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研究成果の概要（和文）：様々な細胞から放出されるエクソソーム中にmiRNAが含まれることが発見された。血
中には、『エクソソームに含まれるmiRNA』だけでなく、『タンパク質との複合体となったmiRNA（RISC）』が多
数放出され、ガン細胞の増殖能ならびに転移能を支配するという新たなメカニズムまでもが示されている。従っ
て、血中に放出されるmiRNAの機能を制御することは、血中miRNAが支配する癌の転移メカニズムを防止すること
に繋がると期待される。そこで本研究では、血中遊離型miRNA（RISC）を標的とする機能性核酸の開発、エクソ
ソーム追跡型miRNA捕捉分子の開発、以上２点の実現を目指し、研究を遂行した。

研究成果の概要（英文）：Exosomes are nano-sized vesicles that are released from various kinds of 
cells and delivered to the neighboring or distant cells (recipient cells). Such vesicles are widely 
distributed in various body fluids including blood. Recently, various kinds of nucleic acids 
including microRNAs (miRNAs) have been identified in exosomes. It has also been reported that such 
miRNAs in exosomes circulate in the bloodstream and are transported to work at the recipient cells. 
According to recent reports, the aberrant expression of miRNAs is associated with most pathological 
disease processes, including carcinogenesis. Therefore, circulating miRNAs are considered as 
significant therapeutic targets for cancer therapy, however, there is no report to regulate the 
function of miRNAs in exosomes. In this study, we try to develop novel drug delivery system using 
cationized antibody for delivery of anti-miR oligonucleotides to the recipient cells and for 
functional inhibition of circulating miRNAs.

研究分野：生体機能関連化学
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１．研究開始当初の背景 
近年、microRNA（miRNA）と呼ばれる小

さな RNA に高い関心が寄せられている。
miRNAは、ヒトの全遺伝子の 6割以上もの
発現を制御しており、細胞の分化や増殖、さ
らには発生段階における遺伝子発現の時間
的制御といった極めて重要なプロセスに関
与していることが明らかとなった。また、
microRNAの発現異常が、ガンなどの重篤な
疾患の原因にもなることも多く報告されて
いる。 
さらに驚くべきことに、様々な細胞から放
出されるエクソソーム中にmiRNAが含まれ
ることが発見された。エクソソームを介して
miRNA は血中を巡り、あらゆる臓器へと輸
送され、その細胞の遺伝子発現を制御してい
る。さらに、血中には、『エクソソームに含
まれるmiRNA（exosomal-miRNA）』だけで
なく、『タンパク質との複合体となった
miRNA（RISC）』が多数放出され、ガン細胞
の増殖能ならびに転移能を支配するという
新たなメカニズムまでもが示されている。従
って、血中に放出されるmiRNAの機能を制
御することは、血中miRNAが支配する癌の
転移メカニズムを防止することに繋がると
期待される。 
 
 
２．研究の目的 
	 本研究では、血中miRNAの機能制御を行
うための新規機能性分子の開発を目指すも
のである。血中には『エクソソームに内包さ
れた形状で存在するmiRNA』の他に、『RNA
結合性タンパクと結合して存在する miRNA
（RISC）』が多数存在し、その存在比率エキ
ソソーム型が 3割、RISC型が 7割である。
そこで本研究では、両者の機能阻害を狙い、
以下の２つの研究を推進した。 
 
A) 血中遊離型miRNA（RISC）を標的とす

る機能性核酸の開発 
B) エクソソーム追跡型miRNA捕捉分子の

開発 
 
 
３．研究の方法 
A) 血中遊離型miRNA（RISC）を標的とす

る機能性核酸の開発 
miRNA はそれ単独で機能せず、RISC

（RNA-induced silencing complex）と呼ば
れるリボヌクレオプロテインを形成して初
めてその機能を獲得する。RISC は miRNA
と相補的配列を有する mRNA と結合して遺
伝子発現を制御するが、この際、mRNA が
miRNAと完全相補的な場合には、mRNAの
切断が誘起されることが知られている。近年、
MacRae らのグループによって、miRNA と
完全相補配列を有する天然型 RNA が RISC
に結合した後、RISC から miRNA が解離さ
れる現象が見出された。一方で我々は、RISC

の機能を阻害するために、RISC中のmiRNA
に相補的な配列を有する核酸（anti-miR 核
酸）として 2’-OMe型 RNA (RISCから切断
を受けないRNA基質)を用いた場合に、RISC
からmiRNAが解離される現象を見出し、さ
らにそのmiRNAの解離効果を促進させるこ
とで、RISC の機能を効果的に抑制すること
に成功した。そこで本研究では、より高い
miRNA 解離効果を持つ anti-miR 核酸の新
たな設計指針確立のために、天然型 RNA と
化学修飾型 RNA の miRNA 解離効果を比
較・検証した。 
 
B) エクソソーム追跡型miRNA捕捉分子の

開発 
先述の様に、miRNA の一般的な機能阻害

法として、miRNA に相補的な配列を有する
核酸（anti-miR核酸）を用いた手法が挙げら
れるが、exosomal-miRNAはエクソソームに
内包されているため、in vivo に投与された
anti-miR 核酸をエクソソーム内に送達する
のは困難である。そこで本研究では、
exosomal-miRNA を標的とした機能性分子
の開発を目指し、エクソソーム表面抗原を認
識する抗体（anti-Exo抗体）を薬物輸送担体
として利用することで、anti-miR 核酸のエ
クソソーム受容細胞への送達と、exosomal 
miRNA の機能阻害を実現する新規抗体結合
型 anti-miR核酸（ExomiR-Tracker）の開発
を行った。 
 
	
４．研究成果	
A) 血中遊離型miRNA（RISC）を標的とす

る機能性核酸の開発 
RISC は miRNA の Seed 領域において標

的 RNA を認識して結合する。この際、標
的 RNA と miRNA とが完全相補的な場合
にのみ、RISC 中の PAZ ドメインから
miRNA の 3ʼ末端がリリースされる。その
ため、RISC に標的 RNA が結合し miRNA
が解離されるまでに複数の経路が存在する
と考えられるが（Fig.1）、どの段階が重要
であるか明らかになっていない。そこで
我 々 は 種 々 の anti-miR 核酸を 設 計 し
（Fig.2）、各々の miRNA 解離速度を評価
した。 

 
 
 
 
 
 
 

 
Fig.1 anti-miR 核酸（ASO）が RISC に結合することに
よって誘起されるmiRNA解離機構（予測図） A: Seed
領域とのみ相補的な RNA によって誘導される miRNA
の解離、 B: miRNA と完全相補的な RNA によって誘
導される miRNA の解離、C: RISC によって標的 RNA
が切断された後に誘導される miRNA の解離	  
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まず、Seed領域とのみ相補的な anti-miR
核酸 (ASO(Tiny LNA)) のmiRNA解離効果
を、in vitro Unloading Assay によって評価
した。その結果、ASO(Tiny LNA)はmiRNA
をほとんど解離しないことが明らかになっ
た。この結果より、miRNA の解離を誘導す
る為には PAZドメインからmiRNAの 3’末
端がリリースされる必要があることが示さ
れた。次に、miRNAと完全相補的で「RISC
から切断を受けない ASO（ASO(OMe)）」の
場合と、「RISCから切断を受ける ASOの場
合（ASO(Wild)）」のmiRNAの解離速度を評
価した。その結果、両者とも経時的にmiRNA
の解離が進行したが、ASO(Wild)の方がより
miRNA 解離速度が速いことが明らかになっ
た。RISC による ASO の切断の有無が
miRNA 解離速度に与える影響をさらに詳し
く解析するために、RISC から切断を受ける
位置のみに 2’-OMe 型 RNA を配置した
ASO(10-11 OMe)と、EDTAを添加すること
で RISC の 切 断 活 性 を 失 わ せ た 系
（ASO(Wild) with EDTA）のmiRNA解離速
度を評価した。その結果、両者ともASO(wild)
よりmiRNA解離速度が遅いことが示された
が、一方で ASO(OMe)よりもmiRNA解離速
度が速いことも明らかになった。以上の結果
から、より高い miRNA 解離効果を示す
anti-miR核酸を設計するためには、以下の 3
点が重要であることが明らかになった。1: 
miRNAの 3’末端側を PAZドメインからリ
リースさせる(miRNA と完全相補的である)、
2: RISCから切断を受ける、3: 基本骨格が天
然型 RNAで構成されている。 
 
 
 Table 1 Sequences of oligonucleotides 
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
       
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.2  anti-miR 核酸（ＡＳ０）による RISC からの
miRNA 解離速度（RISC on beads = 10 fmol. 
[ASO]s = 1 µM ） 

 
B) エクソソーム追跡型miRNA捕捉分子の

開発 
蛍光標識した ExomiR-Tracker を培養細胞
上清に添加し共焦点レーザー顕微鏡により
観察したところ、エクソソーム表面タンパク
質のうち、CD63 を抗原とする抗体を用いた
ExomiR-Tracker が細胞内に導入され、細胞
質に局在することが確認された（速報作成
中）。また、細胞内に取り込まれた標的
miRNA に対する機能阻害効果をルシフェラ
ーゼレポーターアッセイにより評価したと
ころ、細胞内に導入された ExomiR-Tracker
は標的miRNAの機能を配列特異的に阻害す
ることが示された。以上の効果は培養細胞系
だけでなく、in vivo でも確認された。以上
の結果は、極微量で高度な機能を発揮し、生
体制御系に大きな役割を果たしている
exosomal-miRNA を標的とした機能性分子
の開発に成功したことを示すものである。	
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