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Affinity Reaction  
(180min )  

Washing  
&  

Elution  
(15min)  

Finish  

Serum Urine Cell culture 
medium  

Concentration(Optional)  

Centrifugation  

Streptavidin 
Magnetic Beads  

Biotin - labeled 
Exosome  Capture  

Immobilization  

Washing Buffer  
+ 

Exosome  Binding 
Enhancer (x500)  

Exosome  Elution Buffer  

Reaction Tubes  
 

+ 
Exosome  Binding 
Enhancer (x500)  

 

Sample 
Preparation  

 
 

Beads 
Preparation  

(15min)  
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300xg, 5min, 4 ℃ 

(Cells)  1,200xg, 20min, 4 ℃ 

( 1,200xg sup. fraction)  

10,000xg, 30min, 4 ℃ 

(Large EVs)  (10,000xg sup. fraction)  

 50mL  (1,200×g Sup. f raction or 10,000×g Sup. fraction)  

   Ultrafiltration and concentration  
  (VivaSpin20, M. W. cut off: 100K)  

1mL  

( 50 - fold concentrated )  

※1 If  you  need exosomes  and  
large  EVs, please use 1,200×g 
sup. fraction  as sample . 

 Concentration (Option※3 )  

Supernatant※1  Purification step  

※2 If  you  need exosomes,  please 
use 10 ,000×g sup. fraction  as 
sample .  

Purification 
step  

Purification step  

※3 This option  protocol  is adapted  
to  large -scale volume  ( 50mL)  of 
conditioned  cell culture  medium .  

Cell Culture Medium

Sample (Serum)  

Serum  

Sample  
(Cell culture medium)  

Precipitation  Supernatant  

(Cell Debris)  

Precipitation  

Supernatant※2  Precipitation  

1,200xg, 20min, 4 ℃ 

( 1,200xg sup. fraction)  

10,000xg, 30min, 4 ℃ 

(Large EVs )  (10,000xg sup. fraction)  

Supernatant ※1  Purification step  

Purification step  

(Cell Debris)  

Precipitation  

Supernatant ※2  Precipitation  
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1.5mL Reaction  Tube 
+ 60 L Streptavidin Magnetic Beads 

Magnetic  stand,  place for  1min  

Remove  sup. 
+ 500 L Exosome Capture Immobilizing Buffer  
     

Spin-down  

Magnetic  stand,  place for  1min  

Remove sup.  
+ 500 L  Exosome  Capture Immobilizing Buffer 
+   10 L  Biotin - labeled Exosome  Capture  

Vortex  

Incubate  for  10  min  at 4℃ with  gentle  mixing  
Spin-down  

Magnetic  stand,  place for  1min  

Remove sup.  

+ 500 L Exosome Capture Immobilizing Buffer  
Vortex  

Magnetic stand, place for 1min  

Remove sup.  

×2 

Vortex  

Exosome  Capture - immobilized beads  
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1.5mL microcentrifuge  tube  (not  included  in this  kit)   

+ Exosome  Binding Enhancer: 1/500 of sample  

Exosome  Capture - immobilized  beads / 1.5mL Reaction Tube 

Vortex  

Mix for 3hours  at  4℃ by rotator or tube mixer  

Magnetic stand, place for 1min  

Remove sup.  

+ 1mL Washing Buffer (+Exosome  Binding Enhancer(×500 ))  

Spin-down  

Magnetic stand, place for 1min  

Remove sup.  

×2 

+50 L Exosome Elution Buffer 

Vortex  

Recover sup. to a new 1.5mL microcentrifuge  tube
(Purified extracellular vesicles)  

+50 L Exosome Elution Buffer 

Magnetic stand, place for 1min  

Vortex  

Magnetic stand, place for 1min  

Spin-down  

Magnetic stand, place for 1min  

Remove sup. completely  

+ 1mL  1,200×g sup. fraction or 10,000×g sup. fraction  

Spin-down  

Spin-down  

Spin-down  

Extracellular vesicles -binding beads  
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サンプル前処理 
 
 

ビーズ準備 
(15min)  

アフィニティー反応
(180min～ )  

洗浄
& 
溶出

(15min)  

精製完了 

血清・尿 細胞培養上清 

濃縮（オプション） 

遠心分離 

Streptavidin 
Magnetic Beads  

Biotin-labeled 
Exosome  Capture  

固定化 

Washing Buffer  
+  

Exosome  Binding 
Enhancer (x500)  

Exosome  Elution Buffer  

Reaction Tubes  
 
+  

Exosome  Binding 
Enhancer (x500)  
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300xg, 5min, 4 ℃  

沈殿 上清 

（細胞） 1,200xg, 20min, 4 ℃ 

沈殿 

（細胞断片） （1,200xg 遠心分離上清画分） 

10,000xg, 30min, 4 ℃  

沈殿 上清※2 

（Large EVs） （10,000xg 遠心分離上清画分） 

 ～50mL（1,200×g遠心分離上清画分または10,000×g遠心分離上清画分） 
  限外濾過濃縮 
（VivaSpin20  分画分子量100K） 

1mL  

（～50倍濃縮） 

※1 Exosome ＋Large  EVsを取得し
たい場合には、1,200×g遠心分離上清
画分を精製に使用してください。 

 濃縮（オプション※3 ） 

上清※1 精製工程   

※2 Exosome を取得したい場合には、
10,000×g遠心分離上清画分を精製に
使用してください。 

精製工程  

精製工程   

※3 濃縮は大容量（～50mL）の細胞
培養上清から精製する場合のオプショ
ンプロトコールです。 

サンプル（細胞培養上清） 

細胞培養上清の場合  

1,200xg, 20min, 4 ℃  

沈殿 

（細胞断片） （1,200xg 遠心分離上清画分）  

10,000xg, 30min, 4 ℃  

沈殿 上清※2 

（Large EVs） （10,000xg 遠心分離上清画分）  

上清※1 精製工程   

精製工程  

サンプル（血清） 

血清の場合  
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1.5mL Reaction  Tube 
+ 60 L Streptavidin Magnetic Beads 

磁気スタンド、1分間放置 

上清を除去 

+ 500 L Exosome Capture Immobilizing Buffer  
     

スピンダウン 

磁気スタンド、1分間放置 

上清を除去 
+ 500 L  Exosome  Capture Immobilizing Buffer 
+   10 L  Biotin - labeled Exosome  Capture  

ボルテックス 

転倒混和、 10分間、 4℃ 
スピンダウン 

磁気スタンド、1分間放置 

上清を除去 

+ 500 L Exosome Capture Immobilizing Buffer  
ボルテックス 

磁気スタンド、1分間放置 

上清を除去 

×2 

ボルテックス 

Exosome  Capture固定化ビーズ 
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1.5mL容マイクロチューブ(キット付属品ではない) 

+  サンプルに対して1/500 容量のExosome  Binding Enhancer  

Exosome  Capture固定化ビーズ / 1.5mL Reaction Tube 

ボルテックス 

転倒混和、 3時間以上、4℃ 

磁気スタンド、1分間放置 

上清を除去 

細胞外小胞結合ビーズ 

+  1mL  Washing Buffer (+ Exosome  Binding Enhancer(×500 ))  
スピンダウン 

磁気スタンド、1分間放置 

上清を除去 

×2 

+ 50 L Exosome Elution Buffer 
ボルテックス 

上清を1.5mL容マイクロチューブに回収 (精製EVs)  

+ 50 L Exosome Elution Buffer 

磁気スタンド、1分間放置 

ボルテックス 

磁気スタンド、1分間放置 

スピンダウン 
磁気スタンド、1分間放置 

上清を完全に除去 

+  1mL  1,200×g遠心分離上清画分 or 10,000×g遠心分離上清画分 

スピンダウン 

スピンダウン 

スピンダウン 
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