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研究成果の概要（和文）：近年の内外の研究成果で、RNAのメチル化修飾（エピトランスクリプトーム）の解読
することが精密な医療の実現のために必要であることが明らかにされてきた。本研究では、そのエピトランスク
リプトームの情報を1塩基レベルの高い解像度と網羅性でプロファイリングする技術の整備に向けて開発研究を
実施した。本研究では、特に、尿や血液に含まれる細胞外小胞（エクソソーム[EV]）に着目した研究を進めた。
すなわち、EVの『殻』（EV脂質膜）と『中身』（RNAメチル化）を微小流路で連結して検討し、画期的ながん診
断法の開発に向けて技術の最適化を推進した。

研究成果の概要（英文）：Recent studies have revealed that decoding RNA methylation modifications 
(epitranscriptome) is necessary for the realization of precise medical treatment. In this study, we 
performed the development research toward the development of technology for profiling the 
epitranscriptome information with high resolution and comprehensiveness at the level of one base. We
 here focused on extracellular vesicles (exosomes [EV]) contained in urine and blood; i.e., EV "
shells" (EV lipid membranes) and "contents" (RNA methylation) are linked and examined through 
microchannels, and technology is optimized for the development of epoch-making cancer diagnostic 
methods. By utilizing the methods, the "shell" is sorted by nanowires (NW) and antibodies, and the "
contents" are decoded RNA methylation by tunneling current sequence (TS) and mass spectrometry (MS).
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本技術では、『殻』はナノ細線（NW）と抗体で選別し、また『中身』はトンネル電流シークエンス（TS）と質量
分析（MS）でRNAメチル化を解読するものである。In vitro 及びin vivoの検討結果を踏まえて、単一EV 集団の
1塩基の解像度のエピトランスクリプトーム情報まで掘り下げて検討し、臨床応用のための基盤を構築し、わが
国アカデミア発の知的財産として整備した。エピトランスクリプトームを精密に解読する技術は世界的にも開発
の途上にあるのが現状であった。本研究の成果により、わが国アカデミア発の知的財産として本技術の拡充を進
め、画期的なバイオマーカー開発のための基盤を構築することができた。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



１．研究開始当初の背景 
 
⑴ RNA のメチル化修飾（エピトランスクリプトーム）の重要性 
RNA は、DNA の情報を転写し、スプライシングと蛋⽩質の翻訳の制御を通じ
て、多彩な機能を発揮している。RNA では、塩基（A、U、G、C）の順列に加
えて塩基部分に対するメチル基（CH3-）が RNA の構造を⼤きく変化させて、
遺伝⼦の「暗号」を加筆している (Nature 2015)。主としてアデニンの 6 位がメ
チル化されて「m6A」となり、RNA のスプライシング、翻訳、安定性、結合す
る蛋⽩質の構造、機能を⼤きく変化させる。RNA のメチル化は、がんや⽣活習
慣病、精神神経疾患および⼼不全などにおける核酸の代謝を反映する⽣理応答
の指標（バイオマーカー）である。この RNA 修飾の解析には、特殊な技術が必
要である。 
 
⑵ エピトランスクリプトームの解読 
RNA のメチル化修飾（エピトランスクリプトーム）を 1 塩基レベルの⾼い解像
度と網羅性で明らかすることを⽬的として本研究開発を実施した。特に、尿や⾎
液に含まれる細胞外⼩胞（エクソソーム[EV]）に着⽬した。すなわち、EV の『殻』
（EV 脂質膜）と『中⾝』（RNA メチル化）を微⼩流路で連結して検討し、画期
的ながん診断法を開発するものである。この『殻』はナノ細線（NW）と抗体で
選別し、また『中⾝』はトンネル電流シークエンス（TS）と質量分析（MS）で
RNA メチル化を解読する技術である。 
 
予備的検討の結果を踏まえながら、単⼀ EV 集団の 1 塩基の解像度のエピトラ
ンスクリプトーム情報まで掘り下げて検討し、臨床応⽤のための基盤を構築し
ていくことを⽬指して研究を実施した。 
 
２．研究の⽬的 
 
(1) 技術基盤の構築 
本計画では、がん等に特異的な抗体とナノ細線（NW）を用いて多様な EV からサ

ブポピュレーションを選別・濃縮し、RNA 鎖一分子を計測できるトンネル電流シ
ークエンス（TS）と RNA 一塩基を計測できる質量分析（MS）を組み合わせて検討

することを目的とする。	
	

⑵	 応用に向けた最適化	

本技術の成果は、血液や尿など体液の EV の RNA の m6A を正確に計測し、有用な

バイオマーカーの開発に応用するために技術を最適化していく。	
 
３．研究の⽅法 
 
⑴ トンネル電流シーケンス（TS 法） 
⼀分⼦単位の RNA の塩基の順列（アライメント）を読める。電⼦が通り抜ける
時に⽣じるトンネル効果を利⽤した⼤阪⼤学発の量⼦技術である(特願 2014-



31084)。TS 法から微⼩流路を介して、MS 法と直結できる。 
 
⑵質量分析（MS 法） 
Maldi in-source decay を応⽤し、1 塩基単位で化学修飾を読める。いわば、横
軸(TS 法)と縦軸(MS 法)で、RNA 鎖内・塩基内で最先端計測した。 
 
⑶ナノ細線技術（NW 法） 
微⼩流路の液相中での安定性と静電的な結合を達成し、EV の分離を⾏う。この
技術は従来の超遠⼼法より多種類の miRNA（1000 種類）のレパトアを解析で
きる。 
 
４．研究成果（図１） 
 
(1) EV 選別から miRNA のメチル化計測に連結する技術の確⽴： 
⼤阪⼤学の倫理委員会に申請して既に承認が得られたので（承認番号 664）、 
 
患者の尿や⾎清を⽤い
て、EV 膜表⾯上のがん
特異抗原 (特許申請中) 
に対する抗体を搭載し
た NW 法により単⼀の
サブポピュレーション
の EV を『選別』し、
miRNA のメチル化を
計測する技術を完成さ
せる。miRNA から開始
し、ncRNA（100 塩基よ
り ⻑ 鎖 の ⾮ コ ー ド
RNA）の m6A メチル化
を TS 法と MS 法で計測し、バイオマーカーの有⽤性として開発した。 
 
⑵ 患者の RNA メチル化解読により最⾼性能のバイオマーカーを開発： 
NM＋TS＋MS 法の連結により、アンメット・ニーズが⾼い膵がん、胆道がん、
⼤腸がん、⾷道がん（各々50 症例）、および乳がん、肺がん、糖尿病、精神神経
疾患および⼼不全等の初診時や再発の⾎清・尿・原発病巣で RNA 修飾を『解読』
を進めた。 
 
⑶ 医療への反映と応⽤： 
解析する症例を増やし、疾患診療ガイドラインに反映することで臨床応⽤を⽬
指す。早期診断、⻑期予後、再発および補助療法（抗がん剤など）の効果と耐性
の予測として、有⽤性を検討した。さらに未診断疾患における新たな診断ツール
としての性能を検討した。喫煙、炎症など、バイオマーカーに影響を与える潜在
的な因⼦を検討した。 
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