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研究成果の概要（和文）：犬 HK型赤血球は脂質ラフト異常を伴う遺伝的形質である。このラフ

ト形成異常にはエキソソーム放出が関与すると考えられるが、その分子機構は明らかでない。

本研究では HK型赤血球形成におけるエキソソーム形成異常の分子基盤を明らかにするために、

網状赤血球およびエキソソームの蛋白質組成を比較した。この比較により HK形質原因遺伝子の

候補となった stomatin 遺伝子に HK 形質に関連する変異は見られなかった。しかし、SNP マー

カーを応用した解析により犬第12番染色体上にある遺伝子産物の変異が HK形質の原因であり、

この異常がエキソソームの形成に関与することが示唆された。 

 
研究成果の概要（英文）：The HK phenotype in dog erythrocytes is suggested to be caused 
by disorders in lipid raft and exosome formations. However, the molecular basis of the 
disorders remains unknown. To clarify the mechanisms for regulating the exosome formation, 
we compared the protein contents of red cells, reticulocytes and exosomes from HK and 
normal dogs. Resultant candidate protein “Stomatin” was not a cause of HK phenotype. 
The genome-wide association study revealed that the causative gene located in canine 
chromosome 12 would be associated with the exosome and raft disorders. 
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１．研究開始当初の背景 
 エキソソームは網状赤血球の成熟過程で
最初に見出された 40-100 nm の膜小胞で、不
要な膜蛋白質を除去する役割を担うと考え
られてきた。その後、赤血球以外にも多くの
細胞がエキソソームを放出することが明ら
かになり、その構成成分に依存した多彩な役
割が見出された。たとえば、樹状細胞から放
出されるエキソソームは抗原提示に関与す
ることが知られている。さらに、エキソソー
ムは内腔に miRNAを含み細胞間情報伝達の役
割を担うことが示されており (Valadi, H. 

et al. Nat. Cell Biol. 9: 654. 2007)、一
部の腫瘍ではエキソソームが進行を制御す
ることが報告されている。最近、血中腫瘍細
胞由来エキソソームが腫瘍免疫を抑制する
ことが示され、腫瘍を含む免疫介在性疾患の
診断や治療法の開発へのエキソソームの応
用が期待されている。しかし、エキソソーム
の構成成分を決定するための分子機構につ
いては未だに不明な点が多く、その解明が臨
床応用のための大きな課題となっている。 
 一方、われわれは 25 年以上前より遺伝性
高 Na,K-ATPase 赤血球（HK型赤血球）を持つ
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犬の家系を維持しているが、最近、これらの
犬の網状赤血球成熟過程でラフト蛋白質の
異常を伴うエキソソーム形成異常が生じ、そ
のため HK 型赤血球が産生されることを見出
した。すなわち、この犬家系で想定される遺
伝子異常が、エキソソーム形成制御機構の一
端を担うものであるとの知見を得た。 
 
２．研究の目的 
 そこで、本研究では、次の３点の解明を目
的とする。 
（１）遺伝性 HK 型赤血球における脂質ドメ
インとエキソソーム形成異常の分子機構の
解明 
（２）各種体細胞におけるエキソソームの形
成制御の分子メカニズムの解明 
（３）各種細胞由来エキソソームの構成成分
の人為的制御法の開発 
 これらの検討により、エキソソームの生成
や組成に変化をもたらす分子機構の解明が
期待される。また、生体や腫瘍細胞で応用可
能なエキソソーム形成制御因子を見出し、そ
の調節による人為的なエキソソーム形成制
御法の開発を目指すものである。 
 
３．研究の方法 
（１）遺伝性 HK型赤血球由来エキソソーム
の組成の解析 
 LKおよび HK型の各形質赤血球を有する個
体より網状赤血球を採取し、培養液中に放出
されるエキソソームの蛋白質組成を比較し、
各形質に特異的な因子を明らかにした。 
（２）各種体細胞におけるエキソソーム形成
制御の分子メカニズムの解明 
 上記で得られた因子について cDNAを単離
し、塩基配列を比較する一方、原因遺伝子の
決定のために、SNP マーカーを用いたゲノム
ワイド関連解析を実施した。 
 
４．研究成果 
（１）LK および HK 型の各形質赤血球におけ
る膜蛋白質組成の比較 
 はじめに、赤血球遺伝的形質の差異を明ら
かにするために、各形質の犬より赤血球膜を
単離し、その膜蛋白質組成をウェスタンブロ
ッティング法により比較した（図１）。用い
た家系犬は HK型形質を含む柴系雑種犬の家
系であり、LK 対照犬としてビーグルを４頭用
いた。HK 型犬では、これまでの報告の通り、
HK型で Na,K-ATPaseの発現が見られるものの、
LK ホモおよびヘテロ接合個体ではこれらの
発現は見られなかった。また、ラフト関連蛋
白質でありエキソソームの形成への関与が
示唆されている stomatin について比較した
ところ、LK型では完全に消失しているものの、
HK 型では高度な発現が認められた。また、HK
ヘテロ接合個体でも中間レベルの発現が認

められ、HK型形質が完全劣性の形質では無く、
膜蛋白質組成のレベルでは不完全優勢の形
質であることが明らかとなった。以上の結果
より、HK型赤血球で見られるエキソソームで
は、ラフト形成異常による stomatin および
Glut1 のエキソソームへの移行が変化すると
考えられ、ラフト形成のコントロール機構の
解明が重要であることが明らかとなった。 
 

 

図１．LK および HK 型赤血球を有する犬の家
系（A）と各形質の個体の赤血球膜蛋白質組
成（B） 
 
（２）LK および HK 型の各形質網状赤血球膜
蛋白質組成の比較 
 次に、各形質の網状赤血球を瀉血による急
性貧血犬より採取し、網状赤血球を比重遠心
により分離し、培養した。網状および成熟赤
血球膜について、その蛋白質組成をウェスタ
ンブロッティングにより比較した（図２）。
成熟赤血球での差異が見られた Na,K-ATPase
および stomatin に加え、Glut1 もまたその発
現レベルに差異が見られることが明らかと
なった。 
 これらの蛋白質が実際にエキソソームと
して放出されているのかを明らかにするた
めに、エキソソームの蛋白質組成を同様にウ
ェスタンブロッティング法により検討した
ところ、網状赤血球成熟に伴い消失する
Na,K-ATPase, stomatin, flotillin-2および
Transferrin receptor (TfR)はエキソソーム



 

 

画分（P2）として上清中に放出されるのに対
し、膜骨格蛋白質である Spectrin や Band 3
ではエキソソーム画分に検出されず、エキソ
ソーム系での放出が関与することが明らか
となった。 
 
図２．LK および HK 型網状赤血球の膜蛋白質
組成（A）とその量的変化（B） 

 

 

図３．網状赤血球膜蛋白質のエキソソーム画
分への放出 

 

（３）犬網状赤血球由来エキソソームの特徴 
 次に、網状赤血球より放出されるエキソソ
ームの特徴を明らかにするために、これらを
ショ糖密度勾配遠心により分画し、その蛋白
質組成を比較した（図４）。Na,K-ATPase と
stomatin を含有するエキソソームの画分の
ピークそれぞれ異なり、これらのエキソソー
形成機構に差異が見られることが示唆され
た。特に stomatin および Flotillin-2 のよ
うなラフト関連蛋白質のピークが一致する
のに対し、Na,K-ATPase ではより比重の低い
組成となっており、脂質組成を含む差異が見
られるものと考えられた。 
 

図４．エキソソーム画分のショ糖密度勾配遠
心分画の蛋白質組成 
 
（４）HK 形質原因遺伝子の探索 
 以上の結果より、HK型赤血球においてエキ
ソソーム放出に関与しうる原因遺伝子候補
として stomatin 遺伝子を単離し、塩基配列
を比較した。しかしながら、差異は認められ
ず、stomatin 自体の変異が原因ではないこと
が明らかとなった。一方で、マイクロサテラ
イトマーカーを用いた関連解析の結果から、
犬第１２番染色体に HK 形質と関連の強い遺
伝子が存在することが明らかとなった。さら
に、SNP マーカーを用いたゲノムワイド関連
解析の結果から、10-12 個の遺伝子が候補と
なっており、現在それらの塩基配列の解析を
進行している。このアプローチにより、エキ
ソソーム組成をコントロールしうる犬赤血
球 HK 形質原因遺伝子産物が決定できるもの
と考えられる。 
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