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１．はじめに 

エクソソームとは脂質二重膜を有し、エンドゾームに由来して細胞外に放出される直径 50 nm から

150 nm 程度の細胞外小胞である。近年、エクソソームは細胞間の情報を伝達する役割を担い、様々な

病気に関わっていることが示唆されている。そこで血液中のエクソソームの存在を確認するために、

電子顕微鏡撮影が必要となる。2017年3月に医学系研究科の研究室からエクソソームの電子顕微鏡撮影

依頼を受け、金コロイドによる免疫電子顕微鏡法を用いた撮影を試みた。様々な試料作製方法があり、

当初の方法では上手く行かず、各方面から指導や助言をいただき、何とかエクソソームの免疫電子顕微

鏡撮影像を得ることができた。本報告では新たに電子顕微鏡撮影に挑戦したその試行錯誤の過程を紹介

する。 

 

２．免疫電子顕微鏡法 

免疫電子顕微鏡法とは、抗原と抗体の特異反応を利用して、目的とする抗原の局在を電子顕微鏡レベ

ルで明らかにする免疫化学的方法である。今回はヒト CD9 を抗原とし一次抗体は Anti-CD9 を、二次抗

体は金コロイド標識抗体を使用する間接法で観察を行った。 

 

 

 

ネガティブ染色法とは観察物質そのものを染色するのではなく、物質の周囲を染色剤で取り囲む状態

にし、透過型電子顕微鏡で観察すると、物質そのものは染まらないため白く（明るく）見え、周囲が染

色剤で覆われるため暗くなることで物質を強調させて観察する手法である。観察物質は陰影像として観

察されるためネガティブ染色法と言う。染色剤には酢酸ウラニルやリンタングステン酸などが用いられ

る。 

 

３．グリッドの処理 

グリッド：透過型電子顕微鏡で試料を観察するときに用いる直径約 3 mm、厚さ 10～50 µm の円形の

金属網。光学顕微鏡のスライドガラスに相当する。通常は安価な銅製のグリッドを用いるが、今回は免

疫電子顕微鏡撮影であり、水溶液に浮かべて抗体反応や洗浄を行うため長時間水溶液に接することにな



る。銅製では一部が腐食しコンタミとなることがあるため、ニッケル製（300 メッシュ）のグリッドを

用いた。 

支持膜の作製：0.5%フォルムバール液にスライドガラスを浸してから取り出すとガラス面に薄膜が形

成される。薄膜を水面に浮かべ、グリッドを貼り、その後乾燥させた。 

カーボン蒸着：真空蒸着装置を用いて

電極間にカーボンを装着し、通電加熱し、

カーボンを蒸着させた。カーボン支持膜

は 2～10 nm と薄く、電子線照射に強く

安定性も高いので高倍率の観察に向い

ている。 

親水化処理：試料との接着性を良くす

るために、イオンスパッタ装置の陽極に

グリッドを並べ、親水化処理を行った。

この処理でグリッド表面はエッチング

され、親水性となる。 

 

４．試料作製条件の検討 

 

 

当初の試料作製の手順（図 3）では目的とするエクソソームの免疫電子顕微鏡撮影像を得ることはで

きなかった（図 5）。そこで我々はそれぞれの試料作製の手順について以下の条件による検討を行った。 

 

表１ 試料作製条件と結果 

手順 条件と結果 

乾燥 乾燥あり × 乾燥なし ○ 

洗浄液 リン酸緩衝液 ○ D-PBS(-) ○ 蒸留水 △ 

前固定 パラフォルムアルデヒド △ 

後固定 グルタルアルデヒド ○ 

免疫反応時間（一次） 30 min △ 60 min ○ 

免疫反応時間（二次） 60 min △ 120 min ○ 

二次抗体 1 nm 金コロイド × 10 nm 金コロイド ○ 

染色剤 酢酸ウラニル ○ リンタングステン酸 ○ 

 

５．観察結果 

試料作製手順について表 1 のとおり一つ一つ条件を変えて電子顕微鏡撮影を行った結果、図 4 に示す

手順で試料を作製することで、金コロイドが免疫反応によりエクソソームに付着した像を撮影すること



ができた（図 6）。 

 

 

    

 

 

６．おわりに 

我々にとって免疫電子顕微鏡撮影という新たなチャレンジであり、当初はどのような結果が出るのか、

そもそも結果が出ないのではないかと不安な気持ちでの出発であったが、約 1 年間にわたり金コロイド

免疫電子顕微鏡法の様々な条件を検討し、トライアルアンドエラーを繰り返したことで一定の成果を得

ることができた。しかし、今回検討した試料作製条件でも常に安定してエクソソームの免疫電子顕微鏡

撮影像が得られるわけではないので、他の条件が寄与していることも考えられる。今後も試料作製手順

や条件について見直しを繰り返し、安定して画像が得られるよう努力していきたい。 
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