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研究成果の概要（和文）：本研究では、膵臓がんの早期発見のため、画期的な新技術を開発するために、腫瘍の
根源となる「がん幹細胞」を分離培養し、がんの生物学的な悪性度を最高レベルの解像度で理解できる革新的な
技術を開発した。これらの結果、細胞外分泌小胞の性状と対応した形で、膵がんで特徴的なRNAメチル化標的遺
伝子を同定し、大阪大学の知的財産として整備を進め、実験的な技術のノウハウに関しては論文及び学会発表で
公表することを進めた。このように末梢血の細胞外分泌小胞のリキッドバイオプシーに基づくがん幹細胞のプロ
ファイリングに向けて、バイオマーカーの基盤を構築することができた。

研究成果の概要（英文）：In this groundbreaking study, we have developed innovative techniques aimed 
at the early detection of pancreatic cancer by isolating and culturing the "cancer stem cells," the 
origin of tumors, enabling us to comprehend the biological malignancy of cancer at the highest 
resolution. As a result, we have identified characteristic RNA methylation target genes associated 
with the properties of extracellular vesicles, corresponding to pancreatic cancer. We are advancing 
the development of these findings as intellectual property of Osaka University, while also 
proceeding with the publication of experimental techniques through papers and presentations at 
academic conferences. Consequently, we have laid the foundation for biomarker establishment towards 
the profiling of cancer stem cells via liquid biopsy of extracellular vesicles in peripheral blood. 

研究分野：難治性の疾患に対するバイオマーカー技術、創薬技術、育薬技術

キーワード： 膵がん　RNA修飾　細胞外小胞

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
「がん幹細胞」の機能と存在を精密に診断するために、腫瘍の根源となる「がん幹細胞」を分離培養し、そこか
ら分泌される「細胞外小胞」の『中身』の1増殖(RNA配列)と2代謝(RNAメチル化)に加えて、『殻』の脂質二重膜
として、組織と分化の情報を加えた4要素を粒子レベルで把握し、がんの生物学的 な悪性度を最高レベルの解像
度で理解できる革新的な技術を開発した。知的財産として整備を進め、実験的な技術のノウハウに関しては論文
及び学会発表で公表した。 このように、本研究において微細な細胞外分泌小胞の性状に基づくがん幹細胞のプ
ロファイリングに向けて、技術を改善させてバイオマーカーの基盤を構築することができた。

※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 

膵がんに代表される難治がんの診断では、新たな技術の開発が必要である。これまで私たちは、

低侵襲で得られる末梢血・尿のリキッドバイオプシー中の「細胞外小胞（エクソソーム）」の『中

身』に含まれる RNA のメチル化に着目した研究を進めてきた。本研究では、標準的な方法を凌駕

する画期的な新技術を開発するために、腫瘍の根源となる「がん幹細胞」を分離培養し、そこか

ら分泌される「細胞外小胞」の『中身』の①増殖(RNA 配列)と②代謝(RNA メチル化)に加えて、

『殻』の脂質二重膜として、③組織と④分化の情報を加えた４要素を粒子レベルで把握し、がん

の生物学的な悪性度を最高レベルの解像度で理解できる革新的な技術を開発することを目指し

て研究を進めた。従来法では解決できなかった膵がんの薬剤耐性や転移性と密接に関連する分

子の情報を明らかにし、膵がんの診断性能を最大化した。膵がんの症例を蓄積して検討し、計測

系を最適化する計画で研究を推進した。 

 

２．研究の目的 

私たちは、リキッドバイオプシーで得られる「細胞外小胞（エクソソーム）」の『中身』に含ま

れる RNA の配列(①細胞の増殖の制御に相関)およびメチル化(②細胞の代謝に相関)を計測する

ことにより、膵がんを高い感度で診断可能であることを明らかにした。 

そこで、さらに詳細な情報を取得するために、「細胞外小胞」の『殻』の抗原にもとづく③組織

と④分化の情報を加えた４要素により、「細胞外小胞」が由来する膵腫瘍内の「がん幹細胞」の

性状を粒子レベルで把握できる革新的な技術の開発に挑戦し、膵がんの診断性能を最大化する

計画である。すなわち、「細胞外小胞」の『中身』と『殻』から４要素により、 

⑴「細胞外小胞」が由来する「膵がん幹細胞」の①増殖および②代謝と関連付けて、その造腫瘍

性と自己複製能を評価し、診断に応用することができる。 

⑵「細胞外小胞」が由来する「膵がん幹細胞」の③組織および④分化と関連付けて、その多分化

能や未分化性を評価し、診断の精度を向上させることができる。 

これらを統合して把握することができれば、発がん過程の早期の段階や、臨床の治療抵抗性の状

態において、それらの根源となる「がん幹細胞」を反映する「細胞外小胞」の『中身』と『殻』

の分子をプロファイリングして診断し、現在の医療の水準を最高レベルに高めることができる。 

 

３．研究の方法 

⑴「細胞外小胞」の計測：「細胞外小胞」の『中身』と『殻』の計測システムを微小流路で連結

し、１個のがん幹細胞から分泌される「細胞外小胞」を計測。さらに、ExoQuick (ExQ 法) によ

り、『殻』の特徴（抗原、電化、大きさ）を計測した。 

⑵「がん幹細胞」の分離培養とシングル細胞化：これまでに私たちは「がん幹細胞」をがん随伴

線維芽細胞、T細胞、マクロファージを含めた腫瘍組織として高機能スフェア（低接着プレート

と ES 細胞培養条件で維持できる単一細胞に由来する細胞塊）として評価できる技術を開発した。

本研究では、①膵がんのマウスモデル（K-RAS/TP53 変異）、②大阪大学医学部附属病院で手術的

に切除したヒト膵臓組織から「がん幹細胞」を分離し、スフェアからの「細胞外小胞」の『中身』

と『殻』を検討した。 

⑶上記より、『中身』と『殻』の計測システムのデータをもとにして、がん組織の空間トランス

クリプトーム解析の情報（VISIUM 法および RNA メチル化免疫沈降次世代シークエンス法）と比



較検討することにより、「どの細胞が、どの細胞外小胞を分泌して、「がん幹細胞」の周辺の多様

性を演出しているかを明らかにした。すなわち、「がん幹細胞」を含めた腫瘍組織の高機能スフ

ェアから分泌される「細胞外小胞」の『中身』と『殻』をシングル細胞レベルで計測し、どの「が

ん幹細胞」からどの「細胞外小胞」が分泌されるか、統計的に確率的に対応づけた。 

⑷情報解析：臨床ステージⅠ〜Ⅲの膵がんの手術切除で得られる１患者あたり概ね 106個のがん

細胞から、2.5x102個の「がん幹細胞」のスフェアを作成（経験的に細胞生存 25％）。血液 1ml か

ら 104倍に濃縮して 105個/マイクロリッターを解析することにより、1012個/ml の「細胞外小胞」

を検討することができ、臨床的なリキッドバイオプシーに十分に活用できる。「細胞外小胞」の

『中身』（RNA の配列とメチル化アデニン[m6A]とメチル化シトシン[5mC]）および『殻』（抗原、

電化、大きさ）の情報から、2.5x107通り（2.5x102 がん幹細胞から分泌される 105細胞外小胞/

マイクロリッター）の情報を機械学習させた。 

すでに予備的な検

討で、⑴医工連携

により上記の大容

量の高速機械学習

が可能である。⑵

NS 法と ExQ 法で、

膵がん患者のリキ

ッドバイオプシー

（血清）から、『殻』

の (CD81, CD63, 

CD9, Tsg101, 

Alix, flotillin)

と (Integrin, 

Selectin, CD40)に

対する抗体で収集

し、『中身』のマイクロ RNA の配列とメチル化を比較した結果は、Let-7, miR-17(以上 m6A), miR-

21, miR200c(以上 5mC)に相補的な架橋型核酸(LNA)で濃縮し、MALDI による In-Source Decay で

質量分析した結果と矛盾なく一致した。したがって、本研究により「細胞外小胞」から「がん幹

細胞」の生物学的な悪性度を高い精度で診断することが可能となった（図１）。 

 

４．研究成果 

VISIUM 法および RNA メチル化免疫沈降次世代シークエンス法等から得られた RNA 情報を元にし

て、膵がん組織、がん幹細胞を含む組織培養に共有して異常を示す標的遺伝子 TCEAL8 を明らか

にした（図２；Cancer Sci., 2024; doi: 10.1111/cas.16152）。TCEAL8 は、メチル化アデニン

[m6A]の異常な修飾が集中しており、その生化学的な役割は、RNA の安定性制御だけでなく、蛋

白翻訳の異常を介して、腫瘍の生物学的な悪性度の進展に寄与していることが示された。現在、

メチル化アデニン[m6A]だけでなく、メチル化シトシン [5mC]の修飾も解析しており、これら２

つの相互作用について検討を進めている。この知見は、難治がんの疾病制御に重要な役割を果た

すと期待される。さらに、膵がん組織からの組織培養を詳細に検討することにより、未分化性を

持った「がん幹細胞」から、メチル化アデニン[m6A]およびメチル化シトシン [5mC]の修飾を有

した非コード RNA が細胞外分泌小胞として細胞間コミュニケーションに重要な役割を果たして



いることが示された。特に、従来非コード RNA とされて見過ごされてきた分子にはマイクロペプ

チドがコードされて、がんの進展で重要な役割を果たしていることを見いだした（Proc. Natl. 

Acad. Sci. U.S.A., 2024;121(12):e2312322121.doi: 10.1073/pnas.2312322121）。 

現在、様々な臨床ステ

ージの膵がんの手術

切除で得られるがん

細胞から、「がん幹細

胞」のスフェアを作成

することにより、「が

ん幹細胞」の『殻』と

『中身』を統合 的に

把握するための解析

基盤を完成に近づけ

る作業を進めている。

得られた大容量デー

タは、公的な遺伝子情

報バンクに登録した

（NCBI; 各論文からアクセス可能）。 

 

考察：本研究で明らかとなった、『中身』（RNA の配列とメチル化アデニン[m6A]とメチル化シト

シン [5mC]）および『殻』（抗原、電化、大きさ）の情報は、体の深部の病巣を、シングル細胞

レベルの解像度で体外からのリキッドバイオプシーで予測することを可能とするものである。 

さらなる医工連携により上記の大容量の高速機械学習を進め、膵がん患者のリキッドバイオプ

シー（血清）から、RNA 情報の全情報を加えた高精度の継続技術として、1分子 1細胞の解析の

科学をさらに発展させたい。本研究の成果は、難治性消化器がんである膵がんをはじめとした転

移性大腸がん、さらには乳がんや肺がんにおける「がん幹細胞」の診断と標的化にも応用するこ

とができる。さらに、「がん幹細胞」を取り巻く間質の活性化線維芽細胞（CAF）の性質と機能の

把握にも応用することが可能である（iScience, 2022 Jun 22;25(8):104659）。この応用研究の

発展は、がん細胞が存在するがん微小環境の性質に合わせた難治がんの「兵糧攻め」という新し

い治療法の開発に応用することが可能である。実際に、難治がんの「兵糧攻め」に関して、CAF

をターゲットとした治療法は、本研究の成果として新しいシーズを生み出すことができた

（Cancers, 2021 Oct 12;13(20):5088）。細胞内外の特異的な 分子に着目することにより、「兵

糧攻め」に適した画期的な治療技術を開発することができる。この「兵糧攻め」戦略においても、

本研究のバイオマーカーの開発は、コンパニオン診断として重要なツールを提供することにつ

ながり、社会実装において、製薬系企業等の共同研究を促進し、国民医療の向上に向けて大きく

貢献することができる。 
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