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研究成果の概要（和文）：エクソソームによるＤＤＳの取り込み効率を評価する評価系の構築ためにエクソソームを高
分泌する細胞系のスクリーニングをおこないマクロファージでの分泌能が高いことを明らかにした。これらの細胞を用
いてエクソソームマーカーであるCD63にGFPを融合したCD63-GFPレンチウイルスを作成しCD63-GFPを発現した細胞を樹
立しGFPラベルされたCD63を含むエクソソームが分泌されていることを確認した。CD63-GFPを含むエクソソームを培養
細胞から精製して、他の細部に添加したところ高効率にGFPが伝播さえることを確認できたことから、エクソソームはD
DSとして用いられる可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：We found that macrophage is highly secreted exosome like particle with exosome mak
er such as CD63 and CD9 and Alix. We made CD63-GFP fusion protein and cloned into lenti-virus vector. CD63
-GFP lenti-virus is infected to cancer and macrophage and established cell line stably expressing CD63-GFP
 fusion protein. We isolated exosome from these cell lines and purified by ultra-centrifugation, and found
 that these purified exosome is successfully derived to recipient cells. These results suggest that exosom
e can be a tools for novel DDS of microRNAs.
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１．研究開始当初の背景 

 miRNA は、ゲノムから転写される 20-25 塩

基の非常に短い non-coding RNA の一つであ

り、動植物に広く存在し、細胞の発生、分化、

増殖などの様々な生物現象に重要な役割を

果たしている。転写後は、一部ギャップを持

つ二本鎖 RNA で存在するが、成熟した miRNA

は一本鎖で RISC と呼ばれる複合体と結合し

て、mRNA の翻訳や転写を阻害する（図１）。 

miRNA は、siRNA と異なり一つの miRNA で約

１００以上もの遺伝子の翻訳調節（翻訳阻

害）や転写抑制を行うことができ、細胞内の

遺伝子調節の新機構として近年世界中で注

目されている(Nature 455, 64-67, 2008)。 
 miRNA は、種々の疾患発症などに寄与して
おり、miRNA を利用した診断や治療が世界中
の製薬会社、Alnylam 社を中心としたベンチ
ャーで進んでいる。武田などの製薬会社がラ
イセンス契約を結んだことでもニュースに
なった。しかし、miRNA を臨床上用いる為に
は、miRNA デリバリーシステムの問題は全く
解決されておらず、これらを打破するブレー
クスルーが期待されている。 
 
２．研究の目的 
 マイクロ RNA（microRNA, miRNA）は、次世
代の天然型核酸医薬品として注目されてい
る。しかし、siRNA の核酸医薬化でも問題と
なっているドラッグデリバリーシステム
（DDS）の問題をクリアーできないと十分な
効果を示さないことが懸念されている。近年、
マイクロ RNA は、脂質二重膜構造したエクソ
ソーム(exsosome)に包まれて、血清、母乳、
唾液などの体液に分泌されていることが明
らかになった。分泌された miRNA は、他の組
織の細胞に取り込まれることからエクソソ
ーム構造がDDSのキーとなることが考えられ
る。そこで、本研究では、細胞が作り出すエ
クソソームを利用したＤＤＳシステムを作
ることで、次世代核酸医薬の DDS 問題を克服
できる技術革新を目的として行う。 
３．研究の方法 
 miRNA のＤＤＳの効率化を行うためには、ま
ずエクソソームによるＤＤＳの取り込み効
率を評価できる評価系の構築が重要である。
そこで、分泌されるエクソソームを可視化す
る系の構築を目指す。つぎに、ＤＤＳの評価
に用いる特異的な miRNA を細胞に導入して、
それらが細胞外に蛍光で可視化されたエク
ソソームで分泌される系を構築する。可視化
したエクソソームを用いて、細胞選択制、臓
器特異性が見いだせるかどうかを評価する。
最後に、臓器の特異性が見いだされたものは、
マウスなどの動物を用いて in vivo で評価し、
in vivo での有用性を実証する。 
 
４．研究成果 

 分泌型 miRNA輸送体として細胞外小胞であ
るエクソソームを用いるために、細胞外小胞
（ＥＶ）を高分泌する細胞系のスクリーニン
グを実施した。線維芽細胞、上皮系細胞、が
ん細胞、マイクロファージなどを用いて培養
上清に存在する EV の量をナノパーティクル
計測器 qNANO を用いて、粒子径分布、細胞あ
たりの EV 分泌量を計測したところ、マイク
ロファージが他の細胞に比較して高分泌し
ていることを見いだした。 
 

 
マイクロファージや線維芽細胞から回収し
た EV を可視化するためにエクソソームマー
カーの一つである CD63 に GFP を融合した 
ＣＤ６３−ＧＦＰベクターを細胞内に導入し
て、ＣＤ６３陽性のＥＶがＧＦＰにより可視
化できる系を構築した。 
 
これらの細胞の培養上清から回収し、乳癌細

胞、膵がん細胞に添加したところ高効率に標
的細胞に GFP が検出された。また、in vivo
の実験では、ルシフェラーゼ遺伝子を高発現
した乳癌高転移がん細胞を膵臓に移植し、膵
臓に腫瘍を形成して膵臓でのルシフェラー
ゼの蛍光を確認した。このマウスに、リポソ
ームに封入したルシフェラーゼに対する
siRNA を腹腔内に投与し、膵臓がんでのルシ
フェラーゼ遺伝子の発現を RT-PCR により確
認した。その結果、マウス腹腔内にルシフェ
ラーゼに対する siRNA を導入して、ルシフェ
ラーゼに対するsiRNAを腹腔内に投与したマ
ウスの膵臓においてルシフェラーゼの発現
の減弱が確認された。また、腹腔内マクロフ
ァージを活性化させるためにグリセロール



を同時に投与すると、その効果が促進された。
以上の結果らか、in vivo において、細胞外
小胞をＤＤＳを応用した核酸医薬のデリバ
リーにマクロファージ誘導性のエクソソー
ムＤＤＳが有望で有り可能性が示唆された。 
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