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研究成果の概要（和文）：研究代表者らは、癌患者血清中のmiRNAが変化する事、miRNAがエクソソーム(二重膜脂質タ
ンパク質)に包まれ癌細胞内に取込まれる事を明らかにした。本研究では、癌幹細胞の増殖を抑制するmiRNAを単離し、
エクソソームを用いて血中に取込む事で、癌幹細胞を標的とする革新的な治療法を目指した。具体的には、癌細胞に強
く発現するEGFRに着目、EGFRに高親和性に結合するGE11ペプチドをエクソソームの膜表面に発現させ、癌細胞選択的な
miRNAの導入を行った。miRNA補充療法で効率的にRISCに取込まれる為の最適化配列にも成功した。今後このmiRNAやエ
クソソームを用いて分子標的医薬品の開発を目指す。

研究成果の概要（英文）：Despite the therapeutic potential of nucleic acid drugs, their clinical applicatio
n has been limited in part by a lack of appropriate delivery systems. Exosomes or microvesicles are small 
endosomally derived vesicles that are secreted by a variety of cell types and tissues. Here, we show that 
exosomes can efficiently deliver microRNA to epidermal growth factor receptor (EGFR)-expressing breast can
cer cells. Targeting was achieved by engineering the donor cells to express the transmembrane domain of pl
atelet-derived growth factor receptor fused to the GE11 peptide. Intravenously injected exosomes delivered
 let-7a microRNA to EGFR-expressing xenograft breast cancer tissue in Rag2-/- mice. Furthermore, we develo
ped mimic miRNA that have efficient loading activity of the RISC complex. Our results suggest that exosome
s can be used therapeutically to target EGFR-expressing cancerous tissues with nucleic acid drugs.
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１．研究開始当初の背景 
 
 近年疾患の原因分子に直接的に作用する分子
標的医薬が注目されている。がん治療において
も、既にハーセプチン、グリベック、イレッサ
等の分子標的治療薬が開発され、臨床での有効
性を示すエビデンスが蓄積している。しかしな
がら、既存の分子標的治療薬が有効な腫瘍は限
られており、Ras など細胞内伝達物質や、c-Myc
などの転写因子に対しては、既存の抗体医薬、
低分子化合物では、完全に作用を阻害できない
ため、miRNA を含めた核酸の新たな治療薬のイ
ノベーションが必要である。一方で研究代表者
らは、(1)RNase 活性のある血清中に安定的に
miRNA が存在すること、(2)種々の癌患者血清中
で miR-92a の発現が低下すること、(3)血清中の
miRNA はエクソソームに存在し RNase に抵抗性
であること、(4)細胞で作成した人工エクソソー
ムは他の細胞にも取り込まれ、取り込んだ細胞
の形質を変化させうること、を明らかにし、マ
ウスにおいても外来性のエクソソームの効果を
示すことが出来た。このような事実から miRNA
は血管内をエクソソームに包まれて、ホルモン
の様に振る舞っていることが推定される。した
がって、抗体医薬などの生物製剤と同様に、人
為的に培養細胞を用いてがんの原因となる遺伝
子を標的とした miRNA をエクソソーム化するこ
とで、新規のドラッグデリバリーシステムが可
能となる。また、過剰量の miRNA は生体内で分
解されることから、非腫瘍部分である正常組織
の影響は極めて少ないと予測される。 
 
２．研究の目的 
(1)がん治療において重要な、がん幹細胞を選択
的に標的にするanti-oncogenic miRNAを単離す
る。 
(2)がん細胞特異的に miRNA をデリバリーする
エクソソームを開発する。 
(3) 遺伝子導入の操作を用いない特異的エクソ
ソーム導入法を開発する。 
(4)マウス個体を用いてエクソソームの体内動
態の検証と安全性の確認をする。 
(5)治療薬として特許化可能な microRNA の開発
を行う。 
これらの研究を通じて、miRNA を用いた革新的
ながん治療が発展する。 
 
３．研究の方法 
(1) がん幹細胞を標的する miRNA の同定 
 いくつかの癌腫において、がん幹細胞が分離
同定されている。研究代表者のグループも、乳
が ん 細 胞 株 MCF-7,HCC-1954,HCC-70 の
CD24-/CD44+細胞画分によるがん幹細胞モデル
を構築してきた。今回、具体的には、現在我々
が準備しているウイルス miRNA ライブラリーを
用いて、効果的に乳がん幹細胞様細胞集団

（CD24-/CD44+）の増殖を抑制ないし、apoptosis を
誘導する miRNA を同定する。 
 
(2)標的細胞への効率的なエクソソーム導入法の確
立 
 従来のリポソームは、粒子のサイズが 100nm であ
ることから、肝臓の網内系においてトラップされて
しまう。また、リポソーム自体に特別なマーカーが
ないことから全身のすべての臓器に取り込まれるこ
とも問題であった。一方、エクソソームの細胞内へ
の侵入には、エクソソーム表面抗原を介した標的細
胞への結合が重要な役割をしていることが明らかと
なっている。このような背景から、我々は、EGFR の
特異的に結合する GE11 ペプチドないし、EGF の変異
体を、PDGFR の膜ドメインを用いて、エクソソーム
膜表面に ligand を発現させ、がん細胞特異的に標的
とするエクソソームの作製を検討する。 
 
(3)遺伝子導入の操作を用いない特異的エクソソー
ム導入法の開発  
 エクソソームの膜表面上に GE11 を発現させるた
めには、遺伝子導入が必要である。しかし、プラス
ミド導入は臨床応用を考慮すると問題がある。そこ
で、本研究において、エクソソーム膜表面に発現す
るテトラスパニンを用いることで特異的に EGFR 発
現細胞に、エクソソームを導入する手法を開発する。 
 
(4)in vivo マウス実験による抗腫瘍効果及び安全性
の検討 
①がん細胞移植モデルの検討： 
各種ヒト肺がん培養細胞株、ユーイング肉腫細胞

株を RAG マウスに移植したモデルを作製し、miRNA
の効果を検討する。 
② Luciferase トランスジェニックマウス（Tg）の
作製とエクソソームの安全性、生体内代謝の検討： 
  Luciferase Tg マウスを作製する。Luciferase 
siRNA を含有したエクソソームを作製し、全身の各
臓器における、発現抑制効果を検討する。  
 
(5)治療薬として特許化可能な microRNA の開発 
  miRNA の細胞内での活性化効率は、導入する miRNA
の形状によって左右される。本項目では、効率良く
細胞内で活性化される miRNA を開発する。 
 
４．研究成果 
(1) がん幹細胞を標的する miRNA の同定 
乳がん幹細胞分画および大腸がんの幹細胞を用い

て miRNA の単離を行った。具体的には、miRNA アレ
イ法によってスクリーニングを行った。その結果数
種の miRNA を単離した。 



 

 

(2) 効率的な標的細胞へのエクソソームの導入
法の確立 
 今回我々は、EGFR の特異的に結合する GE11
ペプチドないし、EGF の変異体を、PDGFR の膜ド
メインを用いて、エクソソームの膜表面上に発
現させる事に成功した。さらに、EGFR を高発現
する乳がん細胞の移植モデルを用いることで、
GE11 発現エクソソームが、効率的にがん細胞に
取り込まれることを証明した。 
 
(3)遺伝子導入の操作を用いない特異的エクソ
ソーム導入法の開発  
  エクソソーム膜表面に発現するテトラスパニ
ンの 1 つに CD81 がある。この CD81 には、HCV
の E2 抗原が特異的に結合する。今回我々は、こ
の E2 抗原に GE11 を結合させたキメラペプチド
の合成に成功した。このペプチドをエクソソー
ムと混合することで、遺伝子導入の手法を用い
ずに特異的エクソソームを作製できる技術を開
発した。 
 
(4)in vivo マウス実験による抗腫瘍効果及び安
全性の検討 
①がん細胞移植モデルの検討： 
  各種ヒト肺がん培養細胞株、ユーイング肉腫
細胞株を RAG マウスに移植したモデルを作製し、
EWS-Fli1,let-7,miR-34 の効果を検討した。 
②Luciferase トランスジェニックマウス（Tg）
の作製とエクソソームの安全性、生体内代謝の
検討： 
  Luciferase siRNA を含有したエクソソームを
作製し、全身の各臓器におけるエクソソームの
発現抑制効果を検討した。その結果、エクソソ
ームは脳組織にも効率的に集積することが明ら
かになった。また、細胞毒性に関しては、肝、
腎、肺、心、脾臓の検討を行った。エクソソー
ム投与群（1mg/kg 3 回投与）において、病理組
織学的に壊死や炎症反応は観察されなかった。 
 
(5)治療薬として特許化可能な microRNA の開発 
 本項目においては、miRNA 補充療法を目指し
て、loop 配列を含め様々な形状の miRNA を合成
し、標的遺伝子のノックダウン効率、安定性を
指標に検討を行った。その結果、guide 鎖と
passenger 鎖が完全に相補である構造が最も血
清中で安定性が高く、またノックダウン効率が
高いことを明らかにした。現在これらの構造が、
細胞内のTLRやRIG-I/MDA5を活性化するかどう
か検討している。 

最終的には、以上の結果を踏まえて、分子標的医
薬品の開発を目指していく。 
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