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研究成果の概要（和文）：本検討では、膵腫瘍におけるExosome microRNA (ExmiR)とRNA結合蛋白の意義を検討
した。
次世代シークエンサーを用い膵癌・IPMNの血清で過剰発現するExmiRを同定した．またIPMNの悪性度，膵癌の予
後や治療効果と相関するExmiRを同定した．ExmiRとExosome外のmicroRNAおよび既存の腫瘍マーカーを比較し，
ExmiRはIPMNや早期がんの診断において優れていることを明らかにした。
複数のRNA結合蛋白をKnock downすることで膵癌の増殖を抑制するRNA結合蛋白を同定し、それにより細胞中 
microRNAおよびExmiRが変化することを確認した。

研究成果の概要（英文）：This study investigated the significance of Exosomal microRNA (ExmiR) and 
RNA binding protein in pancreatic neoplasm. We invastigated by next generation sequencer, and ExmiRs
 of serum were overexpressed in pancreatic cancer (PC) and intraductal papillary mucinous neoplasm 
(IPMN). ExmiRs were correlated with the prognosis and therapeutic effect of PC and malignant 
potential of IPMN. We compared the ExmiRs with microRNA outside exosome and existing tumor markers, 
and confirmed that ExmiRs were superior in the diagnosis of IPMN and early stage of PC. By knocking 
down multiple RNA binding proteins, we identified RNA binding proteins that suppress pancreatic 
cancer proliferation, thereby confirmed that influenced to cell microRNA and ExmiR. These results 
indicated that ExmiRs and RNA binding protein are mutually related to the progression of pancreatic 
neoplasm.

研究分野：消化器癌

キーワード： microRNA　膵臓癌
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１．研究開始当初の背景 
ゲノム中にはmiRのように蛋白質へ翻訳さ
れない Non-cording RNA が数多く存在し、RNA
干渉により生体の遺伝子発現を制御してい
ることが報告されている。これまでの miR の
発現と腫瘍性病変の関連を対象とした研究
により、癌の発生や進展の過程で miR の遺伝
子変異や異常メチル化、miR の転写後修飾の
異常が深く関係していることが明らかにさ
れた。消化器癌において miR の発現が亢進し
ていることや、これらの発現異常が癌の進行
度や予後、抗癌剤耐性とかかわっていること
が報告されている。また、癌組織において RNA
結合蛋白の発現パターンの変化が認められ、
細胞増殖の亢進や細胞死の抑制など癌促進
的に働いていることや、RNA 結合蛋白の発現
パターンは癌発生臓器や進行度によって違
いがあることが明らかにされた。 
当科ではこれまでに miRや RNA 結合蛋白の
発現異常と消化器癌や炎症性疾患との関連
に着目し、miRがRNA結合蛋白と直接結合し、
オートファジー経路を介して大腸癌細胞に
アポトーシスを誘導することや、miR-が腸管
内で NF-κBの活性化および腸管バリア機能
の亢進を介してマウス腸管炎症を改善する
ことを明らかにしてきた。 
近年、癌細胞で過剰発現した miR が血液や体
液中に分泌されること、また、これらの発現
異常や異常メチル化が癌の予後と相関する
ことから、血清 miR の発現異常を検出するこ
とは有用な癌の診断・予後予測マーカーにな
る可能性が示唆された。しかし、血液中に存
在する RNA分解酵素によって血清中 miRが分
解されるためその定量は困難であり、臨床応
用に至っていない。一方で、血液中を循環す
る miRが exosome と呼ばれる小胞の中に包埋
され血液中でも安定して存在することが報
告され、血清中 miR が分解をされることなく
定量できる可能性が示された。また、この
exosome は癌の転移への関与が推察され、遠
隔臓器における癌由来 miRの移入には RNA結
合蛋白の共存が必要であると考えられる。 
 
２．研究の目的 
(1) 癌患者における exosome 中 miR および
RNA 結合蛋白の発現異常と臨床所見や予後と
の関係を明らかにする。 
(2) 癌由来 exosome による標的細胞の miRお
よび RNA結合蛋白の発現および細胞態度の変
化を明らかにする。 
(3) Exosome の体内分布および転移形成への
影響を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
（1）腫瘍および癌患者、健常人の血清から
Exoquickによる免疫沈降にてexosomeを回収
する。Exosome 中 miR の発現パターン変化を
次世代シークエンサーによる網羅的解析に
て抽出し、RT-PCR にて明らかにする。Exosome
中のRNA結合蛋白の変化をWestern Blot法，

ELISA にて明らかにする。明らかにした
Exosome 中の RNA 結合蛋白および miR の発現
パターンの変化と臨床所見との関連を明ら
かにする。 
(2) (1)より同定した RNA 結合蛋白や miR の
発現抑制および過剰発現細胞とexosomeを作
成する。標的細胞の miR および RNA 結合蛋白
の発現および細胞態度の変化を明らかにす
る。 
(3) ヌードマウスにexosomeの表面マーカー
である CD63 を GFP で標識した癌細胞株を移
植し、癌細胞由来 exosome の分布を明らかに
する。また 1.で検出した miR および RNA 結合
蛋白を過剰発現させた Exosome を投与し，転
移形成への影響を明らかにする。 
 
 
４．研究成果 
(1)  
健常者,IPMN・膵癌患者の血清中 Exosome を
回収し,次世代シークエンサーを用いて, 
Exosome 中の miR（ExmiR）を網羅的に解析し
た。 

 
 
 
 
 

 
 
 
3 群間で有意差を認めた 3つの miRを RT-PCR
にて発現量変化を確認した。いずれの ExmiR
も健常者と比較し腫瘍性病変で発現量が高
いことを明らかにした。Exosome 外の miR
（CmiR）は健常者・IPMN・膵癌の間で明らか
な差を認めなかった。ROC 曲線を用いた
IPMN・膵癌の診断能においても ExmiR は CmiR
より優れていることを明らかにした。 
 

 
 
 
 
 
 
 

Candidate ExmiR P value 
miR-191 0.0036 
miR-21 0.0417 
miR-451a 0.0477 



 
 
3 つの ExmiR と既存の腫瘍マーカーを ROC 曲
線にて比較し,IPMN や早期の膵癌にて ExmiR
の診断能が優れていることを確認した。 
 

 
 
 
IPMN 群において、癌進展のリスク因子を解析
し、結節状隆起を伴う症例、High risk 
stigmata がある症例において、ExmiR の発現
が高くなることを明らかにした。 

 
 
 
 
膵癌症例において Kaplan meier で有意とな
った UICC Stage4 と ExmiR を Cox-hazard 
model にて多変量解析を行ったところ、いず
れも有意な予後因子となった．また、ExmiR
の発現が高い症例において、Progression 
disease が多いことを明らかにした。 
 
 
 

 

 
 
 
Exosome 中 RNA 結合蛋白（RBP）については、
血清を用いた Westan blot 法では結果にばら
つきがあり,ELISA 法などで今後再解析とし
た。 
 
 
(2) 
(1)で明らかとした ExmiR のうち，腫瘍抑制
miR を過剰発現することで，膵癌細胞の増殖
が抑制されることを確認した。 
 

 

 
 
 
 
また複数の RBPを siRNA にて発現抑制したと
ころ，RBP A を抑制することで膵癌細胞の増
殖が抑制されることを明らかにした。 



 
siRNA の効果を RT-PCR にて確認し、RBP A は
細胞内で発現抑制、Exosome 中で発現が亢進
する傾向を示した。 
さらに RBP A の抑制により，（1）で明らかと
した腫瘍関連miRが細胞内で発現低下または
上昇し、Exosome 中でも発現低下または上昇
すること、を確認した。 
 
ExmiR および RBP が腫瘍の増殖に相互に関連
している結果であり、他の assay にて関連性
の解明を試みている。 
 
(3) 
Exosomeの表面マーカーであるCD63をGFPで
標識した膵癌細胞株を作成した。 
膵癌高転移株を脾臓移植することで，肝転移
が形成されることを確認した。 
GFP の分布は癌細胞以外にも認められたこと
から，評価は困難であり、標識の変更を試み
ている。 
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