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（コントロール）と比較観察した（図図１１ ）。その

結果、 および

はコントロールに比べて優位に細胞内へ取り込まれ

ており、 は細胞内において特に高い

蛍光シグナルが見られた。更に、フローサイトメーターを用

いて各エクソソームの細胞内取り込み量を評価したところ、

で処理した細胞はコントロールに対

して約８倍の細胞内取り込み量であることが示された。一方

で、トランスフェリン内包化はエクソソームの細胞内取り込

みを僅かに増加させた（図図１１ ）。以上の結果により、 内

包化がエクソソームの細胞内取り込みを増強することが明ら

かとなった。 内包化はエクソームの細胞内取り込みに著

しく高い影響を与えることから、このシンプルな技術はター

ゲットとする細胞によるエクソソーム取り込みを活性化する

ために大変有効であることが示唆された。

 
２２．．２２  エエククソソソソーームムへへののEEGGFFととササポポリリンンのの共共内内包包化化はは、、ササ

ポポリリンンのの細細胞胞毒毒性性をを増増強強すするる 

内包化の技術を応用し、エクソソームを介して抗癌活

性タンパク質サポリンの細胞内送達を行い、癌細胞に与える

影響を解析した。その結果を図図２２に示している。 存在下

または非存在下でエレクトロポレーションを行い、サポリン

および を共内包するエクソソーム（

）、およびサポリンのみ内包するエクソソーム

）を作製した。図図２２ は、

または （ 、４、 μg/m ）

を 含有培地に添加し ℃で 時間処理した 細胞

の顕微鏡画像を示している。驚くべきことに、

は、低濃度（ ）で有意なレベルの細胞死を

もたらした（図図１１ ）。一方、 は μg/m

および μg/m において、 細胞の形態学変化を誘導する

ことなく、高濃度（ μg/m ）において 細胞の細胞増

殖を抑制した（図図１１ ）。また、同様の培養条件で アッ

セイを行い、細胞生存率を評価した。その結果、

は、低濃度（ μg/m ）において 細胞の

生存率を抑制したことから、 およびサポリンの共内包化
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図図１１  エエククソソソソーームムのの EEGGFF内内包包化化ははエエククソソソソーームムのの細細胞胞内内取取りり込込みみをを増増強強 

（ ） またはトランスフェリンを内包化した エクソソーム（ μ ）を ℃で 時間処理

した 細胞の共焦点顕微鏡画像。緑： エクソソーム、青： による核染色、スケール

バー μ 。（ ） エクソソーム（内包化なし）に対する 内包化 エクソソーム、トラン

スフェリン内包化 エクソソーム、および エクソソームの細胞内取り込み。（ ）と同様の条

件下で培養し、フローサイトメーターを用いて細胞内取り込み量の評価を行なった。データは３回の実験結果

の平均値（± ）を示す。 。
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１１ 緒緒言言  

脂質小胞のエクソソーム（約 〜 ）は、生体を構成

するほとんどの細胞から分泌され、周辺細胞によって取り込

まれる。エクソソームには や生理活性タンパク質な

ど細胞機能を制御する分子が内包されており、細胞間コミュ

ニケーションにおいて重要な役割を持つ。一方、エクソソー

ムの細胞内取り込みにおいて、受容体を介したクラスタリン

依存的エンドサイトーシス、およびアクチン細胞骨格依存的

に細胞外の栄養素を取り込むマクロピノサイトーシスの関与

が報告されているが、詳細な機序に関していまだに解明され

てない。

我々は、先の研究において、マクロピノサイトーシス誘導

受容体 （ ）をそのリ

ガンドである （ ）の投与により

活性化させることで、癌細胞によるエクソソームの取り込み

効率が増強されることを見出している。また、マクロピノサ

イトーシス誘起を利用して、抗癌活性を有するサポリンを内

包させたエクソソームにより効果的に癌細胞死を誘導するこ

とに成功している１ 。

本稿においては、マクロピノサイトーシス誘導受容体を活

性化させる を、抗癌活性タンパク質サポリンと共にエク

ソソーム内に共内包化させて抗癌活性を評価した。その結

果、驚くべきことに、エクソソームへの とサポリンとの

共内包化は、癌細胞である 細胞（ヒト上皮様細胞癌由

来）に対する細胞毒性を顕著に増強することを見出した。

 
２２  結結果果  

組織や細胞の修復にとって特定の場所への 送達は、

様々な細胞機能を制御および作動させる細胞増殖因子療法と

して非常に重要な技術である２ ３ 。 らは、損傷した

ラット歯槽骨の骨治癒過程において を内包化したリポ

ソームを与えることで損傷からのより迅速な回復がもたらさ

れたことから、 送達にリポソームを利用することができ

ると報告した４ 。 はエンドサイトーシスを介して細胞内

へ取り込まれた後、エキソサイトーシスによってリサイクル

される５ 。それ故、 内包化リポソームが細胞内に取り込

まれた後、リポソームから を放出し、エキソサイトーシ

スによって細胞から分泌された が細胞膜上の を活性

化すると考えられる。我々は、エクソソームに内包化された

が細胞内へ取り込まれた後エキソサイトーシスによって

細胞外へ放出され、その後リサイクルされた は の活

性化を導くことでマクロピノサイトーシス経路を促進し、そ

れによって細胞によるエクソソーム取り込みが増強されると

仮説を立て、検証した。

まず、エクソソームの細胞内取り込みをトレースするため

に、 （蛍光タンパク質）を融合した タンパク質を膜

上に有するエクソソームを安定発現する 細胞（ヒト子宮

頚癌）を作製し、 融合 発現エクソソーム（

）を回収した。その後、エレクトロポレーション法

を用いて を に内包化し、 細胞に対

する 内包化エクソソームの細胞内取り込みを評価した。

また、同様の方法を用いて、クラスリン介在性のエンドサー

トーシスを利用し （Ⅲ）の細胞内取り込みを誘導すること

で知られるトランスフェリンを に内包化

し、トランスフェリン内包化エクソソームの 細胞に対す

る細胞内取り込みを比較評価した。 

２２．．１１  EEGGFF内内包包化化ははエエククソソソソーームムのの細細胞胞内内取取りり込込みみ効効力力をを

向向上上すするる 

図図１１は、 を内包化した 発現エクソソーム

（ ）またはトランスフェリンを内包

化した 発現エクソソーム（

）各々 μg/mLを ℃で 時間処理した 細胞

の共焦点レーザー顕微鏡画像を示している。細胞内に内在す

る お よ び

の最大蛍光強度を、内包化していない

●エクソソームへの およびサポリンの共内包化は癌細胞に対する細胞毒性

を増強する
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（コントロール）と比較観察した（図図１１ ）。その

結果、 および

はコントロールに比べて優位に細胞内へ取り込まれ

ており、 は細胞内において特に高い

蛍光シグナルが見られた。更に、フローサイトメーターを用

いて各エクソソームの細胞内取り込み量を評価したところ、

で処理した細胞はコントロールに対

して約８倍の細胞内取り込み量であることが示された。一方

で、トランスフェリン内包化はエクソソームの細胞内取り込

みを僅かに増加させた（図図１１ ）。以上の結果により、 内

包化がエクソソームの細胞内取り込みを増強することが明ら

かとなった。 内包化はエクソームの細胞内取り込みに著

しく高い影響を与えることから、このシンプルな技術はター

ゲットとする細胞によるエクソソーム取り込みを活性化する

ために大変有効であることが示唆された。

 
２２．．２２  エエククソソソソーームムへへののEEGGFFととササポポリリンンのの共共内内包包化化はは、、ササ

ポポリリンンのの細細胞胞毒毒性性をを増増強強すするる 

内包化の技術を応用し、エクソソームを介して抗癌活

性タンパク質サポリンの細胞内送達を行い、癌細胞に与える

影響を解析した。その結果を図図２２に示している。 存在下

または非存在下でエレクトロポレーションを行い、サポリン

および を共内包するエクソソーム（

）、およびサポリンのみ内包するエクソソーム

）を作製した。図図２２ は、

または （ 、４、 μg/m ）

を 含有培地に添加し ℃で 時間処理した 細胞

の顕微鏡画像を示している。驚くべきことに、

は、低濃度（ ）で有意なレベルの細胞死を

もたらした（図図１１ ）。一方、 は μg/m

および μg/m において、 細胞の形態学変化を誘導する

ことなく、高濃度（ μg/m ）において 細胞の細胞増

殖を抑制した（図図１１ ）。また、同様の培養条件で アッ

セイを行い、細胞生存率を評価した。その結果、

は、低濃度（ μg/m ）において 細胞の

生存率を抑制したことから、 およびサポリンの共内包化
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図図１１  エエククソソソソーームムのの EEGGFF内内包包化化ははエエククソソソソーームムのの細細胞胞内内取取りり込込みみをを増増強強 

（ ） またはトランスフェリンを内包化した エクソソーム（ μ ）を ℃で 時間処理

した 細胞の共焦点顕微鏡画像。緑： エクソソーム、青： による核染色、スケール

バー μ 。（ ） エクソソーム（内包化なし）に対する 内包化 エクソソーム、トラン

スフェリン内包化 エクソソーム、および エクソソームの細胞内取り込み。（ ）と同様の条

件下で培養し、フローサイトメーターを用いて細胞内取り込み量の評価を行なった。データは３回の実験結果

の平均値（± ）を示す。 。
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１１ 緒緒言言  

脂質小胞のエクソソーム（約 〜 ）は、生体を構成

するほとんどの細胞から分泌され、周辺細胞によって取り込

まれる。エクソソームには や生理活性タンパク質な

ど細胞機能を制御する分子が内包されており、細胞間コミュ

ニケーションにおいて重要な役割を持つ。一方、エクソソー

ムの細胞内取り込みにおいて、受容体を介したクラスタリン

依存的エンドサイトーシス、およびアクチン細胞骨格依存的

に細胞外の栄養素を取り込むマクロピノサイトーシスの関与

が報告されているが、詳細な機序に関していまだに解明され

てない。

我々は、先の研究において、マクロピノサイトーシス誘導

受容体 （ ）をそのリ

ガンドである （ ）の投与により

活性化させることで、癌細胞によるエクソソームの取り込み

効率が増強されることを見出している。また、マクロピノサ

イトーシス誘起を利用して、抗癌活性を有するサポリンを内

包させたエクソソームにより効果的に癌細胞死を誘導するこ

とに成功している１ 。

本稿においては、マクロピノサイトーシス誘導受容体を活

性化させる を、抗癌活性タンパク質サポリンと共にエク

ソソーム内に共内包化させて抗癌活性を評価した。その結

果、驚くべきことに、エクソソームへの とサポリンとの

共内包化は、癌細胞である 細胞（ヒト上皮様細胞癌由

来）に対する細胞毒性を顕著に増強することを見出した。

 
２２  結結果果  

組織や細胞の修復にとって特定の場所への 送達は、

様々な細胞機能を制御および作動させる細胞増殖因子療法と

して非常に重要な技術である２ ３ 。 らは、損傷した

ラット歯槽骨の骨治癒過程において を内包化したリポ

ソームを与えることで損傷からのより迅速な回復がもたらさ

れたことから、 送達にリポソームを利用することができ

ると報告した４ 。 はエンドサイトーシスを介して細胞内

へ取り込まれた後、エキソサイトーシスによってリサイクル

される５ 。それ故、 内包化リポソームが細胞内に取り込

まれた後、リポソームから を放出し、エキソサイトーシ

スによって細胞から分泌された が細胞膜上の を活性

化すると考えられる。我々は、エクソソームに内包化された

が細胞内へ取り込まれた後エキソサイトーシスによって

細胞外へ放出され、その後リサイクルされた は の活

性化を導くことでマクロピノサイトーシス経路を促進し、そ

れによって細胞によるエクソソーム取り込みが増強されると

仮説を立て、検証した。

まず、エクソソームの細胞内取り込みをトレースするため

に、 （蛍光タンパク質）を融合した タンパク質を膜

上に有するエクソソームを安定発現する 細胞（ヒト子宮

頚癌）を作製し、 融合 発現エクソソーム（

）を回収した。その後、エレクトロポレーション法

を用いて を に内包化し、 細胞に対

する 内包化エクソソームの細胞内取り込みを評価した。

また、同様の方法を用いて、クラスリン介在性のエンドサー

トーシスを利用し （Ⅲ）の細胞内取り込みを誘導すること

で知られるトランスフェリンを に内包化

し、トランスフェリン内包化エクソソームの 細胞に対す

る細胞内取り込みを比較評価した。 

２２．．１１  EEGGFF内内包包化化ははエエククソソソソーームムのの細細胞胞内内取取りり込込みみ効効力力をを

向向上上すするる 

図図１１は、 を内包化した 発現エクソソーム

（ ）またはトランスフェリンを内包

化した 発現エクソソーム（

）各々 μg/mLを ℃で 時間処理した 細胞

の共焦点レーザー顕微鏡画像を示している。細胞内に内在す

る お よ び

の最大蛍光強度を、内包化していない

●エクソソームへの およびサポリンの共内包化は癌細胞に対する細胞毒性

を増強する
CCoo--eennccaappssuullaattiioonn  ooff  EEGGFF  aanndd  ssaappoorriinn  iinn  eexxoossoommeess  eennhhaanncceess  ccyyttoottooxxiicciittyy  aaggaaiinnsstt  ccaanncceerr  cceellllss  
─────────────────────────────────────────────────────

小林 菜穂子、吉田 徹彦

NNaahhookkoo  KKoobbaayyaasshhii,,  TTeettssuuhhiikkoo  YYoosshhiiddaa  

－新技術紹介－

Keywords : exosome, cancer cells, saporin, EGF (epidermal growth factor) 

東亞合成株式会社 先端科学研究所

Institute for Advanced Sciences, Toagosei Co., Ltd. 

東亞合成グループ研究年報 TREND 2022 第25号3



東亞合成グループ研究年報 第第 号号

するエクソソーム（ ）を得るため、 融

合 タンパク質を安定発現する 細胞を作製した。

細胞（ × ）を 穴プレート（ 、 、

）に播種し、１日培養した。その後、 含有

αMEM培地（ μ ）にて、リポフェクタミン 試薬

（ μ ）および 試薬（１ μ

）を用いて、 プラスミド（

、 、 、 、

、 、 ； ）をトランスフェクションした。細

胞は、ピューロマイシン（３ μg/m 、

、 、 ）処理により を安定発現する

細胞株を選抜した。

 
３３．．３３  共共焦焦点点レレーーザザーー顕顕微微鏡鏡  

細胞（ × 、２ ）を ガラスベース

ディッシュ（ ）へ播種し、 ℃および５ 環境下で

時間培養した。細胞が底面へ接着した後増殖培地で洗浄

（１ 、３回）し、ヒト （

μ ）の存在下または非存在下においてエクソソー

ム試料で処理した。細胞は、 （

５ μg/m ）を ℃で 分処理し、洗浄した。細胞を新鮮な

増殖培地にて洗浄（１ 、３回）し、細胞を固定化するこ

となく 共焦点レーザー顕微鏡（ 、 ）を用

いて ×対物レンズにて観察した。

 
３３．．４４  フフロローーササイイトトメメトトリリーー  

細胞（ × 、 ）を 穴プレート（ ）

へ播種し、 ℃および５ 環境下で 時間培養した。細

胞が底面へ接着した後、増殖培地で洗浄（１ 、３回）

し、エクソソーム試料で処理した。その後、 で洗浄

（ μ 、３回）し、トリプシン（ ）

（

μ ）で ℃、 分間処理し、

（ μL）を加えて細胞を回収し、

（ × ）、４℃で３分間遠心した。上清を取り除き、細胞

を （ μ ）で洗浄した後、 （ × ）、

４℃で３分間遠心した。この洗浄作業を再度繰り返した後、

細胞を （ μ ）に懸濁し、 （

、 、 ）フローサイトメーター

（ 、 ）を

用いて、 および を基に生存細

胞（ ）を検出し、解析した。

 
３３．．５５  エエククソソソソーームムへへののタタンンパパクク質質内内包包化化  

（ μg）とサポリン（ μg）を

（ μ ）上で混合し、 （ 、

）を用いてエレクトロポレーション（１ エレクトロ

ポレーションキュベット、室温、

（５秒間）、 秒

間 ）を行い、エクソソームにサポリン（

、 ）を導入し

た。内包されなかったタンパク質は、 遠心フィ

ルターによる遠心および洗浄（ 、

μ 、 × 、４ ℃、 分間、３

回）をすることで除去した。サポリンおよびヒト を内包

化する際には、エレクトロポレーションの前にサポリンおよ

び へ （ μg）を添加した。

 
３３．．６６  細細胞胞生生存存率率（（WWSSTT--11アアッッセセイイ））  

（ ）アッセイ６

を用いて細胞生存率を評価した。細胞（１× 、

μ ）を 穴プレート上で ℃および５ 環境下で

時間培養した後、エクソソーム試料（ μ ）で処理した。

その後、各穴に 試薬（ μ ）を添加し、 ℃で 分

間インキュベートし、 （ ）および （ ）に

おける吸光度を測定し、 の測定値から の測定値を差し

引いて生存細胞数を算出した。

 
４４  おおわわりりにに  

我々の方法は、エクソソーム膜を人工的に改変することな

く、 を共内包化させたエクソソームを用いて、細胞内へ

治療用分子を効率よく送達することを可能にした。エクソ

ソーム膜タンパク質および脂質の共有結合修飾（例えば、化

学リンカーとの結合など）はそれらの生物学的機能に影響を

与える可能性がある。そのためエクソソームへの 内包化

技術は、エクソソーム膜環境を維持するためにも有益な方法

と考える。 とサポリンのエクソソームへの共内包化は、

細胞に対する細胞毒性の顕著な増強を示した。エクソ

ソームに生体機能分子などの治療用分子と共に を共内包

化させる本方法は、エクソソームの積極的な癌細胞取り込み

経路を利用した薬物送達応用など、疾病診断や治療技術開発

への貢献が期待される。

 
５５  謝謝辞辞  

本研究は、大阪府立大学大学院理学研究科中瀬生彦教授、

武庫川女子大学薬学部中瀬朋夏教授との共同研究である。こ

こに感謝の意を表します。 
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は、内包化したサポリンの細胞毒性を効果的に増強すること

が示された（図図２２ ）。以上の結果は、図図１１で示した 内包

化がエクソソームの細胞内取り込みを促進するという知見を

サポートするものである。また、このシンプルな技術は、標

的細胞内へ生体機能分子などの治療用分子を送達するために、

非常に有効な方法であると考えられる。

 
３３  実実験験方方法法  

３３．．１１  細細胞胞培培養養  

ヒト子宮頚癌由来 細胞は理化学研究所バイオリソース

研究センター（ 、 ）、ヒト上皮様細胞癌由来

細胞は （ 、

、 、 ）から入手した。培地は、 細胞の培

養には、 熱非働化ウシ胎児血清（

； 、 ）

含有minimum essential mediumα（αMEM; Gibco、

）を、 細胞の培養には、 含有

（ 、

）を用いた。各々の細胞は、 ディッ

シュ上で ℃、５ 環境下で培養した。

 
３３．．２２  緑緑色色蛍蛍光光タタンンパパクク質質（（GGrreeeenn  fflluuoorreesscceenntt  pprrootteeiinn,,  

GGFFPP））融融合合CCDD6633をを安安定定発発現現すするるHHeeLLaa細細胞胞のの作作製製  

は膜貫通タンパク質の一つであり、エク

ソソーム膜のマーカータンパク質として知られている。エク

ソソームの局在をトレースすることを目的に、 を有
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図図２２ ササポポリリンン--EEGGFF内内包包化化エエククソソソソーームムのの細細胞胞毒毒性性のの効効果果 

（ ）サポリン内包化、又はサポリン 内包化エクソソーム（ 、４、 μ ）を 含有培地に添加

し、 ℃で 時間処理した 細胞の顕微鏡画像。（ ） アッセイによる細胞生存率の評価。サポリン内包化

エクソソーム（青）、サポリン 内包化エクソソーム（赤）（ μ ）。（ ）と同様の条件下で培養し、

データは４回の実験結果の平均値（± ）を示す。 対サポリン内包化エクソソーム。

対 μ サポリン内包化エクソソーム、 対 μ サポリン

内包化エクソソーム。
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するエクソソーム（ ）を得るため、 融

合 タンパク質を安定発現する 細胞を作製した。

細胞（ × ）を 穴プレート（ 、 、

）に播種し、１日培養した。その後、 含有

αMEM培地（ μ ）にて、リポフェクタミン 試薬

（ μ ）および 試薬（１ μ

）を用いて、 プラスミド（

、 、 、 、

、 、 ； ）をトランスフェクションした。細

胞は、ピューロマイシン（３ μg/m 、

、 、 ）処理により を安定発現する

細胞株を選抜した。

 
３３．．３３  共共焦焦点点レレーーザザーー顕顕微微鏡鏡  

細胞（ × 、２ ）を ガラスベース

ディッシュ（ ）へ播種し、 ℃および５ 環境下で

時間培養した。細胞が底面へ接着した後増殖培地で洗浄

（１ 、３回）し、ヒト （

μ ）の存在下または非存在下においてエクソソー

ム試料で処理した。細胞は、 （

５ μg/m ）を ℃で 分処理し、洗浄した。細胞を新鮮な

増殖培地にて洗浄（１ 、３回）し、細胞を固定化するこ

となく 共焦点レーザー顕微鏡（ 、 ）を用

いて ×対物レンズにて観察した。

 
３３．．４４  フフロローーササイイトトメメトトリリーー  

細胞（ × 、 ）を 穴プレート（ ）

へ播種し、 ℃および５ 環境下で 時間培養した。細

胞が底面へ接着した後、増殖培地で洗浄（１ 、３回）

し、エクソソーム試料で処理した。その後、 で洗浄

（ μ 、３回）し、トリプシン（ ）

（

μ ）で ℃、 分間処理し、

（ μL）を加えて細胞を回収し、

（ × ）、４℃で３分間遠心した。上清を取り除き、細胞

を （ μ ）で洗浄した後、 （ × ）、

４℃で３分間遠心した。この洗浄作業を再度繰り返した後、

細胞を （ μ ）に懸濁し、 （

、 、 ）フローサイトメーター

（ 、 ）を

用いて、 および を基に生存細

胞（ ）を検出し、解析した。

 
３３．．５５  エエククソソソソーームムへへののタタンンパパクク質質内内包包化化  

（ μg）とサポリン（ μg）を

（ μ ）上で混合し、 （ 、

）を用いてエレクトロポレーション（１ エレクトロ

ポレーションキュベット、室温、

（５秒間）、 秒

間 ）を行い、エクソソームにサポリン（

、 ）を導入し

た。内包されなかったタンパク質は、 遠心フィ

ルターによる遠心および洗浄（ 、

μ 、 × 、４ ℃、 分間、３

回）をすることで除去した。サポリンおよびヒト を内包

化する際には、エレクトロポレーションの前にサポリンおよ

び へ （ μg）を添加した。

 
３３．．６６  細細胞胞生生存存率率（（WWSSTT--11アアッッセセイイ））  

（ ）アッセイ６

を用いて細胞生存率を評価した。細胞（１× 、

μ ）を 穴プレート上で ℃および５ 環境下で

時間培養した後、エクソソーム試料（ μ ）で処理した。

その後、各穴に 試薬（ μ ）を添加し、 ℃で 分

間インキュベートし、 （ ）および （ ）に

おける吸光度を測定し、 の測定値から の測定値を差し

引いて生存細胞数を算出した。

 
４４  おおわわりりにに  

我々の方法は、エクソソーム膜を人工的に改変することな

く、 を共内包化させたエクソソームを用いて、細胞内へ

治療用分子を効率よく送達することを可能にした。エクソ

ソーム膜タンパク質および脂質の共有結合修飾（例えば、化

学リンカーとの結合など）はそれらの生物学的機能に影響を

与える可能性がある。そのためエクソソームへの 内包化

技術は、エクソソーム膜環境を維持するためにも有益な方法

と考える。 とサポリンのエクソソームへの共内包化は、

細胞に対する細胞毒性の顕著な増強を示した。エクソ

ソームに生体機能分子などの治療用分子と共に を共内包

化させる本方法は、エクソソームの積極的な癌細胞取り込み

経路を利用した薬物送達応用など、疾病診断や治療技術開発

への貢献が期待される。

 
５５  謝謝辞辞  

本研究は、大阪府立大学大学院理学研究科中瀬生彦教授、

武庫川女子大学薬学部中瀬朋夏教授との共同研究である。こ

こに感謝の意を表します。 
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は、内包化したサポリンの細胞毒性を効果的に増強すること

が示された（図図２２ ）。以上の結果は、図図１１で示した 内包

化がエクソソームの細胞内取り込みを促進するという知見を

サポートするものである。また、このシンプルな技術は、標

的細胞内へ生体機能分子などの治療用分子を送達するために、

非常に有効な方法であると考えられる。

 
３３  実実験験方方法法  

３３．．１１  細細胞胞培培養養  

ヒト子宮頚癌由来 細胞は理化学研究所バイオリソース

研究センター（ 、 ）、ヒト上皮様細胞癌由来

細胞は （ 、

、 、 ）から入手した。培地は、 細胞の培

養には、 熱非働化ウシ胎児血清（

； 、 ）

含有minimum essential mediumα（αMEM; Gibco、

）を、 細胞の培養には、 含有

（ 、

）を用いた。各々の細胞は、 ディッ

シュ上で ℃、５ 環境下で培養した。

 
３３．．２２  緑緑色色蛍蛍光光タタンンパパクク質質（（GGrreeeenn  fflluuoorreesscceenntt  pprrootteeiinn,,  

GGFFPP））融融合合CCDD6633をを安安定定発発現現すするるHHeeLLaa細細胞胞のの作作製製  

は膜貫通タンパク質の一つであり、エク

ソソーム膜のマーカータンパク質として知られている。エク

ソソームの局在をトレースすることを目的に、 を有
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図図２２ ササポポリリンン--EEGGFF内内包包化化エエククソソソソーームムのの細細胞胞毒毒性性のの効効果果 

（ ）サポリン内包化、又はサポリン 内包化エクソソーム（ 、４、 μ ）を 含有培地に添加

し、 ℃で 時間処理した 細胞の顕微鏡画像。（ ） アッセイによる細胞生存率の評価。サポリン内包化

エクソソーム（青）、サポリン 内包化エクソソーム（赤）（ μ ）。（ ）と同様の条件下で培養し、

データは４回の実験結果の平均値（± ）を示す。 対サポリン内包化エクソソーム。

対 μ サポリン内包化エクソソーム、 対 μ サポリン

内包化エクソソーム。
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１１  緒緒言言  

 
化学プラントのバッチ反応を目標反応率で停止するために

は、反応液の採取、分析および分析結果を受けてのアクショ

ンが必要である（図図１１）。反応率が低い場合は反応を継続した

後、一連の作業を繰り返すため人手と時間がかかる。

また、適切なタイミングで反応を停止できなかった場合、

製品品質がばらつき、規格から外れるリスクが高まる。

この問題の解決策として、反応率と相関する分析計を新た

に設置し、反応率の代替として連続的にモニターすることも

行われている。しかし、設置コストや反応液の性状、法規制

などの観点から分析計の設置が難しいケースもある。

もう一つの解決策として、ソフトセンサーの利用が考えら

れる。ソフトセンサーとは、リアルタイムで測定可能な温度

などのプロセス変数の値を用いて、反応率などのリアルタイ

ムで測定困難なプロセス変数の値を予測するセンサーであり、

検出部等の物理的な部品をもたないセンサーである（図図２２）。

既設計器の値からソフトセンサーが構築できれば、新たに分

析計を設置する必要はない。ソフトセンサーを活用すること

で反応停止判断のための分析回数を削減できるため、作業負

荷を軽減できる。また、分析の場合と異なり反応率が分かる

までに時間遅れが無いため、最適なタイミングで反応停止判

断ができる。その結果、製品品質の安定化が期待できる。

本稿では、ソフトセンサーについて簡単に紹介したのち、

アクリル酸エステル合成反応におけるソフトセンサーの有効

性を検討した結果を報告する。

 
２２  ソソフフトトセセンンササーー  

 
物理的な計器によってプロセス変数を直接測定するセンサ

ーをハードセンサーとよぶ。温度計や流量計などがこれに該

当する。これに対して、ハードセンサーの測定値を入力し

て、目的のプロセス変数を計算で予測するセンサーをソフト

センサーとよぶ。物理的な計器ではなく、ソフトウェアとし

てのセンサーであることからソフトセンサーとよばれてお

り、様々な化学プロセスで活用されている１）２）。

●●ソソフフトトセセンンササーーにによよるる反反応応率率のの管管理理

MMaannaaggeemmeenntt  ooff  CChheemmiiccaall  RReeaaccttiioonn  UUssiinngg  SSoofftt  SSeennssoorrss  
─────────────────────────────────────────────────────

石川 京平 、橋本 直樹
KKyyoouuhheeii  IIsshhiikkaawwaa,,  NNaaookkii  HHaasshhiimmoottoo  

－新技術紹介－

Key Word : Soft Sensor, Machine Learning, Process Management 

図図１１ ババッッチチ反反応応のの反反応応時時間間とと反反応応率率、、反反応応停停止止をを判判断断すするるたためめのの作作業業

図図２２ ソソフフトトセセンンササーーにによよるる反反応応率率のの管管理理イイメメーージジ
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