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緒緒  言言  

 
癌細胞が周囲に放出する小胞物質として、エクソソームやマイクロベジクルが知られているが、完全に分別すること

は難しく、両者をまとめ細胞外小胞（Extracellular vesicles：EVs）として扱われている。EVs中には様々な情報伝達

物質が含まれており、癌細胞が細胞間のコミュニケーションツールとして利用するとされている。我々も早期からEVs
に着目し研究を進めてきた。近年は、胃癌患者の胃液EVsに着目し研究を実施するなど、特に、ヒト試料中のEVsに
研究の焦点を当ててきた［1］。この背景には、現在の EVs に関する研究の大きな課題として「多くの実験が細胞株を

用いた実験であり、真に臨床を反映しているか疑問である」ということが挙げられる。時を同じくして、共同研究者の

研究室から、腎細胞癌の組織由来 EVs（Tissue-exudative EVs：Te-EVs）に関する研究成果が報告された［2］。     

そこで、この新しいTe-EVs を抽出する手法を取り入れ、消化器癌手術で得られる手術標本からTe-EVs を抽出し、そ

の形態学的特徴および機能を見出し、癌の発育・進展に関する病態を解明することを第一の目標に設定し研究を開始し

た。また、EVs 中に内包される代表的な遺伝子産物として microRNA（miRNA）が知られており、新規バイオマー  

カーとして活用することが期待されている。本研究では、miRNA の発現解析に加え、癌部由来Te-EVs に特異的に発

現する分子を同定し、癌部由来Te-EVsを標的とした創薬開発に展開させることを研究成果の臨床導出の目標として設

定し、既存の研究と差別化を図ることを念頭に研究を進める方針とした。 
 

方方法法おおよよびび結結果果  

 
11．． TTee--EEVVssのの抽抽出出方方法法  
手術検体の辺縁部の組織を迅速に一部切除し、培養液（D-MEM／high glucose）に、エクソソームを除去したウシ

胎児血清を添加し、約3時間インキュベートした後に、超遠心法により十分なTe-EVsを回収することができた（図1）。 

 
図1．組織由来細胞外小胞の抽出方法の概略図 

上原記念生命科学財団研究報告集, 35 (2021)

1



 

22．． 粒粒度度分分布布のの解解析析 
Nano Sight を用いて粒度分布を解析したところ、約 120 nm 付近にピークが同定された。全体としては、癌部、   

非癌部由来Te-EVsに粒子径の差は認めなかった（図2）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図2．Nano SightによるTe-EVsの粒度分布解析 
左は非癌部由来Te-EVs、右は癌部由来Te-EVsの結果を示す。 

 
33．．電電子子顕顕微微鏡鏡にによよるるTTee--EEVVssのの観観察察 
先ず、SEM を用いて Te-EVs の観察を試みた。ポリエチレンビーズに接着させた Te-EVs が観察された。粒子径は

Nano Sight の結果に類似していた（図 3a）。次に、TEM による観察を実施した。ネガティブ染色では大小様々な      
Te-EVsが観察され、一部、羽状構造を有するEVsが存在した。粒子径はNano Sightの粒度分布の範囲内に概ね一致

していた（図3b）。 
44．．電電子子顕顕微微鏡鏡にによよるる手手術術切切片片組組織織のの観観察察  
これまでに観察されたTe-EVsが組織内にも存在するかをTEMで観察したところ、同様の羽状構造を有する小胞が

観察された。興味深いことに、粗面小胞体やGolgi体近傍に小胞が存在し、一部の小胞はMultivesicular body（MVB）
を有していなかった（図3c）。 

図3．電子顕微鏡によるTe-EVsの観察 
a） SEMによるTe-EVsの観察。 
b） TEMによるTe-EVsの観察、羽状構造を有するEVsが観察された（赤矢）。 
c） TEMによる手術切片組織の観察、G：ゴルジ体、赤矢印：MVBを有さないEVs。 
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55．．EEVVssママーーカカーーのの発発現現解解析析  
エクソソームマーカー抗体がスポットされたメンブレンでマーカーのアレイ解析を実施したが、Te-EVs に対するス

ポットを同定することは出来なかった。そこで、いくつかの EVs マーカーに対して個別にウェスタンブロッティング

法で発現を解析したところ、CD9の発現が比較的容易に観察された。また、大腸癌由来EVsに発現の高進が報告され

ていたCD147［3］は癌部由来Te-EVsに発現が顕著な傾向にあった（図4）。 
 
 
 
 
 
 
 
 

図4．EVsのマーカーの発現解析 
テトラスパニンを中心としたEVsマーカー分子の発現を認めた。 
 

66．．TTee--EEVVssのの粒粒子子径径別別のの解解析析  
ここまでの結果で大小様々な粒子径の Te-EVs が観察されたこと、EVs の研究では取り分け小さい粒子径（エクソ 

ソーム）の研究が盛んであり、大きい粒子径のEVsの研究が進んでいないことを考慮し、Te-EVsの回収を10,000 g、
100,000 gの2段階で実施し、Small Te-EVsおよび、Large Te-EVsに大別した上で特徴を探索した。組織重量あたり

に放出される Te-EVs の粒子数を比較したところ、Large Te-EVs では特に、癌部由来 Te-EVs の方が粒子数の多い傾

向にあった（図5a）。また粒子径は、癌部由来Te-EVsに大きい傾向を認めた（図5b）。 
 

 
図5．粒子を大別し実施したTe-EVs粒子の特徴 

a）組織重量で補正した際の粒子数の比較。 
b）Small, Largeに大別した際の平均粒子径の比較。 
Data are means ±S.E.M.  P value calculated by Wilcoxon matched-pairs signed rank test. 

 
77．．TTee--EEVVssにに内内包包さされれるるRRNNAAにに関関すするる解解析析  
次にTe-EVsに内包される遺伝子産物（RNA）に対する検討を行った。癌部、非癌部由来のTe-EVs中に含有される

RNAの濃度を比較したところ、Small、Large Te-EVs共に癌部由来Te-EVs中のRNA濃度が高いことが示された。

RNA seqの解析では、癌部、非癌部由来Te-EVsで発現傾向に明らかな差異を認めた。次に、癌部由来Te-EVsで特異

的に含有量が増加するmiRNAを探索し、Small, Large Te-EVs何れでも癌部由来Te-EVsで発現量の多いmiRNAを
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6 種同定した。この内、特に癌部由来 Te-EVs（Large）で変化率の大きい miR-20a-5p に関して機能解析を進めた。 

癌部由来 Large Te-EVs 中の miR-20a-5p の発現量を、RT-PCR で癌の病期別に検討したところ病期の進行に沿って 

発現量が増加する傾向を認めた（図6a）。 
88．．TTee--EEVVssにに内内包包さされれるるRRNNAAにに関関すするる解解析析  
最後に、大腸癌組織Te-EVsを特徴的に認識する抗体を同定するために、抗体ファージライブラリーを活用したバイ

オパンニングを実施し、大腸癌部由来Te-EVsを特異的に認識する一本鎖抗体が同定された（図6b）。 
 

 
図6．着目したmicroRNAの発現解析および、同定した抗体に関する検証結果 

a）miR-20a-5pの各病期の癌部由来 large Te-EVs中の発現 
b）同定した癌部由来Te-EVsに特異的な抗体に対するTe-EVsの反応性 

 
考考  察察  

 
本研究では、EVs を実臨床の試料から抽出し、その特徴や機能を解析することに取り組んだ。EVs にはエクソソー

ム、微小小胞体だけでなく、アポトーシス小体も含まれることから、臨床試料の viability に特に気を配る必要性が   

ある。今回の検討では、切除した組織に FBS を添加し、一定時間の培養を付加することによって解析に足りえる量の

Te-EVsを回収することができた。しかし、手術により阻血状態に至っている試料であるため、実際にどのようなEVs
の区分を見ているのかという点に関しては慎重に研究を進める必要がある。EVs の研究では、とりわけ癌の微小環境

や、転移性ニッチの形成能に対する EVs の役割を検討する研究が先行しているが、肉眼で見えない小胞を相手にして

おり、形態学的手法を駆使し、可視化して検証を進めることが重要である。その意味で、SEM, TEM といった実験手

法が EVs の存在を実感する為に特に有用であると考えている。本検討では、組織内を TEM で改めて観察し、組織内

に確かに、羽状構造を有する小胞が観察された。小胞は、粗面小胞体や Golgi 体近傍に存在しており、一部の小胞は

MVB を有していなかった。このことから、全ての EVs が、エンドソームが内側にくびれ Intraluminal membrane 
vesicle を形成する過程を通過せず、MVB を経由しない EVs の存在が示唆されるが、全容を解明するには至っていな

い。Te-EVsを含め「EVsがどこからきて、どこへ行くのか」という問いに対しては更なる検証が必要である。 
一方で、EVsが存在し細胞外へ放出されることはもはや明白であるため、その機能や、Te-EVsを臨床に応用する研

究の取り組みは重要である。本研究では、エクソソームを中心とした Small Te-EVs の実験に加え、粒子径の大きな  
Te-EVs にも着目し研究を進めた。粒子数や、Te-EVs 中に含まれる RNA 量に関しては、非癌部に比べ、癌部由来      
Te-EVsに多い傾向を認めたことや、RNA seqの結果から、癌部、非癌部で内包されているRNA群に差異があること

から、癌が生体内で EVs を巧みに利用し自己に有益な環境を創り出しているという想定には合致する傾向にあった。

今回、我々が着目した miR-20a-5p に関しても、更に機能を追求していく価値を有した miRNA であると認識してい

る。 

Stage I
(n=3)

II
(n=17) 

III
(n=20) 

IV
(n=8) 

0

10

20

30

40

50
140
150

Re
la

tiv
e

m
iR

-2
0-

5p
ex

pr
es

si
on

(n
or

m
al

iz
ed

R
N
U
6B

) 

Sample ID       1    2    3    4    5    6    7    8 
O

D
45

0
nm

Normal derived Te-EVs
Tumor derived Te-EVs 

a) b)

4



 

最も重要なことは多くのEVs 及びTe-EVs の研究成果を臨床に還元することである。EVs を臨床に応用する取り組

みでは、先ずは診断・予後予測・薬剤効果予測などのバイオマーカーに応用することが挙げられるだろう。今回の研究

では、それに加え癌由来Te-EVs特異的な分子を同定し、それを治療標的とした創薬を開発することを最終の目標に据

えている。癌の微小環境の構築や、転移性ニッチの形成など、手術や既存の薬物治療で克服が困難な癌の機能を、癌特

異的Te-EVsを制御することで克服できるかもしれない。今回の検討からも大腸癌部由来Te-EVsを特異的に認識する

一本鎖抗体を同定しており、この抗体を基軸に新たな抗体医薬の産出に向けた検討を行いたいと考えている。 
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