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研究成果の概要（和文）：マイクロ RNA（miRNA）は、細胞内で遺伝子発現の転写後調節に関

わる低分子 RNA であるが、微小小胞である exosome を介して細胞外にも分泌され、血液等の

体液に検出されることから、様々な疾患のバイオマーカーとしての期待も高まっている。しか

し、その分泌経路も含めて、miRNA の細胞内動態については不明な点も多い。本研究では、

miRNA および関連する蛋白質分子の細胞内動態についてバイオイメージング技術を

用いて解析するとともに、exosome を介して細胞外に分泌される miRNA の特徴を明らかに

すべく、そのプロファイリングを試みた。 
 
研究成果の概要（英文）：MicroRNAs (miRNAs) are small RNAs that play a role in 
post-transcriptional regulation of gene expression. miRNAs are also secreted 
extracellularly via exosomes and can be detected in body fluids including blood; thus they 
could be promising biomarkers for various diseases. However, the intracellular dynamics, 
including a pathway prior to extracellular release, of miRNAs is not well understood. In 
this study, we performed bio-imaging analyses to examine intracellular dynamics of 
miRNAs and miRNA-associated proteins. Further, we performed the profiling analysis of 
miRNAs that are extracellularly secreted via exosomes to characterize them. 
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１．研究開始当初の背景 
 ヒトゲノムプロジェクトの結果、蛋白質を

コードする遺伝子の総数は約 22,000 個と見

積もられたが、これは当初の予想をかなり下

回るものであった。一方で、ヒトの場合、全

ゲノムの 98％にもおよぶ非コード領域が存

在し、この領域の約 2/3 から非コード RNA
（ncRNA）が転写されていることが明らかに



された。ncRNA のなかで、マイクロ RNA
（miRNA）については現在精力的に研究が進

められており、これは標的遺伝子の mRNAに

結合してそのタンパク質への翻訳を抑制す

る。本研究開始時点で 700 種以上の miRNA
が同定されており、その中のあるものは発癌

等の疾患と深く関わることが報告されている

ことから、先端医学のテーマとして非常に高い

注目を浴びている。 
 これまでに、miRNA 前駆体の生合成および

その成熟機構については、多くの部分が明ら

かにされてきた。しかし、成熟型の miRNA
の動態については、Argonaute2 (AGO2)や Rck
を含むRNA-induced Silencing Complex（RISC）
において標的 mRNA に結合し、GW182 など

複数のタンパク質から構成される P-body と

呼ばれる細胞内構造体に局在して標的遺伝

子産物の翻訳を抑制することが報告されて

いるものの、そこに至るまでの細胞内輸送に

ついては詳細な解析がなされていなかった。

一方で、Valadi ら（1）により、成熟型 miRNA
が exosome と呼ばれる微小粒子に包まれ細胞

外に放出されることが報告された。Exosome
は血漿中にも多く存在することが明らかに

されており、これは、PCR により検出可能な

miRNA が血漿中に存在するという我々の実

験結果ともよく一致する（2）。さらに、Valadi
らは exosome に含まれる miRNA のプロファ

イルは細胞質内 miRNA のそれと異なること

も示しており、このことは、各 miRNA が成

熟型に変換された後、P-body に輸送される経

路と exosome を介して細胞外に放出される経

路に振り分けられるという可能性を示唆し

ている。Exosome は他の細胞との間の分子移

動を媒介することから、それに含まれる

miRNA はいわば細胞間情報伝達因子として

機能する可能性がある。この点で、成熟型

miRNA の動態解析は、その機能を追求してい

く上でも極めて重要であるが、そのような観

点からの研究はほとんど行われていなかっ

た。 
 
２．研究の目的 
 
 上述の如く、miRNA は AGO2 や GW182
といった miRNA 関連蛋白質と相互作用し細

胞内構造体へ局在するのみならず、exosome
を介して細胞外へも分泌される。しかしなが

ら、miRNA がどの時点でこれらの経路に振り

分けられるのかなど、その細胞内動態につい

ては不明な点も多い。そこで本研究では、

miRNA の細胞内分子動態を、分子解剖学的手

法（バイオイメージング技術）を用いて明ら

かにする。また、分子生物学的手法（miRNA
クローニング解析）を用いて exosome を介し

て分泌される miRNA と細胞内に局在する

miRNA のプロファイリングを行い、それぞれ

の特徴を明らかにすることを目指す。 
 
３．研究の方法 
 
（1）miRNA および miRNA 関連蛋白質のバ

イオイメージングによる細胞内動態解

析 

 

 miRNA 細胞内動態の分子解剖学的バ

イ オ イ メ ー ジ ン グ 解 析 を 行 う た め 、

miRNA 関連蛋白質である AGO2、GW182、
および Rck について、それぞれ蛍光蛋白質

[Phi-Yellow (PhiY)もしくは DsRed]との融合

蛋白質として発現させるための発現ベクタ

ーを構築した（図 1）。これらを単独、あるい

は 2つを組み合わせてCOS-7細胞に導入し強

制発現させ、各蛋白質の局在について検討し

た。さらに、miRNA（hsa-let-7b）の 3’末端を

Alexa-594 に て 蛍 光 標 識 し た

hsa-let-7b-Alexa594 を合成し、各融合蛋白質の

発現と合わせて COS-7 細胞に導入し、各分子

の局在について検討した。これらの miRNA
および miRNA 関連蛋白質分子の細胞内動態

について、全反射型蛍光顕微鏡（オリンパス

社 IX71-TIRFM-SP）を用いて経時的に観察し

た。 

 また、exosome として分泌される miRNA
の動態を調べるため、代表的な exosome のマ

ーカーである CD63 を緑色蛍光蛋白質

（Enhanced green fluorescent protein, EGFP）と



 DsRed-Rck については細胞質全体に局在を

認めるとともに、一部の細胞においてはスポ

ッ ト 状 に 点 在 し て い た が 、 こ れ ら は

PhiY-AGO2 や DsRed-GW182 の局在とは一致

しなかった。一方、蛍光標識 miRNA を合わ

せて導入した場合、この一部は PhiY-AGO2
と重なって局在した。 

の融合蛋白質として発現させるための発現

ベクターを同様にして構築した。 

 さらに、以上の融合蛋白質の発現に関して

は、同様の動態観察を他の細胞種でも行うた

め、および、より安定的な発現を目指すため、

アデノウィルス発現ベクターの構築も試み

た。 

  

（2）Exosome に特異的に限局する成熟型

miRNA のプロファイリング解析 

 一方、EGFP-CD63 を hsa-let-7b-Alexa594 と

同時に強制発現させた場合の、それぞれの動

態については、現在、解析を進めている最中

である。 

 

 本研究を遂行するにあたり、当初の計画で

は、Valadi ら（1）の報告に基づき実験系に

MC/9 細胞等を用いる予定であったが、これ

までの我々の胎盤に関する研究において多

くの使用実績があり（2,3）、培養上製からの

エクソソーム回収の手技が確立されている

BeWo 細胞（ヒト胎盤絨毛癌由来細胞）を用

いることにした。 

 

 なお、miRNA 関連蛋白質のアデノウィルス

発現ベクターの構築に関しては、蛋白質の分

子量が大きい（100 kDa 以上）こともあり、

ウィルスベクターの種類の変更も含め、現在、

ウィルスベクターの検討を継続して行って

いる。 

 BeWo 細胞の培養上清中の exosome を超遠

心法により精製した後、これに含まれる RNA
を抽出した。続いて、我々が以前に報告した

方法（4）に基づき、低分子 RNA 画分を回収

後 cDNA を合成し、クローニングを行った。 

 

（2）Exosome に特異的に限局する成熟型

miRNA のプロファイリング解析 

 

 Exosome に含まれる低分子 RNA に由来す

る cDNA をクローニングし、その配列を解析

した結果、約半数のクローンが miRNA 由来

であった。このように miRNA のクローニン

グ効率が低かったことの原因として、回収さ

れた exosome の量が少なく、結果として回収

された RNA の量がきわめて少なかったこと

が考えられる。 

 

４．研究成果 

 

（1）miRNA および miRNA 関連蛋白質のバ

イオイメージングによる細胞内動態解

析 

 

 PhiY-AGO2 と DsRed-GW182 を同時発現さ

せたところ、両者は P-body と思われる細胞内

構造体に共局在することが観察された（図 2）。
また、リアルタイム動態解析により、

PhiY-AGO2 の み を 含 む 構 造 体 と

DsRed-GW182 のみを含む構造体が融合する

様子も観察された。さらに、PhiY-AGO2 と

hsa-let-7b-Alexa594を合わせて導入した場合、

両者は微小な構造体の多くに共局在し、さら

に PhiY-AGO2 を 含 む 構 造 体 に

hsa-let-7b-Alexa594 が集積していく様子も観

察された。 

 今後、細胞培養上清の量を増やし、より多

くのエクソゾームを回収するとともに、

exosome の回収方法についても見直し、クロ

ーニング効率の改善を目指す予定である。 
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