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研究成果の概要（和文）：本研究では、正常な間質細胞とがん間質が産生するエクソソームを比較し、腫瘍発生
を抑制する正常間質由来エクソソーム含有miRNAを同定し、新規のエクソソーム治療法への応用を目指した。そ
の結果、加齢に伴ってエクソソームに内包されるmiRNAのプロファイリングが異なることを見出した。また、若
年者骨髄間質細胞が放出するエクソソームに腫瘍血管新生を抑制する効果があること、さらに、この若年者骨髄
間質細胞由来エクソソームに特異的に内包されているmiR-340を高齢者骨髄間質細胞由来エクソソームに直接導
入して作成した「改変エクソソーム」でも同様の抗腫瘍血管新生能を示すことも明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Bone marrow stromal cells (BMSCs) and their exosomes are a promising area of
 cancer therapy; however, little is known about the age of BMSCs from which the exosomes came. Here,
 we investigated therapeutic effects of BMSC exosomes derived from young and elderly donors.
The exosomes were isolated from conditioned medium of BMSCs. We performed exosomal miRNA profiling, 
and found that the donor’s age decides senescent changes in BMSC, and exosomes derived from young 
BMSCs could block MM cell-induced angiogenesis in Matrigel plug. We also noted young BMSC-specific 
exosomal miRNA, such as miR-340. Of note is that the anti-angiogenic effect was potentiated by 
modifying exosomes of elderly BMSCs; exosomes are directly transfected with miR-340. Our results 
suggest that the BMSC exosomes is able to transfer the miRNAs, which have the ability to inhibit 
angiogenesis. The present study provides a new insight toward exosome-based cancer therapy by 
reconstruction of BMSC-derived exosomes.
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１．研究開始当初の背景 
我々は、腫瘍細胞から放出される細胞外小

胞（エクソソーム）における「がん微小環境」
内での機能に注目し、これまでにがん微小環
境、特に低酸素環境に潜む腫瘍細胞において
特異的に発現している miRNA（miR-135b）が、
エクソソームを介して血管内皮細胞に受け
渡され、HIF-1 経路を介した血管新生能を亢
進させることを報告し（引用文献 1）、がん微
小環境における「腫瘍細胞から周辺細胞へ」
という視点でのエクソソームを介した細胞
間相互作用の解析を行ってきた。一方で、が
ん細胞は血管内皮細胞を含む周辺細胞「がん
間質細胞」と情報のキャッチボールをしなが
らその微小環境を構築・維持している。この
がん間質から放出されるエクソソームが微
小環境へ与える影響も重要であると考えら
れる。造血器腫瘍の一種である多発性骨髄腫
において腫瘍細胞の発育進展に骨髄間質細
胞由来エクソソームに含有されるmiR-15aが
関与していることが咆哮されている（引用文
献 2）。 
 
２．研究の目的 

がん細胞由来エクソソームの機能解析お
よびそれらをターゲットとした診断・治療へ
の応用に向けた研究が進む中、「がん間質か
ら腫瘍細胞へ」影響を与えるエクソソームの
機能解析も新規エクソソーム治療戦略を考
える上では今後さらに重要になると考えら
れた。そこで、本研究では「正常な間質細胞」
と「がん間質」が産生するエクソソームとを
比較し、腫瘍発生を抑制する正常間質由来エ
クソソームを同定すること、さらにはこれら
の間質由来エクソソームを用いた新規エク
ソソーム治療の開発を目的とした。 

 
３．研究の方法 

骨髄内の間質細胞を含む間葉系細胞は免
疫系を制御する因子を産生して様々な傷害
から生体を保護している。しかし、加齢によ
り間質細胞の防御能力が衰退すると、腫瘍細
胞の誘導により「がん間質」へと変貌して今
度は腫瘍細胞の進展に加担してしまうと考
えられている。そこで以下の実験を行った。 

 
(1) 腫瘍細胞からの「がん間質誘導シグナ
ル」の影響を受けやすくなってしまっている
のか（加齢ががん間質化の要因になっている
か）？  

LONZA 社から購入した若年者ドナー
（19-22 歳）由来、高齢者ドナー（68-72 歳）
由来骨髄間質細胞を用いて、腫瘍細胞（多発
性骨髄腫細胞株: RPMI8226）とカルチャーイ
ンサートを用いた非接触型の共培養、もしく
は骨髄間質細胞培養上清から単離したエク
ソソーム分画を添加した。腫瘍細胞の増殖お
よび血管新生能（tube formation assay）の
誘導を「がん間質」化の指標として解析した。 
 

(2) 若年者由来間質細胞は、腫瘍細胞に対す
る防御能を有しているのか？ 

若年者もしくは高齢者由来間質細胞由来
エクソソームを腫瘍細胞の培養系に添加し、
腫瘍細胞の増殖抑制や細胞死（アポトーシス、
Annexin V）の誘導を指標として解析した。 

また、骨髄腫細胞（5x10^6 細胞）を 200µL
のマトリゲルに骨髄間質細胞由来エクソソ
ームと混合した状態でヌードマウスの皮下
に移植し、3 週間後に腫瘤を回収し、血管新
生能、腫瘍細胞の増殖を指標として解析した。 
 
(3) 加齢性変化に伴う骨髄間質細胞由来エ
クソソームの機能解析 

TaqMan PCR アレイ（ABI）を用いて、若年
者由来、高齢者由来骨髄間質細胞由来エクソ
ソーム含有miRNAのプロファイリングを行う
とともに、Exofect（SBI）を用いて候補 miRNA
を導入した改変エクソソームを作成してそ
の機能を解析した。 

 
４．研究成果 
(1) 骨髄間質細胞の加齢は「がん間質化」の
要因になっているか？ 

多発性骨髄腫細胞株 RPMI8226 との共培養
を行うと、予想とは反して高齢者由来骨髄間
質細胞では顕著な変化は見られなかった。一
方、若年者由来骨髄間質細胞との共培養では、
RPMI8226 の細胞増殖抑制、アポトーシスが誘
導され、健常者由来骨髄間質細胞、特に若年
者由来には腫瘍細胞の増殖抑制効果がある
ことが分かった。 
 
(2) 骨髄間質細胞由来エクソソームに内包
された腫瘍抑制型エクソソームの同定 

腫瘍細胞の増殖抑制効果の要因となる因
子の同定のため、若年者由来骨髄間質細胞が
分泌する因子、特に本研究ではエクソソーム
内miRNAに注目して解析を行った。その結果、
若年者由来エクソソームに特異的に含有さ
れているmiRNAを4種類（miR-411, miR-374a, 
miR-340 ,miR-365）同定した（図 1参照）。 

図 1. エクソソーム内 miRNA の網羅的解析 
 

次に、高齢者由来エクソソームにこの４種
類の miRNA 類似体を単独、または混合して直
接導入し、「エクソソームの若返り」を試み
たところ、miR-340 および mIR-365 を導入し
た改変高齢者由来エクソソームにおいて若



年者由来エクソソームと同程度の抗腫瘍血
管新生が得られることを見出した（図2参照）。 

図 2. 改変エクソソームの機能解析 
 
＜総括＞ 

当初の計画では、健常者由来間質細胞を用
いて「がん間質化モデル」の構築を試みたが、
予想以上に健常者、特に若年者由来骨髄間質
細胞の抗腫瘍効果が高く、がん間質の誘導に
は至らなかった。一方で、抗腫瘍効果として
腫瘍細胞の増殖抑制には関与していなかっ
たものの、腫瘍血管新生を抑制する骨髄間質
細胞由来の因子、エクソソーム内 miR-340 を
同定した。このような治療効果の高いエクソ
ソーム内miRNAの生理機能を利用した新規の
がん治療法の開発へと結びつくと考えられ
る。今後は、患者由来骨髄間質細胞を用いて
「がん間質化」メカニズムにアプローチして
いくとともに、さらに骨髄間質細胞の加齢性
変化とがん微小環境の関係性をより明らか
にしていく。 
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