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牛血清からのエクソソーム回収法の検討

笠原喜斗 l，河野竜平2，池上春香2，越智浩介 1，宮本圭2，松橋珠子 3，松本和也1.2.3

要旨

近年のエクソソーム研究の進展にともない、家畜においてもエクソソームが細胞聞の情報伝達物質とし

て様々な生命現象に関与している可能性が明らかになりつつある。しかしながら、エクソソームを人為的

に操作する応用的な研究はほとんど報告されておらず、特にエクソソーム回収時に一般的に用いられる超

遠心法において、牛血液を対象にしたエクソソーム回収条件を検討した報告は知る限り見あたらない。本

研究では牛血清から超遠心法で回収される沈殿中のエクソソームマーカー (CD9) をウエスタンプロット

法で検出し、エクソソーム相対量と総タンパク質量とを算出することで最適な超遠心法の条件を検討した。

その結果、今回検討した条件中では、遠心力は 100，000xgおよび 150，000xg、遠心時間は 120分および 180

分の遠心条件でエクソソームの回収量が最大となり、このうち 100，000xg、120分の遠心条件は爽雑タンパ

ク質量を少なくしつつ多くのエクソソームを回収できた。以上の結果より、牛血清を対象にしたエクソソ

ーム回収条件を同定したことが示唆された。
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1 緒論

Va1adiらによってエクソソームが細胞聞の情報伝達を担っていることが示唆されてから、エクソソーム

研究への関心は年々高まりつつある(lL 例えば、エクソソーム中のマイクロ RNA(miRNA)が疾病のパイ

オマーカーとなる可能性を示した研究や、エクソソームに核酸を封入し標的組織に送達するドラッグデリ

パリーシステム (DDS) の担体としての利用を検討した研究が報告されている(2~)。エクソソームは直径が

約 100nmの脂質三重膜小胞であり、その内部にタンパク質やmiRNA、mRNAなどの核酸を内包している

べそして、内包する核酸やタンパク質を標的細胞に送達する(1ぺmiRNA は 17~25 塩基の non-codingRNA 

の一種であり、標的mRNA の分解あるいは翻訳抑制により、転写後の遺伝子発現を調節する(問。エクソ

ソームに内包されるmiRNAはエクソソームを取り込んだ細胞内に送達され、その遺伝子発現制御作用を

発揮することが明らかになっているω。以上の様にエクソソームは広範な生命現象に関わっていることか

ら、エクソソームの解析は肉用牛の肥育技術をはじめとする家畜飼養技術の発展にも重要な役割を果たす

と考えられる。

既に肉用牛では、給与飼料の種類と牛血衆中エクソソームに含まれる凶RNAとの聞に関連があること

が報告されている明。また当研究室の研究では、牛血清に含まれる一部の皿illNAの量が枝肉形質と闘係し

ていることを示唆する結果を得ている(未発表)。しかしながら、超遠心法を用いて牛の血液からエクソソ

ームを回収する条件を検討した報告は無く、超遠心法を用いた牛血清からのエクソソームの回収も報告さ

れていない。

そこで本研究では、一般的なエクソソーム回収法として知られる超遠心法で、解析対象であるエクソソ
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