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研究成果の概要（和文）：本研究では、腫瘍血管新生抑制効果を有する「機能強化型エクソソーム」を作成し、
骨髄微小環境制御による多発性骨髄腫の新規治療法を開発することを目的とした。骨髄間質細胞(BMSC)の加齢性
変化およびそれらが放出するエクソソームの機能解析を行い、若年者由来エクソソームに特徴的なmiRNAをプロ
ファイリングにより選別し、候補となるmiRNAを同定した。これらを、直接的にエクソソームに導入を行い、腫
瘍血管抑制効果の高い改変エクソソームを構築し、さらに、in vivoマウスモデルを用いてmiR-340および 
mIR-365を導入した改変エクソソームでの抗腫瘍血管新生の抑制能が向上していることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Bone marrow stromal cells (BMSCs) and their exosomes are a promising area of
 cancer therapy. Here, we investigated therapeutic effects of BMSC exosomes derived from young and 
elderly donors using in vivo models of bone marrow in multiple myeloma (MM). We 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 engineering exosomes of 
elderly BMSCs; exosomes are directly transfected with miR-340, resulting in exosome rejuvenation.
Our results suggest that the BMSC exosomes is able to transfer the miRNAs, which have the ability to
 inhibit angiogenesis and progression of MM. The present study provides a new insight toward 
exosome-based cancer therapy by engineering exosomes of BMSCs.

研究分野： 分子腫瘍学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
多発性骨髄腫の骨髄微小環境制御を主眼としたアプローチはSDF-1やCXCR4などの液性因子を中心に展開されてい
る。本研究では人工的にmiRNAを直接エクソソームに添加し効果を発揮させるという我々が開発した革新的手法
を用いている。また、抗原性が少なく細胞治療としての有用性が検証されているMSCに着眼し、細胞治療の発展
型ともいえる核酸医薬研究である。抗腫瘍血管新生効果の高い「機能強化型エクソソーム」を安定的に供給する
事も可能になる。本研究は技術的にも革新的がん治療として注目の領域であると同時に高齢化社会でますます患
者数の増加が見込まれる多発性骨髄腫患者のADL向上につながり社会的貢献度は大きい。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
(1) 腫瘍血管新生におけるエクソソームの役割と問題点 

腫瘍の発育進展には腫瘍をとりまく「がん環境」が重要である。このがん環境を構築する細
胞としては血管内皮細胞、間質細胞に加えて、樹状細胞をはじめとする免疫担当細胞がある。
これらの細胞から放出されるエクソソームについては樹状細胞を用いた研究が散見されるが、
血管内皮細胞や間質細胞由来エクソソームについては詳細な情報伝達経路に関する報告がない。
後者においては造血幹細胞移植後の移植片宿主病（Graft-vs-host disease; GVHD）に BMSC 由
来のエクソソームを輸注したところ、症状が軽快したという臨床報告があるが、その分子機構
は不明である。このようにエクソソーム研究は飛躍的に進んでいるが、どの細胞から分泌され
たエクソソームの、どのような使命を持ったエクソソームが、どの情報伝達物質を運ぶカーゴ
として、細胞間シグナル伝達機構に関与しているかについては未知の部分が多く、現象として
とらえられていたものの科学的根拠を一つ一つ解明していく必要があると考えた。 
(2) 多発性骨髄腫をめぐる昨今の治療の進歩と課題 

多発性骨髄腫の発症率は人口 10 万人あたり 2 人程度と考えられているが、造血器腫瘍の約
10%を占める。発症年齢は 60 才代がピークであるが、高齢化社会に伴い増加傾向にある。腰痛
や骨折を主訴として整形外科を受診することも多く、治療の成否は患者の日常生活動作
(activities of daily living; ADL)を大きく左右するため、患者の社会生活も十分に考慮した
治療戦略の構築が望まれている。2000 年代に入り、プロテアソーム阻害剤であるボルテゾミブ
や腫瘍血管新生を制御するサリドマイド類似体の台頭により、多発性骨髄腫の化学療法は劇的
に進歩したが、造血幹細胞移植の適応外である 65才以上が患者の大半を占めているため、再発
や合併症により一旦は改善され ADL が低下してしまう例が依然として多い。 

一方、多発性骨髄腫の生物学的特性は造血器腫瘍の中でも特殊で、多くは低酸素環境にある
骨髄微小環境内で腫瘍は発育進展していく。腫瘍血管新生制御はサリドマイドの有効性でも明
らかなように骨髄腫細胞増殖抑制効果に直結していると考えられるが、再発を繰り返す例での
使用は必ずしも ADL 向上にはつながらない。そこで、抗原性が少なく細胞治療のソースとして
安全性が証明されている BMSC 由来エクソソームを用いることによって、多発性骨髄腫のサルベ
ージ治療が可能ではないかという着想にいたった。 
 
２．研究の目的 

多発性骨髄腫(multiple myeloma; MM)は高齢者に多い形質細胞の腫瘍で、骨髄内で腫瘍を形
成し発育進展するため、骨髄微小環境がその病態に深く係っていることが想定されている。近
年、骨髄間質細胞(bone marrow stroma cell; BMSC)と MM 細胞の細胞間コミュミケーションに
miRNA などの情報伝達物質を内包しているエクソソームが重要な役割を担っていることが明ら
かになった。 そこで、本研究では細胞治療のソースとしても近年注目されている BMSC より放
出されるエクソソームを用いて、内包している情報伝達物質を編集することによって、腫瘍血
管新生抑制効果を有する「機能強化型エクソソーム」を作成し、骨髄微小環境制御による多発
性骨髄腫の新規治療法を開発することを目的とした。 
 
３．研究の方法 

本研究の成否を握る鍵は腫瘍発育進展を抑制する機能の高いエクソソームのソースをまず
確定する事であると考えられるので、健康人ドナーの年齢による優良エクソソームの選別を行
い、優良エクソソームに特徴的な miRNA の選別を行なった。そして、候補 miRNA を単独または
複数（カクテル型）導入した「腫瘍血管新生抑制型改変エクソソーム」の作製を行い、評価に
際しては単独型とカクテル型の腫瘍血管新生抑制効果の差についてマウスモデル実験系を用い
て解析した。 
(1) エクソソーム供給細胞の選定 

本研究では安定したエクソソーム供給源を得るため、まず LONZA 社より購入した若年者由来
（ドナー年齢 19-22 歳）、高齢者由来（ドナー年齢 68-72 歳）の BMSC を用いた。これらの BMSC
の培養上清（無血清培地で 48 時間培養）から ExoQuick-TC（SBI）を用いてエクソソーム 分画
を抽出した。これらの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。 
 
(2) 優良エクソソームに特徴的な miRNA 発現様式 

若年者ドナー由来BMSCと高齢者ドナー由来BMSCの培養上清から回収したエクソソーム分画
から miRNeasy kit（Qiagen）を用いて RNA を抽出し、TaqMan Low-Density PCR Array（ABI）
を用いてエクソソーム含有 miRNA を網羅的に解析した。 
 
(3) 腫瘍抑制型改変エクソソームの作製 
BMSC 由来エクソソームに「腫瘍血管新生抑制型 miRNA」を安定的に導入する方法および量・質



ともに安定的に産生、回収する方法を確立することを目的とし、Exo-Fect Exosome Transfection 
Regent (SBI)で候補 miRNA の mimic（合成 2本鎖 RNA）を直接的にエクソソーム に導入した。 
 
４．研究成果 
(1) 若年者由来骨髄間質細胞のエクソソームによる抗腫瘍血管新生効果 

若年者由来 BMSC および高齢者由来 BMSC の培養上清からエクソソームを回収し、マトリゲル
内で腫瘍血管新生を誘導する低酸素耐性多発性骨髄腫細胞株 RPMI8226-HR を用いて上記のエク
ソソーム添加による変化を観察したところ、若年者由来 BMSC から分泌されたエクソソームを混
合したマトリゲルでは明らかな血管新生の抑制が認められた。さらにこの抗腫瘍血管新生によ
る腫瘍サイズの減少も見受けられた。そこで、若年者由来エクソソームに特徴的な miRNA をプ
ロファイリングにより選別し、候補となる miRNA の同定を試みた。すなわち、若年者由来 BMSC
より分泌されるエクソソームと高齢者 BMSC より分泌されエクソソームに関して、エクソソーム
のサイズ 、分布、分泌量には差がないものの、含有する miRNA が大きく異なることを見出した。 
若年者 BMSC 由来エクソソームに含有される miRNA のうち、ランキング上位のものは、miR-411, 
miR-374a, miR-340, miR-133a, miR-365 などであり、これらの miRNA を介してエクソソーム受
容細胞の標的因子が制御されていると考えられた。以上より、優良エクソソームの条件として
は①若年者由来であること、②腫瘍血管抑制効果が期待される miRNA を多く含有していること
が重要であると結論づけた。 
 
(2) 抗腫瘍血管抑制型改変エクソソームの作製と in vivo モデルを用いた検証 

若年者由来エクソソームに特徴的なmiRNAとして選別された候補miRNAを、高齢者由来BMSC
の培養上清から単離したエクソソーム分画に専用試薬 Exo-fect を用いて、単独、もしくは複数
を混合して直接的に導入を行い、効果の高い改変エクソソームを作製した。この改変エクソソ
ームを血管内皮細胞 HUVEC（human umbilical vein epithelial cells）を用いた in vitro 培
養系に添加したところ、HUVEC における tube formation 効率の顕著な低下が見受けられた。 

次に、低酸素耐性骨髄腫細胞株(RPMI8226-HR, U266-HR)をマトリゲルに上記の改変エクソソ
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、血管新生能お
よび腫瘍細胞の増殖を指標にして解析した。その結果、若年者 BMSC 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。また、miR-340 および miR-365 を単独導入した
改変エクソソームでも抗腫瘍血管新生の抑制能が向上していることが示された。さらには、
miR-340 の標的因子の探索を行い、数種類の血管新生に関与する因子群に候補を絞り解析を進
めた結果、HUVEC をモデル系とした in vitro 解析から miR-340 が直接的に cMET の発現を阻害
することを見出した。 

また、優良エクソソームに対し、MM患者由来 BMSC が分泌する「不良エクソソーム」の機能
解析も同様の手法を用いて進めており、次頁図に示した通り、健常者（若年者由来、高齢者由
来）BMSC と比較して MM 患者 BMSC 由来エクソソーム内で特異的に高発現している miRNA も同定
している。腫瘍細胞の生存、進展を補助する効果を有する「不良エクソソーム 」も本研究で用
いたエクソソーム 改変技術を用いて機能改善することが可能であるか試みている。 

従来エクソソームに特定の miRNA を梱包しようとする場合は、エクソソーム産生細胞に目的
の miRNA を強制発現させ、その強制発現細胞由来のエクソソームを回収していたが、この方法



では miRNA の強制発現による産生細胞自体の特性の変化が生じ、産生されるエクソソーム内の
情報伝達物質比率にも影響を与える可能性が高い。一方、本研究では BMSC の培養上清から単離
したエクソソーム分画に直接miRNAを導入する手法を用いた。この方法を用いると単独のmiRNA
だけではなく複数の候補 miRNA（カクテル型）を導入することも可能であった。 

また、多発性骨髄腫の骨髄微小環境制御を主眼としたアプローチは SDF-1 や CXCR4 などの液
性因子を中心に展開されているが、本研究では人工的に miRNA を直接エクソソームに添加し効
果を発揮させるという革新的手法と考えられる。また、抗原性が少なく細胞治療としての有用
性が検証されている BMSC に着眼し、細胞治療の発展型ともいえる核酸医薬研究である。この改
変エクソソーム技術が確立すれば、抗腫瘍血管新生効果の高い「機能強化型エクソソーム」を
安定的に供給する事も可能になる。エクソソームは体液中の miRNA を用いたバイオマーカーと
して利用されてきたが、がん診断のみならず、がん治療の方面でも医療実現が望まれており、
本研究は技術的にも革新的がん治療として注目の領域であり、今後 exosome-based therapy の
開発に結びつくと考えられると同時に、高齢化社会でますます患者数の増加が見込まれる多発
性骨髄腫患者の ADL 向上につながり社会的貢献度は大きい。 
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