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研究成果の概要（和文）：腎癌における血液中バイオマーカーとなるmiRNA網羅的探索と新規核酸治療薬の開発
のために、まず癌特異的エクソソームに着目し、研究を開始した。特に患者血清から癌特異的エクソソームを抽
出、濃縮する方法として腎癌に高発現し、またエクソソームの膜上に存在するタンパクによって免疫沈降を行う
ことを予定したが、この手法による腎癌特異的エクソソームの濃縮は期待したほどの効果はなかった。そこで、
腎癌組織および正常腎組織から分泌されるエクソソーム別々に得る方法を新規に開発し、知財の確保を行うこと
ができた。

研究成果の概要（英文）：We aimed to develop novel methods for detecting cancer-specific exosomes. We
 cultured paired renal cancer tissues and matched adjacent non-cancerous kidney tissues using our 
novel methods and obtained extracellular vesicles (EVs) derived from the matched tissues using an 
ultracentrifuge method. We confirmed that the EVs collected by our methods were genuine exosomes in 
terms of their size and morphologic features. Then, comprehensive proteomics analysis was performed 
by Liquid Chromatography-tandem Mass Spectrometry (LC/MS/MS) for exosomes obtained from cultured 
medium and matched patient serum. Protein identification was performed by Sequest and Mascot search.
 We identified several exosomal proteins in patient serum that could serve as biomarkers for renal 
cancer. We have also issued a patent application (2016-211239) so that our methods can be applied 
for international use.

研究分野： 分子生物学

キーワード： エクソソーム
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

転移性腎細胞癌に対しては分子標的薬治療

が標準治療となったが、いずれも奏効率は

高々30％程度にすぎず、さらなる成績の改

善が急務である。また腎細胞癌に対する有

用な血液バイオマーカーは存在せず、長年

その登場が望まれている。近年、ゲノム情

報発現系における新たな調節・制御分子と

してマイクロ RNA(miRNA)が注目されて

いる。miRNA はタンパクに翻訳されない

non-coding RNA であり翻訳阻害あるいは

RNA 干渉により標的分子を阻害すること

から、がん遺伝子やがん抑制遺伝子と同様

にがんの発生・分化における分子機序に深

く関与すると考えられている。さらに最近

になって癌細胞が自らの miRNA をエクソ

ソームと呼ばれる小胞体に封入して血液、

尿中に分泌し、周囲の細胞をより浸潤、増

殖しやすい環境に変化させたり、血管など

を通して転移先に到達し転移、進展し易い

環境へと変化させることが明らかになって

いる。このようにエクソソームはいくつか

のタンパクと miRNA などの RNA の断片

を含んで、癌細胞から分泌されていること

から癌の診断や治療効果判定に用いられる

のではないかと期待されている。最近にな

って尿や血液中に存在するエクソソーム内

の miRNA が癌のバイオマーカーとして有

用とする報告がなされてきたが、臨床の場

で利用できるものはない。癌細胞は分泌す

るエクソソームによって細胞自身の増殖を

促進するのみならず、転移に適した微小環

境の形成以外にも免疫抑制状態の誘導など

全身性環境も癌細胞に有利な方向へと変化

をさせる作用などをもつことが報告されて

おり、癌細胞が分泌するエクソソームを検

出することは癌の状態を知るためのバイオ

マーカーになるだけでなく、治療標的にも

なり得るものと考えている。われわれは癌

特異的エクソソームの存在とその中に含ま

れる miRNA に着目し、これを選択的に抽

出することによって、より生物学的に意義

深いmiRNAの同定が可能になると考えた。

予後不良とされている転移性腎細胞癌患者

の治療選択、治療効果判定に用いることの

できる実用的バイオマーカーを開発し、臨

床応用をめざすため、腎癌患者特異的に血

液中に分泌される miRNA を同定しその検

出 、 定 量 を 行 う 。 さ ら に 微 小 環 境

(microenvironment)を制御する癌細胞特異

的エクソソームに含まれる miRNA を阻害

することは新規治療薬の開発に直結するも

のと考えた。 

 

２．研究の目的 

腎癌における血液中バイオマーカーとなる

miRNA 網羅的探索し、新規核酸治療薬を開

発する。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



３．研究の方法 

腎細胞癌手術検体より癌組織と正常組織を

それぞれ採取し、それらを短時間培養液中で

培養し、培養液中に分泌されたエクソソーム

を超遠心法にて分離した。 

 

回収した細胞外小胞がエクソソームである

ことを次の 3つの手法を用いて確認した 

①Western blot法にてエクソソームのマーカ

ーである CD63、CD81、CD9 の発現を確認する

②ナノ粒子解析装置を用いた粒子径の測定、

③透過型電子顕微鏡によるエクソソームタ

ンパクである CD9 陽性の粒子の確認 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

４．研究成果 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 Western blotting によるタンパクの発現
解析 
エクソソーム膜に特異的に発現を認めると
されるマーカータンパク (CD9, CD63, 
CD81)の発現を認める。 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 ナノ粒子解析 

組織から培養することによって得た細胞外

小胞はエクソソームと定義される 200nm

以下の粒子が高濃度に抽出されていること

が確認された。 
 

 
図 透過型電子顕微鏡写真 

粒子径の解析のみならず電子顕微鏡を用い

た形態学的観察においても CD9 陽性エク

ソソームの存在が確認された。 

(←; 金コロイド標識 CD9 抗体） 

 



われわれが開発した手法によって、組織特

異的に由来するエクソソームが抽出できる

ことが示され、質量分析を用いた発現タン

パク質の網羅的解析によって、多くの癌由

来特異的タンパク質も同定された。さらに

プレリミナリーではあるが、腎癌患者の血

液中にも一部の同じタンパク質が同定され

たことから、血液バイオマーカー探索の有

用な手法となり得る革新的な技術であり、

新規治療の開発も期待され、われわれの次

研究につながるものとなった。 
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