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研究成果の概要（和文）：microRNA(miRNA)はがんの発生や抑制に関与しており、血中ではエキソソームによって運ば
れている。また、がん幹細胞は現在の治療法では残存し再発や転移を起こす可能性がある。我々はがん幹細胞に結合す
る分子をエキソソーム膜上に発現させ、がん幹細胞の増殖を抑制するmiRNAをエキソソーム中に取り込ませて血中に投
与することで、がん幹細胞を標的とした治療法を確立できると考えた。乳がん細胞のEGFRに結合するペプチド(GE11)を
発現させたエキソソームにlet-7aを内包させ (let-7a/GE11エキソソーム)、担がんマウスに尾静脈接種すると効率よく
がん細胞へ到達し増殖抑制効果を示した。

研究成果の概要（英文）：It is known to dysregulation of microRNAs contribution to the development and prog
ression of cancers. MiRNAs in serum correlate with the cancer, cardiovascular disorders and the various ty
pes of diseases. In addition, extracellular miRNAs have been detected in exosomes isolated from numerous b
ody fluids including serum. In this study, we examined whether exosomes were a new useful tools for gene d
elivery  in a model of cancer. Modified exosomes with the GE11 peptide that binds to EGFR including let-7a
 were prepared (let-7a/GE11 exosomes).  let-7a/GE11 exosomes were intravenously injected into Rag2-/- mice
 transplanted breast cancer cells (HCC-70). After four injections, let-7a/GE11 exosomes markedly suppresse
d tumor growth. These results suggest that exosomes may provide an effective miRNA delivery system for can
cer therapy.
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１．研究開始当初の背景 
 わが国における乳がんの罹患率は年々増加
しており、罹患年齢は低下している。乳がん
の治療法の一つであるホルモン療法はホルモ
ン受容体を持たないがんには効果がない。さ
らに、化学療法では、がん幹細胞は死滅せず
残存するという報告があり(Fengyan Yu et al, 
Cell 2007)再発の危険性がある。乳がん幹細
胞を効率よく死滅させれば、再発や転移を予
防できると考えられる。microRNA(miRNA)は血
中にも存在し、我々はがん患者においてその
発現が変動することを明らかにした(Tanaka 
M, Kuroda M et al, PLoS One 2009)。さらに、
我々は siRNA のデリバリーによって関節炎が
効果的に治療できることを報告しており
(Takanashi M et al, Gene Therapy 2009)、
small RNA が疾患の治療に有用であること示
した。血中の miRNA はエキソソームに包まれ
ているため安定であることから、がん幹細胞
増殖抑制効果をもつ miRNA をエキソソームに
運ばせることによってがんの治療ができると
考えた。一方、エキソソームの細胞内への侵
入にはエキソソーム表面分子を介した標的細
胞への結合が重要な役割をしていることが明
らかとなっている(Bruno S et al, J Am Soc 
Nephrol 2009)。我々は乳がん幹細胞膜上のレ
セプターに結合する分子をエキソソーム膜上
に発現させることによって、エキソソームが
効率よくがん幹細胞へ結合し、miRNA が侵入
して増殖抑制効果を発揮すると考えた。 
 
２．研究の目的 
 miRNA はがんの発生や抑制に関与しており、
血中ではエキソソームによって運ばれている。
また、がん幹細胞は現在の治療法では残存し
再発や転移を起こす可能性がある。我々はが
ん幹細胞の増殖を抑制する miRNA をエキソソ
ーム中に取り込ませ、血中に投与することに
よってがんの治療ができると考えた。さらに
がん幹細胞に結合する分子をエキソソーム膜
上に発現させることにより、miRNA ががん幹
細胞内へ高率に侵入可能となると考えた。本
研究ではエキソソームによる miRNA の新しい
デリバリー法を確立し、がん幹細胞を標的と
した治療への応用を目指す。 
 
３．研究の方法 
（１）in vitro における検討 
 乳がん幹細胞を死滅あるいは分化させるよ
うな miRNA を効率よく乳がん幹細胞にデリバ
リーするためのエキソソームを作製した。本
研究では乳がん細胞膜に存在する EGFR に対
するリガンド(EGF 全長、または EGFR 結合ペ
プチド:GE11)をエキソソーム膜上に発現させ
ることによって、エキソソームのがん幹細胞
への結合効率を高めることを目指し、以下の
実験を行った。 
① EGFまたはGE11発現細胞の作製と培養上

清から精製したエキソソームの膜上へ
の発現確認 

 まず、我々はトランスメンブランドメ
インを持つ発現ベクター（pDisplay）に
EGF 全長または EGFR 結合ペプチド
(GE11:YHWYGYTPQNVI)の遺伝子配列を組
み込こんだ。GE11 は EGFR に結合するが
下流のシグナルの活性化は誘導しない
ことが明らかとなっている(Zonghai Li 
et al, FASEB J.2005)。作製した発現ベ
クターを HEK293 細胞へトランスフェク
ションし、恒常発現株を作製した後、こ
れらの細胞株の培養上清から超遠心法
にてエキソソームを回収し FACS 解析に
よってエキソソーム膜上に EGF または
GE11 が発現していることを確認した。 

② EGFまたはGE11発現エキソソームによる
がん細胞へのmiRNAの取込み効率の検討 
 作製した EGF または GE11 発現エキソ
ソームの乳がん細胞への導入効率を検
討した。まず、EGFR の発現が高い乳がん
細胞株を選択するため、３種類の細胞株
の EGFR の発現を FACS 解析によって比較
した。次に、①で作製した EGF/HEK293
または GE11/HEK293由来のエキソソーム
を PKH67 でラベルし、各種乳がん細胞へ
の取込みを検討した。EGFR の発現量の違
いによって取込み量が変化するかどう
かを検討した。さらに、乳がん幹細胞の
分化を促進する miRNA として報告され
ている let-7 を GE11/HEK293 細胞へトラ
ンスフェクションした後、培養上清より
エキソソームを超遠心法にて精製した。
(let-7a/GE11 エキソソーム)。これを
EGFR 高発現乳がん細胞株である HCC-70
に加えて let-7 の導入効率を検討した。 

（２）in vivo における検討 
 ルシフェラーゼ遺伝子を導入した HCC-70
細胞(2x106 cells/mouse)をRAG2-/-マウスに移
植し、4週間後より作製した miRNA/GE11 エキ
ソソームを 1 μg/マウスで４回（１回/週、
４週間）尾静脈より投与した。エキソソーム
接種前と後の腫瘍の大きさを IVIS による in 
vivoイメージングによって計測し、がん細胞
の増殖抑制効果を検証した。 
 
４．研究成果  
（１）in vitro における検討 
① EGFまたはGE11発現細胞の作製と培養上

清から精製したエキソソームへの発現
確認 

   図１a に示すように、発現ベクター
pDisplay に EGF または GE11 をコードす
る配列を組み込んだ。これらの発現ベク
ターを用いて、EGF または GE11 を恒常的
に発現する HEK293 細胞株（EGF/HEK293
または GE11/HEK293）を樹立し、培養上
清よりエキソソームを精製した。精製し
たエキソソームに導入したベクターの
HA が発現していることをウエスタン・ブ
ロット法にて確認した（図１b）。さらに
FACS にて Myc の発現を確認した(図 1c)。



以上より、樹立した EGF/HEK293 または
GE11/HEK293 細胞由来のエキソソームの
膜上に導入遺伝子が発現していること
確認した。 

 

② EGF または GE11 発現エキソソームによる
がん細胞への miRNA の取込み効率の検討 

 乳がん細胞株の種類によって EGFR の発現
量は異なる(図２a)。EGFR の発現量を比較し
たところ、HCC-70 が EGFR の発現が高い細胞
株であることが明らかになった。これらの細
胞株の培養液中に PKH67 でラベルした EGF 及
び GE11 エキソソームを加えて培養すると、
EGFR の発現量の低い MCF-7 よりも HCC-70 の
方が EGF エキソソーム、GE11 エキソソームと
もに取込み量が高いことが確認できた(図２b、
c)。以上より、作製した EGF 及び GE11 エキソ
ソームは乳がん細胞の EGFR に結合し、効果的
に乳がん細胞内へ取り込まれることが明らか
となった。 
 
 さらに、EGFR を高発現させた MCF-7 におい
てもエキソソームの取込み量を検討した結果、
コントロール MCF-7 に比べて EGFR 高発現
MCF-7 において EGF エキソソーム、GE11 エキ
ソソームともに取込み量が増加することが明
らかとなった。EGF エキソソームと GE11 エキ
ソソームでは取込み量に差がないため、GE11
エキソソームを用いて乳がん細胞の増殖抑制
効果について検討することとした（データは
論文に示す）。 
 let-7aをGE11/HEK293細胞へトランスフェ
クションし、培養上清よりエキソソームを精
製した。エキソソーム中に let-7a が含まれて
いることを qPCR 法（TagMan miRNA assays, 
Applied Biosystems）にて確認し（図３a）、
これらを動物実験に使用することとした。 
 
（２）in vivo における検討 
 ルシフェラーゼ導入 HCC-70 細胞を RAG2-/-

に移植し、IVIS によって腫瘍の大きさを計測
した。1 μg/マウス let-7a/GE11 エキソソー
ムを尾静脈より４回接種した後、腫瘍の大き
さを計測した。その結果、let-7a を導入した
GE11/HEK293 由来のエキソソーム接種群でコ
ントロール群に比較して腫瘍の増殖を抑制し

た(図３b、c)。これらの結果から GE11 を高発
現したエキソソームに let-7a を内包するこ
とにより、尾静脈接種でも EGFR を発現する乳
がん細胞に効率よく let-7a が導入され、乳が
んの増殖を抑制することが明らかになった。 
  

図１．EGF または EGFR 結合ペプチド（GE11）
発現エキソソームの作成 

図２．EGF または GE11 エキソソームの乳が
ん細胞への取込み 

図３．let-7a/GE11 エキソソームによる乳
がん細胞増殖抑制効果 



 以上より、１）miRNA を内包したエキソソ
ームの膜上にがん特異的に結合する蛋白質を
発現させることによって、全身投与でも局所
（がん）に効率よく miRNA を到達させ、機能
させることができることが明らかとなった。
２）がん幹細胞の維持、分化、増殖などに関
わる miRNA によってがん細胞の増殖を抑制す
ることが可能である、という結果を得ること
ができた。 
 ヒトへの治療に応用するには、エキソソー
ムに対する拒絶反応がおこる可能性があるた
め課題は残されているが、iPS 細胞由来や自
己細胞由来のエキソソームを用いることで解
決できる可能性があると考えている。また、
がん幹細胞が化学療法や放射線療法によって
残存し再発する可能性があることや、副作用
などの従来の治療法における問題点を克服す
る画期的ながんの治療法となり得ることが示
唆された。  
 以上の研究成果は Molecular Therapy. 21 
(1):185-191. 2013.に発表した。 
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