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研究成果の概要（和文）：本研究では、細胞外へとmiRNAを分泌する複合体様式を解析し、その分泌メカニズム
を明らかにすることを目的とした。がん細胞株由来のエクソソーム画分を調製し、密度勾配遠心やゲルろ過を組
み合わせて、miRNA分泌複合体の特性を解析した。エクソソームに内包されて分泌されるmiRNAの種類は少なく、
タンパク質複合体として分泌されているものが多い事が強く示唆された。その分泌に関連する候補タンパク質を
質量分析によって複数同定した。これらのノックダウンにより、細胞外へと分泌されるmiRNAが細胞内に蓄積す
ることも明らかにした。今後は、詳細な分子メカニズムの解析を行う。

研究成果の概要（英文）：MicroRNA (miRNA), a class of small non-coding RNAs, have been attracting 
major interest in the field of cancer research to analyze molecular pathways that are deeply 
involved in cancer progression. In addition to their important cellular functions, secreted miRNAs 
(extra-cellular miRNA, ex-miRNAs) mediated by exosomes have also been considered to contribute the 
connection of inter-cellular networks. Although the increasing a body of evidences indicates 
important biological functions of ex-miRNAs, the mechanism how specific miRNAs transported into 
exosomes is still unknown. We, here, conducted the detailed analysis of biochemical properties for 
miRNA complexes, which are detectable in exosome-enriched fraction, and found that considerable 
number of ex-miRNAs is secreted by unknown protein complex. Furthermore, 14 proteins were identified
 as candidates of a novel complex, whose knockdown was suggested to regulates secretion of specific 
miRNAs from cancer cells.

研究分野： 分子細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 
 内在性 small non-coding RNA の一つであ
るマイクロ RNA は、細胞内で遺伝子発現制
御因子として機能し、生命活動の恒常性維持
に大きく貢献している。その発現異常は、が
んをはじめとしたヒト疾患の病態誘発と深
く関連している。ヒトゲノム中には、2000
を超える miRNA 遺伝子がコードされており、
その発現は組織特異的である。この組織特異
的発現パターンは、組織の発生や細胞分化の
制御に必須である。近年、miRNA が細胞外
へと分泌され、受け手細胞へと取り込まれる
ことで、細胞間のコミュニケーションツール
として機能していることが報告された。
miRNA は複数の分泌経路を経て、細胞外へ
と到達すると考えられている。中でも、エク
ソソームと呼ばれる脂質膜小胞に内包され
て分泌されることが注目されている。エクソ
ソームは、細胞間の情報伝達を担う重要な細
胞外小胞である。がん細胞が分泌するエクソ
ソームは、自身の増殖に有利な微小環境を作
り出し、例えば、がん細胞の転移の成立に深
く関連することが報告されている。この機能
には、エクソソーム膜上に存在するタンパク
質に加えて、エクソソームに内包されるタン
パク質や核酸、特に mRNA や miRNA の機
能が重要であると考えられている。しかしな
がら、がん細胞内でどのように特定 miRNA
がエクソソームへと輸送されるのかその制
御機構はわかっていない。 
 当研究室では、様々ながん細胞及び非がん
細胞の細胞内及びエクソソーム画分の
miRNA のプロファイリングを行った。興味
深いことに、非がん細胞株でも増殖能力を有
する細胞の内在性 miRNA 発現プロファイル
は、がん細胞株と類似しており、細胞内
miRNA の発現は細胞増殖の制御に極めて重
要であることが確認できた。一方で、エクソ
ソーム画分の miRNA プロファイルは、上記
非がん細胞株とがん細胞株では著しく異な
っており、細胞外への miRNA 分泌ががん細
胞の特性の一つ、即ち、がん細胞を規定する
機能の一つであると考えられる。エクソソー
ムに内包される miRNA は、がん細胞特異的
であると考えられることから、この特性を利
用して、がん早期診断マーカーとしての応用
も期待されている。事実、大腸がん患者由来
血清エクソソーム画分に存在する miRNA を
網羅的に解析することで、複数の miRNA が
診断バイオマーカーとして有用であること
を見出した。しかしながら、これらの miRNA
が真にエクソソームを介して分泌されてい
るか、現時点では明らかではなく、がん細胞
の特性理解のためには、miRNA の細胞外分
泌機構を詳細に検討し、分子メカニズムを明
らかにする必要がある。 
２．研究の目的 
 本研究課題では、エクソソームへ特定
miRNA を輸送するメカニズムを明らかにす
ることを目的とする。そのため、エクソソー

ム画分で検出される miRNA の特性と生化学
的特徴を検討し、細胞内での輸送メカニズム
にアプローチする。さらに、細胞内の輸送関
連分子を同定し、そのメカニズムを分子レベ
ルで理解することを目的とする。 
３．研究の方法 
1. 細胞外 miRNA分泌複合体の生化学的特性
の検討 
 培養細胞株の培養上清から、エクソソーム
画分を分画し、そこに含まれる miRNA 複合体
に関して、１）熱処理＋RNase 処理、２）タ
ンパク質分解酵素処理＋RNase、３）界面活
性剤処理＋タンパク質分解酵素処理＋RNase、
の各処理を行い、さら超遠心法によってエク
ソソーム画分を分画し、そこに含まれる
miRNA の解析を行った。 
2. miRNA 分泌複合体の単離 
 上記、１の解析から、少なくとも細胞株レ
ベルで細胞外へと分泌されるmiRNAの上位20
種類の中には、エクソソームに内包されて分
泌される miRNA は miR−21 のみであり、その
他の miRNA に関しては、熱処理で構造維持が
できない、おそらくはタンパク質複合体をメ
インとする分泌機構と、タンパク質分解酵素
に高感受性を示す分泌機構が存在すること
が示唆された。それらを詳細に解析するため、
ショ糖密度勾配遠心法によってエクソソー
ムを密度依存的に分離し、エクソソーム
miRNAの代表であるmiR−21とそれ以外の複合
体を介して分泌される miR−1246 を RT−PCR 法
で検出し、複合体画分を同定した。 
 miRNA 複合体の分子サイズを利用し、ゲル
ろ過クロマトグラフィーによって、複合体を
分離し、miR−1246 及び miR−21 の局在を検討
した。 
3. miRNA 分泌複合体の構成因子の同定 
 分泌複合体の指標となる miR−1246 の局在
をもとにして、密度勾配遠心ならびに、ゲル
ろ過法で複合体を分離し、当該分画に局在す
るタンパク質を質量分析によって網羅的に
解析した。 
4. 候補タンパク質のノックダウンによる
効果の検証 
 miRNA 分泌に関与すると考えられる候補分
子（上記で同定）に関しては、当該分子を
siRNA でノックダウンし、細胞外への miRNA
分泌等を検討する。 
４．研究成果 
1. miRNA の多くはエクソソームに内包され
ていない 
 培養細胞上清からエクソソーム画分を調
製し、その画分に存在する miRNA のプロファ
イルを作成した。内在性の発現プロファイル
も同時に取得し、それらの相関を検討した。
肺がん細胞株の A549 細胞の miRNA 発現量を
プロットすると、細胞内の発現量によらず、
細胞外へと分泌されるmiRNAが多いことがわ
かった（図）。興味深いことに、細胞外 RNA
のトップ20で細胞外miRNAの86%に及ぶこと
がわかった。したがって、これら上位の細胞



外 miRNA 分泌様式を検討することで、その詳
細なメカニズムが解明できると考えられた。
そこで、A549 細胞の細胞上清から、エクソソ
ームを濃縮し、それらを４つに分け、それぞ

れ、１）未処理、２）熱処理＋RNase、３）
タンパク質分解酵素＋RNase、４）界面活性
剤＋タンパク質分解酵素＋RNase の処理を行
い、さらに超遠心によってエクソソーム画分
を調製し、そこに存在する miRNA をマイクロ
アレイで解析した。興味深いことに、細胞外
トップ 20 miRNA のうち、脂質膜小胞に内包
されている miRNA は、miR−21 と miR−451 のみ
であり、その他の miRNA は未知の複合体を介
している可能性を見出した。そこで、未知の
複合体を介して分泌される可能性のある miR
−1246とエクソソームmiRNAであるmiR−21を
指標として、複合体の分離を試みた。ショ糖
密度勾配遠心法によって、超遠心で取得した
エクソソーム画分をさらに詳細に分画する
と、miR-21 は既知のエクソソームマーカーで
ある CD81 や CD9 のピークと一致して検出さ
れた。一方、miR−1246 のピークはエクソソー
ムのピークとは異なることがわかった。
miR-1246 のピークは、エクソソーム画分を熱
処理と RNase 処理することで、構造体が維持
できず、分解されることがわかった（下図）。
このことから、miR−1246 の分泌に関連する複
合体は、エクソソームと極めて近い分子密度
を有していると考えられる。そこで、エクソ
ソーム画分をゲルろ過クロマトグラフィー
によって分離すると、エクソソームと

miR-1246 は分離することができた。miR-1246
画分を濃縮し、電気泳動をすると当該分画に
特異的なタンパク質が存在している可能性
が示唆された。したがって、質量分析により
その画分のペプチド断片を全て解析し、１４
種類の分子を複合体構成因子の候補として
同定した。 
2. 候補因子はmiRNA分泌及びエクソソーム
分泌に関連している 
 上記で同定した因子の中には、ゴルジ体小
胞輸送関連因子や、細胞膜タンパク質、
GTPase や核酸結合ドメインを有する分子が
含まれていた。これら候補に対する siRNA ラ
イブラリーを作成し、当該分子のノックダウ
ンとmiRNA及びエクソソームの分泌の関連を
検討した。興味深いことに、ゴルジ体タンパ
ク質（A とする）、細胞膜タンパク質（B）、
Arf-GAP ファミリータンパク質（C）の各々の
ノックダウンによって、細胞外の miR-1246
が減少し、細胞内への当該 miRNA の蓄積が認
められた。さらに、細胞外粒子の検出を
nanosight で行なったところ、候補分子のノ
ックダウンによって、細胞外エクソソーム様
粒子が増えていることがわかった。候補分子
の中には、これまでに miRNA の分泌や生合成
と関連すると報告されている分子が含まれ
ていないことから、新規の miRNA 分泌複合体
である可能性が高いことがわかった。現在、
複合体全容を解明すべく、詳細な検討を進め
ている。 
3. 本研究のまとめ 
 本研究では、miRNA の細胞外分泌に関して、
細胞株を用いて検討を行った。驚くべきこと
に、肺がん細胞株の A549 から分泌されてい
る miRNA のトップ 20 については、エクソソ
ームを介して分泌されると考えられるもの
は miR-21 のみであると考えられる。その他
の miRNA に関しては、未知の複合体・分泌経
路を経て細胞外へと到達している可能性を
見出した。そのうちの一つ miR-1246 の細胞
外分泌に関連すると考えられるタンパク質
１４種類を分泌複合体候補因子として同定
した。これらのいくつかをノックダウンする
ことで、miR-1246 の細胞外濃度が減少し、細
胞内への蓄積が認められた。興味深いことに、
ノックダウン細胞ではエクソソーム様の細
胞外粒子の増加が認められ、新規 miRNA 分泌
複合体とエクソソームを含む細胞外小胞の
分泌経路が関連していると考えられた。 
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