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研究成果の概要（和文）：本研究では、細胞が分泌する小胞（エクソソーム）中に含まれるmicroRNAならびにタンパク
質を分析対象とした血液中で測定可能な新しい腫瘍マーカーまたはバイオマーカーの開発を目的とした。胃癌、十二指
腸癌、膵癌等、消化器癌の細胞株を主に用いて、マイクロアレイによるエクソソーム中microRNAの網羅的な解析、なら
びに質量分析装置によるエクソソーム中タンパク質の同定を行った。その結果、スキルス胃癌と膵癌にそれぞれ特異的
なエクソソームmicroRNA群の発見、さらに高転移性十二指腸癌と高転移性膵癌細胞株にそれぞれ特異的なエクソソーム
タンパク質として、PABP1およびEps8を見出した。

研究成果の概要（英文）：Exosomes are small vesicles secreted from cells that transport their embedded mole
cules by a kind of bidirectional exocytosis- and endocytosis-like pathways. Expression patterns of exosoma
l molecules such as proteins and RNAs can be indicative of cell type since their signature is thought to b
e unique among cells.
Using human cancer cell lines, we have conducted profiling of exosomal microRNAs and proteins using microa
rray and mass spectrometry. As a result, specific microRNA profiles were found in exosomes derived from sc
irrhous type gastric and metastatic pancreatic cancer cells, respectively. In addition, a comparative prot
eome analysis identified exosomal proteins with metastatic marker potential such as polyadenylate binding 
protein 1 (PABP1) for duodenal cancer and epidermal growth factor receptor pathway substrate (Eps8) for pa
ncreatic cancer.
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１．研究開始当初の背景 
(1) 血中腫瘍マーカーの開発はその簡便性
や低浸潤性により、癌の診断学に対して多大
な期待を示す。循環血液や尿等の体液中にお
ける発見により、microRNA（マイクロ RNA、
miRNA）は体液中の腫瘍マーカー・バイオマ
ーカーとなる可能性がある。microRNA が体液
中で安定に検出される理由は、細胞から分泌
される小胞の一種（エクソソーム、exosome）
に封入されることで、酵素からの分解を受け
ないためと言われる。エクソソームは培養細
胞の上清液にも存在することが知られ、我々
は培養細胞のセクレトーム（secretome, 細
胞が分泌する物質の総体）解析を基盤手法と
して上清液中の microRNA を網羅的解析した
結果、胃癌高転移細胞株 AZ-P7a において
let-7 microRNA family がエクソソームを介
して特異的に細胞外に放出することを見出
した。さらに細胞内外画分では異なる
microRNA プロファイリングを認めたことは、
組織分析によりマーカー候補となった
microRNA が必ずしも血清等の体液中で検出
されないことを示唆した。 
(2) 我々は microRNA に加えて培養上清液中
のプロテオーム解析により、肺小細胞癌細胞
株からニューロテンシン前駆体やユビキチ
ン等のタンパク質やペプチドを同定してき
て お り （ Ogura S, Ohshima K et al. 
Proteomics Clinical Application 2008）、
ニューロテンシン前駆体については、ELISA
の確立を行い、腫瘍マーカーとしての有用性
ついて検討を行っているところである。培養
細胞の培養上清液を腫瘍マーカー探索に用
いる理由は、(1)生体試料では食事や環境的
変化により腫瘍非依存的な分子の発現や状
態変化が起こること、(2)37℃で培養した上
清液から検出される物質は生体内で安定に
存在する可能性があること、及び(3)試料の
入手ならびに大量調製の容易性などが挙げ
られる。我々はこうした培養細胞のセクレト
ーム解析を基盤技術として、臨床応用可能な
血中腫瘍マーカーの開発を目指して研究中
である。 
  

２．研究の目的 
本研究では、癌細胞株の培養上清液のセク

レトーム解析を基盤手法として、培養細胞の
上清液中に含まれるmicroRNAやタンパク質の
解析から得られる知見をもとに、新しい血中
腫瘍マーカーの開発を目指す。検討項目は、
①let-7 microRNA familyが胃癌の転移予測
マーカーとして臨床応用への可能性につい
ての検証、②網羅的解析とデータマイニング
により、培養細胞上清中エクソソーム画分に
おけるmicroRNAやタンパク質を同定し、新た
なマーカー候補を見出すこと、以上２つから
構成される。 
 
３．研究の方法 
本研究の方法は、培養細胞の上清中に含ま

れるエクソソームの回収と、それに続くエク
ソソーム中に含まれる分析方法は、対象別に
microRNAとタンパク質の2つに大きく分けら
れる。 
(1) エクソソームの回収 
① 分析対象とする細胞株 
胃癌、膵癌、大腸癌、肺癌、乳癌等の癌細

胞株を用いた。細胞培養は 10%血清含有培地
で 48 時間行った。ウシ胎児血清(FBS)は予め
超遠心処理によりFBS由来のエクソソーム画
分を除去した後、培養に使用した。 
② 上清液の回収 
48 時間培養後の上清液は細胞や残骸等を

遠心分離により除去した後、回収した。 
③ 上清液中のエクソソーム画分の回収 
上清液をさらに超遠心分離処理(100,000

×g, 1 h)した沈渣をエクソソーム画分とし
た。 
 
(2) エクソソーム中の microRNA の解析 
ヒトでは2009年9月までに894種のmicroRNA

が同定されているが、本研究ではその中から
腫瘍マーカー候補となるmicroRNAを見つけ出
す手段として、網羅的解析を可能にするマイ
クロアレイを用いた。有意差を認めた
microRNAについては、個々の存在確認をリア
ルタイムRT-PCRで行った。 
① マイクロアレイによる網羅的解析 
培養上清液またはエクソソーム画分から

抽出したmicroRNA を含むtotal RNAについて、
miRNA 発 現 解 析 用 ア レ イ (human miRNA 
microarray, Agilent)を用いたマイクロアレ
イ手法により試料中のmicroRNA含有量を網
羅的に求めた。データマイニングは統計解析
ソフトウェアGeneSpring(Agilent)を用いて
行い、腫瘍細胞株間のデータ比較からマーカ
ー候補となるmicroRNAを抽出した。 

② リアルタイム RT-PCR による確認 
マイクロアレイ実験結果のデータマイニ

ングにより抽出された個々の microRNA につ
いて、エクソソーム画分中の存在量を定量
RT-PCR 装置（Applied Biosystems 7900 HT）
を用いて求めた。 
 
(3) エクソソーム中のタンパク質の解析 
我々によるHPLCと質量分析による同定手法

(Ogura S, Ohshima K et al. Proteomics 
Clinical Application 2008)を用いて培養上
清液及びエクソソーム画分に含まれるタンパ
ク質解析を行った。 
① 質量分析を用いたタンパク質・ペプチドの

同定 
培養上清液またはエクソソーム画分抽出

物をHPLCにより精製した後、NanoLC-リニア
ト ラ ッ プ -TOF 質 量 分 析 装 置 (Hitachi 
NanoFrontier)を用いて、タンパク質の同定
率を行った。 
② ウェスタンブロッティングによる発現確

認 
同定されたタンパク質について培養上清液



またはエクソソーム画分抽出物中の
を入手可能な市販抗体を用いて行った
 
４．研究成果
本研究の成果は、

クソソーム画分
的な
ことである。
バイオマーカーの開発に繋がるものとなる。
なお、
から十二指腸癌細胞株
（ https://cellbank.nibio.go.jp/~cellban
k/cgi
細胞供給元（
JCRB
let-7 microRNA family
実験は中止した。
ソソーム
microRNA
た。 
(1) エクソソーム
マイクロアレイを用いたエクソソーム中

の microRNA
キルス胃癌
中で、それぞれ特異的に含まれる
を認めた。
① スキルス胃癌
スキルス胃癌細胞株（

女子大学、現国立がん研究センターより一部
提供）
ソームにおける
リング
異的な
果は、難治性スキルス
となる
② 膵癌
膵癌、胃癌、大腸癌、乳癌等様々な癌細胞株
99 種の
を行い、その存在量を
た結果、膵癌で特異性の高い
認めた（図

 
 
図 1 

microRNA

 
その後の
来の癌細胞に比べて、エクソソーム中での含
有量が

またはエクソソーム画分抽出物中の
を入手可能な市販抗体を用いて行った

４．研究成果 
本研究の成果は、

クソソーム画分の網羅的解析により、
的な microRNA およびタンパク質を同定した
ことである。これらの
バイオマーカーの開発に繋がるものとなる。
なお、本研究期間内に、

十二指腸癌細胞株
https://cellbank.nibio.go.jp/~cellban

k/cgi-bin/search_res_det.cgi?ID=237#
細胞供給元（独立行政法人
JCRB 細胞バンク）から得られたことによ

7 microRNA family
は中止した。

ソソーム中の分析対象
microRNA とタンパク質

 
エクソソーム

マイクロアレイを用いたエクソソーム中
microRNA に対する網羅的

キルス胃癌と膵癌細胞株由来エクソソーム
中で、それぞれ特異的に含まれる
を認めた。 

スキルス胃癌細胞株における
スキルス胃癌細胞株（

女子大学、現国立がん研究センターより一部
提供）13 種を含む
ソームにおける microRNA
リング分析を行った結果、スキルス胃癌に特
異的な microRNA
果は、難治性スキルス
となる可能性を示唆するものである。

膵癌細胞株における
膵癌、胃癌、大腸癌、乳癌等様々な癌細胞株

種のエクソソームにおける
を行い、その存在量を
た結果、膵癌で特異性の高い
認めた（図 1）。 

1 癌細胞株 99 種におけるエクソソーム画分中の

microRNA 分布 

その後の検討により、
来の癌細胞に比べて、エクソソーム中での含
有量が高い傾向を示した。

またはエクソソーム画分抽出物中の
を入手可能な市販抗体を用いて行った

本研究の成果は、培養癌細胞上清液中
の網羅的解析により、
およびタンパク質を同定した

これらの発見は、
バイオマーカーの開発に繋がるものとなる。

本研究期間内に、AZ-521
十二指腸癌細胞株へ変更された

https://cellbank.nibio.go.jp/~cellban
bin/search_res_det.cgi?ID=237#

独立行政法人 医薬基盤研究所
）から得られたことによ

7 microRNA family と転移性胃癌の
は中止した。本研究成果について、

分析対象成分別
とタンパク質に区別し、以下記述し

エクソソーム中の microRNA
マイクロアレイを用いたエクソソーム中

に対する網羅的解析
と膵癌細胞株由来エクソソーム

中で、それぞれ特異的に含まれる

細胞株における
スキルス胃癌細胞株（栁原五吉

女子大学、現国立がん研究センターより一部
種を含む胃癌細胞株

microRNA の同定と
分析を行った結果、スキルス胃癌に特
microRNA 群の存在を認めた。この結

果は、難治性スキルス胃癌に対する
可能性を示唆するものである。
細胞株における miR-223

膵癌、胃癌、大腸癌、乳癌等様々な癌細胞株
エクソソームにおける

を行い、その存在量をヒートマップ上で示し
た結果、膵癌で特異性の高い

 

種におけるエクソソーム画分中の

により、miR-223
来の癌細胞に比べて、エクソソーム中での含

高い傾向を示した。

またはエクソソーム画分抽出物中の存在確認
を入手可能な市販抗体を用いて行った。 

細胞上清液中のエ
の網羅的解析により、癌特異
およびタンパク質を同定した

は、腫瘍あるいは
バイオマーカーの開発に繋がるものとなる。

521 細胞株が胃癌
へ変更された情報

https://cellbank.nibio.go.jp/~cellban
bin/search_res_det.cgi?ID=237#）

医薬基盤研究所
）から得られたことによ

と転移性胃癌の検証
について、エク
別、すなわち、

に区別し、以下記述し

microRNA の解析 
マイクロアレイを用いたエクソソーム中

解析により、ス
と膵癌細胞株由来エクソソーム

中で、それぞれ特異的に含まれる microRNA

細胞株における microRNA
五吉先生、安田

女子大学、現国立がん研究センターより一部
胃癌細胞株 26 種のエクソ

の同定とクラスタ
分析を行った結果、スキルス胃癌に特

群の存在を認めた。この結
胃癌に対するマーカー

可能性を示唆するものである。 
223 の特異性

膵癌、胃癌、大腸癌、乳癌等様々な癌細胞株
エクソソームにおける microRNA 解析

ヒートマップ上で示し
た結果、膵癌で特異性の高い microRNA 群

種におけるエクソソーム画分中の

223 が他の臓器由
来の癌細胞に比べて、エクソソーム中での含

高い傾向を示した。この結果は、

存在確認
 

のエ
癌特異

およびタンパク質を同定した
腫瘍あるいは

バイオマーカーの開発に繋がるものとなる。
細胞株が胃癌

情報
https://cellbank.nibio.go.jp/~cellban

）を
医薬基盤研究所 

）から得られたことにより、
検証
エク

、すなわち、
に区別し、以下記述し

 
マイクロアレイを用いたエクソソーム中

により、ス
と膵癌細胞株由来エクソソーム

microRNA

microRNA 群 
生、安田

女子大学、現国立がん研究センターより一部
エクソ

クラスタ
分析を行った結果、スキルス胃癌に特

群の存在を認めた。この結
マーカー

の特異性 
膵癌、胃癌、大腸癌、乳癌等様々な癌細胞株 

解析
ヒートマップ上で示し 

群を

種におけるエクソソーム画分中の

他の臓器由
来の癌細胞に比べて、エクソソーム中での含

この結果は、

miR
を示唆した。
 
(2)
プロテオーム解析

癌細胞株
ぞ れ 特 異 的 に 含 ま れ る タ ン パ ク 質
polyadenylate binding protein 1 (PABP1)
及 び
pathway substrate 8 (Eps8)
① 

十二指腸
株
プロテオーム
細胞に比べて
く存在することを認めた
内画分での
られなかった
をはじめ他の細胞株
存在
た。
 また、
に対して作製したところ、
み、
れた。一方、
の過剰発現安定株では、両細胞株ともエクソ
ソーム中への
て、
の放出は
AZ-
何らかの選別が行われている可能性を示し
た。
癌に対す
を示唆
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図

とエクソソーム

 
② 

肝転移巣及び原発巣からそれぞれ樹立さ
れた
に由来するエクソソームのプロテオーム解
析を行い、
ンパク質の中で、
が最も高い
した他の細胞株に由来するエクソソーム中
のタンパク質レベルをウェスタンブロッテ

miR-223 が膵癌腫瘍マーカー候補となること
を示唆した。 

(2) エクソソーム
プロテオーム解析
細胞株に由来するエクソソーム中でそれ

ぞ れ 特 異 的 に 含 ま れ る タ ン パ ク 質
polyadenylate binding protein 1 (PABP1)
及 び epidermal growth factor receptor 
pathway substrate 8 (Eps8)

高転移性十二指腸癌細胞株
における PABP1
十二指腸癌細胞株

株 AZ-P7a 細胞株
プロテオーム解析
細胞に比べて AZ
く存在することを認めた
内画分でのPABP1
られなかった。
をはじめ他の細胞株
存在量は AZ-521
た。 

また、PABP1
に対して作製したところ、
、エクソソーム中への

れた。一方、green 
過剰発現安定株では、両細胞株ともエクソ

ソーム中への GFP
て、PABP1 のエクソソー
の放出は AZ-P7a
-P7a 細胞におけるタンパク質の放出には、

何らかの選別が行われている可能性を示し
た。以上の結果
癌に対するバイオマーカーとなり得ること
を示唆するものである
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2 AZ-521 及び

とエクソソーム(Exo)

悪性度の高い
おける Eps8
肝転移巣及び原発巣からそれぞれ樹立さ

れた膵癌細胞株、
由来するエクソソームのプロテオーム解

析を行い、SU.86.86
ンパク質の中で、
が最も高い Eps8
した他の細胞株に由来するエクソソーム中
のタンパク質レベルをウェスタンブロッテ

(kDa)

37

100

50

75

150

25

が膵癌腫瘍マーカー候補となること
 

エクソソーム中のタンパク質の解析
プロテオーム解析により、

由来するエクソソーム中でそれ
ぞ れ 特 異 的 に 含 ま れ る タ ン パ ク 質
polyadenylate binding protein 1 (PABP1)

epidermal growth factor receptor 
pathway substrate 8 (Eps8)

十二指腸癌細胞株
PABP1 の特異性
細胞株 AZ-521

細胞株に由来する
解析において、
AZ-P7a 細胞エクソソームに

く存在することを認めた（図
PABP1発現は両細胞に違いは認め
。さらに、PABP1

をはじめ他の細胞株のエクソソーム中での
521 細胞同様、極めて少なかっ

PABP1 の過剰発現安定株を両細胞株
に対して作製したところ、AZ

エクソソーム中への PABP1
green fluorescent 

過剰発現安定株では、両細胞株ともエクソ
GFP の放出が認められた。従っ

のエクソソームを介した細胞外へ
P7a 細胞特異的であり、

細胞におけるタンパク質の放出には、
何らかの選別が行われている可能性を示し

以上の結果は、PABP1 が
るバイオマーカーとなり得ること

するものである。 

及び AZ-P7a 細胞株における細胞内

(Exo)画分における

悪性度の高い膵癌細胞株
Eps8 の特異性 

肝転移巣及び原発巣からそれぞれ樹立さ
細胞株、SU.86.86

由来するエクソソームのプロテオーム解
SU.86.86 に特異的に同定されたタ

ンパク質の中で、同定されたフラグメント数
Eps8 に注目し、膵癌をはじめと

した他の細胞株に由来するエクソソーム中
のタンパク質レベルをウェスタンブロッテ

ExoWCL

が膵癌腫瘍マーカー候補となること

中のタンパク質の解析
により、十二指腸癌と膵

由来するエクソソーム中でそれ
ぞ れ 特 異 的 に 含 ま れ る タ ン パ ク 質
polyadenylate binding protein 1 (PABP1)

epidermal growth factor receptor 
pathway substrate 8 (Eps8)を認めた。

十二指腸癌細胞株エクソソーム
の特異性 

521 とその高転移性
に由来するエクソソーム

、PABP1 が AZ
細胞エクソソームに
（図 2）。一方、

発現は両細胞に違いは認め
PABP1 は消化器系癌

のエクソソーム中での
細胞同様、極めて少なかっ

の過剰発現安定株を両細胞株
AZ-P7a 細胞株での
PABP1 放出が確認さ

luorescent protein (GFP)
過剰発現安定株では、両細胞株ともエクソ

の放出が認められた。従っ
を介した細胞外へ

細胞特異的であり、
細胞におけるタンパク質の放出には、

何らかの選別が行われている可能性を示し
が転移性十二指腸

るバイオマーカーとなり得ること

細胞株における細胞内(WCL)

画分における PABP1 存在レベル

癌細胞株エクソソーム

肝転移巣及び原発巣からそれぞれ樹立さ
SU.86.86 および MiAPaca

由来するエクソソームのプロテオーム解
に特異的に同定されたタ

同定されたフラグメント数
、膵癌をはじめと

した他の細胞株に由来するエクソソーム中
のタンパク質レベルをウェスタンブロッテ

Exo

が膵癌腫瘍マーカー候補となること

中のタンパク質の解析 
十二指腸癌と膵

由来するエクソソーム中でそれ
ぞ れ 特 異 的 に 含 ま れ る タ ン パ ク 質
polyadenylate binding protein 1 (PABP1)

epidermal growth factor receptor 
を認めた。 
エクソソーム

高転移性
エクソソームの

AZ-521
細胞エクソソームに多

一方、細胞
発現は両細胞に違いは認め

消化器系癌
のエクソソーム中での

細胞同様、極めて少なかっ

の過剰発現安定株を両細胞株
細胞株での

放出が確認さ
(GFP)

過剰発現安定株では、両細胞株ともエクソ
の放出が認められた。従っ

を介した細胞外へ
細胞特異的であり、かつ

細胞におけるタンパク質の放出には、
何らかの選別が行われている可能性を示し

転移性十二指腸
るバイオマーカーとなり得ること

(WCL)

存在レベル 

エクソソームに

肝転移巣及び原発巣からそれぞれ樹立さ
MiAPaca-2

由来するエクソソームのプロテオーム解
に特異的に同定されたタ

同定されたフラグメント数
、膵癌をはじめと

した他の細胞株に由来するエクソソーム中
のタンパク質レベルをウェスタンブロッテ



ィングにより検討した。その結果、検討した
35 株における Eps8 の存在は、膵癌細胞 8 株
と大腸癌細胞 1株及び胃癌細胞株 1株に認め
られた（表 1）。特に膵癌では、肝転移と腹水
由来細胞株に存在し、原発巣由来の細胞株で
は認められなかった。 

また、SU.86.86、HuP-T4、MiAPaca-2 及び
BxPC-3 細 胞 に 対 す る 悪 性 度 を 走 化 性
(migration)ならびに浸潤性(invasion)を指
標に xCelligence (Roche)を用いて検討した
結果、肝転移巣由来株 SU.86.86 が他の 3 細
胞株に対して悪性度が有意に高かった
(p<0.001)。また、腹水由来細胞株HuP-T4は、
原発巣由来株 MiAPaca-2 及び BxPC-3 に対し
て高い有意性を示した(p<0.001)。以上の結
果は、エクソソーム中における Eps8 量と細
胞の悪性度との間に強い相関性を認め、Eps8
が膵癌の悪性度を予測するバイオマーカー
となり得ることを示唆するものである。 
 
表 1 癌細胞株におけるエクソソーム画分における

Eps8 存在レベル 

グレー表示は、細胞の悪性度を走化性(migration)及び

浸潤性(invasion)を指標に xCelligence を用いて検討

した膵癌細胞株 4種である（本文参照）。 
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