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研究成果の概要（和文）：本研究では、癌細胞のエクソソーム内に含まれるdsDNAの性質を検索した。エクソソ
ームは超遠心法を用い精製し、FACSとWestern blottingにてエクソソームマーカーの発現を確認した。エクソソ
ームからDNAを抽出し、BioanalyzerにてDNAのサイズを確認した。TEM観察を行なった結果、エクソーム内に
dsDNAの発現が確認できた。エクソソーム内のdsDNA を解析した結果、親細胞が持つ腫瘍特異的な遺伝子変異を
反映していることが分かった。 また、whole exome sequenceを施行した結果、親細胞のDNAとエクソソーム内の
DNAが合致していることが分かった。

研究成果の概要（英文）：This study explored the nature of dsDNA contained in the exosomes of cancer 
cells. Ultracentrifugation was used to purify the exosomes, and the expression of the exosome 
markers was confirmed by FACS and Western blot analysis. DNA was extracted from the exosomes, and 
the size of the DNA was evaluated by Bioanalyzer. TEM observation confirmed the expression of dsDNA 
in the exosomes. Analysis of dsDNA in the exosome revealed that it reflects a tumor specific gene 
mutation possessed by the parent cell. In addition, whole exome sequencing indicated that the DNA of
 the parent cell matches the DNA in the exosomes.

研究分野：臨床検査病理学
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により、癌細胞由来のエクソソームを解析することで、癌細胞の遺伝子情報を得ることができ、診断やそ
の後の治療方針に大変有効な情報を得ることができることがわかった。これにより、血液や唾液といった患者の
体液中のエクソソームを解析するだけで、癌の遺伝子情報を踏まえた診断が可能となることも期待できる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 転移癌の診断の場合、全身疾患としての性質を持つことと、頻繁に生検を行う必要性がある
ことから、血液などの体液を用いた「リキッド・バイオプシー」が適していると考えられてい
る。既に、乳癌などの予後診断に、血液中に循環する腫瘍細胞（CTC）の「数」を診断に用い
る方法が FDAの認可を受けている。患者血中で捕捉した CTCを、ゲノム解析などで詳細に分
析することで、より正確に転移がんの性質を知ることができるだろうと期待されているが、「数」
を数えるだけの FDA 認可の診断法すら、コスト的に日本の医療保険制度に受け入れられてい
ない。 
 エクソソームは細胞の放出する直径 100nm 程度の分泌小胞で、それが含む miRNA やタン
パク質が親細胞の性質を反映しているために、「リキッド・バイオプシー」の切り札として大き
な期待が集まっている。しかも「10ml 中に数個」といった CTC と異なり、血液中には 1010
個/mlオーダーで含まれているとされており、診断デバイス開発も容易である。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、がん細胞の特徴が、細胞から放出されるエクソソームに反映されることを利用
し、血中エクソソームを利用したがん診断システムの構築を目指す。具体的には、エクソソー
ムに発現している dsDNA(double-strand DNA)を利用して、がん細胞の特徴を評価する。 
 
３. 研究の方法, ４. 研究成果 
 本研究ではエクソソーム内に dsDNA が含まれ
ており、それらが親細胞の性質を反映している
と仮定し、研究を始めた。癌細胞株、特に多発
性骨髄腫のエクソソームを超遠心法を用い精製
した。エクソソームの確認のため、FACS にてエ
クソソームマーカーである CD9、CD63、CD81、
TSG101 の発現を確認した（右図）。 
 
精製したエクソソームから QIAamp DNA micro kitを用い、DNAを抽出した。抽出した DNA
のサイズを確認するため、Bioanalyzerにて測定を行なった（左下図）。この結果より、抽出し
た DNA のサイズは 10kb 以上であり、genomicDNA であることが示唆された。次に、この抽出し
た DNA における dsDNA の濃度を PicoGreen を用いて測定した（右下図）。種々の癌細胞株（多発
性骨髄腫、白血病細胞、乳癌細胞）由来のエクソソームにおいて dsDNA が確認され、癌細胞
株によって内包される dsDNA 量が異なることが分かった。また、多発性骨髄腫の細胞株の一
部では dsDNA量が多いことが分かった。 

 
   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 この dsDNA がエクソソームに内包されていることを
確認するため、電子顕微鏡による観察を行なった。本実
験では多発性骨髄腫由来のエクソソームを用い、
Anti-CD9（エクソソームマーカー）、Anti-dsDNA 
antibodyを一次抗体として用いた（右図）。 
 
 
CD9 陽性の直径 100nm 程度の小胞（エクソソーム）が認められ、エク
ソソーム内に dsDNA の存在が確認出来た。また、Anti-CD9 と
Anti-dsDNA の二重染色を行ない、TEM 観察を行なった所、エクソー
ム内に CD9と dsDNA の共発現が観察された（右図）。以上の結果から、
エクソソーム内に dsDNA が内包されていることが確認された。 
 
 



 そこで次に、エクソソーム内の dsDNA （exoDNA）
が母細胞の DNA の性質を反映しているかどうかを調
べるため、腫瘍特異的な遺伝子変異を Sanger 
Sequence を用いて調べた（右図）。 
 これらの結果より、KRAS、NRAS、TP53、MYD88 と
いった様々な親細胞が持つ腫瘍特異的な遺伝子変異
を、エクソソームが反映していることが分かった。 
 そこで次に、親細胞が持つ遺伝子変異を exoDNA
がどの程度反映しているかを確かめるため、次世代
シークエンサーを用いた whole exome sequence
（WES）を施行した。 WES の解析結果、exoDNA とそ
の由来する細胞のDNAは共に十分なcoverageならび
にリード数を示し、数値も類似していた（下図）。 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
また、WES における SNP 解析の結果、exoDNA とその
由来する細胞とで mutation の種類に高度な類似性
が認められ（下図）、細胞と exoDNA では 99%以上同
じ genotype を持つことが分かった（右表）。 
 

 
 
以上のことから exoDNA の WES 解析が可能であり、 
exoDNA がその由来する細胞の DNA の情報、特に遺伝
子変異のほぼ全てを反映することが分かった。 
 現在は患者サンプルを用いて、エクソソームの解
析を進めている。 
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chr1 27450 24572 24247 89.52% 98.68% 

chr2 17609 15990 15874 90.81% 99.27% 

chr3 15735 14085 14013 89.51% 99.49% 

chr4 11504 10472 10408 91.03% 99.39% 

chr5 11773 10775 10733 91.52% 99.61% 

chr6 14974 13305 13218 88.85% 99.35% 

chr7 16281 14184 14005 87.12% 98.74% 

chr8 8989 8272 8251 92.02% 99.75% 

chr9 10734 9463 9364 88.16% 98.95% 

chr10 10558 9489 9400 89.87% 99.06% 

chr11 14777 13315 13171 90.11% 98.92% 

chr12 13582 11961 11899 88.07% 99.48% 

chr13 4412 4024 4012 91.21% 99.70% 

chr14 7430 6195 6140 83.38% 99.11% 

chr15 9734 8712 8615 89.50% 98.89% 

chr16 9268 7956 7798 85.84% 98.01% 

chr17 12798 11113 10988 86.83% 98.88% 

chr18 4080 3655 3638 89.58% 99.53% 

chr19 15588 13729 13622 88.07% 99.22% 

chr20 6763 6013 5964 88.91% 99.19% 

chr21 4087 3644 3576 89.16% 98.13% 

chr22 6661 5859 5818 87.96% 99.30% 

chrX 4239 3655 3627 86.22% 99.23% 

chrY 60 52 40 86.67% 76.92% 
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