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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、血中のmiRNAはエクソソーム内
に存在するだけでなくArgonaute 2 (Ago2) 蛋白質と複合体を作ることでRNaseによる分解から逃れている。本研
究では、miRNA/Ago2複合体を用いたmiRNAのデリバリー法を開発し、がん治療への実用化を目指した。細胞外に
分泌されているAgo2は微量であったが、miR-27aを導入したAgo2高発現細胞培養上清を用いて乳がん細胞株 
(MCF-7)を培養するとコントロールに比べて細胞増殖を抑制した。以上より、miR-27a/Ago2複合体が乳がん細胞
の増殖を抑制する可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：It is known that dysregulation of microRNAs (miRNAs) contributes to the 
development and progression of cancers. The circulating miRNAs in the bloodstream escape from 
attacking of blood RNase activity by encapsulation in membrane-bound vesicles such as exosomes. 
However, Arroyo et al. reported that a significant portion of circulating miRNA is associated with 
Argonaute2 (Ago2), the effector component of the miRNA-induced silencing complex that directly binds
 to miRNAs and mediates messenger RNA repression in cells. In this study, we examined whether 
Ago2/miRNA complexes were new useful tools for gene delivery. The extracellular Ago2 complexes were 
in small amount of components in culture medium of breast cancer cells (MCF-7). The cell growth of 
MCF-7 cells was inhibited by using culture medium in miR-27a/Ago2 overexpressed HEK293 cells. Our 
study suggests that Ago2/miRNA complexes may be useful an effective miRNA delivery system for cancer
 therapy.

研究分野： 医歯薬学

キーワード： 乳がん　miRNA　ジーンデリバリー
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１．研究開始当初の背景 
 がんの原因分子に直接作用する分子標的
治療薬 (ハーセプチン、グリーベックなど) 
が開発され、臨床での有効性を示すエビデン
スが蓄積している。しかしながら、既存の分
子標的治療薬が有効な腫瘍は限られている
ことに加え、抗体医薬、低分子化合物では完
全に作用を阻害することが難しい。そのため、
miRNA を含めた核酸医薬の開発が必要であ
る。これまでに当研究室では、がん治療を目
的とした核酸のデリバリー法の開発やがん
を抑制する遺伝子の探索を行ってきた。また、
miRNA の存在が明らかにされて以来、多くの
分野で注目を集め、急速に研究が進められて
いる。中でも、がんや心臓疾患、免疫疾患な
ど様々な疾患と関連して血中の miRNA の発
現変動が認められることが明らかとなり、診
断や治療への応用が期待されている。これら
の研究結果から、血中の miRNA が生体内に
おいて何らかの生理機能をもつことが予想
できるが、がん患者における miRNA の発現
変動の意義は明らかにされていない。我々は
血中の miRNA がエクソソームに取り込まれ
て運ばれていることを利用し、新しい miRNA
のデリバリー法を確立した。がん幹細胞の増
殖を抑制するmiRNA (let-7a) を内包させたエ
クソソームの膜表面に、がん細胞に結合する
分子 (EGFR 結合ペプチド：GE11) を発現さ
せ腫瘍移植マウスの血中に投与すると、がん
細胞内に効率よく取り込まれ、がんの増殖を
抑制することを示した。しかし、Arroyo らに
よって血中の miRNA はエクソソーム内に存
在するだけでなく、90%もの miRNA が Ago2
との複合体を作ることによってRNaseに抵抗
性を示していることが報告された  (PNAS. 
2011)。さらに miRNA の種類によってエクソ
ソームに被包化されやすいものと、Ago2 と
の複合体を作りやすいものがあることが示
されている。また、Vickers らは血漿中の
miRNA は HDL と結合して運ばれ、レシピエ
ントとなる細胞に取り込まれることを報告
している (Nat Cell Biol. 2011)。これらの報告
より、細胞から分泌された miRNA は蛋白質
などと複合体を作ることによってRNase抵抗
性を獲得し、血中でも分解されずに生体内を
循環して、がんの増殖促進や抑制、あるいは
悪性化などに関与していると考えられる。 
 
２．研究の目的 
 microRNA(miRNA)はがんの発生や抑制に
関与しており、血中の miRNA はエクソソー
ム内に存在することで、RNase による分解か

ら逃れている。当研究室では、がん特異的に
結合するペプチドを発現させたエクソソー
ムの作製に成功し、がん幹細胞の増殖を抑制
する miRNA を内包させ、腫瘍移植マウスの
血中に投与すると、がんの増殖を抑制するこ
とを明らかにした。しかし、血中の miRNA
はエクソソーム内だけでなく、Argonaute 2 
(Ago2) 蛋白質と複合体を作ることで安定的
に存在していることが報告された。本研究で
は、ペプチド修飾型 miRNA/Ago2 複合体を用
いたがん特異的な miRNA のデリバリー法を
開発し、より効果的ながん治療への実用化を
目指す。 
 
３．研究の方法 
１）乳がん細胞培養上清中の miRNA/Ago2
複合体の精製 
 Arroyo らは血中の miRNA はエクソソー
ム内に存在するだけでなく、 90%もの
miRNA が Ago2 との複合体を作ることによ
って RNase に抵抗性を示していることを報
告した  (PNAS. 2011)。しかし、血中の
miRNA/Ago2 複合体の由来や、生体内での
機能については不明である。まず、我々は
がん細胞から分泌される miRNA/Ago2 複合
体が存在するのかどうかを検討した。 
 乳がん細胞株 MDA-MB-231、MCF-7 を
2x106コ/10 cm dish にて一晩培養後、PBS に
て 2 回洗浄し、10 ml の 10% FBS (exosome 
free)  medium に交換した。3 日後培養上清
を回収した。培養上清は Amicon Ultra 10 kD
で濃縮し、抗 Ago2 抗体にて免疫沈降反応を
行った後 RNA 抽出し、RNA 量を測定し、
さらには qPCR法によってAgo2に結合して
いる miRNA の量を検討することとした。検
出する miRNA は Arroyo らによって Ago2
に結合している割合が高いとされている
miR-92a と exosome 内に存在している割合
が高いと報告されている let-7a を用いるこ
ととした。RNA 抽出後 10 l の超純水に溶
解し RNA 濃度を測定した。 
 
２）Ago2 高発現細胞株の作製 
 Ago2 発 現 ベ ク タ ー で あ る
pIRESneo-FLAG/HA Ago2 corrected とコン
トロールベクターとして EYFP を発現する
pIRESneo-FLAG/HA-EYFP ベ ク タ ー を
Addgene より購入した。これらのベクター
を HEK293 細胞にトランスフェクションし
ネオマイシンにてセレクションした後、ク
ローニングすることで恒常発現株を作製し
た。トランスフェクション試薬は Fugene 



HD (Promega) を用いた。 
 
３）miRNA/Ago2 高発現細胞培養上清のが
ん細胞増殖抑制効果の検討 
 Ago2 を高発現させることで、培養上清中
に分泌される miRNA/Ago2 の量が増え、が
ん細胞増殖抑制効果が上がるかどうかを検
討した。作製した Ago2/HEK293 細胞
(pIRESneo-FLAG/HA  Ago2 
corrected/HEK293) と EYFP/HEK293 細胞 
(pIRESneo-FLAG/HA-EYFP/HEK293) に
let-7a およびhsa-miR-27aをトランスフェク
ションし、翌日培地を交換した後、さらに
２日間培養した。培養上清を回収後、1,000 
rpm, 5 min 遠心し混入した細胞を除去した。
培養上清はそれぞれ（１）let-7a/Ago2-sup.、 
（ ２ ） let-7a/EYFP-sup. 、 （ ３ ） 
miR-27a/Ago2-sup.、 （４）miR-27a/EYFP-sup.
とし、これらを加えた培養液にて MCF-7 を
培養した。３日後、Cell Count Reagent SF (ナ
カライテスク) を用いて細胞の生存率を
検討した。 
 
４）Ago2 高発現細胞株培養上清からの
miRNA/Ago2 精製 
 Ago2/HEK293 細胞と EYFP/HEK293 細胞
(106/dish 各 3 枚ずつ ) に hsa-miR-27a を
Hiperfect (Qiagen) を用いてトランスフェク
ションし、翌日培地交換した後、さらに３
日間培養した。コントロール群としてトラ
ンスフェクション試薬処理群を用いた。そ
れぞれの培養上清を回収し、FLAG による
精製を行った。 
 Anti-FLAG M2 Affinity Gel (Sigma, A2220)
を購入し、カラムベッド 200 l のカラムを
作製した (anti-FLAG カラム)。 
 培養上清は 1,000 rpm、5 min、4°C で遠心
後、上清を 0.45 μm のフィルターに通しプ
ロテアーゼインヒビターカクテル (Roche) 
を加え、使用まで 4°C にて保存した。培養
上清をanti-FLAGカラムへ３回通し、1x TBS
で３回洗浄した後、100 g/ml の FLAG ペ
プチド（Sigma, F3290）1 ml で溶出し、使
用するまで 4°C にて保存、蛋白定量を行っ
た。 

 
５）FLAG 精製蛋白質を用いた乳がん細胞増
殖抑制効果の検討 
 ４）と同様にして EYFP/HEK293 および
Ago2/HEK293細胞に hsa-miR-27aをHiperfect
試薬にてトランスフェクションし、翌日 PBS
にて洗浄、培地の交換を行った後、さらに２

日間培養した。コントロールとしてトランス
フェクション試薬のみを加えたサンプルを
用いた。上清を回収した後、FLAG タグを利
用して精製し、蛋白定量を行った。2x103 
cells/200 l /well になるように 96 well プレー
トに MCF-7 細胞をまき、0.2 g/well (=20 l 
/well) FLAG 精製蛋白質を加え、３日間培養
した。Cell Count Reagent SF により生細胞数
を測定した。 
 
４．研究成果 
１）乳がん細胞培養上清中の miRNA/Ago2
複合体の精製 
 乳がん細胞株 MDA-MB-231、MCF-7 の 3
培養上清中に含まれる RNA を回収、Amicon 
Ultra 10 kD で濃縮し、抗 Ago2 抗体にて免疫
沈降反応を行った後 RNA 抽出し、Ago2 に
結合している miRNA 量を nanodrop にて測
定した結果、以下（表１）のようになった。 
 
表１. 乳がん細胞株培養上清中に含まれる
Ago2 結合 RNA の精製 

 Ab total RNA (ng) 

MCF-7 IgG 10 

MCF-7 Anti-Ago2 13.4 

MDA-MB-231 IgG 10 

MDA-MB-231 Anti-Ago2 3.7 

以上の結果から、乳がん細胞培養上清中に
存在する miRNA/Ago2 複合体は極めて微量
(nanodropでの10 ng/l以下は検出限界以下)
であり、miR-92a および let-7a の qPCR によ
る定量は中止した。よって、この方法では
機能解析などの以後の実験に用いることが
できないと判断した。 
 
２）Ago2 高発現細胞株の作製 
 培養上清中に含まれるmiRNA/Ago2複合体
は極微量であることが明らかとなったため、
Ago2 過剰発現細胞株を作製し、その培養上
清を用いることとした。 



 pIRESneo-FLAG/HA Ago2 corrected と
pIRESneo-FLAG/HA-EYFP ベ ク タ ー を
HEK293 細胞にトランスフェクションし、セ
レクション、クローニングを行った。コント
ロールベクターについては顕微鏡下で EYFP
の蛍光発現を確認した。Ago2 の発現はウエ
スタンブロット法にて確認した（図１）。 
以上の結果より、ヒト Ago2 を高発現する
HEK293 細胞を樹立することができた。 

 
３）miRNA/Ago2 高発現細胞培養上清のが
ん細胞増殖抑制効果の検討 
 hsa-miR-27a は当研究室にて乳がん細胞
を分化方向に導き、がん幹細胞の維持を破
綻させることを明らかにした miRNA であ
り（投稿準備中）、Hiperfect を用いて let-7a-1, 
hsa-miR-27aをHEK293細胞にトランスフェ
クションし、培養上清中に分泌されている
let-7a/Ago2 および hsa-miR-27a/Ago2 のがん
細胞増殖抑制効果について検討した。
Hiperfect のみを加えた EYFP/HEK293 細胞
培 養 上 清 (H/EYFP-sup.) を 用 い た 時 の
MCF-7 の生存率を１００％として解析を行
った。その結果、図２に示すように、
H/EYFP-sup. 、 let-7a/EYFP-sup. 、
miR-27a/EYFP-sup.を用いた時の MCF-7 の
生存率に有意差はなかった。しかし、
Ago2/HEK293細胞でのHiperfectコントロー
ル群 (H/Ago2-sup.)と miR-27a/Ago2-sup.を
比較すると、わずかではあるが MCF-7 の生
存率は miR-27a/Ago2-sup.群で有意に減少し
た  (P=0.011) 。さらに miR-27a/EYFP-sup.
と miR-27a/Ago2-sup.を比較したところ、
miR-27a/Ago2-sup.を用いた場合に有意に
MCF-7 細胞の増殖を抑制した (P=0.025)。   

 以上の結果より、Ago2 高発現細胞株の培
養上清に含まれるmiR-27a/Ago2複合体が乳
がん細胞の増殖を抑制していることが考え
られた。let-7a はがん細胞抑制効果が報告さ

れているにも関わらず、let-7a/Ago2-sup.では
有意差が認められなかった。 

 
４）Ago2 高発現細胞株培養上清からの
miRNA/Ago2 精製 
 Ago2 高発現株の培養上清中に含まれる
miRNA/Ago2 が乳がん細胞の増殖を抑制す
るかどうか検討するため、FLAG タグを利用
して Ago2 の精製を行った。 
 その結果表２に示すように培養上清中か
ら蛋白質を精製することができた。これを用
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。 

 
５）FLAG 精製蛋白質を用いた乳がん細胞増
殖抑制効果の検討 
 高発現させた miRNA/Ago2 複合体を FLAG
カラムにて精製し、0.2 g/2x103 cells になる
ように乳がん細胞培養液中に加えた結果、有
意な差は認められなかった（図３）。 

 今回の研究結果から、miR-27a/Ago2 複合
体が乳がん細胞の増殖を抑制する可能性が
示唆された。しかし、１）細胞外に分泌され
ている Ago2 は極わずかであり、機能的に分
泌されているのか、物理的に壊されたかある
いは細胞死を起こした細胞から回収された
ものなのか、由来が不明であること、２）精
製した Ago2 に結合している miRNA 量が明
らかにできていないこと、３）miR-27a/Ago2
複合体が乳がん細胞の増殖を抑制するなら
ば、どのような機構で miR-27a/Ago2 複合体
がとりこまれているのか、など問題点が多く、
miRNA/Ago2 を治療に応用できる可能性を
含めて検討の余地を残した。しかし、今後血
中に含まれる miRNA の由来や機能が明らか
にされるに従って、miRNA/Ago2 複合体の治



療を目的とした応用についても進歩する可
能性があると考える。 
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