタンパク質結合担体か
らウイルスを取得するために用いた溶出液の種類、並びにウエスタンブロッティングにお
けるレーン番号を下記表３６に示す。
【０４６９】

【表３６】

【０４７０】
＜結果＞
得られたウエスタンブロッティングの結果を図２２に示す。図２２において、各レーンは
以下の結果である。
レーン１：実施例１１６の結果（Ｄｙｎａｂｅａｄｓ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ＧにＳＨ基ビオ
チン非標識Ｆｃタグ融合型ｍＴｉｍ４タンパク質を結合させた担体を用い、１％　ＳＤＳ
水溶液を溶出液として用いた場合の結果）
　レーン２：実施例１１７の結果（Ｄｙｎａｂｅａｄｓ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ＧにＳＨ基ビ
オチン非標識Ｆｃタグ融合型ｍＴｉｍ４タンパク質を結合させた担体を用い、１ｍＭ　Ｅ
ＤＴＡ含有ＴＢＳ溶液を溶出液として用いた場合の結果）
　レーン３：実施例１１８の結果（ＭａｇＣａｐｔｕｒｅ　Ｔａｍａｖｉｄｉｎ　ＲＥＶ
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－２にＳＨ基ビオチン標識Ｆｃタグ融合型ｍＴｉｍ４タンパク質を結合させた担体を用い
、１％　ＳＤＳ水溶液を溶出液として用いた場合の結果）
レーン４：実施例１１９の結果（ＭａｇＣａｐｔｕｒｅ　Ｔａｍａｖｉｄｉｎ　ＲＥＶ－
２にＳＨ基ビオチン標識Ｆｃタグ融合型ｍＴｉｍ４タンパク質を結合させた担体を用い、
１ｍＭ　ＥＤＴＡ含有ＴＢＳ溶液を溶出液として用いた場合の結果）
　図２２より、レーン１－４において、いずれの場合でもバキュロウィルスのマーカータ
ンパク質であるｇｐ６４のバンドが認められたことから、ＳＨ基ビオチン非標識又は標識
Ｔｉｍ４を結合させた担体を用いることで、ウィルスを取得可能であることが判った。
　また、レーン２とレーン４の比較から、カルシウムキレート剤により溶出させる場合に
は、Ｔｉｍタンパク質のＳＨ基を介してビーズ（担体）に固定化させることで、タグを介
して固定化させるよりも多くのウィルスを取得できることが判った。
【０４７１】
実施例１２０－１２１．比較例４０－４１．フローサイトメーターによる細胞外膜小胞の
検出感度比較
　以下のように、Ｔｉｍ４タンパク質又はエクソソームの表面マーカータンパク質のＣＤ
６３に対する抗体を固定化した担体及び検出抗体としてＰＥ標識抗ＣＤ６３抗体を用いて
、Ｋ５６２細胞培養上清由来の細胞外膜小胞をフローサイトメーターにより検出した。
【０４７２】
＜（１）カルシウムイオン含有培養上清（原液）の調製＞
　細胞外膜小胞を分泌するヒト慢性骨髄性白血病株Ｋ５６２細胞１×１０７細胞を８０ｍ
ＬのＸ－ＶＩＶＯ１５培地（Ｌｏｎｚａ社製）を用いて３７℃、５％ＣＯ２条件下で３日
間培養した後、遠心分離処理（３００×ｇ、５分間）して細胞を沈殿させ、上清を除去し
た。沈殿した細胞を、１０μＭモネンシンナトリウム（ＭＰ　Ｂｉｏｍｅｄｉｃａｌｓ社
製）含有Ｘ－ＶＩＶＯ１５培地６０ｍＬで懸濁後、３７℃、５％ＣＯ２条件下で２４時間
培養した。
　その後、培養液を遠心分離処理（３００×ｇ、５分間）し、培養上清を回収した。回収
した培養上清６０ｍＬをさらに３回遠心分離処理（１回目：３００×ｇ、３分間、２回目
：１２００×ｇ、２０分間、３回目：１００００×ｇ、２０分間）して不純物を分離し、
上清を得た（以下、「培養上清（原液）」と略記する場合がある）を得た。
　また、得られた培養上清原液に終濃度が２ｍＭとなるようにＣａＣｌ２を添加し、２ｍ
ＭＣａＣｌ２含有Ｋ５６２細胞培養上清濃縮液サンプル（以下、「カルシウムイオン含有
培養上清（原液）」と略記する場合がある）を得た。
【０４７３】
＜（２）培養上清サンプル希釈液の調製＞
　前記で得られたカルシウムイオン含有培養上清（原液）５００μＬとＸ－ＶＩＶＯ１５
培地５００μＬを混合し２倍希釈液を１．０ｍＬ調製し、２倍希釈液２００μＬとＸ－Ｖ
ＩＶＯ１５培地８００μＬを混合し１０倍希釈液１．０ｍＬを調製し、カルシウムイオン
含有培養上清２倍希釈液（原液）とカルシウムイオン含有培養上清１０倍希釈液（原液）
をそれぞれ得た。
【０４７４】
＜（３）Ｔｉｍ４タンパク質のＳＨ基ビオチン標識＞
　Ｆｃタグ融合型マウス由来Ｔｉｍ４タンパク質（和光純薬工業（株）製）含有ＰＢＳ溶
液１００μＬ（Ｆｃタグ融合型マウス由来Ｔｉｍ４タンパク質１０μｇ含有）を、ビオチ
ン化標識用キット－ＳＨ（同仁化学研究所製）を用いて、当該キットに添付されているプ
ロトコールにしたがってＦｃタグ融合型マウス由来Ｔｉｍ４タンパク質のＳＨ基をビオチ
ン標識し、ＳＨ基ビオチン標識Ｆｃタグ融合型ｍＴｉｍ４タンパク質含有ＰＢＳ溶液１０
０μＬを得た。
【０４７５】
＜（５）ビーズの洗浄＞
　Ｅｘｏｓｏｍｅ－Ｓｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎ　Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ／Ｄｅｔｅｃｔｉｏ
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ｎ　Ｒｅａｇｅｎｔ（サーモフィッシャーサイエンティフィック社製）（Ｄｙｎａｂｅａ
ｄｓ　Ｓｔｒｅｐｔａｂｉｄｉｎ　４．５μｍ　１×１０７／ｍＬ含有）２０μＬを、１
．５ｍＬチューブ（ビーエム機器社製）２本にそれぞれ分注し、ＴＢＳ２００μＬを用い
て洗浄操作を行った。
　Ｅｘｏｓｏｍｅ－Ｈｕｍａｎ　ＣＤ６３　Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ／Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　
Ｒｅａｇｅｎｔ（サーモフィッシャーサイエンティフィック社製）（Ｄｙｎａｂｅａｄｓ
　Ａｎｔｉ－ＣＤ６３抗体固定化済み　４．５μｍ　１×１０７／ｍＬ含有）２０μＬを
、１．５ｍＬチューブ（ビーエム機器社製）２本にそれぞれ分注し、ＴＢＳ２００μＬを
用いて洗浄操作を行った。
【０４７６】
＜（６）Ｔｉｍ４タンパク質のビーズへの固定＞
　洗浄操作後のペレット状態のＤｙｎａｂｅａｄｓ　Ｓｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎを含有す
る１．５ｍＬチューブ２本に、ＳＨ基ビオチン標識Ｆｃタグ融合型ｍＴｉｍ４タンパク質
を０．１μｇ含有する溶液１００μＬを添加して、サーモミキサーを用いて８℃で１２０
０ｒｐｍ　３０分間反応させ、ＳＨ基ビオチン標識Ｆｃタグ融合型ｍＴｉｍ４が結合した
担体（「ビオチン標識Ｆｃタグ融合型ｍＴｉｍ４担体」と略記する場合がある）を含有す
る溶液（「ビオチン標識Ｆｃタグ融合型ｍＴｉｍ４担体含有溶液」と略記する場合がある
）を得た。
【０４７７】
＜（７）細胞外膜小胞との反応＞
　前記で得られたビオチン標識Ｆｃタグ融合型ｍＴｉｍ４担体含有溶液１００μＬを磁気
スタンドにセットした後、ビオチン標識Ｆｃタグ融合型ｍＴｉｍ４担体含有溶液中の溶液
を除いた。ペレット状態のビオチン標識Ｆｃタグ融合型ｍＴｉｍ４担体及び洗浄操作後の
ペレット状態のＥｘｏｓｏｍｅ－Ｈｕｍａｎ　ＣＤ６３　Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ／Ｄｅｔｅ
ｃｔｉｏｎ　Ｒｅａｇｅｎｔを０．１％ＢＳＡ含有ＴＢＳ２００μＬで２回洗浄し、ペレ
ット状態の担体を得た。次いで、得られたペレット状態の各担体に、前記（２）で調製し
たカルシウムイオン含有培養上清２倍希釈液（原液）と培養上清１０倍希釈液（原液）１
００μＬをそれぞれ加え、サーモミキサーを用いて８℃で１２００ｒｐｍ　１２時間それ
ぞれ反応させた。その後、反応後の担体を、カルシウムイオン－０．１％ＢＳＡ含有ＴＢ
Ｓ（ＴＢＳ、０．１％　ＢＳＡ、２ｍＭ　ＣａＣｌ２）３００μＬで１回、カルシウムイ
オン－０．１％ＢＳＡ含有ＴＢＳ４００μＬでそれぞれ１回洗浄操作し、洗浄操作後のペ
レット状態の各担体をカルシウムイオン－０．１％ＢＳＡ含有ＴＢＳ（ＴＢＳ、０．１％
　ＢＳＡ、２ｍＭ　ＣａＣｌ２）３００μＬでそれぞれ懸濁し、下記表３７に記載の２種
類の担体の懸濁液をそれぞれ得た。
【０４７８】
【表３７】

【０４７９】
＜（８）ＰＥ標識抗ＣＤ６３抗体による検出＞
　前記（７）で得られた２種類の担体の懸濁液を１００μＬずつそれぞれ２本の１．５ｍ
Ｌチューブに分注し、磁気分離により担体をペレット状態にした後、ＰＥ標識抗ＣＤ６３
マウスモノクローナル抗体Ｈ５Ｃ６（ＢＤバイオサイエンス社製）又はＰＥ標識コントロ
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ールマウスＩｇＧ（ＢＤバイオサイエンス社製）を２０μＬそれぞれ添加し、サーモミキ
サーを用いて２５℃で１０００ｒｐｍ　１時間それぞれ反応させた。その後、カルシウム
イオンと０．１％ＢＳＡ含有ＴＢＳ（ＴＢＳ、０．１％　ＢＳＡ、２ｍＭ　ＣａＣｌ２）
３００μＬでそれぞれ２回洗浄操作した後、カルシウムイオンと０．１％ＢＳＡ含有ＴＢ
Ｓ（ＴＢＳ、０．１％　ＢＳＡ、２ｍＭ　ＣａＣｌ２）５００μＬで担体を懸濁した。そ
の後ファルコンセルストレーナー（コーニング社製）で濾過した濾液を回収し、フローサ
イトメーターＧａｌｌｉｏｓ（ベックマンコールター社製）で測定及び解析を行った。な
お、測定時のレーザー波長は４８８ｎｍであり、検出波長は５７５ｎｍである。
　尚、各実施例で用いたＴｉｍタンパク質、担体の種類、及び試料を下記表３８に示す。
【０４８０】
【表３８】

【０４８１】
＜結果＞
　得られたフローサイトメーター測定の結果を図２３に示す。図２３は各倍率で希釈した
カルシウムイオン含有培養上清（原液）からビオチン標識Ｆｃタグ融合型ｍＴｉｍ４担体
と抗ＣＤ６３抗体担体を用いて捕捉したエクソソームを、ＰＥ標識抗ＣＤ６３マウスモノ
クローナル抗体で検出したシグナルとＰＥ標識コントロールマウスＩｇＧで検出したノイ
ズの比（Ｓｉｎａｌ／Ｎｏｉｓｅ比）をそれぞれあらわす。横軸は使用したカルシウムイ
オン含有培養上清（原液）の希釈倍率、縦軸はＰＥ標識抗ＣＤ６３マウスモノクローナル
抗体で検出したシグナルとＰＥ標識コントロールマウスＩｇＧで検出したノイズの比をそ
れぞれ表す。
　図２３より、本発明に係るＴｉｍタンパク質を結合させた担体を用いることで、細胞外
膜小胞を検出可能であることが判った。また、抗ＣＤ６３抗体を固定化した担体を用いる
よりもＴｉｍ４を固定化した担体を用いる方が高いＳｉｎａｌ／Ｎｏｉｓｅ比（検出感度
）でフローサイトメーター測定ができることが示された。即ち、本発明に係るＴｉｍ担体
を用たフローサイトメーター解析によれば従来法に比べ高感度に細胞外膜小胞を検出でき
ることが判った。
【０４８２】
実施例１２２－１２３．比較例４２－４３．Ｔｉｍタンパク質を固定化した担体によるウ
ィルスの取得
　Ｔｉｍタンパク質を固定化した担体を用いて、本発明に係るウィルスの取得を行った。
【０４８３】
＜（１）Ｆｃタグ融合型ｍＴｉｍ４タンパク質のＳＨ基ビオチン標識＞
　Ｆｃタグ融合型マウス由来Ｔｉｍ４タンパク質（和光純薬工業（株）製）含有ＰＢＳ溶
液１００μＬ（Ｆｃタグ融合型マウス由来Ｔｉｍ４タンパク質１０μｇ含有）中のＦｃタ
グ融合型マウス由来Ｔｉｍ４タンパク質のＳＨ基を、ビオチン化標識用キット－ＳＨ（同
仁化学研究所製）を用いて、当該キットに添付されているプロトコールにしたがってビオ
チン標識し、ＳＨ基ビオチン標識Ｆｃタグ融合型ｍＴｉｍ４タンパク質含有ＰＢＳ溶液１
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【０４８４】
＜（２）ＳＨ基ビオチン標識Ｆｃタグ融合型ｍＴｉｍ４タンパク質の希釈＞
　前記（１）で調製したＳＨ基ビオチン標識Ｆｃタグ融合型ｍＴｉｍ４タンパク質含有Ｔ
ＢＳ溶液１０μＬ（ＳＨ基ビオチン標識Ｆｃタグ融合型ｍＴｉｍ４タンパク質１μｇ含有
）をＴＢＳ１９０μＬと混合し、ＳＨ基ビオチン標識Ｆｃタグ融合型ｍＴｉｍ４タンパク
質を１μｇ含有する溶液２００μＬを得た。
【０４８５】
＜（３）ビーズの洗浄＞
　ＭａｇＣａｐｔｕｒｅ　Ｔａｍａｖｉｄｉｎ２－ＲＥＶ（和光純薬工業（株）製）含有
ＰＢＳ溶液６０μＬ（ＭａｇＣａｐｔｕｒｅ　Ｔａｍａｖｉｄｉｎ２－ＲＥＶ　０．６ｍ
ｇ含有）を、２本の１．５ｍＬチューブ（ビーエム機器社製）にそれぞれ移し、ＴＢＳ－
Ｔ（ＴｒｉｓＢｕｆｆｅｒ、０．０００５％　Ｔｗｅｅｎ２０）５００μＬを用いてそれ
ぞれ２回洗浄した後、チューブを磁気スタンドにセットし、洗浄液を除いた。
【０４８６】
＜（４）ＳＨ基ビオチン標識Ｆｃタグ融合型ｍＴｉｍ４タンパク質のビーズへの固定＞
　洗浄操作後のＭａｇＣａｐｔｕｒｅ　Ｔａｍａｖｉｄｉｎ２－ＲＥＶ　０．６ｍｇを含
有する２本の１．５ｍＬチューブに、ＳＨ基ビオチン標識Ｆｃタグ融合型ｍＴｉｍ４タン
パク質を１μｇ含有する溶液２００μＬ又はＴＢＳ２００μＬを加え、サーモミキサーを
用いて８℃で１２００ｒｐｍ　１時間それぞれ反応させ、ＳＨ基ビオチン標識Ｆｃタグ融
合型ｍＴｉｍ４が結合した担体（「ビオチン標識Ｆｃタグ融合型ｍＴｉｍ４結合担体」と
略記する場合がある）とＳＨ基ビオチン標識Ｆｃタグ融合型ｍＴｉｍ４が結合していない
担体（「ビオチン標識Ｆｃタグ融合型ｍＴｉｍ４非結合担体」と略記する場合がある）を
得た。尚、ビオチン標識Ｆｃタグ融合型ｍＴｉｍ４結合担体とビオチン標識Ｆｃタグ融合
型ｍＴｉｍ４非結合担体を合わせて「Ｔｉｍタンパク質（非）結合担体」と略記する場合
がある。
【０４８７】
＜（５）本発明の取得方法によるインフルエンザウィルスの取得＞
　前記で得られた２種類のＴｉｍタンパク質（非）結合担体をＴＢＳ－Ｔ（ＴｒｉｓＢｕ
ｆｆｅｒ、０．０００５％　Ｔｗｅｅｎ２０）５００μＬでそれぞれ３回洗浄操作した。
洗浄操作後の２種類のＴｉｍタンパク質（非）結合担体に、終濃度２ｍＭの塩化カルシウ
ムを添加したカルシウムイオン含有のインフルエンザＡウィルス溶液（Ｈ１Ｎ１　Ａ／Ｗ
Ｓ／３３　ｓｔｒａｉｎ）（ＡＴＣＣ　Ｃｏｄｅ：ＶＲ－８２５）６０μＬをそれぞれ加
え、サーモミキサーを用いて８℃で１２００ｒｐｍ　２時間それぞれ反応させた。反応後
の２種類のＴｉｍタンパク質（非）結合担体を、カルシウムイオン含有ＴＢＳ－Ｔ（Ｔｒ
ｉｓ　ｂｕｆｆｅｒ、０．０００５％　Ｔｗｅｅｎ２０、２ｍＭ　ＣａＣｌ２）５００μ
Ｌでそれぞれ３回洗浄操作した。３回目の洗浄操作の後、２種類のＴｉｍタンパク質（非
）結合担体にカルシウムイオン含有ＴＢＳ－Ｔ（Ｔｒｉｓ　ｂｕｆｆｅｒ、０．０００５
％　Ｔｗｅｅｎ２０、２ｍＭ　ＣａＣｌ２）５００μＬをそれぞれ加えて懸濁し、懸濁液
５００μＬをそれぞれ得た。当該懸濁液を２５０μＬずつ１．５ｍＬチューブ２本にそれ
ぞれ分注し、チューブを磁気スタンドにセットした後、それぞれ洗浄液を除き、ペレット
状態のＴｉｍタンパク質（非）結合担体をそれぞれ得た。
　尚、各実施例及び比較例で用いた担体の種類、及びＴｉｍタンパク質の種類を下記表３
９に示す。
【０４８８】
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【表３９】

【０４８９】
　得られたペレット状態のＴｉｍタンパク質（非）結合担体０．３ｍｇを含有する４本の
１．５ｍＬチューブのうち、Ｔｉｍタンパク質結合担体を含有する１．５ｍＬチューブ１
本及びＴｉｍタンパク質非結合担体を含有する１．５ｍＬチューブ１本については、溶出
液として１％ＳＤＳ水溶液をそれぞれ２０μＬ添加した後、ボルテックスミキサーにより
室温で１０秒間混合し、スピンダウンし溶出液をそれぞれ得た。
　また、当該ペレット状態のＴｉｍタンパク質（非）結合担体０．３ｍｇを含有する４本
の１．５ｍＬチューブのうち、Ｔｉｍタンパク質結合担体を含有する１．５ｍＬチューブ
１本及びＴｉｍタンパク質非結合担体を含有する１．５ｍＬチューブ１本については、溶
出液として５０ｍＭ　ＥＤＴＡ含有ＴＢＳ溶液をそれぞれ１０μＬ添加した後、ボルテッ
クスミキサーにより室温で１０秒間混合し、スピンダウンした。スピンダウン後のチュー
ブにそれぞれ再度５０ｍＭ　ＥＤＴＡ含有ＴＢＳ溶液を１０μＬ添加した後、ボルテック
スミキサーにより室温で１０秒間混合し、スピンダウンし溶出液をそれぞれ得た。
　得られた４種類の溶出液２０μＬにそれぞれ１０％　β－プロピオラクトン含有ＴＢＳ
溶液　２．２μＬを添加して、ボルテックスミキサーで混合後、氷上で３時間静置し、４
種類のβ－プロピオラクトン処理済溶出液２２．２μＬをそれぞれ得た。
【０４９０】
＜（６）ウエスタンブロッティング＞
　前記カルシウムイオン含有のインフルエンザＡウィルス溶液（Ｈ１Ｎ１　Ａ／ＷＳ／３
３　ｓｔｒａｉｎ）（ＡＴＣＣ　Ｃｏｄｅ：ＶＲ－８２５）３０μＬに１０％　β－プロ
ピオラクトン含有ＴＢＳ溶液　３．３μＬを添加して、ボルテックスミキサーで混合後、
氷上で３時間静置した溶液に４×試料用緩衝液（和光純薬工業（株）製）１１．１μＬを
加え、９５℃で３分間加熱し、ウエスタンブロッティング用のインプット試料（計４４．
４μＬ）を得た。また、前記４種類のβ－プロピオラクトン処理済溶出液２２．２μＬに
４×試料用緩衝液（和光純薬工業（株）製）７．４μＬをそれぞれ加え、９５℃で３分間
加熱し、ウエスタンブロッティング用の各溶出液試料（（計２９．６μＬ）をそれぞれ得
た。スーパーセップエース　５－２０％ゲル（和光純薬工業（株）製）に当該ウエスタン
ブロッティング用のインプット試料２０μＬ及びウエスタンブロッティング用の各溶出液
試料２０μＬをそれぞれ載せて、３０ｍＡで６０分間電気泳動した。得られた泳動ゲルを
、セミドライブロッターと不連続バッファー（Ａｎｏｄｅ　Ｂｕｆｆｅｒ　１：０．３Ｍ
　Ｔｒｉｓ／２０％　Ｍｅｔｈａｎｏｌ、Ａｎｏｄｅ　Ｂｕｆｆｅｒ　２：０．０２５Ｍ
　Ｔｒｉｓ／２０％　Ｍｅｔｈａｎｏｌ、Ｃａｔｈｏｄｅ　Ｂｕｆｆｅｒ：０．０２５Ｍ
　Ｔｒｉｓ／０．０４Ｍ　アミノカプロン酸／２０％　Ｍｅｔｈａｎｏｌ）を用いて、Ｐ
ＶＤＦ膜（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ社製）に１．２ｍＡ／ｃｍ２で６０分間転写した。転写後
のＰＶＤＦ膜にＴＢＳ－Ｔ（ＴＢＳ　ｂｕｆｆｅｒ，　０．１％　ｔｗｅｅｎ２０）で希
釈した５％スキムミルクを加えて１時間室温で反応させてブロッキングし、ＴＢＳ－Ｔで
３００倍希釈した抗インフルエンザＡウィルスＮｕｃｌｅｏｐｒｏｔｅｉｎ抗体Ｃ４３（
Ａｂｃａｍ社製）２ｍＬを室温で１時間反応させた。反応後のＰＶＤＦ膜をＴＢＳ―Ｔで
３回洗浄し、ＴＢＳ―Ｔで３００００倍希釈した２次抗体抗｛マウスＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ），
　ロバ，ＩｇＧ画分、ペルオキシダーゼ結合抗体｝（Ｊａｃｋｓｏｎ　ＩｍｍｕｎｏＲｅ
ｓｅａｒｃｈ社製）を室温で１時間反応させた。ＴＢＳ―Ｔで５回洗浄後、各抗体を反応
させたＰＶＤＦ膜にイムノスターゼータ（和光純薬工業（株）製）を添加し、ＬＡＳ－４
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０００（ＧＥ社製）を用いて発光シグナルを検出した。
　尚、各実施例で用いた担体の種類、Ｔｉｍタンパク質の種類及び担体からの溶出液の種
類を下記表４０に示す。
【０４９１】
【表４０】

【０４９２】
＜結果＞
　得られたウエスタンブロッティングの結果を図２４に示す。図２４において、各レーン
は以下の結果である。
　レーン１：インフルエンザＡウィルスを電気泳動した結果
　レーン２：比較例４２の結果（ビオチン標識Ｆｃタグ融合型ｍＴｉｍ４非結合担体を用
い、１％ＳＤＳ溶液を溶出液として用いた場合の結果）
　レーン３：比較例４３の結果（ビオチン標識Ｆｃタグ融合型ｍＴｉｍ４非結合担体を用
い、５０ｍＭ　ＥＤＴＡ含有ＴＢＳ溶液を溶出液として用いた場合の結果）
　レーン４：実施例１２２の結果（ビオチン標識Ｆｃタグ融合型ｍＴｉｍ４結合担体を用
い、１％ＳＤＳ溶液を溶出液として用いた場合の結果）
　レーン５：実施例１２３の結果（ビオチン標識Ｆｃタグ融合型ｍＴｉｍ４結合担体を用
い、５０ｍＭ　ＥＤＴＡ含有ＴＢＳ溶液を溶出液として用いた場合の結果）
　図２４より、レーン２－３（ビオチン標識Ｆｃタグ融合型ｍＴｉｍ４非結合担体を用い
た場合）において、いずれの場合でもインフルエンザＡウィルスのマーカータンパク質で
あるＮｕｃｌｅｏｐｒｏｔｅｉｎのバンドは認められなかったのに対し、レーン４－５（
ビオチン標識Ｆｃタグ融合型ｍＴｉｍ４結合担体を用いた場合）において、いずれの場合
でもインフルエンザＡウィルスのマーカータンパク質であるＮｕｃｌｅｏｐｒｏｔｅｉｎ
のバンドが認められたことから、Ｔｉｍタンパク質を結合させた担体は、インフルエンザ
ウィルスを取得可能であることが判った。
　また、レーン１（インフルエンザＡウィルスを電気泳動した結果）とレーン４－５（ビ
オチン標識Ｆｃタグ融合型ｍＴｉｍ４結合担体を用いた場合の結果）との比較から、Ｔｉ
ｍタンパク質を結合させた担体を用いることにより効率よくインフルエンザウィルスを取
得できることが判った。
【０４９３】
実施例１２４－１２５．比較例４４－４５．Ｔｉｍタンパク質を固定化した担体によるウ
ィルスの取得
　Ｔｉｍタンパク質を固定化した担体を用いて、本発明に係るウイルスの取得を行った。
【０４９４】
＜（１）ＲＳウイルス含有ＨＥｐ－２細胞培養上清サンプルの調製＞
　１．５×１０６細胞のＨＥｐ－２細胞を含む１０％ＦＢＳ含有Ｄ－ＭＥＭ高グルコース
培地（和光純薬工業（株）製）２０ｍＬを７５ｃｍ２フラスコに加え、３７℃、５％　Ｃ
Ｏ２で４日間培養した。培養後の培養液から上清を除去し、５．３×１０５ＴＣＩＤ５０

／ｍＬのＲＳウイルス液（ＡＴＣＣ、Ｃｏｄｅ：ＶＲ－２６）を含む２％ＦＢＳ含有Ｅ－
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ＭＥＭ培地５ｍＬを添加して、３６℃、５％ＣＯ２で１時間静置した。２％ＦＢＳ含有Ｅ
－ＭＥＭ培地をさらに２０ｍＬ添加して、３６℃、５％ＣＯ２で３日間培養した。当該培
養後の培養液から上清を除去し、２％ＦＢＳ含有Ｅ－ＭＥＭ培地を２０ｍＬ添加して、３
６℃、５％ＣＯ２で２日間培養した。その後、細胞をピペッティングによりフラスコから
剥がし、培養上清と共に５０ｍＬ遠沈管に回収し、１５００ｒｐｍで１０分間遠心して培
養上清のみを回収した。得られた培養上清に終濃度２ｍＭとなるように塩化カルシウムを
添加し、「カルシウム含有ＲＳウイルス溶液」とした。
【０４９５】
＜（２）Ｆｃタグ融合型ｍＴｉｍ４タンパク質のＳＨ基ビオチン標識＞
　実施例１２２－１２３及び比較例４２－４３の＜（１）Ｆｃタグ融合型ｍＴｉｍ４タン
パク質のＳＨ基ビオチン標識＞と同様の方法を行い、ＳＨ基ビオチン標識Ｆｃタグ融合型
ｍＴｉｍ４タンパク質含有ＰＢＳ溶液１００μＬを得た。
【０４９６】
＜（３）ＳＨ基ビオチン標識Ｆｃタグ融合型ｍＴｉｍ４タンパク質の希釈＞
　実施例１２２－１２３及び比較例４２－４３の＜（２）ＳＨ基ビオチン標識Ｆｃタグ融
合型ｍＴｉｍ４タンパク質の希釈＞と同様の方法を行い、ＳＨ基ビオチン標識Ｆｃタグ融
合型ｍＴｉｍ４タンパク質を１μｇ含有する溶液２００μＬを得た。
【０４９７】
＜（４）ビーズの洗浄＞
　実施例１２２－１２３及び比較例４２－４３の＜（３）ビーズの洗浄＞と同様の方法を
行い、洗浄操作を行ったＭａｇＣａｐｔｕｒｅ　Ｔａｍａｖｉｄｉｎ２－ＲＥＶを得た。
【０４９８】
＜（５）ＳＨ基ビオチン標識Ｆｃタグ融合型ｍＴｉｍ４タンパク質のビーズへの固定＞
　実施例１２２－１２３及び比較例４２－４３の＜（４）ＳＨ基ビオチン標識Ｆｃタグ融
合型ｍＴｉｍ４タンパク質のビーズへの固定＞と同様の方法を行い、ビオチン標識Ｆｃタ
グ融合型ｍＴｉｍ４結合担体及びビオチン標識Ｆｃタグ融合型ｍＴｉｍ４（非）結合担体
をそれぞれ得た。
　尚、ビオチン標識Ｆｃタグ融合型ｍＴｉｍ４結合担体とビオチン標識Ｆｃタグ融合型ｍ
Ｔｉｍ４非結合担体を合わせて「Ｔｉｍタンパク質（非）結合担体」と略記する場合があ
る。
【０４９９】
＜（６）本発明の取得方法によるＲＳウィルスの取得＞
　「終濃度２ｍＭの塩化カルシウムを添加したカルシウムイオン含有のインフルエンザＡ
ウィルス溶液（（Ｈ１Ｎ１　Ａ／ＷＳ／３３　ｓｔｒａｉｎ）（ＡＴＣＣ　Ｃｏｄｅ：Ｖ
Ｒ－８２５）６０μＬ」の代わりに「前記（１）で調製したカルシウムイオン含有ＲＳウ
ィルス溶液１２０μＬ」を用いた以外は、実施例１２２－１２３及び比較例４２－４３の
＜（５）本発明の取得方法によるインフルエンザウィルスの取得＞と同様の方法を行い、
β－プロピオラクトン処理済溶出液２２．２μＬをそれぞれ得た。
　尚、各実施例で用いた担体の種類、及びＴｉｍタンパク質の種類を下記表４１に示す。
【０５００】
【表４１】

【０５０１】
＜（７）ウエスタンブロッティング＞
　「カルシウムイオン含有のインフルエンザＡウィルス溶液（Ｈ１Ｎ１　Ａ／ＷＳ／３３
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　ｓｔｒａｉｎ）（ＡＴＣＣ　Ｃｏｄｅ：ＶＲ－８２５）３０μＬ」の代わりに「前記カ
ルシウムイオン含有ＲＳウィルス溶液３０μＬ」を使用し、「ＴＢＳ－Ｔで３００倍希釈
した抗インフルエンザＡウィルスＮｕｃｌｅｏｐｒｏｔｅｉｎ抗体Ｃ４３（Ａｂｃａｍ社
製）２ｍＬ」の代わりに「ＴＢＳ－Ｔで５００倍希釈した抗ＲＳウィルスＦタンパク質抗
体２Ｆ７（Ａｂｃａｍ社製）２ｍＬ」を用いた以外は、実施例１２２－１２３及び比較例
４２－４３の＜（６）ウエスタンブロッティング＞と同様の方法により行い、発光シグナ
ルを検出した。
　尚、各実施例で用いた担体の種類、Ｔｉｍタンパク質の種類、及び担体からの溶出液の
種類を下記表４２に示す
【０５０２】
【表４２】

【０５０３】
＜結果＞
　得られたウエスタンブロッティングの結果を図２５に示す。図２５において、各レーン
は以下の結果である。
　レーン１：ＲＳウィルスを電気泳動した結果
　レーン２：比較例４４の結果（ビオチン標識Ｆｃタグ融合型ｍＴｉｍ４非結合担体を用
い、１％ＳＤＳ溶液を溶出液として用いた場合の結果）
　レーン３：比較例４５の結果（ビオチン標識Ｆｃタグ融合型ｍＴｉｍ４非結合担体を用
い、５０ｍＭ　ＥＤＴＡ含有ＴＢＳ溶液を溶出液として用いた場合の結果）
　レーン４：実施例１２４の結果（ビオチン標識Ｆｃタグ融合型ｍＴｉｍ４結合担体を用
い、１％ＳＤＳ溶液を溶出液として用いた場合の結果）
　レーン５：実施例１２５の結果（ビオチン標識Ｆｃタグ融合型ｍＴｉｍ４結合担体を用
い、５０ｍＭ　ＥＤＴＡ含有ＴＢＳ溶液を溶出液として用いた場合の結果）
　図２５より、レーン２－３（ビオチン標識Ｆｃタグ融合型ｍＴｉｍ４非結合担体を用い
た場合）において、いずれの場合でもＲＳウィルスのマーカータンパク質であるＦタンパ
ク質のバンドは認められなかったのに対し、レーン４－５（ビオチン標識Ｆｃタグ融合型
ｍＴｉｍ４結合担体を用いた場合）において、いずれの場合でもＲＳウィルスのマーカー
タンパク質であるＦタンパク質のバンドが認められたことから、Ｔｉｍタンパク質を結合
させた担体は、ＲＳウィルスを取得可能であることが判った。
　また、レーン１（ＲＳウィルスを電気泳動した結果）とレーン４－５（ビオチン標識Ｆ
ｃタグ融合型ｍＴｉｍ４結合担体を用いた場合の結果）との比較から、Ｔｉｍタンパク質
を結合させた担体を用いることにより効率よくＲＳウィルスを取得できることが判った。
【産業上の利用可能性】
【０５０４】
　本発明のＴｉｍタンパク質結合担体、当該担体を用いた細胞外膜小胞及びウイルスの取
得方法、除去方法並びに当該担体を含むキットは、従来の細胞外膜小胞及びウイルスの取
得方法並びに当該取得方法に用いられる抗体等を含むキットに比べて、試料中に存在する
細胞外膜小胞又はウイルスを高純度で、またインタクトな状態で簡便且つ効率的に取得又
は除去することができる。
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　本発明の取得方法により取得した細胞外膜小胞は医薬品等として利用され、また取得し
たウィルスはワクチンやベクター等として利用されることから、本発明のＴｉｍタンパク
質結合担体及び本発明の取得方法は有用なものである。
　本発明の除去方法により細胞外膜小胞又はウイルスを除去した試料は生物由来細胞外膜
小胞やエンベロープウィルスのコンタミネーションを防いだものとなり、当該試料を用い
た研究等に利用されることから、本発明のＴｉｍタンパク質結合担体及び本発明の除去方
法は有用なものである。
　本発明のＴｉｍタンパク質結合担体、当該担体を用いた細胞外膜小胞及びウイルスの検
出方法は、従来の細胞外膜小胞及びウイルスの検出方法に比べて試料中の細胞外膜小胞及
びウイルスを高感度に検出することができる。
　本発明の検出方法によれば検体中の微量な細胞外膜小胞及びウイルスを検出する場合で
あっても、検体を濃縮や精製等せずにそのまま測定をすることが可能となるため、本発明
のＴｉｍタンパク質結合担体及び本発明の検出方法は有用なものである。

【図１】

【図２】

【図３】

【図４】
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