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研究成果の概要（和文）：腫瘍組織が形成する特異な微小環境、いわゆる腫瘍微小環境(TME)の形成はがん細胞
と非腫瘍細胞の細胞間情報伝達で成立する。本研究では、当研究室で単離したmiRNA分泌制御因子（タンパク質
X）の機能解析を主として、miRNA分泌様式を理解し、miRNAの機能と合わせて細胞外miRNAの分類をすることを目
的とした。肉腫細胞株が分泌するmiRNAを網羅的に解析し、単球細胞のマクロファージへの分化を誘導する
miRNAsを見出した。タンパク質Xはエクソソームとは異なる構造体として細胞外へと分泌され、miRNA複合体の細
胞内輸送と細胞外分泌を制御することが強く示唆された。

研究成果の概要（英文）：Extracellular vesicles are regulators of miRNA-mediated intercellular 
communications to maintain malignant properties of cancer cells. However, detailed mechanisms of how
 specific miRNAs selected and secreted from cancer cells are not fully understood. We aimed to 
understand the mechanism of miRNA secretion and to classify extracellular miRNAs by their functions.
 We found secretion of a similar subset of miRNAs from sarcoma cells. Two of them were found to 
induce the differentiation of monocyte to macrophage. Protein X was suggested to be secreted as 
vesicles (or complexes), which are distinct from exosomes. The RNA processing proteins and specific 
miRNAs were enriched in the protein X fraction. Secretion of these miRNAs were not affected by an 
exosome inhibitor. Screening intracellular molecules indicated the binding of the protein X with 
Exportins and RAB family proteins. These results suggest that the protein X is regulator for the 
intracellular protein and miRNA trafficking. 

研究分野：分子細胞性bつ学

キーワード： 細胞外miRNA

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
細胞外へと分泌されるmiRNAの機能が様々なヒト疾患の病態誘発に重要な役割を有することは疑いない事実であ
るが、分泌機能の詳細とそれらの機能、特に腫瘍微小環境中に存在する非腫瘍細胞への影響は不明な点が多い。
本研究の成果は、疾患誘発の分子機構について、ゲノム解析等では理解困難な問題を解き明かすことに有用とな
り、新たな作用機序に基づく治療・診断法の開発に向けた科学的根拠を提示する。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 がんの発生・悪性化の過程では、複雑でダイナミックな周囲の環境変化が生じており、がん細
胞の増殖や浸潤・転移能の維持に必須である。所謂、がん微小環境の維持には、がん細胞から分
泌されるサイトカインや成長因子などが重要であるが、細胞外小胞（Extracellular vesicles: EVs）
や分泌マイクロ RNA（miRNAs）の機能も極めて重要であることが解ってきた。がん細胞から
分泌されるmiRNAsは、受け手細胞の遺伝子発現プロファイルのリプログラミングを可能とし、
細胞特性を大きく変化させることに貢献している。しかしながら、がん細胞が如何にして特定
miRNAを選別し、どのような分泌様式で細胞外へと分泌しているのかその詳細は不明な点が多
い。エクソソームを含む EVsは、miRNAの細胞外分泌の主要な担体であると考えられている。
当研究グループは、特定 miRNAのエクソソームへの取り込み機構に関する研究を行ってきた。
肺がん、膵臓がん、大腸がん細胞株のエクソソーム画分に濃縮されるmiRNAプロファイルを取
得し、これらの細胞内発現量の相関を検討すると、２種類のメカニズムでmiRNAが分泌されて
いる可能性が考えられた。一つは、細胞内発現量と正の相関を示す細胞外miRNAであり、内在
性の発現量が分泌量を規定していると推察される。一方、細胞内での発現が低いのにもかかわら
ず、細胞外の存在量が多いmiRNAも存在する。細胞外へのmiRNA分泌機構の詳細は不明であ
る。本研究では、miRNA分泌様式を網羅的、且つ、詳細に検討し、分泌miRNAの機能を付加
した細胞外 miRNA の分類とカタログ化を実施し、それらの発がんにおける意義を明らかにす
る。 
 
２．研究の目的 
 本研究は、miRNA分泌機構に関して、当研究室で見出した新規複合体（X複合体）による分
泌様式の詳細な検討と、分泌されるmiRNAの機能解析を通じて、分泌様式と機能により細胞外
miRNAを分類し、カタログ化することを最終目的とする。 
 
３．研究の方法 
細胞外 miRNA の網羅的解析：培養細胞の培養液を回収し、超遠心法によって膜画分を濃縮する。
さらに、ショ糖もしくは Optiprep 密度勾配遠心法によって、さらに分画する。当研究室で見出
したタンパク質 Xとエクソソームマーカーである CD81 もしくは CD9 を指標としてエクソソーム
と標的画分の濃縮画分を調製し、miRNA シークエンスおよび質量分析を実施した。 
細胞内輸送経路の解析：タンパク質 Xのリコンビナントを恒常的に発現する細胞株を作成し、タ
グに対する抗体で免疫沈降し、Xと複合体を形成する細胞内因子を質量分析により同定する。免
疫染色や生化学的手法を用いて、相互作用の詳細を検討する。また、その分泌経路が細胞内のど
のような物質輸送に関連するかも検討する。 
細胞外 miRNA の機能解析：肉腫細胞株から細胞外へと分泌される miRNA の網羅的解析を実施す
る。エクソソーム等の膜複合体によって分泌される miRNA を選択するために、培養細胞の培養上
清から直接調製した RNA と、超遠心によって調製した膜画分から調製した RNA をマイクロアレ
イ解析し、膜画分に濃縮される miRNA 分子を選択した、５種類の肉腫細胞株を用いて、平均して
細胞外への存在量が多いmiRNAを選択した。候補miRNAsをレンチウィルスベクターに組み込み、
発現コンストラクトを作成した。それらを肉腫細胞株および血球細胞株へと導入し、表現型の解
析を実施した。 
 
４．研究成果 
４−1）肉腫細胞が分泌する細胞外 miRNA の機能 
 当研究室では、肉腫の患者血清由来 miRNA を利用した悪性骨軟部腫瘍の層別化マーカー開発
を通じて、肉腫細胞が分泌する miRNA は極めて特徴的であること、上皮由来の悪性腫瘍とはその
パターンが異なることを見出した。従って、肉腫の悪性形質維持のために、特徴的な miRNA を分
泌すると考え、肉腫細胞由来の細胞外 miRNA の網羅的解析を実施した。また、患者由来肉腫細胞
株の細胞外 miRNA も解析し、共通する miRNA が多く分泌されることを見出した。その中でも、
top20 miRNA の中から、ランダムに複数の miRNA を選別し、レンチウィルス発現ベクターを構築
して、機能解析を実施した。これら miRNA の中には、血清中の発現がすでに確認されている miRNA
から、機能未知の miR-X と miR-Y を含んでいる。興味深いことに、miR-X と miR-Y を肉腫細胞に
発現させても、増殖や生存になんら影響を与えなかったが、単球細胞株である THP-1 に導入する
と、顕著に細胞増殖能が亢進することがわかった。即ち、分泌細胞自身が取り込んでも、表現型
には影響を与えず、微小環境中の非腫瘍細胞への影響が大きいと推察される。他の miRNA の中に
は、単球細胞の増殖を極めて強く抑制するものがあり、予想通り、細胞外へと分泌される miRNA
は多様であると考えられる。miR-X と miR-Y の機能を解析するために、単球細胞へと当該 miRNA
の各々を発現させたのち、マイクロアレイ解析により遺伝子発現プロファイルを作成した。細胞
内ネットワークの解析から、miR-X と miR-Y は単球細胞のマクロファージへの分化を刺激なしに
誘導できること、M1マクロファージ様の表現型を誘導する可能性が示唆された。また、両 miRNA



は単球細胞に対して類似のネットワークの活性化を誘導するが、標的遺伝子は異なっていた。こ
れらの結果から、肉腫細胞が分泌する miRNAs が腫瘍微小環境中の非腫瘍細胞の表現型を制御す
ることを示している。 
 
4−2 細胞外 miRNA の分類 
 当研究室で同定したタンパク質 Xは、細胞膜と細胞質にドット上に局在する。超解像顕微鏡に
よる解析と細胞外画分の解析から、細胞外へと分泌されるタンパク質であることを見出したが、
その機能はほとんどわかっていない。タンパク質 Xは、肉腫細胞から分泌される miRNA の標的と
して同定されたが、その miRNA の細胞外分泌への関連が示唆されていた。その機能の詳細を解析
するために、タンパク質 Xを siRNA でノックダウン（KD）した後に、遺伝子発現プロファイルを
作成した。興味深いことに、タンパク質 Xの KD は、膜レセプターからのシグナル伝達系が広範
に抑制されること、特定 miRNA の細胞内活性の上昇が示唆された。即ち、細胞膜へのシグナル分
子の供給に関連すると考えられる。特定 miRNA の細胞内活性の亢進は、膜レセプターシグナリン
グの低下に起因するか、タンパク質 Xによる細胞外への分泌制御異常が原因か、詳細な解析を実
施している。細胞株の培養上清から超遠心法により細胞外小胞画分を調製し、さらに密度勾配遠
心を実施して、詳細に細胞外画分を分画してイッムノブロットで濃縮画分の同定を実施した。そ
の結果、タンパク質 Xはエクソソームマーカーである CD81 とは異なる画分にピークがあること
がわかった。タンパク質 X が濃縮される分画に同様に濃縮される分子を網羅的に解析するため
に、質量分析を実施した。予想されたとおり、CD81 濃縮画分では、エクソソーム関連の分子群
が濃縮されてくることがわかった。一方、タンパク質 X濃縮画分には、RNA プロセッシング因子
や RNA 結合タンパク質、さらには細胞外基質の制御因子が多いことがわかった。これらの分泌は
タンパク質 Xの KD によって低下することもわかった。当該画分の miRNA シークエンス解析を実
施した結果、エクソソーム画分に濃縮されるmiRNAとタンパク質X濃縮画分に濃縮されるmiRNAs
に大別されることが示唆された。興味深いことに、タンパク質 X画分に濃縮される miRNAs は、
エクソソーム阻害剤によって分泌が抑制されないことがわかり異なる分泌経路であることが示
唆された。さらに、細胞内小胞輸送の阻害剤処理によって、細胞外への分泌が上昇する可能性が
あることが示唆され、新たな分泌経路の存在が示唆された。同条件で、細胞外へのタンパク質 X
の分泌は上昇し、RNA 結合タンパク質の細胞外レベルも上昇することがわかった。これらの結果
から、タンパク質 Xは、特定 miRNAs の細胞内輸送と細胞外分泌経路の制御に加えて、分泌タン
パク質の細胞内輸送の制御にも関連する可能性が考えられる。 
 
4−3 タンパク質 Xが関連する細胞内輸送経路の解析 
 これまでの解析結果から、タンパク質 X は細胞内のタンパク質と核酸の輸送を制御する因子
であることが強く示唆されるため、細胞内相互作用因子の探索を実施した。EGFP タグを導入し
たリコンビナントタンパク質 X を恒常的に発現する細胞株を樹立した。EGFP-X は細胞膜への局
在と細胞質にドット状の構造体として局在することがわかった。エンドソーム、リソソームと多
胞体（MVB）のマーカータンパク質とは共局在を示さなかった。一方、リサイクリングエンドソ
ームとは部分的に共局在が観察された。さらに、ゴルジ体マーカーとも共局在する可能性が示さ
れ、タンパク質 X は細胞内では細胞膜へと向かって物質を輸送する経路に関与することが強く
示唆された。そこで、抗 GFP 抗体を用いて、タンパク質 X複合体を免疫沈降により濃縮し、質量
分析により相互作用する細胞内因子の網羅的解析を実施した。コントロールとして EGFP のみを
発現する細胞株も樹立し、抗 EGFP 抗体による免疫沈降と質量分析に供した。得られたデータか
らコントロールに比して濃縮される分子を選択した。さらに、タンパク質 Xの KD によって得ら
れた遺伝子発現プロファイルデータと統合的に解析し、候補となる 10のタンパク質を選別した。
これまでの検討から予測されたように、タンパク質 X はエンドサイトーシス等の取り込み経路
に関連する因子との相互作用は認められなかった。さらに、リサイクリングエンドソーム制御に
関連する Rab 等の因子とは相互作用していることが示唆された。興味深いことに、タンパク質 X
と miRNA の核外輸送に関連する Exportin-5 とそのファミリーと相互作用すると考えられた。一
方、タンパク質 Xは、細胞膜ラフト形成に重要なタンパク質の細胞内輸送や分泌タンパク質の輸
送に関連することがわかり、タンパク質 X KD による広範なシグナル伝達抑制の作用機序として
説明可能である。 
 本研究課題は、細胞外へと分泌される miRNA の機能と分泌様式による分類を目的として実施
した。研究期間中に新たな miRNA 分泌経路の存在を強く示唆するデータを得た。この分泌経路
は、エクソソームや ARF6 小胞とは異なることがわかった。さらに、細胞外 miRNA が、分泌細胞
自身というよりはむしろ周辺細胞へ取り込まれた際に強い表現型を誘導する可能性を見出した。
細胞外 miRNA の機能全容を理解することは、様々な疾患生物学を理解する上でも極めて重要で
あり、本研究の成果を足掛かりとして更なる進展が期待される。 
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