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研究成果の概要（和文）：膵腫瘍症例におけるexosome中microRNA(ExmiR)の体内分布の一端を示した。腫瘍促進
miRと抑制miRの癌細胞および癌Exosome内での発現の違いを明らかにした。
腫瘍抑制miRの過剰発現は，癌細胞の増殖抑制のみならず，Exosomeの分泌促進に関与する可能性を示した。膵腫
瘍細胞株において，RNA結合蛋白（RBP）の発現抑制は，腫瘍増殖を抑制し，腫瘍促進および抑制miRの発現に変
化をきたすこと，miRの変化は癌細胞と膵管内乳頭粘液性腫瘍（IPMN）において異なること，を確認した。さら
にRBPの発現抑制は，他のRBPの発現に影響する可能性も示した。

研究成果の概要（英文）：We indicated a part of the biodistribution of exosomal microRNA (ExmiR) in 
pancreatic tumor cases. We clarified the difference in the expression of tumor-promoting miR and 
suppressor miR in cancer cell and cancer Exosome. It was shown that overexpression of tumor 
suppressor miR might be involved not only in suppressing the growth of cancer cells but also in 
promoting the secretion of Exosome. In pancreatic tumor cell lines, suppression of RNA-binding 
protein (RBP) expression suppresses tumor growth, changes the tumor promoting and suppressive miR 
expression. By the knockdown of RBP was also confirmed that the expression of miR in the cancer cell
 and cancer exosome was differed that of IPMN. Furthermore, this study showed the suppress of one 
RBP expression may affect the expression of other RBPs.

研究分野：消化器癌

キーワード： microRNA　RNA結合蛋白　膵臓癌

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本検討により，RNA結合蛋白（RBP）とexosome中microRNA（ExmiR）の膵腫瘍増殖への関与が明らかになるととも
に，これらの相互作用も示された。
これらの体内分布の詳細な検討を継続することは，新たな診断マーカー開発への足がかりとなり得る。
また膵腫瘍細胞株における追加解析にて，難治癌である膵癌の癌進展メカニズムが明らかになるとともに，治療
ターゲットを同定することで新規治療薬の創薬につながる可能性がある。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。
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１．研究開始当初の背景 
膵癌は早期発見が難しく容易に転移を来すことから、新たな診断マーカーや分子標的の開発が
急務である。癌の発生母地となる膵管内乳頭粘液性腫瘍（IPMN）からの発癌、転移メカニズム
を解析することは、その足がかりになる可能性がある。近年、癌の進展に伴い microRNA(miR)
や RNA 結合蛋白(RBP)の発現異常が認められることが報告された。miR のように蛋白質へ翻訳さ
れない Non-cording RNA は、RNA 干渉により生体の遺伝子発現を制御しており、この miR の遺
伝子変異が癌の発生や進展の過程に深く関係している。また、RBP の発現パターンは癌の進行
度によって違いがあること、癌組織における発現パターンの変化が、細胞増殖の亢進や細胞死
の抑制など癌促進的に作用することも明らかされている。癌細胞由来の miR が血液や体液中に
分泌され、これらの発現異常が癌の予後と相関することから、血清・体液診断マーカーとして
の有用性が示唆される。この血液中を循環する miR は 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していることから（ExmiR）、この ExmiR を回収することで血清中 miR
がより効率的に定量できる可能性がある。しかし、現在まで ExmiR を標的とした血清診断は確
立されていない。診断マーカーのみならず、exosome が癌の転移に関与する報告もあり、exosome
に内包される miR と RBP の相互作用が周辺や遠隔臓器に変化をもたらし、浸潤転移のメカニズ
ムに関与するものと推測される。しかし、これまで exosome、miR、RBP の相互作用と膵癌への
進展や浸潤転移との関連を明らかにした報告はない。研究代表者と関連グループは、これまで
にmiRや RBP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 RBPと直接結合し、
オートファジー経路を介して RBP を分解することで癌細胞にアポトーシスを誘導することなど
を明らかにし、関連する研究を継続している。また、ExmiR の発現パターンが膵腫瘍や癌患者
と健常人で異なること、腫瘍や癌の進展度や予後に応じて変化することから有用な診断マーカ
ーとなり得ること、RBPの発現を調節することで細胞中miRや ExmiRが変動することを確認し、
微小環境の変化に exosome、miR、RBP が相互に関与する可能性を示してきた。 
 
２．研究の目的 
exosome、miR、RBP の相互作用を解析することで、発癌や癌浸潤転移における役割を明らかに
し、新たな分子標的を同定するとともに新たな診断マーカーへの応用を検討する。 
(1) 細胞および exosome 中における RBP 発現異常と miR 発現変化の関連および細胞態度への影
響を明らかにする。また IPMN から膵癌移行への関与を明らかにする。 
(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) 癌由来 exosome、miR、RBP による転移形成や癌微小環境への影響を明らかにする。 
(4) 癌特有のExosome膜蛋白を解析し、miRやRBP、臨床所見や予後との関連を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
(1) siRNA を用いて腫瘍関連 RBP の発現を特異的に抑制した腫瘍細胞株を作成し，細胞中の miR
の変化を RT-PCR にて明らかにする。また細胞株の上清より exosome を回収し、exosome 中での
miR の発現量変化を RT-PCR にて確認する。siRNA を用いて腫瘍関連 RBP の発現を特異的に抑制
した膵癌、IPMN 細胞株を作成し，遊走能や増殖能、関連する遺伝子発現の変化を明らかにする。 
(2) 上記で同定された候補miRやRNA結合蛋白の発現抑制および過剰発現exosomeを作成する。
これを正常細胞や腫瘍細胞株に処置し、遺伝子発現の変化を網羅的に解析する。変化が認めら
れた遺伝子に関しては Western Blot 法および RT-PCR にて発現を確認する。候補 miRs と RBP
との結合の変化を Binding assay により解析する。 
(3) 膵癌細胞株をヌードマウスの膵や皮下、脾臓に移植し、癌細胞由来 exosome の分布を明ら
かにする。候補 miR および RBP を過剰発現させた腫瘍細胞を移植した際、また癌由来 exosome
を血中投与した際の転移形成への影響および癌微小環境の変化を明らかにする。 
(4) 転移形成の異なる癌細胞株から exosome を回収し、exosome 膜蛋白解析にて転移に関与す
る候補膜蛋白を同定する。ステージの異なる癌症例の血清 exosome を回収し、exosome 膜蛋白
解析にて転移の候補膜蛋白を解析し、細胞株処
理で得られた候補膜蛋白との整合性を確認する。
候補膜蛋白の発現異常をWestern Blot法，ELISA
にて解析する。また候補 miR や RBP との関連や
転移との相関を明らかにする。 
 
４．研究成果 
(1) 腫瘍増殖に関連する RNA 結合蛋白（RBP）の
癌細胞における有意な発現亢進を確認のうえ、
20 種類の RBP を発現抑制することで、胆膵癌・
IPMN で有意に腫瘍増殖を抑制する複数の膵腫
瘍関連 RBP を明らかにした。 



同定した膵腫瘍関連 RBP の発現抑制は、癌増殖を抑制するとともに腫瘍促進および抑制 miR の
発現にも変化をきたし、さらにこのmiRの変化は癌細胞とIPMNにおいて異なることも確認した。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
また同定した膵腫瘍関連 RBP のひとつを発現抑 
制することにより、癌細胞内で他の RBP の発現 
抑制もきたしており、RBP 同士が相互作用する 
可能性も示された。 
 
 
 
 
 
 
同定した膵腫瘍関連 miRs の非癌細胞と癌細胞および Exosome における発現の比較を行い、腫瘍
促進 miR は癌細胞内で、逆に腫瘍抑制 miR は Exosome 内で、発現が亢進していることを明らか
にした。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
この腫瘍抑制 miR の過剰発現にて、癌細胞の増殖抑制をきたすことを確認するとともに、miR
が Exosome 自体の分泌促進に関与する可能性も示した。 
 
 
(2) 
複数の Exosome 分泌抑制薬に濃度勾配をつけて抑制効果を確認し，ELISA にて最も効果の高い
試薬と濃度を明らかにした。 
Exosome 分泌抑制により,腫瘍促進および抑制 ExmiRs の発現も抑制されることを確認した． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
膵腫瘍関連 RBP X の Binding assay を行い、RBP X
に有意に結合する mRNA を 5 種類、miR を 1種類同定
した。 
 
 
 
(3) 
腫瘍の罹患がない対照症例、IPMN 例、膵癌例の十二
指腸液中の ExmiR を解析したところ、IPMN および膵
癌いずれにおいても、発現が低下していることを確
認し、血中との分布の違いを確認した。 
 
(4) 
ヌードマウスの膵臓に膵癌細胞株を移植し、肝転移
の有無を比較することで、細胞株ごとの転移能の比
較を行い、細胞を選定した。また、exosome の回収
効率や純度を高めるための新規回収法を開発した。
今後、転移能の差異と exosome 膜タンパクとの関連
について解析を進めていく。 
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