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研究成果の概要（和文）：本課題においては、腫瘍由来エクソソームを効率よく捕捉し、かつ免疫細胞の培養可
能なナノワイヤ空間（人工リンパ節）を開発すべく、以下の（1）~（5）の研究成果を得た。（1）脳腫瘍患者の
尿中miRNA群に脳腫瘍特異的な核酸情報があることの確認した。（2）オボアルブミン抗原を強制発現させた
C57BL/6マウス膠芽腫細胞株を培養した。（3）得られた培養液に含まれるエクソソームをナノワイヤ上に捕捉し
た。（4）OVA特異的受容体を持つC57BL/6マウス由来の免疫細胞のナノワイヤ上で培養した。（5）ナノワイヤ上
での培養によってエクソソームを取り込む免疫細胞の抗原提示能を評価した。

研究成果の概要（英文）：In this project, we obtained the following research results (1)~(5) to 
develop a nanowire space (artificial lymph node) that can efficiently capture tumor-derived exosomes
 and culture immune cells. (1) We confirmed that urinary miRNAs from brain tumor patients contain 
brain tumor-specific nucleic acid information. (2) C57BL/6 mouse glioblastoma cells with highly 
expressed ovalbumin antigen were cultured . (3) Exosomes in the resulting culture medium were 
captured on nanowires. (4) Immune cells derived from C57BL/6 mice with OVA-specific receptors were 
cultured on nanowires. (5) The antigen-presenting ability of immune cells that captured exosomes by 
culture on nanowires was evaluated.

研究分野： 分析化学

キーワード： ナノワイヤ　エクソソーム　抗原提示細胞

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本提案の達成により期待される社会に与えるインパクト・貢献は、身体的・精神的な負荷が低い尿を使った、脳
腫瘍のリキッドバイオプシーや術後の再発モニタリングだけでなく、当該エクソソームを使った免疫細胞の活性
化の場の創出と新たな治療法を提供し、エクソソームとナノワイヤに基づいた脳腫瘍の診断から治療に至る一気
通貫の研究を世界に先駆けて実現する点にある。さらに、本課題が対象とする脳腫瘍に対する「早期検知」や
「再発検査」、「治す医療」に加え、社会的要請の多い「健康寿命の延伸」の視点を加えた研究展開も展望でき
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 
報告者は申請時の事前検討として、申自のエクソソームの網羅的捕捉・microRNA(miRNA)抽出
技術(~99%・2500種)・機械学習技術を駆使し、脳腫瘍 vs.非がんドナーの尿中 miRNA群より診
断率・感度・特異度は 96％・96％・97％を達成し、脳腫瘍に由来するエクソソームに脳腫瘍特異
的な核酸情報が存在することを確認した。各ドナー100人ずつより抽出される miRNAをマイク
ロアレイにより発現量検出し、それぞれの miRNA プロファイルの交差検定を 50 回繰り返した
結果、脳腫瘍関連 miRNAを 2500種から 50種程度を選び出した。これら 50種は 200人の共通
発現 miRNAではなく(例：Aさんは 40種発現・Bさんは 30種発現)、50種の中から組み合わさ
れる特定のアンサンブルが脳腫瘍/非がんの識別に関与していることが判明した。また、脳腫瘍
患者の尿中 miRNA の半数以上が腫瘍細胞からも発見され、体液中の RNA 分解酵素の役割を考
慮すれば、脳腫瘍関連 miRNAはエクソソームなどにより血液循環を経て尿中まで到達している
こと、特定のmiRNAアンサンブル情報を保持するエクソソームが存在することは明らかであり、
本研究提案「人工リンパ節創出」の着想に繋がった。 

本研究の意義は、網羅的にエクソソームを捕捉可能な場を開発し、免疫細胞が対外で
学習する場を創出ことで、いわゆる「人工リンパ節」という概念を創造するという点に集約され
る。人工リンパ節の概念より、特に、所属リンパ節のない中枢神経系腫瘍に対する免疫療法の治
療効果が大いに期待される。また、世界トップレベルの工学研究より、網羅的エクソソーム捕捉
と細胞培養を両立するデバイスを開発し、同デバイスを用いて、これまでアプローチ困難であっ
た医学的課題の解決を目指す試みは当該助成事業が目指す高い挑戦性と一致する。本計画では、
これらの強みを生かすことで、治癒困難な悪性脳腫瘍に対する新たな治療法の開発へ繋げるこ
とを目指した。 

本提案の達成により期待される社会に与えるインパクト・貢献は、身体的・精神的な負
荷が低い尿を使った、脳腫瘍のリキッドバイオプシーや術後の再発モニタリングだけでなく、当
該エクソソームを使った免疫細胞の活性化の場の創出と新たな治療法を提供し、エクソソーム
とナノワイヤに基づいた脳腫瘍の診断から治療に至る一気通貫の研究を世界に先駆けて実現す
る点にある。さらに、本課題が対象とする脳腫瘍に対する「早期検知」や「再発検査」、「治す医
療」に加え、社会的要請の多い「健康寿命の延伸」の視点を加えた研究展開も展望できる。すで
に、脳腫瘍の早期検知に関しては、診断率 96％・感度 96％・特異度 97％であり、従来の検診法
に比べても感度・特異度が十分な状況である。このことは、国民の健康寿命の延伸に貢献するだ
けでなく、健康・医療関連産業の振興や我が国発の革新的医薬品・医療機器等の開発を促進し、
医薬品・医療機器産業の国際競争力の強化に大いに貢献する。これらにより、我が国の医薬品・
医療機器産業が、国際競争力を持ち、リーディング・インダストリーとなる社会実現につながる
と考えた。 
 
２．研究の目的 
本研究は、エクソソームを捕捉するナノワイヤ上で免疫細胞を培養することにより、免疫細胞の
腫瘍傷害性を活性化させる「人工リンパ節」の概念の創出を目的とした。将来的な治癒困難な悪
性脳腫瘍の新規治療法として大きなブレークスルーをもたらすべく、斬新な免疫療法の実現を
目指した。エクソソームは各種細胞から分泌され、細胞の各種情報となる核酸を内包している。
特に、がん細胞が分泌するエクソソームは、がん由来の DNA、RNA、miRNAなどの核酸情報が
内包されており、その中にはがん特異的なネオアンチゲンをコードする核酸も含まれると考え
られる。報告社はこれまでの研究において、ナノワイヤを用いることでエクソソームを濃縮捕捉
することに成功している[論文: T. Yasui, Sci. Adv., 2017, 3, e1701133]。本研究においては、ナノワ
イヤによるエクソソームの濃縮捕捉の特徴に着目し、ナノワイヤによるがん由来のエクソソー
ム内部情報の濃縮と、それら濃縮情報による体外での腫瘍特異的免疫細胞を効果的に活性化す
る「人工リンパ節」を着想した。中枢神経系には所属リンパ節がなく、免疫応答が起こりにくい
環境であり、各種免疫療法の効果は限定的であるが、免疫細胞が免疫反応を学習することができ
る場「人工リンパ節」を体外でナノワイヤによって創造する発想より、斬新な免疫療法を創出し、
治癒困難な悪性脳腫瘍の新規治療法に大きなブレークスルーをもたらす。 

報告者は、これまでの研究支援のもと築いてきた、ナノ空間制御技術により、ナノワイ
ヤとエクソソームの静電相互作用力を介した網羅的捕捉技術の開発に成功している。静電相互
作用力は超遠心力に比べて 1桁大きな力があり、また、エクソソームを近接させることにより捕
捉回収が可能であるため、変形や破砕などの物理的な影響が考えられる超遠心力に比べ、より無
傷な状態に近いエクソソームを 99%以上捕捉することができ、従来手法を凌駕することに成功
している[論文: T. Yasui, Sci. Adv., 2017, 3, e1701133]。さらに、開発したナノワイヤデバイスを用
いて抽出した miRNAをマイクロアレイ解析すると、尿 1 mLから 1300種類以上の miRNAの発
見にも成功している[同論文]。最近の検討では、1300種類/ヒトの miRNAが個人差による種類差
があること、その結果、200人の解析データから 2500種類程度の miRNAが尿中に存在すること



 

 

(441種が 200人共通)も発見しており、2500種以上の存在が確認されているヒト miRNAが全て
尿中に存在することを明らかにしつつある。また、その 2500種のうち、328種も p値<0.0005で
あることも判明している。これら 2500種の尿中 miRNAプロファイルの機械学習(人工知能)に基
づいた解析により、脳腫瘍の診断率・感度・特異度は 96％・96％・97％であった。これは従来妥
当と考えられてきた 300 種類という数値では達成できなかった尿診断による健康な社会を実現
するナノワイヤ技術の新展開であり、産業に変革をもたらす基盤技術である。2500 種類以上の
miRNA を尿 1 mL より回収できた研究成果はこれまでのところ確認されておらず、ナノワイヤ
を基盤とするエクソソームの捕捉技術とそれに伴うmiRNAプロファイル解析技術は世界トップ
レベルの研究開発技術であると言える。本研究では、本技術をナノワイヤによるがん由来のエク
ソソーム内部情報の濃縮へと展開し、それら濃縮情報による腫瘍特異的免疫細胞を効果的に体
外活性化する「人工リンパ節」の創出を目的とした。 
 
３．研究の方法 
本研究では、ナノワイヤ上に網羅的に捕捉する脳腫瘍由来エクソソームによる免疫細胞の腫瘍
傷害性の変化を、マウスの細胞を用いて解明する研究手法を用いた。報告者は、シリコーンゴム
(PDMS)上にナノワイヤを配したデバイスを開発することで、尿中のエクソソームを通常法に比
べ遥かに高効率に捕捉することを報告している[論文: T. Yasui, Sci. Adv., 2017, 3, e1701133]。本課
題においては、腫瘍由来エクソソームを効率よく捕捉し、かつ免疫細胞の培養可能なナノワイヤ
空間（人工リンパ節）を開発すべく、以下の（1）~（5）の研究を行った。 
（1）脳腫瘍患者の尿中 miRNA群に脳腫瘍特異的な核酸情報があることの確認 
（2）オボアルブミン(OVA) 抗原を強制発現させた C57BL/6マウス膠芽腫細胞株(GL261)の培養 
（3）得られた培養液(conditioned medium)に含まれるエクソソームをナノワイヤ上に捕捉 
（4）OVA特異的受容体を持つ C57BL/6マウス（OT1）由来の免疫細胞のナノワイヤ上で培養 
（5）ナノワイヤ上での培養によってエクソソームを取り込む免疫細胞の抗原提示能の評価 
本研究においては概念検証を第一の目的とし、ナノワイヤ上で培養する or しない免疫細胞を用
いて、抗原提示能力で比較検討することとした。また、免疫細胞へのエクソソームの取り込みに
ついては超解像顕微鏡により確認した。 
 
４．研究成果 
初年度は、以下の研究成果を得た。 
（1）脳腫瘍患者の尿中 miRNA群に脳腫瘍特異的な核酸情報があることの確認 
本研究項目では、報告者独自の細胞外小胞の網羅的捕捉・miRNA 抽出技術・機械学習技術を駆
使し、脳腫瘍 vs.非がんドナーの尿中 miRNA群より高い診断率・感度・特異度を達成し、脳腫瘍
に由来する細胞外小胞に脳腫瘍特異的な核酸情報が存在することを確認した。まず、脳腫瘍ドナ
ー・非がんドナー100人ずつより抽出される miRNAをマイクロアレイにより発現量検出し、そ
れぞれの miRNA プロファイルの交差検定を 50 回繰り返した結果、脳腫瘍関連 miRNA を 2500
種から 50 種程度を選び出した。これら 50 種は 200 人の共通発現 miRNA ではなく(例：A さん
は 40種発現・Bさんは 30種発現)、50種の中から組み合わされる特定のアンサンブルが脳腫瘍
/非がんの識別に関与していることが判明した。さらに、腫瘍患者の尿中 miRNAが腫瘍細胞から
も発見され、体液中の RNA 分解酵素の役割を考慮すれば、腫瘍関連 miRNA は細胞外小胞など
により血液循環を経て尿中まで到達していること、特定の miRNAアンサンブル情報を保持する
細胞外小胞が存在することを明らかとした。 
（2）オボアルブミン(OVA) 抗原を強制発現させた C57BL/6マウス膠芽腫細胞株(GL261)の培養 
本研究項目では、研究分担者と共同で、オボアルブミン(OVA) 抗原を強制発現させた C57BL/6
マウス膠芽腫細胞株(GL261)の培養、並びに、培養液(conditioned medium)の回収とエクソソーム
の回収を達成した。研究分担者のグループにて、C57BL/6マウス膠芽腫細胞株(GL261)に OVA抗
原強制発現株を用意した。OVA抗原の強制発現の有無については、flow cytometryにて確認した。
その後、OVA抗原強制発現 GL261株を培養し、培養液(conditioned medium)の回収と、超遠心法
によるエクソソームの回収を達成した。 
（3）得られた培養液(conditioned medium)に含まれるエクソソームをナノワイヤ上に捕捉 
本研究項目では、（2）で得られた培養液(conditioned medium)をナノワイヤ上に滴下することで培
養液(conditioned medium)中のエクソソームをナノワイヤ上で捕捉することを達成した。まず、培
養液(conditioned medium)を大量に回収し、超遠心法で精製したエクソソームがナノワイヤ上で捕
捉されるかを検討した。ナノワイヤ上での捕捉の確認には、nanoparticle tracking analysis（NTA）
を用い、ナノワイヤ上への滴下前と、滴下後に回収したエクソソームの濃度を比較した。超遠心
法で精製したエクソソームを PBS に分散させ、PBS をナノワイヤ上に滴下し、前後で濃度を比
較したところ、濃度の減少が確認された。その後、ナノワイヤ上に捕捉された粒子の抗原を
CD63/CD9/CD81抗体により染色し、捕捉された粒子がエクソソームであることを確認した。ま
た、培養液(conditioned medium)を超遠心処理せずに直接ナノワイヤ上に滴下してエクソソームが
捕捉されることも確認した。 
（4）OVA特異的受容体を持つ C57BL/6マウス（OT1）由来の免疫細胞のナノワイヤ上で培養 
本研究項目では、（3）で使用したナノワイヤ上で免疫細胞の培養を達成した。まず、OVA 特異



 

 

的受容体を持つ C57BL/6 マウス（OT1）の膵臓より、単核球を分離し、樹状細胞に分化させ、
flow cytometryにより確認を行った。次にナノワイヤ上に OVAを固定化し、ナノワイヤ上での樹
状細胞による抗原提示を確認した。ガラス基板上の樹状細胞+OVA溶液、ナノワイヤ上の樹状細
胞+OVA 溶液、OVA 固定化ナノワイヤ上の樹状細胞、のどの樹状細胞でも抗原が提示されるこ
とを確認した。 
（5）ナノワイヤ上での培養によってエクソソームを取り込む免疫細胞の抗原提示能の評価 
本研究項目では、（3）でエクソソームを捕捉したナノワイヤの上に、(4)で用いた樹状細胞を培養
し、樹状細胞にエクソソームが取り込まれたことを達成した。まず、GL261を培養して得られる
培養液(conditioned medium)をナノワイヤ上に滴下し、エクソソームをナノワイヤ上に捕捉した。
次に、エクソソームを捕捉したナノワイヤの上に未成熟な樹状細胞を播種し、ナノワイヤ上で樹
状細胞を成熟させた。超解像顕微鏡で観察したところ、樹状細胞の成熟とともに、樹状細胞がナ
ノワイヤ上のエクソソームを取り込むことが確認された。 
上述の（1）〜（5）の成果を持ってして、ナノワイヤ上での、エクソソームの捕捉と抗原提示細
胞の培養、抗原提示細胞によるエクソソームの取り込みを実証し、本研究が目標とする概念検証
を達成した。 
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