




日本透析医会雑誌　Vol. 32　No. 2　2017342

【実験 2】　試料 0.5 ml を秤量ビンに入れ 105℃ の定
温乾燥器で 1 時間乾燥し，デシケーター内で 1 時間放
冷し精秤する．これを恒量に達するまで繰り返し，蒸
発残留物の重量を測定する．
【実験 3】　試料 0.5 ml を疎水性ペトリディッシュ上

に滴下し，容器を密封し乾燥させた後に出現した析出
物に対し，X 線回析での成分分析行う（分析装置：リ
ガク製，SmartLab，X 線発生部：対陰極 Cu，出力 45 

kV 200 mA，走査条件：走査軸 2 i/~，走査モード：
連続走査，走査範囲：5～90°，ステップ幅：0.02°，
走査速度：2°/min）．
【実験 4】　エクソソームの回収は試薬［ExoQuickTM 

Exosome Precipitation Solution, Sustem Biosciences

（SBI）］を用いて行い，回収後のエクソソームの粒子

サイズはナノ粒子解析装置を用いて測定する（HORI-

BA nano partica SZ-100）．次に回収したエクソソーム
の成分分析を蛍光 X 線分析で行う．
【実験 5】　血管石灰化粒子との関連が報告5）されて

いる血清 BMP-2/BMP-7 ratio を調べ，これとエクソソ
ーム単離後の CD63 濃度との関係を調べる．上記のエ
クソソーム回収用試薬は血清 250 nl に対し試薬を 63 

nl 用いるが，試料と試薬の量比を保ち増量するとエク
ソソームの回収量が増加する．今回は，通常の 2 倍量
と 3 倍量を用いて測定を行う．

3　結　果

【実験 1】　試料 0.5 ml における析出物の走査型電子
顕微鏡による所見を図 1（倍率 3000 倍）と図 2（倍率

図 1　析出物（試料 0.5 ml）の走査型電子顕微鏡所見
　　　　　　倍率 3000 倍

図 2　析出物（試料 0.5 ml）の走査型電子顕微鏡所見
　　　　　　倍率 100,00 倍

図 3　析出物（試料 1.5 nl）の走査型電子顕微鏡所見
　　　　　　倍率 30 倍

図 4　析出物（試料 1.5 nl）の走査型電子顕微鏡所見
　　　　　　倍率 200 倍



血液透析患者における新たな血管石灰化因子に関する研究 343

100,00 倍）に示した．サイズ数百 nm～数 nm の結晶
と思われる粒子が観察された．次に，沈殿した粒子を
高密度に回収するために，エッペンチューブ底面に限
定し 1.5 nl を回収し，この試料より出現した析出物を
走査型電子顕微鏡にて観察した所見を図 3（30 倍）と

図 4（200 倍）に示した．マイクロレベルのサイズの
析出物を認めた．
【実験 2】　蒸発残留物の重量は 84 mg/g であった．
【実験 3】　X 線回析の結果を図 5 に示した．2 i＝

31，45，56 deg 等に複数のピークが検出され，NaCl
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図 5　析出物の X 線回析による成分分析
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図 6　粒子径分布
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図 7　蛍光 X 線分析による成分分析
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に該当すると考えられた．リン酸カルシウムは本来，
複数の組成および結晶構造を示すが，今回 Ca3（PO4）2

の含有について調べたところ，ピークの検出を認めな
かった．
【実験 4】　回収後のエクソソームの粒子径分布（横

軸は粒子径，縦軸は頻度）を図 6 に示した．粒子径は
単一ピークは示さず，100 nm 以下にて分布を多く認
め，D50 メジアン径は 75.4 nm であった．蛍光 X 線分
析での成分分析の結果を図 7 に示した．カルシウム，
リン，鉄，クロールの含有を認めた．
【実験 5】　血清 BMP-2 濃度と血清 BMP-7 濃度は共

に測定感度以下を示した．再検査を行ったが同様の結
果であり，今回はデータの意義を見出せなかった．ま
た，CD63 濃度の測定に関しては，試料 2 倍量と 3 倍
量 に お い て，CD63 濃 度 を 比 較 し た．2 倍 量 で は
CD63：12.2～66.4×108 であり，3 倍量では 12.8～113

×108 であった．通常 3 倍の試薬のほうが CD63 濃度
は高値を示すと考えられるが，検体の半数にて低値を
示した．

4　考　察

本研究は，透析患者における血管石灰化粒子の特徴
をより明らかにすることを目的とした．まず，実験 3

の成分分析の結果で NaCl を多く含んでいたが，その
理由としては，微粒子に加え周囲の液体を一緒に回収
していた可能性が考えられた．また，蒸発残留物の重
量測定とは，液中への浮遊物や溶解物の総量が測定さ
れるが，この実験においても微粒子に加え周囲の液体
の蒸発成分を含んでいる可能性があり，血管石灰化粒
子単独の重量測定ではない可能性が考えられた．以上
より，固体成分（微粒子）の抽出には工夫が必要と考
えられたため，方法について検討を行った．

本研究と同じ血管石灰化粒子（fetuin-A-containing 

calciprotein particles）をターゲットとした最近の研究
報告では，高速遠心分離後の上清を丁寧に取り除き，
バッファーにて慎重に数回洗浄を行い，これにより沈
殿している微粒子の存在が明らかにされている6）．そ
のため，この前処理の方法は有効と考えられるため，
今後採用したい．その他，血管石灰化粒子の抽出精度
を高める方法について別の視点から検討を行い，エク
ソソームを回収して実験を行うこととした．

本研究の実験 4 におけるエクソソームのサイズ測定

の結果は，100 nm 以下での分布を多く認め，D50 メ
ジアン径は 75.4 nm であった．この値はエクソソーム
のサイズ（直径 30～150 nm）の範疇にあり矛盾を認
めていなかった．しかし，測定サイズに単一ピークを
認めなかった点と，測定中の短時間でサイズ変動を認
めやすかった点は，不純物の混在やエクソームの崩壊
によるサイズの不均一性を認めていた可能性が考えら
れた．また，エクソソーム回収にあたり，試料 3 倍量
にて CD63 濃度は試料 2 倍量よりも高値を示すことが
想定されるが，50％ の検体では低値を認めていた．
この点に関しても，純度の高いエクソソームの単離が
なされていない可能性が考えられた．

現在，エクソソームの単離方法として，超遠心分離
法，表面抗原に対する抗体を用いたアフィニティー法，
ポリマー試薬による沈殿法などがあり，市販のキット
も数種類が存在している．しかし，これらの回収効率
や純度は異なっていることが指摘されている．

研究上，結合蛋白を含まない，かつエクソソームの
崩壊のない高純度な検体を採用することが重要となる
ため，今後，単離の精度について評価を行うことが望
ましい．

精度の判定に役立つ方法としては，透過型電子顕微
鏡での観察があげられる．エクソソーム単離の精度が
高い場合には膜に包まれた球状の粒子（直径 30～
150 nm）が観察され，一方，エクソソームがダメー
ジを受け破片などが混在したような精度が低い場合に
は，粒子の形状およびサイズの不均一性を認めること
となる．

今回の研究結果をさらに発展させるための手法案と
しては，エクソソーム内のカルシウムや fetuin-A の蛍
光染色を施行し顕微鏡で観察を行い，透析患者と健常
人における発現量を比較する方法があげられる．さら
には，エクソソーム内のマイクロ RNA（miRNA）や
構成分子（蛋白，脂質など）は疾患ごとに特徴が異な
るため，腎不全患者におけるこれらの解明は，血管石
灰化機構の新たな発見や関連物質の同定に役立つと考
えられる．

結　語

血管石灰化粒子の抽出方法として精度の高い方法は
確立していない．しかし，この方法を確立することは
定量化につながり，最終的には臨床的な病勢の判断，
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将来的な治療効果の判定に役立つ可能性が高い．その
ため，今回，透析患者における血管石灰化粒子の抽出
を試み，その特徴をより明らかにすることを目的とし
て研究を行い，粒子の抽出精度を高める方法として，
エクソソームを回収してから分析する方法を試した．

本研究では，透析患者のエクソソームの成分分析で
はカルシウム，リン，鉄，クロール等の含有を認めた．
今後，透析患者と健常者においてエクソソームの成分
分析を比較することやエクソソーム内のカルシウムや
fetuin-A の蛍光染色を施行し顕微鏡で観察を行い，透
析患者と健常人における発現量を比較する方法が有効
と考えられる．さらには，エクソソーム内のマイクロ
RNA（miRNA）や構成分子（蛋白，脂質など）は疾
患ごとに特徴が異なるため，腎不全患者におけるこれ
らの解明は，血管石灰化機構の新たな発見や関連物質
の同定に役立つと考えられる．

この研究は，平成 26 年度日本透析医会公募研究助
成事業によって行われた．
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