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エクソソームは、直径約 30 ～ 150 nm の脂質二重膜からな
るナノスケールの顆粒状小胞です。血液、唾液、尿、羊水な
どの体液や細胞培養液中に存在します 1,2。細胞内膜と細胞
膜が融合した後、細胞外マトリックスに放出されます 3。
近年、エクソソームが様々なタンパク質や RNA（mRNA、
miRNA）を含んでいることが報告されており、細胞間の情報
伝達の役割を担っていると考えられています 4。この性質を利
用して、バイオマーカーや標的治療薬用ツールとしての開発
が盛んに行われています。高純度、高品質のエクソソームの
分離には密度勾配超遠心分離が有効です 5。
アプリケーションノート 476 6 では、超遠心分離と組み合わせ

たスクロースクッション法を用いて、シングルユースのバイ
オリアクターで培養された幹細胞から、純度の高い単一なエ
クソソームの分離に成功しました。分離したエクソソームは、
さらに時間をかけて密度勾配遠心をすることにより、下流ア
プリケーション用に精製することもできます。このショートプ
ロトコルはそのために作成されました。
このショートプロトコルでは、Centrifuge CP100NX と Rotor 
P32ST を用いた OptiPrep® 密度勾配遠心法による高純度エク
ソソームの精製方法を説明しています。超遠心機、スイングロー
ターを用いて、40PET チューブ内に作成した密度勾配液により、
高純度のエクソソームを大量に精製することができます。

はじめに

要旨

このショートプロトコルでは、Centrifuge CP100NX と Rotor P32ST を用いて、40PET チューブ内に作製した密度勾配液によりエク
ソソームを精製する方法を説明します。
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図 1 – ワークフロー概略図
Ⓐ：スクロースクッション法によるエクソソームの分離
Ⓑ：超遠心機による OptiPrep®（イオジキサノール）密度勾配遠心法を用いたエクソソーム精製
画像は Biorender.com を利用して作成

機器と試薬
 > Centrifuge CP100NX
 > Rotor P32ST 
 > 40PET チューブ
 > OptiPrep®（イオジキサノール、 AXS-1114542）
 > スクロース（ショ糖）

密度勾配媒体 
OptiPrep® 60 % イオジキサノール溶液を原液として使用し、等
浸透圧のスクロース溶液で希釈することで、さまざまな濃度の
イオジキサノール溶液を調製します。OptiPrep® の原液の密
度は 1.32 g/cm³ です。スクロースは、30 mM Tris-HCl 溶液に 
0.25 M の濃度で調整します。

60 % イオジキサノールと 0.25 M スクロース溶液を混合すること
により、4 段階の濃度の溶液（5%、10%、20%、40%）を調
製します。図 2- Ⓐに示すように、40PET チューブに溶液を重層
します。

材料と方法

このショートプロトコルで使用する PBS に懸濁した粗エクソソームは、アプリケーションノート 476 ⁶に記載されているスクロースクッ
ション法（図 1- Ⓑ）を用いて分離しました （図 1- Ⓐ）。
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図 2 – 遠心分離前の密度勾配の層と組成の概略図 Ⓐ。 
遠心分離後、上から下に 2 mL ずつ分画し溶液を回収します Ⓑ。 画像は Biorender.com を利用して作成

図 3 –  Centrifuge CP100NX と Rotor P32ST

エクソソームの分離
超遠心機を用いたスクロースクッション法⁶で粗精
製したエクソソームを、40PET チューブ内の密度勾
配溶液の上に慎重に重層します（図 2- Ⓐ）。チュー
ブを Rotor P32ST のバケットにセットし、100,000 
x g、4℃で、Centrifuge CP100NX で 16 時間遠心
分離します（図 3）。加速レートは 7、減速レート
は 0 に設定します。

エクソソームの回収
遠心分離後、エクソソームは 1.15 ～ 1.19 g/cm3 

の 密 度 範 囲 に 濃 縮されますので、 上 から 2mL
ず つ、17 の 画 分 に 回 収 し ま す。（ 図 2- Ⓑ ）。
Concentrator plus（遠心濃縮機）で 135 分間濃縮
し、各画分の容量を 300 μ L まで減らします。 画
分は動的光散乱を使用して分析します。

画分 1PBS 内粗エクソソーム 1.4 mL

5% イオジキサノール 7.1 mL (1.065 g/cm3)

10% イオジキサノール 8.5 mL (1.097 g/cm3)

20% イオジキサノール 8.5 mL (1.150 g/cm3)

40% イオジキサノール 8.5 mL (1.255 g/cm3)

Ⓐ Ⓑ
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図 4 – 遠心分離後の各画分で検出されたピーク。エクソソームは画分 13 で検出されています。

結果と考察

遠心分離後、エクソソームは 20% と 40% との境界に相当する
画分 13 でのみ検出されました。動的光散乱を使用して、純粋
で単一な約 60 nm のエクソソームのピークが検出されました。
バックグラウンドノイズを表すピークが他のすべての画分で検
出されています（10 nm 未満 - 図 4）。
密度勾配遠心法は、スクロースクッション法⁶やそのほかの超遠
心機を用いた分離法と比較して、高純度のエクソソームを分離

培地の初期量またはプロジェクトの規模に応じて、エクソソームの分離にはいくつかのローターソリューションを用意しています。

することがでます。スクロースクッション法は、研究の目的に応
じた、高純度で単一のエクソソームを分離することができます。
また臨床研究や治療には、さらに純度の高いエクソソームが求
められる場合があります。ここでは、スクロースクッション法で
分離された高純度で単一なエクソソームを OptiPrep® 密度勾配
法で濃縮・精製しており、約 60 nm の単一の狭いピークが表す
とおり、エクソソームの歪みや不均一性が無いことを示しました。
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ローター  容量 最大遠心加速度 (x g)

P32ST 6 x 40 mL（PET チューブ） 180,000

P40ST 6 x 13 mL（PET チューブ） 284,000

P56ST 6 x 4 mL（PET チューブ） 409,000
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注文情報

製品 メーカー 注文番号

Centrifuge CP100NX Eppendorf 5720110010

Rotor P32ST Eppendorf 5720214003

40PET チューブ Eppendorf 5720411148

Rotor P40ST Eppendorf 5720214009

Rotor P56ST Eppendorf 5720214104
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