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研究成果の概要（和文）：大腸癌および卵巣癌からの細胞外小胞の抽出に成功し、卵巣明細胞癌では同一患者の
正常卵巣と腫瘍組織から放出された細胞外小胞内に含まれるmiRNAについてマイクロアレイ解析を行い、正常卵
巣組織と比較し癌組織で高発現を認めたmiRNAを同定した。さらに、発現率が高いものを選択し、術前、術後の
採血によりEV内miRNAを比較し、6種類の癌特異的miRNAを同定した。また、大腸癌、卵巣癌ともに小胞径200nm程
度のものが単球に有意に取り込まれていることを確認した。また、これらの小胞を取り込んだ単球からは種々の
サイトカインが有意に放出されており、転移や浸潤に影響を与えていることが示唆された。

研究成果の概要（英文）： This study aimed to identify cancer-specific miRNAs as novel ovarian clear 
cell carcinoma (OCC) biomarkers using tissue-exudative extracellular vesicles (Te-EVs). Te-EVs were 
collected from four patients with OCC on one side and a normal ovary on the other side. Microarray 
analysis was performed to identify cancer-specific miRNAs in Te-EVs. Serum samples obtained before 
and after surgery from patients with OCC and atypical endometrial hyperplasia (AEH) (controls) were 
compared. Thirty-seven miRNAs were > 2-fold upregulated on the OCC side compared with the normal 
ovarian side. The levels of six EV miRNAs were significantly decreased in postoperative OCC serum 
compared to those in preoperative OCC serum. In contrast, no significant change was observed between
 the pre and post-operative values in the control group. We identified OCC tissue-specific miRNAs in
 the EVs secreted by OCC tissues. These EV miRNAs have potential for use as biomarkers for the early
 diagnosis. 

研究分野： Molecular oncology
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では癌が放出する細胞外小胞内の癌特異的マイクロRNAを同定した。さらに、細胞外小胞自体が転移や浸
潤に影響を与えていることを確認した。これらの癌組織から放出された細胞外小胞をターゲットにして、癌の早
期発見や、新薬の開発の可能性が示唆された。

※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 
腫瘍細胞は免疫反応を抑えるために EVを抗原提示小胞として活用して、T細胞やナチュラルキ
ラー細胞の不活性化や制御性 T細胞の分化の更新を行っていると考えられている。近年、EV内
に mRNAや miRNAなどの核酸の存在が発見されたことにより、mRNA・miRNAは選択的に EV
内に取り込まれ、放出された EVは元の細胞の RNA情報を他の細胞に伝達できることがわかっ
てきた。EVは血液や尿などさまざまな体液に含まれ、体内を循環しており、放出細胞由来の情
報が含まれていることから、バイオマーカーとしての使用に期待が寄せられている。 
 
２．研究の目的 
我々は「EV 内の蛋白もしくは RNA が免疫細胞のみならず正常細胞に作用し、受け入れ細胞へ
と変化を促し、腫瘍細胞が増殖や浸潤・転移を起こしやすい環境を作る。」と仮説を立て検証す
る。現在のところ、血液や体腔液、尿などから EVを回収し解析している研究が多くみられるが、
我々は、子宮頸癌、子宮内膜癌および卵巣癌において、正常組織、原発巣、転移巣のみならず、
免疫系の異なる PDXから分泌された EVを直接回収し、EV内の蛋白、mRNA、miRNAを解析
し、腫瘍の増殖および浸潤・転移にかかわる特異的な物質を同定し、そのメカニズムを解明する
ことを目的とする。 
 
３．研究の方法 
検討課題 1 PDXの樹立 
手術検体より採取した腫瘍組織を FCS free 培養液中で 2時間放置し培養液を回収する(培養液は
EVの回収に用いる)。その後、氷上の組織保存液（ミルティー）に移し、ダブルカッター方によ
り 21G 針を通る程度に粉砕する。同量のマトリゲルを加えて調整したのち SCID マウスの皮下
に 21G 針にて 0.5ml 注射し皮下移植する。同時に経腟的に子宮にも 21G 針を用いて 0.5ml 注射
し移植する。約 60日後に sacrificeし腫瘍検体を回収する。採取した腫瘍検体を FCS free 培養液
中で 2時間放置し培養液を回収する。検体の一部は保存液に移し、再度同様の方法で、別のマウ
スへ移植する。原発臓器や転移巣の部位、組織型や進行期、原発巣および転移巣の部位、移植部
位および継体回数などによる生着率の違いを検討し PDXに最適なモデルを検討する。 
 

検討課題 2  正常組織、原発巣、転移巣および PDXにおける EVの抽出と蛋白、RNAの解析 
子宮頸癌、子宮内膜癌および卵巣癌の手術検体より採取した正常組織および腫瘍組織または
PDX検体を FCS free 培養液中で 2時間放置し培養液を回収する。検体の一部は、そのままタン
パク分析および次世代シーケンサーによる DNA、mRNA、miRNAの検索にまわす。残りの腫瘍
組織は組織保存液 (ミルテニー) に入れ PDX 検体として扱う。回収した培養液を超遠心分離
(2000xg, 30min→16000xg, 30min→100000xg, 90min x2)し EVを抽出する。EVが抽出されている
ことを Western blottingによる CD(Cluster of differentiation) 63・CD81・CD9の発現、電子顕微鏡
によるエクソソームの描出、 ナノサイト による粒子の測定により確認する。検体および EV内
のタンパクはトリプシン処理ののち液体クロマトグラフィ(LC/MS)にて質量分析を行う。これら
のタンパクデータは Maxquantにて解析し特異的タンパクを同定する。同様に検体および EV内
の DNA・mRNA・miRNA は次世代シーケンサーを用いて exome-seq、RNA-seq、small RNA-seq
にて網羅的に解析する。以上より正常組織、原発巣、 転移巣および PDXにおける発現量の違い
から腫瘍増殖および浸潤・転移に関わる因子を同定する。 
 
検討課題 3 特定されたタンパク、DNA、mRNAおよび miRNAによる制御機能の検討 
腫瘍の増殖および浸潤・転移に関わるタンパク、DNA、mRNAおよび miRNAが同定できれば、
in vitro で同様の機構で制御されているのかを検討する。 子宮頸癌、 子宮体癌および卵巣癌細
胞株を用いて制御物質の導入や抑制ののち標的とするタンパクおよびRNAの発現量をRT-PCR、
Western blottingで確認しMTS、invasionなどの各種 assayを用いて実際に腫瘍の増殖・転移能が
制御されているかを検討する。実験例として、子宮内膜間質細胞株 CRL4003と子宮頸癌細胞株
CaSkiを用いた invasion migration assayによる子宮頸癌浸潤モデルなどを考えている。本実験で
は、matrigelにより隔てられた上層に CaSki細胞を播き、下層には、同定した物質 Xを導入した
CRL4003 細胞および手を加えていない CR4003 細胞を培養し、上層の CaSki 細胞の浸潤能およ
び遊走能の変化を比較する。 
 
４．研究成果 
子宮頚癌 PDX 
子宮頸癌 22 例中 11 例のモデルマウス作成に成功した。成功率は 50%で、腫瘍移植に失敗した
症例に再発例は認めなかったことから、腫瘍移植の成功率に、腫瘍の悪性度が関与していると考
えられた。さらに、原発巣およびマウス腫瘍について比較検討した。病理組織学的には、マウス



腫瘍は、扁平上皮癌および腺癌の特徴を維持しており、免疫染色でも、腫瘍細胞は p16 に濃染
し、腫瘍継体による ki67 indexの変化もみられなかった。次世代シーケンサーによる DNA解析
では、原発巣およびマウス腫瘍のあいだで、共通した遺伝子変異が認められ、体細胞系列遺伝子
変異に高い相関率を示した。また、腫瘍細胞の RNA検索でも、マウス腫瘍は原発巣と同様のが
ん関連遺伝子の発現を示し、遺伝子発現率にも強い相関を認めた。さらに、癌細胞から放出され
る細胞外小胞内の RNA検索を行ったところ、原発巣とマウス腫瘍では遺伝子発現は類似してい
るものの、継体を繰り返すと、類似率は減少した。 
 
子宮体癌 PDX 
子宮体癌では 92 例中 52 例のモデルマウス作成に成功した。成功率は 57%で、腫瘍生着には腫
瘍の悪性度が関与していると考えられた。病理組織学的に生着腫瘍は原発腫瘍の特徴を反映し
ており、免疫染色の特徴も一致した。さらに、DNA 変異および RNA 発現も類似していた。ま
た、EVs 内の RNA 発現も類似していることから、子宮体癌 PDX は原発腫瘍の特性を維持して
いることが確認された。 
 
EVs内の癌特異的 miRNA解析 
大腸癌および卵巣癌からの細胞外小胞の抽出に成功しており、卵巣明細胞癌では同一患者の正
常卵巣と腫瘍組織から放出された細胞外小胞内に含まれるmiRNAについてマイクロアレイ解析
を行い、正常卵巣組織と比較し癌組織で高発現を認めた miRNA37種類を同定した。さらに、発
現率が高く、特異的 primer をもつ miRNA12 種類を選択した。術前、術後の採血により EV 内
miRNAを比較し、6種類(miR−30a−5p, miR−200a−5p, miR−200a−3p, miR−200b−5p, miR−200b−3p, 
miR−200c−3p)の癌特異的 miRNAを同定した。また、大腸癌、卵巣癌ともに小胞径 200nm程度の
ものが単球に有意に取り込まれていることを確認した。また、これらの小胞を取り込んだ単球か
らは種々のサイトカインが有意に放出されており、転移や浸潤に影響を与えていることが示唆
された。In vivoでは Te-EVsを投与した個体は明らかに癌の発育が早いことを確認しており、こ
れらの癌組織から放出された細胞外小胞を特異抗体で制御することにより、免疫機構を利用し
た新薬の開発が可能であることが確認された。 
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