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研究成果の概要（和文）：牛の生乳エキソソームの効率的な分離・精製方法の確立と、生乳エキソソームを用いた牛白
血病ウイルスの新たな感染診断法の開発を試みた。生乳エキソソームの分離には生乳中のカゼインを除去すれば市販の
エキソソーム分離キットが利用可能であることを明らかにした。BLVに感染しているが発症していない若齢牛からの生
乳エキソソームからはBLV蛋白や核酸が検出されず、エキソソーム中のBLV成分は感染牛の血中コピー数と相関する可能
性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：We tried to establish a method for efficient isolation and purification of 
exosomes from bovine raw milk and to develop a new diagnostic procedure for bovine leukemia virus (BLV) 
infection using milk exosomes. Our study revealed that commercially available exosome-isolation kits are 
applicable to isolate bovine milk exosomes after removal of milk casein by sequential 
ultracentrifugation. BLV antigens and DNA were not detected from milk exosomes from BLV-infected young 
cattle subclinically. These results suggest that detectability of BLV antigens and DNA in milk exosomes 
are conceivably related to the copy numbers in cattle.

研究分野： 動物感染症学
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１．研究開始当初の背景 
 
 細胞から分泌される膜小胞（exosome、エ
キソソーム）は、細胞の老廃物として長い間
見過ごされていた。2007 年、エキソソーム
内に microRNA が含まれていることが発見
されて以来、細胞間の情報伝達やガンの転移
などにエキソソームが重要な役割を果たし
ていることが次第に明らかとなった。それか
らわずか 6 年（申請時の 2013 年）の間にエ
キソソームは、ガンのバイオマーカーとして
利用され、国際学会設立、国際専門学術雑誌
創刊、米国国立衛生研究所 NIH で新しいグ
ラント領域が作られるなど、世界的に熾烈な
研究競争と製品開発競争が展開されている。 
 我々は獣医学領域でのエキソソーム活用
の意義にいち早く着目し、以下の成果を得て
世界に先駆け学術雑誌に発表した。１）牛の
生乳からエキソソームの分離・精製に成功し
た（Yamada et al., J. Vet. Med Sci. 74: 
1523-1525, 2012）。２）牛白血病ウイルス
(BLV)感染牛の生乳エキソソーム内に、BLV
由来の蛋白や酵素を発見した（Yamada et al., 
PLoS One 8: e77359, 2013）。このことから、
これまで採血してからウイルス遺伝子の検
出や抗体検査に頼っていた BLV 感染の診断
を、生乳エキソソームからウイルス蛋白や核
酸が検出できれば、採血を必要とせず診断で
きるのではないか、と考えた。しかし、ヒト
と違い動物エキソソームの分離・精製方法は
確立されていない。 
 
２．研究の目的 
 
 そこで本研究では、１）牛の生乳からエキ
ソソームを効率よく分離・精製する方法を確
立すること、２）バルク乳エキソソーム内の
BLV 成分（蛋白と核酸）を検出することによ
り、BLV 感染状況を農家単位で全頭一括診断
する方法を確立すること、を目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
（１） 生乳エキソソームの効率的な分離・

精製方法の確立 
 
 我々は上述のように生乳エキソソームの
分離・精製に成功しているが、以下のように
繰り返しの超遠心操作が長時間必要である。
超遠心 1 時間、より効率的な分離・精製方法
の確立を検討した。 
非感染牛 3 頭の生乳を用いて、ヒト用、お

よび培養細胞用の市販エキソソーム分離キ
ットの利用を試みた。用いたキットは以下の
5 種類であり、それぞれのプロトコールに従
い使用した。ExoQuick, ExoQuick-TC, Total 
Exosome Isolation Kit, Exo-spin, Exo-spin 
blood。 
 
（２） 分離の評価系に用いる抗体の検索 

 
 効率よく生乳からエキソソームが分離・精
製されているか、ウェスタンブロッティング
により評価する系の確立を試みた。牛の生乳
エキソソームの表面抗原マーカーを認識す
る抗体は、我々が以前に使用した抗 Milk fat 
globule (MFG) E-8 モノクローナル抗体 
(Yamada et al., J. Vet. Med. Sci. 74: 
1523-1525, 2012) 以外は不明である。そこで
ヒトエキソソームの表面抗原マーカーとし
て用いられている CD9、CD63、CD81、
Flotillin を選択し、それぞれの市販抗牛抗体
を用いてウェスタンブロッティングを行っ
た。 
 
（３） 生乳エキソソームを利用したBLV感

染診断方法の確立 
 
 超遠心の繰り返しと、エキソソーム分離試
薬を併用することで得られた生乳エキソソ
ームから、BLV のエンベロープ、gag 蛋白を
認識する3種類の抗体を用いたウェスタンブ
ロッティングによりBLV蛋白の検出を試みた。 
 また、エキソソームから核酸を抽出し、PCR
や LAMP 法により BLV遺伝子の検出も試みた。 
 
４．研究成果 
 
（１） 生乳エキソソームの効率的な分離・

精製方法の確立 
 
用いた 5種類の市販エキソソーム分離キッ

トは、いずれも牛の生乳から直接エキソソー
ムを分離することはできなかった。そこで超
遠心の繰り返しにより生乳に含まれるカゼ
インを除去後、分離キットを用いたところ、
いずれのキットでも生乳エキソソームが回
収できることを、抗 MFG-E8 抗体を用いたウ
ェスタンブロッティングにより確認できた。 
このことから、牛の生乳蛋白の 80%を占め

るカゼインを取り除けば、市販キットを利用
し生乳エキソソーム分離が可能であること
が明らかとなった（図 1）。 

図 1 効率的な分離・精製方法 
 

 



 カゼインの除去が重要であることが分か
ったため、現在超遠心を使わずにカゼインを
除去する方法を検討している。 
 
（２） 分離の評価系に用いる抗体の検索 
 
用いた市販の抗牛抗体はいずれもフロー

サイトメトリーに利用可能なものを選択し
たが、精製したエキソソームを用いたウェス
タンブロッティングでは、従来使用している
抗 MFG-E8 モノクローナル抗体以外は、用い
たいずれの抗体も生乳エキソソームの検出
に利用できなかった。 
このことから、牛エキソソーム研究におい

て、我々が保有している抗 MFG-E8 モノクロ
ーナル抗体の優位性が示され、今後の生乳エ
キソソーム解析にとって世界的にも重要な
ツールとなることが示唆された。 
 
（３） 生乳エキソソームを利用したBLV感

染診断方法の確立 
 
 我々は以前、BLV 感染牛の生乳中に BLV 蛋
白の存在を確認している。そこで、BLV に感
染していればどの牛でも生乳エキソソーム
中に BLV 蛋白が検出されるか、感染している
が発症していない若い牛を選別し検討した。
超遠心の繰り返しと、エキソソーム分離試薬
を併用することで得られた生乳エキソソー
ムからは、ウェスタンブロッティングにより
BLV のエンベロープ、gag 蛋白は検出できな
かった。さらに、PCR と LAMP 法では BLV のエ
ンベロープ、tax 遺伝子は検出できなかった。 
 このことから、生乳エキソソーム中の BLV
蛋白や核酸の存在は、感染牛の血中 BLV コピ
ー数と相関する可能性が示唆された。 
 
以上より、生乳エキソソームを利用した新

たな BLV 感染牛のモニタリング手法・農家単
位での一括診断手法の開発に向けた基礎的
なデータを得ることに成功した。今後は、ウ
イルス蛋白や核酸だけでなく、BLV 感染によ
りエキソソーム中に特異的に現れる細胞由
来の蛋白や核酸をターゲットとしたBLV感染
の診断方法についても検討する予定である。 
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