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研究成果の概要（和文）： 

 エクソソームを可視化するための Cd44-GFP を発現した正常細胞、癌細胞株の樹立に成功し、
それらから産生される GFP 可視化エクソソームの精製に成功した。それらを用いて、microRNA
を他の細胞にデリバリーできることを確認した。これらのツールは、エクソソームを用いた DDS
の基盤になることが期待される。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 We have developed Cd44-GFP expressing cells including normal and cancer cell lines to 
visualized exosomes. We also purified CD44-GFP labeled exosomes form those cells. We 
confirmed that CD44-GFP labeled exosomes cargo microRNA by adding these exosomes to the 
other cells. These tools should be useful for exosome derived DDS technology. 
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１．研究開始当初の背景 
  miRNA は、ゲノムから転写される 20-25
塩基の非常に短い non-coding RNA の一つで
あり、動植物に広く存在し、細胞の発生、分
化、増殖などの様々な生物現象に重要な役割
を果たしている。転写後は、一部ギャップを
持つ二本鎖 RNA で存在するが、成熟した
miRNA は一本鎖で RISC と呼ばれる複合体
と結合して、mRNA の翻訳や転写を阻害する。 
miRNA は、siRNA と異なり一つの miRNA
で約１００以上もの遺伝子の翻訳調節（翻訳
阻害）や転写抑制を行うことができ、細胞内
の遺伝子調節の新機構として近年世界中で
注目されている(Nature 455, 64-67, 2008)。 
miRNA は、種々の疾患発症などに寄与して
おり、miRNA を利用した診断や治療が世界
中の製薬会社、Alnylam 社を中心としたベン
チャーで進んでいる。武田などの製薬会社が

ライセンス契約を結んだことでもニュース
になった。しかし、miRNA を臨床上用いる
為には、miRNA デリバリーシステムの問題
は全く解決されておらず、これらを打破する
ブレークスルーが期待されている。 
 
２．研究の目的 
マイクロ RNA（microRNA, miRNA）は、次
世代の天然型核酸医薬品として注目されて
いる。しかし、siRNA の核酸医薬化でも問題
となっているドラッグデリバリーシステム
（DDS）の問題をクリアーできないと十分な
効果を示さないことが懸念されている。 
近年、マイクロ RNA は、脂質二重膜構造し
たエクソソーム(exsosome)に包まれて、血清、
母乳、唾液などの体液に分泌されていること
が明らかになった。分泌された miRNA は、
他の組織の細胞に取り込まれることからエ
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クソソーム構造が DDS のキーとなることが
考えられる。 
そこで、本研究では、細胞が作り出すエクソ
ソームを利用したＤＤＳシステムを作るこ
とで、次世代核酸医薬の DDS 問題を克服で
きる技術革新を目的として行う。 

 
３．研究の方法 
エクソソーム研究において、エクソソームの
精製方法は確立されておらず、エクソソーム
学会などでも大きな議論となっている。そこ
で、本研究では、エクソソームの粒子径、エ
クソソームの分泌量、エクソソームのマーカ
ーの発現量などを検討し、エクソソーム研究
に至適な精製方法を確立する。 
また、miRNA のＤＤＳの効率化を行うために
は、まずエクソソームによるＤＤＳの取り込
み効率を評価できる評価系の構築が重要で
ある。 
そこで、分泌されるエクソソームを可視化す
る系の構築を目指す。具体的には、脂質特異
的に結合する試薬（ＰＫＨ６７など）をエク
ソソーム精製後に添加して、エクソソームの
脂質を可視化する。 
されに、エクソソームマーカーの一つである
CD67 の GFP 融合タンパク質を用いて、正常細
胞やがん細胞に恒常的に発現させて、エクソ
ソーム膜タンパク質の可視化を行う。そこか
らエクソソームを精製すれば、CD67-GFP を含
むエクソソームを得ることができるため、エ
クソソームの動態を可視化することができ
る。つぎに、ＤＤＳの評価に用いる特異的な
miRNA を細胞に導入して、それらが細胞外に
蛍光で可視化されたエクソソームで分泌さ
れる系を構築する。 
可視化したエクソソームを用いて、細胞選択
制、臓器特異性が見いだせるかどうかを評価
する。 
最後に、臓器の特異性が見いだされたものは、
マウスなどの動物を用いて in vivo で評価し、
in vivo での有用性を実証する。 
 
４．研究成果 
細胞が分泌するエクソソームを miRNA の DDS

として利用できる基盤を形成するために、 
(1) 細胞が分泌するエクソソームを可視化   

できるシステムを構築する。 
 

 (2)分泌エクソソームの細胞の取り込み選 
択制の有無を検証する。 
 (3)組織特異的 DDS を培養細胞、動物を用い
て検証する（エクソソームの細胞の取り込み
特異性が見いだされた場合）。 
 (4) miRNAが取り込まれているエクソソーム
の脂質構成を明らかにする。 
 (5)大量培養 DDSシステム構築のための基盤
形成 
を目標に研究を実施した。 
 
(1) エクソソーム精製のための調整法の確立

を行った。エクソソームは 50nm ほどの小
粒子であることから、細胞のデブリ除去
後に超遠心にて行う方法が主流で行われ
ている。そこで、エクソソームマーカー
を指標にウエスタン解析で、エクソソー
ム生成量を定量して、至適な条件を確立
した。 

(2) 細胞が分泌するエクソソームを可視化に
関しては、超遠心にて調整したエクソソ
ームに PKH67 の脂質に親和性のある試薬
を加えた場合に緑色の蛍光が見られるこ
とをもちいて、エクソソームのラベルを
おこなった。未標識を超遠心で除去した
後に、細胞に添加したところ高効率に細
胞に取り込まれることが明らかになった
（図１）。 

 

 
(3) CD63-GFP を恒常的に発現できる細胞を 6

種作成し成功し、それらの細胞から蛍光
ラベルされたエクソソームが分泌されて
いることを確認した。がん細胞の HeLa 細
胞では、非常に強い GFP を発現する細胞
の樹立に成功した。また、この細胞から
分泌するエクソソームを精製したところ、
GFP を発現するエクソソームが精製でき
た。 



 

 
(4) 分泌エクソソームの細胞の取り込み選択

制の有無の検証を実施したが、使用した
正常細胞、癌細胞では効率に違いはある
ものの選択性は見いだせなかったが、エ
クソソームにより miRNA が、他の細胞に
デリバリーできることは明らかにできた。 
 

(5) miRNA が取り込まれているエクソソーム
の脂質構成に関しては、質量分析装置を
用いた解析により細胞膜と同様の脂質構
成であることがわかった。 

(6) 大量培養 DDS システム構築のための基盤
形成に関しては、エクソソームの分泌が
高い細胞を同定でき、これらを用いて恒
常的に特定の miRNA を発現する細胞を構
築し、高濃度のエクソソームを分泌でき
る細胞系を構築することができた。 
 

 

 
 

さらに、エクソソームを超遠心機により高濃
度に濃縮する系の確立ができた。これらの細
胞系とエクソソーム濃縮系を用いて、大量培
養装置の開発が行える大量培養 DDSの基盤形
成を構築することができた。 
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