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研究成果の概要（和文）：本研究では、造血器腫瘍における骨髄内での腫瘍細胞と周辺細胞である骨髄間質細胞
との細胞間コミュニケーション機構の解明を目的として、骨髄異形成症候群患者由来骨髄間質細胞より分泌され
るエクソソームの疾患特異的miRNAの同定を行った。その結果、high-risk群の骨髄間質細胞で特異的に発現が変
化するexosomal miRNA群を見出した。miR-101を含むこれらの骨髄間質細胞由来のmiRNAが、腫瘍細胞と間質細胞
の相互作用を制御し、腫瘍細胞自身の増殖を促進していることも実験的に明らかにした。これらの疾患特異的
miRNAは、骨髄異形成症候群の病勢診断、予後診断に応用可能であると示唆された。

研究成果の概要（英文）：Bone marrow stromal cells (BMSCs) play an important role in bone marrow 
environment. Recent evidences suggest that extracellular vesicles (EVs) act as a mediator of 
cell-cell interaction in hematologic neoplasms. To clarify the possible association between the 
cargo of BMSC-EVs and disease severity, we performed miRNA profiling in BMSC-EVs derived from MDS 
patients.
BMSCs from 29 MDS patients were obtained by classical adhesion methods. We tentatively separated MDS
 patients into two groups according to the IPSS-R: low-risk and high-risk group. We found that a 
subset of EV-miRNA was differentially expressed between the two groups. Among them, we in particular
 focus on EV-miR-101: the expression level was significantly lower in high-risk MDS. Cell-cell 
communication via EV-miR-101 may play in part some role between BMSC and MDS cells. Our study shed 
light on the biological relevance of BMSC-EV and EV-miRNA in MDS bone marrow microenvironment.

研究分野： 臨床腫瘍学
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１．研究開始当初の背景 
近年、体液を用いた悪性腫瘍の診断は非侵

襲的手法としてがんの臨床で注目されてい
る。たとえは、循環がん細胞（circulating 
cancer cell: CTC）の DNA を用いた遺伝子変
異解析、メチル化異常解析などが国内外で精
力的に行われている。一方、血清・血漿を用
いた診断は従来では試料中のタンパク質を
ELISA で同定する手法が主体で、RNA などの
核酸に関しては RNaseなどの分解酵素の存在
のため不可能と考えられていた。しかし、現
在では細胞から放出された細胞外小胞に
miRNA を含む核酸が内包されて血清中に拡散
し、且つ安定的に存在していることが明らか
となってきた。我々はこれまでに白血病患者
血漿中の miR -92a が健常人と比較して著減
していることを世界に先駆けて見出し（引用
文献 1）、悪性リンパ腫、多発性骨髄腫など、
血液中に腫瘍細胞が流れていない場合でも
miR-92a の測定値が予後マーカーとなること
を報告した（引用文献 2, 3）。同様に血清
miRNA を用いた解析手法を用いて固形がんを
中心に国内外で多くの知見が報告されたが、
cell-free 分画に存在する miRNA の由来、生
物学的意義などについては依然として不明
な点が多く、血清を含む体液を試料とした漠
然とした解析の方法論的限界と共に、細胞外
小胞（エクソソーム）に含まれる miRNA の挙
動を明らかにすることの重要性が認識され
るようになった。 
 
２．研究の目的 

従来の細胞間シグナル伝達機構には、1) 
cell to cell contact によるもの、2) 液性
因子によるものが知られているが、エクソソ
ームによる細胞間シグナル伝達機構が新た
なメカニズムとして注目を集めている。本研
究では、造血器腫瘍のなかでも高齢者で好発
する骨髄異形成症候群（myelodysplastic 
syndrome: MDS）や多発性骨髄腫において、
加齢に伴う造血環境や腫瘍周辺組織（がん微
小環境）の変化が疾患病態と深く関わってい
ることに注目し、エクソソームによる新たな
がん微小環境内での細胞間相互作用メカニ
ズムを明らかにし、ターゲットとなるエクソ
ソーム含有miRNAを同定して新規診断法に応
用することを目的とした。 
 
３．研究の方法 

本研究は、MDS 患者の骨髄血から骨髄間質
細胞（bone marrow stromal cells: BMSCs）
を樹立し、これらが放出するエクソソームお
よび含有 miRNAのプロファイリングを行った。
そして、「骨髄間質細胞より分泌されるエク
ソソームの疾患特異的 miRNA の同定」および
「Cell-free 分画より単離したエクソソーム
の疾患特異的 miRNA の同定」の 2方向から研
究を展開し、疾患特異的 miRNA の細胞間相互
作用における役割の解明を行った。 

 

(1) MDS 患者由来骨髄間質細胞ライブラリー
の構築 

29 名の患者（MDS: 22 名、post-MDS AML: 7
名）の骨髄血を培養皿に播種し、付着細胞を
単離して BMSCs とした（IRB 承認番号 No. 
2684）。MDS 患者は IPSS-R によって low-risk
群（n=12; very low to intermediate risk）
と high-risk 群（n=10; high and very high 
risk group）の 2群に分類した。コントロー
ルとして、健常人ドナーから採取された正常
BMSCs（Lonza 社から購入）を用いて検討した。 
 
(2) BMSC由来エクソソームの単離と性状解析 

各 BMSCs をカルチャーフラスコ（無血清培
地: AIM-V, Invitrogen）で２日間培養後、
培養上清を回収して Exoquick-TC（SBI）を用
いてエクソソーム分画を単離した。ナノ粒子
トラッキング解析によって、単離エクソソー
ムの粒子径、放出量を測定した。 
 
(3) BMSC 由来エクソソーム内 miRNA の同定 

単離したエクソソームから RNA を回収し、
TaqMan PCR アレイを用いてエクソソーム内
miRNA（exosomal miRNA）のプロファイリン
グを行った。GeneSpring software（Tomy）
を用いてアレイデータを ANOVA 解析後、
post-hoc test (Tukey-Kramer 法)を行い、候
補 miRNA を抽出した。 
 
(4) BMSC 由来 exosomal miRNA の機能解析 

BMSCs からレシピエント細胞（腫瘍細胞）
へのエクソソームを介した miRNA の移行を、
蛍光標識した miRNA mimic を用いて可視化し
た。また、miRNA mimic もしくは miRNA 
inhibitor を導入し、レシピエント細胞内に
取り込まれた後の exosomal miRNA の作用機
序を解析した。 
 
４．研究成果 
(1) MDS 患者由来骨髄間質細胞の樹立とエク
ソソーム内疾患特異的 miRNA の同定 

初年度では、造血器腫瘍における骨髄間質
細胞と腫瘍細胞におけるエクソソームを介し
た細胞間コミュニケーションの検討を行うこ
とを目的として、MDS患者の骨髄間質細胞の樹
立を試みた。すなわち、白血病などの細胞成
分が採血などで容易に得られる造血器腫瘍で
はエクソソームを用いる検討よりも、直接的
に腫瘍細胞の解析が重要であるが、幼若な細
胞の頻度が少ないMDSではエクソソームが病
勢に及ぼす可能性が大きいと考え、MDSを対象
疾患として絞った。MDS low-risk群（12例）、
high-risk 群 （ 10 例 ） 、 白 血 病 化 例 の
MDS(post-MDS AML)患者（7例）より文書にて
同意を得て、骨髄間質細胞を樹立した（IRB
承認番号2648）。 

これらの患者由来の骨髄間質細胞とにお
けるexosomal miRNAのプロファイルを比較し、
high-risk群に特徴的な７種類のexosomal 
miRNAを抽出した（表1参照）。 



表 1. High-risk 群に特徴的なエクソソーム
内 miRNAs 

 
(2) 患者試料を用いた個別 PCR による候補
miRNA の定量化 

上記の候補 miRNA において健常者由来骨
髄間質細胞を用いてさらに解析を進め、
miR-101では健常者由来とlow-risk群由来の
エクソソームでは有意な差が無いのに対し、
low-risk群とhigh-risk群由来エクソソーム
内で顕著な差が見受けられた（図 1 参照）。 

 
図 1. エクソソーム内 miRNA の発現解析 

そこで個別PCRによってmiR-101の定量解
析を行い、同様の結果が得られることを確か
めた（図 2参照）。すなわち、miR-101 は MDS
の病型進展（low-riskからhigh-riskに移行）
に伴い特異的に変化するエクソソーム内
miRNA であることが示唆された。 
 
(3) 患者（training cohort）の cell-free 
分画より単離したエクソソーム内の疾患特
異的 miRNA の同定 

骨髄間質細胞が放出したエクソソームの
一部は患者血漿中に遊離して末梢血中にも
存在すると仮定し、MDS 患者血漿サンプルを
用いて解析を行った。健常者 10 名、MDS 患者
20 名（low-risk 群: 10 名、high-risk 群: 10
名）の末梢血（血漿）からエクソソーム分画
を単離し、miR-101 について個別 PCR を用い
て解析すると、骨髄間質細胞由来エクソソー
ムでの発現パターンとは相反する発現パタ
ーンを示すものの、MDS の病型進展に伴い
（low-risk から high-risk に移行）変化する
ことを見出した。 
 
 

図 2. 個別 PCR によるエクソソーム内
miR-101 の発現解析 

 
(4) 疾患特異的 miRNAの細胞間コミュニケー
ションにおける役割の解明 

miR-101 の役割を解明する事を目的に、
miRNA の標的をまとめたデータベース
miRtarBaseでmiR-101の標的遺伝子を検索し、
信頼度の高い実験的証拠のある標的遺伝子
57 種類を選択した。これら 57 種類の遺伝子
の機能を注釈情報解析ツール DAVIDによって
調べたところ、DNMT3A や EZH2 のようなエピ
ジェネティクス制御因子や、N-MYC や c-FOS
のような細胞増殖制御因子が含まれること
が明らかになった（図 2参照）。そこで、ヒ
ト白血病細胞 HL60 に miR-101 mimic や
miR-101 inhibitorを導入したところ、DNMT3A、
EZH2、N-MYC、c-FOS のタンパク質量に顕著な
変化が生じることが確認され、miR-101 がエ
ピジェネティクス制御や細胞増殖制御を介
してMDSの病態進行に関与することが示唆さ
れた。 

 
表 2. DAVID を用いた miR-101 が標的とする
パスウェイ解析 

 
総括：エクソソーム内 miR-101 と cell-free
分画 miR-101 の発現パターンが相反するメカ
ニズムなどさらなる解析が必要ではあるが、
本研究において見出された知見から、エクソ
ソーム miR-101 を用いた解析系が MDSの臨床
病態の把握に有用であると考えられた。 
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