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抗体／標識 供給元 抗体クローン
CD9-FITC BioLegend HI9a

CD9-PE BioLegend HI9a

CD9-APC BioLegend HI9a

CD9-FITC Abcam MEM-61

CD9-PE Abcam Vj1/20

CD9-FITC BD Biosciences M-L13

CD9-PE BD Biosciences M-L13

Table 1. ナノフローサイトメトリーによるPPP EVの染色特性評価に使用したテトラスパニンマーカー CD9抗体および標識、供給元、クローン。

抗体タイトレーションの前に、ストック溶液をLoBind遠心チューブに移し、20,000 xgで10分間遠心しました。遠心後の上清
を、20 nmフィルタ処理したDPBSバッファで2倍の希釈系列に調製しました。開始濃度は4 µg/mLの使用濃度（BioLegend

およびBD Biosciences）と1:6の使用濃度（Abcam）で、6～7段階の範囲で希釈を行いました。抗体染色されたEVサンプ
ルの最終濃度と一致させるため、各抗体サンプル希釈液をさらに20 nmフィルタ処理DPBSで1:1,000に希釈し、CytoFLEX 

nanoで測定しました。抗体のみのサンプルは、流速3 µL/minで90秒間測定しました。抗体タイトレーション実験の結果を
Figure 5（BioLegend）、Figure 6（Abcam）、Figure 7（BD Biosciences）に示します。EV染色に使用された濃度に
は、緑のアスタリスクが付いています。

Figure 5. BioLegend CD9抗体の抗体タイトレーション結果。CD9-FITC（上段）、CD9-PE（中段）、CD9-APC（下段）抗体のみのプロット。緑の
アスタリスクの付いた濃度をEV染色に使用。
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Figure 6. Abcam CD9抗体の抗体タイトレーション結果。CD9-FITC（上段）およびCD9-PE（下段）抗体のみのプロット。緑のアスタリスクの付い
た濃度をEV染色に使用。

Figure 7. BD Biosciences CD9抗体の抗体タイトレーション結果。CD9-FITC（上段）およびCD9-PE（下段）抗体のみのプロット。緑のアスタリ
スクはEV染色に使用されるCD9-FITC複合体の濃度を表す。CD9‐PEは緩衝液中にバックグラウンドノイズが多く凝集形成傾向が著しいため染色に
は使用しなかった。
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染色プロトコル
染色のため、EV画分20 µLを抗体溶液20 µLと混合し、室温、遮光下で1時間インキュベートしました。染色に適切なEV画分
の希釈倍率（抗体タイトレーションで決定した濃度および希釈倍率）は、希釈率と希釈サンプルのEPSとの関係を基に決定しま
した。抗体濃度は、バックグラウンドシグナルレベルと抗体の凝集形成傾向に基づいて最適化しました。Figure 8に、ドナー62

（D62）、画分5（F5）の染色手順ごとの例を示し、図の注釈にその内容を詳述しています。

染色後、サンプルを20 nmフィルタでろ過したDPBSで1:1000に希釈し、CytoFLEX nanoで解析しました。取得は流速
3 µL/minで行い、データ取得の一貫性を確保するため、全サンプルに対してイベント数100,000で計測を停止する設定を適
用しました。

Figure 8. ドナー62（D62）からのEV PPPサンプルの代表的なCytoFLEXナノフローサイトメトリーデータプロット。（A）はVSSC1-Hヒストグラムで
ベースラインPBSのみのサンプルを示し、（B）は未染色EVサンプルのヒストグラムを示し、（C）はCD9-FITC染色EVサンプルのプロット（VSSC1-H vs. 
B531-H）を示している。

A B C
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PPPにおけるEV染色に影響を与える主な要因
1. EV画分による違い

同じドナーから得た2つの画分間ではCD9染色EVの粒子数濃度に、違いが認められました（Figure 9）。CD9-FITC陽
性EVの粒子数濃度は、画分5が画分6よりも高い値でした（画分5＝1610.43 Events/µL、画分6＝470.95 Events/

µL）。蛍光強度の中央値（MFI）（下表の中央値B531-H）は、両画分で同程度でした。
 

Population Events/µL (V) Median 
B531-H

P2 1610.41 1997.6

Population Events/µL (V) Median 
B531-H

P2 470.95 1903.2

A

B

C

Figure 9. 同一ドナー由来のPPPサンプルから得た画分5（F5）と画分6（F6）のEVプロファイルのプロット例。（A） CD9-FITC抗体コントロールの
みのヒストグラム例。EVの分布プロファイルがF5（B）およびF6（C）と異なっている。プロット（VSSC1-H vs. B531-H）は、2つの画分間のCD9染色
EVの濃度の違いを示す。染色EVの蛍光強度は両画分で同等であった。粒子数濃度（Events/µL）とMFIは各プロットの下に表示。

CD9-FITC抗体のみ

画分 5 未染色

画分 6 未染色

画分 5 CD9-FITC染色

画分 6 CD9-FITC染色
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2. ドナーによる違い

同じ画分であっても、ドナー間のばらつきが反映されて、染色されたEVの粒子数濃度はドナーによって異なる可能性があ
ります。Figure 10は、別々のドナーから得た画分6のEVをCD9-FITCで染色した比較で、２者間の蛍光強度は同程度で
したが、染色EVの粒子数濃度は大きく異なっていました。

 
A

B

C

Population Events/µL (V) Median 
B531-H

P2 928.67 1982.6

Population Events/µL (V) Median 
B531-H

P2 98.50 1838.0

Figure 10. 異なる2人のドナーから得た、濃縮PPP EVの画分6（F6）に含まれるEVの特性評価。（A） CD9-FITC抗体コントロールのみの典型的プ
ロット。ヒストグラムプロットでは、同じEV画分であっても、ドナー 1（B）とドナー2（C）から濃縮されたEVでは、ヒストグラムでの分布が異なる。プロット
（VSSC1-H vs. B531-H）は、別々のドナーから濃縮されたF6のCD9染色を示す。CD9陽性EVの粒子数濃度（Events/µL）は大きく異なっていたが、
蛍光強度（中央値B531-H）は2人のドナー間で同等であった。統計値は各プロット下の表に示す。

CD9-FITC抗体のみ

ドナー 1 未染色

ドナー２ 未染色

ドナー 1 CD9-FITC染色

ドナー 2 CD9-FITC染色
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3. 蛍光色素の違い

次の実験では、異なる蛍光色素標識の同一CD9抗体クローンでの検討を行いました（Figure 11）。CD9‐PEとCD9‐
APCで染色したEVの粒子数濃度は同程度でした。CD9‐FITC染色EVの粒子数濃度は、CD9‐PE染色EVまたは
CD9‐APC染色EVのどちらよりも、わずかに高くなりました。蛍光強度は、テストした蛍光色素の本来の明るさから予
想されるパターンに従っていました。最も明るかったのがPEで、次いでAPC、3つの中で最も暗かったのがFITCでし
た。重要な点は、染色されたEVの濃度が異なる蛍光色素間で一定であり、同等の染色効率を示していることです。

 

Figure 11. 異なる蛍光色素を標識した同統一クローンCD9抗体（BioLegend）を用いたEV染色。ゲートP1、P2、P3は、検出されたCD9陽性EV。ゲー
トP4、P5、P6は抗体凝集の位置。各プロットの下に、CD9陽性EVの粒子数濃度 （Events/µL）とMFIの統計値を表示。

4. 同一抗原に対する抗体クローンの違い

ここでは、FITC蛍光色素を標識した、クローンの違うCD9抗体でEVを染色し、その染色効率と粒子数濃度を比較しまし
た。適切なバックグラウンドチェック（データ不掲載）と抗体のみのコントロールを実施し、複数日にわたって検討しました。
Figure 12、Figure 13は、異なるクローン（BD Biosciences社製：クローンM-L13、Abcam社製：クローンMEM-

61、BioLegend社製：クローンHI9a）を用いた、CD9-FITCによるEV染色の結果です。CD9-FITCで同一ドナー由来
の同じ画分を染色した結果、BD Biosciences社製クローンMEM-L13よりも、BioLegend社製クローンHI9aの方が、
粒子数濃度、MFIともに高くなりました（Figure 12）。

 

Population Events/µL (V) Median 
B531-H

P2 1610.41 1997.6

Population Events/µL (V) Median 
B531-H

P2 1361.77 1452.8

Figure 12. 同一ドナー由来の同じEV画分を用いた、CytoFLEX nanoのデータ例。クローンHI9a（BioLegend、上段）とクローンM-L13（BD 
Biosciences、下段）のCD9-FITC染色の比較。（A）各クローンの抗体のみのコントロールを示すプロット（VSSC1-H vs. B531-H）。
（B）クローンHI9a（上段）とクローンM-L13（下段）のEVポピュレーションの分布を示すヒストグラム。（C）クローンHI9a（上段）およびM-L13（下段）に
対するCD9-FITC陽性染色を示すプロット（VSSC1-H vs. B531-H）。粒子数濃度（Events/µL）とMFIの統計値はそれぞれのプロットの下に表示。

A B C

A B C

A B C

Population Events/µL (V) Median 
B531-H

P2 657.24 2214.8

Population Events/µL (V) Median 
B531-H

P2 591.08 3402.1

Population Events/µL (V) Median 
B531-H

P2 591.43 2880.8

BioLegend CD9-FITC, clone HI9a
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次に、クローンHI9a（BioLegend）とクローンMEM-61（Abcam）を用いて、CD9‐FITCで染色したEVの粒子数濃度と
MFIを比較しました。検出されたEVの粒子数濃度は、クローンMEM‐61で染色した方が高かったものの、MFIはクローン
HI9aよりも大幅に低く、クローンによって抗体アフィニティーや蛍光のパフォーマンスに差がある可能性が示唆されました。

BioLegend CD9-FITC, clone HI9a

Abcam CD9-FITC, clone MEM-61

A

A B

B

Population Events/µL (V) Median 
B531-H

P1 383.65 2600.6

Population Events/µL (V) Median 
B531-H

P1 464.79 1501.5

Figure 13. CD9-FITCのクローンHI9a（BioLegend、上段）とクローンMEM-61（Abcam、下段）のCytoFLEX nanoのデータプロット例（同
一ドナー由来の同じ画分）。（A）抗体のみのコントロールのヒストグラム、（B）CD9-FITC陽性染色のプロット（VSSC1-H vs. B531-H）。粒子数濃度
（Events/µL）とMFIの統計はそれぞれのプロットの下に表示。

5. マーカーとコントロール

CD9、CD61、CD63、CD81を用いて染色をテストしました。我々のこれまでの検討で、CD63とCD81の発現はほと
んどないか全くないことが示されています（データ不掲載）。それとは対照的に、CD9とCD61では明瞭な染色が一貫し

て観察されています（Figure 14）。

全ての研究に当てはまることですが、正確な分析には適切なコントロールが不可欠です。サイズの小さい粒子を扱う
EV研究では、どの日に行う実験であっても、各実験の前に必ずコントロールを設定します。

PBSのみのコントロール：small-EVとバックグラウンドノイズを区別するためのベースラインを設定します。装置の電
子系統、不純物を含んだサンプルや装置内部のシースラインの汚れ、またはバッファによって引き起こされるバックグラ
ウンドノイズによって、ノイズ粒子が実際のEVのように誤検出され、誤った結果を導いてしまう恐れがあります。

未染色コントロール：物質は、生物由来のものでも、そうでないものでも全てが固有の自家蛍光を持っており、その自家
蛍光によって、陽性染色が隠れてしまうことがあります。自家蛍光ベースラインを設定するには、未染色EVコントロー
ルの設定が必要です。未染色のEVコントロールによるベースラインを超える蛍光の増加が、陽性染色EVであると設定
することができます。
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抗体のみのコントロール：PBSのみのコントロールによって設定したバックグラウンドノイズが増加しない、抗体濃度の最大
値を決めるのに使用します（Figure 7、下段、0.25 - 4 mg/mLサンプルのプロット）。抗体凝集体は解析から除外できます
が（Figure 11B）、抗体のみのコントロールは、抗体の凝集傾向についての情報を得るのに有用です。CytoFLEX nanoは
非常に感度が高く、抗体凝集を検出できます（Figure 11Bなど）。

界面活性剤溶解コントロール：EVは界面活性剤処理によって容易に溶解されます。処理後に蛍光シグナルが消える場合、そ
のシグナルは確かにEV由来であったことを示します。

Figure 14の結果から、CD9-FITCで安定した染色が得られ（Figure 14 D）、血小板マーカー CD61-PC7でも強い染色
が得られる（Figure 14 E）ことがわかります。Triton-Xを用いた溶解コントロールにて染色されたEVであったことを確認
しました（Figure 14 F）。

Figure 14. PPP由来EVの抗体染色。CD9-FITC、CD61-PC7をVSSC1 vs. RSSCで同時に解析。陽性染色はコントロールで確認。（A） PBSおよび
未染色コントロール、（B）PBSのみのコントロール、（C）抗体のみのコントロール：CD9およびCD61、（D）CD9陽性染色を示すドットプロット、（E）CD61陽
性染色を示すドットプロット、（F）CD61およびCD9の溶解コントロール。

A

B

C

D

E

F
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要約
本アプリケーションノートでは、CytoFLEX nanoを用いてPPPからEVを濃縮、染色、特性評価する方法について概説しました。
このプロセスには、サイズ排除クロマトグラフィーによる単離（Izon）、希釈系列による最適粒子数濃度の決定、抗体タイトレーショ
ンによるEV蛍光染色の最適な抗体クローンと蛍光色素の同定が含まれます。

最も重要なことは、フローサイトメトリーではスウォーミングを防ぐため、EVおよび抗体の希釈濃度を最適化することです。加え
て、本稿では、ドナーごとにEV染色が異なること、正確性を確保するためにEV画分と抗体クローンの慎重な選択が必要であるこ
とを述べています。本検討は、ドナーによるばらつきや抗体の選択などの要因が染色結果に有意に影響することを示したものであ
り、EV解析に携わる研究者に有用な情報として提供します。

材料
製品名 供給元 製品番号

DPBS 1X Bu�er Corning 21-031-CV

Acrodisc Syring Filter, 0.2 µm Pall 4612

qEVsingle 70 nm column IZON Science ICS-70

3cc Syringe Becton Dickinson 9585

18 gauge needle Becton Dickinson 305196

HPLC-grade water Thermo Fisher W8-1

Syringe filter, 20 mL Becton Dickinson 302830

12 x 75 mm Borosilicate Tubes VWR 47729-570

Acrodisc Syringe Filter, 0.02 µm Cytiva 6809-1002

LoBind microfuge tubes, 0.5 mL Eppendorf 022431005

LoBind microfuge tubes, 2 mL Eppendorf 022431048

CD9-FITC BioLegend 312104

CD9-APC BioLegend 987208

CD9-PE BioLegend 312106

CD9-FITC BD Biosciences 555371

CD9-PE BD Biosciences 555372

CD9-FITC Abcam AB18241

CD9-PE Abcam AB91296
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