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研究成果の概要（和文）：エクソソームは細胞から放出される微小な小胞で、内在するmicroRNA(miRNA)は腫瘍
増殖やアポトーシス、腫瘍増殖への関与が示唆されている。現在のところ卵巣癌エクソソーム内在miRNAについ
ての詳細は明らかになっていない。本研究は卵巣癌細胞培養上清中エクソソーム内在miRNAのプロファイルを明
らかにすることを目的としている。我々は卵巣癌培養細胞上清からのエクソソーム内在miRNA解析方法を確立
し、正常卵巣上皮細胞と異なる組織型４種の卵巣癌細胞株におけるエクソソーム内在miRNAのプロファイルを明
らかにした。最終的に卵巣癌細胞株で発現が特異的に増加した候補miRNAを３種に絞り込んだ。

研究成果の概要（英文）：Exosomes are small vesicles secreted by most cells.　Endogenous microRNAs 
(miRNAs) play critical roles in many biological processes, including tumor growth, apoptosis and 
tumor genesis . However, the function of endogenous miRNAs of ovarian cancer exosomes is not 
entirely clear.　 This study aimed to clarify the profile of exosomal endogenous miRNA in ovarian 
cancer cell lines. We established the analysis method of exosomal endogenous miRNA extracted from 
culture media of ovarian cancer cell lines and profiles were developed for the miRNAs of exosomes in
 ovarian cancer from the cell lines of various histological cell types. Finally, we narrowed down to
 three types of candidate miRNAs whose expression was specifically increased in ovarian cancer cell 
lines.

研究分野：腫瘍生物学

キーワード： 卵巣癌　エクソソーム　miRNA

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では卵巣癌細胞から放出されるエクソソーム内在miRNAをターゲットとしており、新規の卵巣癌の腫瘍増
殖・増殖抑制、浸潤に関わる因子を検出できる可能性が高い。そこで、申請者は卵巣癌におけるエクソソーム内
在miRNA発現プロファイルを検出することが必要と考え、培養細胞の培養上清から候補因子となるエクソソーム
内在miRNAを検出した。その中からマイクロアレイ解析で再現性が認められる候補miRNAを３種に絞り込んだ。ま
たデータベース(Target scan) を用い、候補 miRNAのターゲットとなるmRNAの予測を行い総合的な解析を行うこ
とで腹膜播種の作用機序解明に繋げていくことを考えている。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

 

エクソソームは細胞から放出される微小な小胞で、内在する microRNA(miRNA)は腫瘍増殖

や浸潤への関与が示唆されている。しかしながら、これらを標的とした医薬品や治療法につい

ては未だ発展途上の段階である。また卵巣癌の腹膜播種の機序は未だ解明されていない。 

近年、microRNA(miRNA)は細胞内のみでなくエクソソームに含まれ細胞外に分泌されるこ

とが明らかとなっている(Valadi H et al. Nat Cell Biol,2007)。卵巣癌エクソソームについては、

患者血清中のエクソソーム量が癌の進行に伴い増大すること(Taylor DD et al. Gynecol Oncol, 

2008)や、漿液性腺癌細胞株由来エクソソーム内在タンパク質の発現プロファイルの報告 

(Liang B et al. J Proteomics,2013) はあるが、卵巣癌エクソソーム内在 miRNAについての詳

細は未だ不明である。加えて、培養細胞によるエクソソーム内在 miRNA の機能については乳

癌(Yang M et al. Mol Cancer,2011)、前立腺癌(Kosaka N et al. J Biol Chem,2010)、肝癌

(Kogura et al. Hepatorogy,2011)などの報告があるが、卵巣癌エクソソーム内在 miRNAにつ

いて腫瘍増殖、増殖抑制、浸潤に関する機能は明らかになっていない。これらの背景からまず

卵巣癌腫瘍増殖・抑制および浸潤に関わるエクソソーム内在 miRNA プロファイルを検出する

ことが必要と考えた。次に生体内における候補 miRNA の作用や機能を検証するためには、動

物モデルを用いた組織学的な検証が不可欠であると考え、本研究を着想するに至った。 

 

２．研究の目的 

 

本研究では、まず卵巣癌培養上清からエクソソームを回収しエクソソーム内在 miRNA を抽

出する。抽出した miRNAはマイクロアレイを用いて網羅的な解析を行い腫瘍増殖・増殖抑制、

浸潤に関わる候補 miRNA を検出し卵巣癌に特異的なプロファイルを明らかにする、加えてそ

れらを導入・抑制した腫瘍抑制型エクソソームの作成を行い、腫瘍細胞及び正常内膜細胞に作

用させ腫瘍の浸潤や細胞増殖の作用機序の解明に繋げる。次いで癌性腹膜炎ラットモデルを用

いて腹水中のエクソソーム解析を行い最終的には 「腹水癌細胞の増殖・浸潤を抑え休眠状態

で共存させる。」という新しい治療プロトコールの提案を目指す。 

 

３．研究の方法 

 

（１）卵巣癌培養上清エクソソームの回収 

漿液性嚢胞腺癌(HRA)、類内膜腺癌(TOV112D)、粘液性嚢胞腺癌(MCAS)、明細胞腺癌(HAC-2)

およびヒト卵巣表面上皮細胞(HOSE)を培養し培地に含まれる牛胎児血清の影響を除くため、

無血清培地で 2日間インキュベートを行った後培養上清を回収した。 

ExoEasy Maxi kit(QIAGEN) によるエクソソームの回収を行った。その後、回収されたエク

ソソームについてエクソソームタンパク質マーカーCD63によるウエスタンブロットおよびナ

ノサイトによる粒子経や濃度の測定による評価を行った。 

 

（２）エクソソーム内在 miRNAの抽出およびマイクロアレイ解析 

回収したエクソソームから RNeasy micro kit(QIAGEN) modified protocol を用いて micro 

RNAの抽出を行った。その後  Bioanalyzer 2100 (Agilent)による micro RNA の量・質のチ

ェックを行い SurePrint G3 Human miRNA  microarray (Agilent) および SureScan  

Microarray Scanner (Agilent)を用いたマイクロアレイ解析を行った。 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Liang%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23333927
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Characterization+and+proteomic+analysis+of+ovarian+cancer-derived+exosome


 

（３）リアルタイム PCR ddPCR 

 

Taqman small RNA assay kit  (Termo Fisher scientific)、および（StepOnePlus Real Time 

PCR System）によるリアルタイム PCR解析を行った。 

 

 

４．研究成果 

 

（１）本研究は、卵巣癌細胞株の培養上清からエクソソームの抽出法を確立するところから開

始した。漿液性嚢胞腺癌(HRA)、類内膜腺癌(TOV112D)、粘液性嚢胞腺癌(MCAS)、明細胞腺

癌(HAC-2)およびヒト卵巣表面上皮細胞(HOSE)の培養上清からエクソソームを回収するにあ

たり、3 種のキットを用いて回収率や操作の簡便性について検討を行った。回収したエクソソ

ームはエクソソームタンパク質マーカーCD63 によるウエスタンブロットおよびナノサイトに

よる粒子経や濃度の測定による評価を行いエクソソームが回収されていることを確認した。 

 
 
 

 

MCAS細胞培養上清中より直径 100～300nm 

程度の小胞が回収された。 

 
 
 
 

 

 

さらに回収したエクソソームから micro RNA 抽出法の検討を行い、既存のキット試薬を変更

した方法を用いることで効率よく miRNA を抽出する方法を確立した。抽出した miRNA はバ

イオアナライザにより量・質のチェックを行った結果、small RNA領域にピークを認めた。 

 
 
 

 
miRNA領域にピークが検出され、ｒRNAに 

見られる 18S 28Sのピークは検出されなかった。 
 

 

 

 

 

（２）以上の方法を用いて回収された 4種の卵巣癌細胞株エクソソーム由来 miRNA とコント

ロールとして卵巣表面上皮細胞エクソソーム由来 miRNA についてマイクロアレイを用いた網

羅的な遺伝子解析を行った。加えて細胞抽出液についても同様に miRNA 解析を行った。その

結果、正常卵巣上皮細胞に比べ４種の卵巣癌で共通して発現の増加が認められたエクソソーム

内在 miRNA 1種、発現の低下が認められた miRNA 99種を検出した。また細胞内で発現が増

加していた miRNA 22種 発現の低下が認められた miRNA16種を検出した。そのうちエクソ

ソームと細胞内で共通して発現の低下を認めた miRNAは 14種であった。 

 



（３）マイクロアレイデータをもとに生物学的な機能の解釈やパスウェイ解析が可能なソフト

ウェア Ingenuity Pathways Analysis（IPA）を用いた詳細な解析を行った結果、異なる組織

型の卵巣癌細胞で共通して特異的に発現が増加した miRNA30 個、発現が減少した miRNA68

個を抽出し、最終的に卵巣癌で発現が特異的に増加した miR574-3P、miR1260、miR24を候

補 miRNAとして絞り込んだ。またデータベース(Target scan) を用い、miR574-3Pのターゲ

ット mRNAとして GALNT6や LATが予測された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Up regulate 30 miRNAs（FC >1.2)  

miRNAs of Exosomes with Ovary Ca vs HOSE  

 

 

（４）候補遺伝子として検出された miR-574-3P についてリアルタイム PCR による miRNA

の定量を行うために高感度 DropletDigital PCR (ddPCR)による解析を行った。まずｍir574-3P

および内因性コントロールである U6 を用いて ddPCR の反応条件、アニーリング温度の検討

を行った。しかしながらいずれも発現量が微量なため十分に検出されず条件検討が行えなかっ

た。また通常のリアルタイム PCRでは十分な解析ができなかったためリアルタイム PCRサン

プルを鋳型として再度リアルタイム PCR を行ったところ、以下の結果が得られた。コントロ

ールであるヒト卵巣表面上皮細胞(HOSE)細胞との発現比は漿液性嚢胞腺癌(HRA) 1.6、類内膜

腺 癌(TOV112D) 1.6、粘液性嚢胞腺癌(MCAS) 6.3、明細胞腺癌(HAC-2) 1.2、明細胞腺癌

(OVAS) 1.6といずれも増加が認められマイクロアレイの結果が裏付けられた。しかしながら微

量の遺伝子を無理に増幅させたためバラつきや再現性が乏しくデータとして信頼性に欠けるこ

とが危惧された。 以上の結果からエクソソームの濃縮などサンプルの回収条件を見直す必要

が考えられた。 
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