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研究成果の概要（和文）：HCVを標的とするmiRNAを用いた治療法を行うにはドラッグデリバリーシステム(DDS)を開発
する必要がある。本研究はDDSにエクソソームを応用し、miRNAによる治療法の開発を試みた。EGFRのリガンドの部分配
列を持つGE11を発現させた細胞からエクソソームを精製しエクソソームを標的細胞へ特異性を持たせた。miRANの内包
はエクソソーム産生細胞に遺伝子導入し、精製したエクソソームに含まれることを確認した。このエクソソームを動物
に投与すると移植したヒト腫瘍細胞特異的にデリバリーされることを確認した。このシステムにHCVを標的とするmiRNA
を内包することでHCVの治療に応用する可能性を示した。

研究成果の概要（英文）：It is necessary to develop drug delivery system (DDS) to give a treatment using mi
RNA which targets HCV. In this study we examined to apply exosome to DDS for miRNA. We purified the exosom
es from the cells which produced GE11 with the partial aliment of the ligand for EGFR and gave the target 
cell specificity. We produced the exosomes contain miRNA to gene transfer into the exosome-producing cells
 and confirmed that it was included in purified exosomes. We confirmed that the exosomes specifically perf
ormed delivery to the xenografted human cancer cells in mice. So we showed possibility to apply to treatme
nt of the HCV by the exosomes containing miRNA which targets HCV in this system.
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１．研究開始当初の背景 

日本では 150 万から 200 万人が HCV

に感染しており、国民 100 人中 1 から

2 人がウイルスキャリアーであると報

告されている。HCV 由来の癌は肝癌の

8 割を占める。HCV に対する治療法は

肝機能を改善して肝臓の機能の悪化を

防ぐ対症療法と、インターフェロン

(IFN)を用いて HCV を体内から排除す

る方法がある。 

しかし、日本人の HCV キャリアーの

70%は 1b 型の遺伝子型であり、IFN に

対する反応性は弱く、また、IFN によ

る副作用も起こることが報告されてい

る。そのため、IFN に変わる HCV を標

的とした治療法の開発が望まれる。近

年、分子標的治療法への応用に 20 から

25 塩基の一本鎖 RNA で遺伝子発現の

調節を行う機能性 RNA( miRNA)が注

目されている。2009 年に miRNA-199a

には HCV のゲノムの複製を抑制する

働きがあることを、本研究分担者であ

る村上らによって報告をした。我々は

この miRNA を用いて C 型肝炎の発症

原因となる HCV の複製を抑制する治

療法の開発を目指す。miRNA の存在は、

細胞のみならず、血液や尿、髄液、母

乳などでも確認されている。また、癌

患者の血清中にも miRNA が存在する

こと(Tanaka; Plos One)や、肝癌での

miRNA が癌の増殖に重要な役割をし

ていること(Shigoka; Patho. Int.)を我々

は報告している。治療効果を高める為

には HCV の感染した肝細胞に効率よ

く miRNA を導入するため、miRNA の

細胞内外の輸送を行っているエクソソ

ームに肝細胞と親和性のある HGF を

エクソソームの膜上に発現させたもの

を用いる。エクソソームには主要組織

適合遺伝子複合体（MHC）が発現して

いることから、治療に用いるエクソソー

ムは患者由来のものが望まれる。そこで、

患者由来の細胞を iPS 細胞へ誘導し人工

型エクソソームを作成する。 
 
２．研究の目的 

HCV の多くの遺伝子型は IFN に対する

反応性は弱く、IFN に変わる HCV を標的

とした新規治療法の開発が望まれる。我々

は世界で初めて HCV レプリコンを標的と

する miRNA の単離に成功し、この miRNA

を用いたHCVの治療応用を目指している。

一方、核酸治療薬の効果は標的細胞に核酸

薬が効率良く到達することが重要である

と考えられており miRNA を感染細胞に効

率良く作用させることが必要である。そこ

で我々は、iPS 細胞を用いた細胞内小胞体

膜表面に HGF を発現させた人工型エクソ

ソームを合成し、その中に miRNA を組み

込んだ革新的なドラッグデリバリーシス

テムを開発する。このシステムを用いるこ

とは HCV を標的とする斬新的な治療方法

の実現を可能とする。 
 
３．研究の方法 

HCV の標的治療の開発のため、以下の研

究計画を行った。 

(1)HGF を発現させたキメラ型エクソソー

ム及び miRNA を含む人工型エクソソ

ームの作成 

(2)in vitro での HCV 標的 miRNA を含む

人工型エクソソームによる HCV ゲノ

ムの抑制効果 

(3)マウスを用いた実験動物での人工型エ

クソソームによる HCV ゲノムの増殖

抑制効果 

(4)人工型エクソソームの異種抗原に対す

る実験動物での検討 

ヒト iPS 細胞由来の人工型エクソソー

ムの作成と機能の解析 

４．研究成果 



エクソソーム産生細胞の確立とエ

クソソームの精製法

DDS に応用するエクソソームは、

瘍細胞由来のエクソソームには取

り込まれた細胞に影響を及ぼすこ

とも考えられるため、

子を考慮して正常に近い細胞株で

ある HEH293

ソソームの精製

上清を限外濾過法や超遠心法を試

した結果、超遠心法で精製すること

で、均一な大きさのエクソソームを

電顕写真から確認した。

から HRK293

心法にてエクソソームを精製する

こととした。

組織指向性を保持する

ムの作成 

エクソソームを上皮細胞と親和性

を持たせるため、

親和性分子を保持するエクソソー

ムを作成することにした。

EGF の受容体であり、

域である GE11

GE11 とキメラ分子を発現するベク

ターを構築し、

することで膜上に発現するか確認

した。エクソソームの構成は細胞膜

であるため、産生細胞膜に分子の発

現を western

ることで確認

この細胞の培養上清からエクソソ

ームを回収し、エクソソームでの分

子の発現を調べたところ

blot 法及び、免疫電顕にて確認が

出来た。EGFR

認を EGFR の発現量の違う細胞に蛍

光標識したエクソソームを反応さ

せ、共焦点レーザー

ると EGFR の発現量に依存する結果
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クソソームの精製法 
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とも考えられるため、内包される因
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を得た。以上の結果から

対する指向性を持つエクソソームの

作成に成功した。

 
 
 
 
 
 
 
 

(3)エクソソーム内への

miRNA をエクソソームに内包

二つの方法を行った。一つは精製したエ

クソソームにエレクトロポレーション

法を用いて

つ目は、エクソソーム産生細胞自身に

miRNA オリゴを遺伝子導入して培養上

清中に産生されるエクソソームを回収

する方法を行った。エクソソームに内包

されたエクソソームの評価は

確認をしたところ、二番目の方法でのみ

miRNA の検出が確認された。

(4)作成したエクソソームの機能解析

を得た。以上の結果から

対する指向性を持つエクソソームの

作成に成功した。 
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二つの方法を行った。一つは精製したエ

クソソームにエレクトロポレーション

法を用いて miRNA オリゴを導入する。二

エクソソーム産生細胞自身に

オリゴを遺伝子導入して培養上

清中に産生されるエクソソームを回収

する方法を行った。エクソソームに内包

されたエクソソームの評価は

確認をしたところ、二番目の方法でのみ

の検出が確認された。

作成したエクソソームの機能解析

を得た。以上の結果から EGFR 分子に

対する指向性を持つエクソソームの

miRNA の内包 
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クソソームにエレクトロポレーション

オリゴを導入する。二

エクソソーム産生細胞自身に

オリゴを遺伝子導入して培養上

清中に産生されるエクソソームを回収

する方法を行った。エクソソームに内包

されたエクソソームの評価は PCR 法

確認をしたところ、二番目の方法でのみ

の検出が確認された。 

作成したエクソソームの機能解析 

分子に
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オリゴを遺伝子導入して培養上
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法で

確認をしたところ、二番目の方法でのみ

 



標的細胞に取り込まれた作成したエ

クソソームが細胞の標的分子の発現

量に変化を誘導するか確認したとこ

ろ、核酸を内包したエクソソームで

は核酸を内包しないエクソソームと

比較をして取り込まれた細胞の遺伝

子の抑制効果が見られた。この結果

からエクソソームに内包した核酸は

標的細胞に取り込まれ、細胞内の遺

伝子発現を抑制する機能を有するこ

とを示すことに成功した。 

(5)マウスを用いた生体内での核酸デリ

バリーシステムの確認 

ヒト腫瘍細胞を Rag2-/-マウスに移

植・生着した個体に、蛍光標識した

エクソソームを尾静脈から投与し、

in vivo imaging analyzer(IVIS)で

解析し、各臓器におけるエクソソー

ム分布を確認したところ、腫瘍組織

に標識したエクソソームが到達して

いることを確認した。 

(6)ヒト腫瘍組織を持つマウスでのエク

ソソーム 

ヒト腫瘍細胞株を移植・生着させた

Rag2-/-に miRNA を内包したエクソソ

ームを尾静脈より一週間ごとに 4 回

投与し、その後の腫瘍の増殖につい

て、In vivo imaging analyzer で解

析したところ、核酸を内包したエク

ソソーム群ではエクソソーム単独群、

対照核酸群と比較して優位な腫瘍の

抑制効果を得た。 

以上の結果から標的組織特異的な分

子をエクソソームに発現させること

により、組織特異的に取り込まれ、

さらに、このエクソソームに内包さ

れた miRNA が細胞内で機能すること

で腫瘍の増殖を抑制することに成功

した。これらの結果は、miRNA の組織

特異的なドラッグデリバリーシステ

ムにエクソソームが応用可能である可

能性を示した。 
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