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(57)【要約】
ｍｉＲＮＡ及びその前駆体を含むエクソソームの使用による癌の診断及び処置方法。例え
ば幾つかの態様において、癌は、対象から得た試料中のエクソソームのｍｉＲＮＡ量を決
定することにより、又はエクソソームにおけるｍｉＲＮＡプロセシングを検出することに
より、診断又は評価されてもよい。癌細胞により分泌されたエクソソームは、非癌性エク
ソソームと比較して独特であり、該癌性エクソソームは、ｍｉＲＮＡ及び活性ＲＮＡプロ
セシングＲＩＳＣ複合体の独特のレパートリーを含む。そのようなカプセル化されたＲＮ
Ａ－ＲＩＳＣ複合体は、標的細胞において細胞非依存性のｍｉＲＮＡバイオジェネシス及
び高効率のｍＲＮＡサイレンシングに利用される可能性もある。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　対象における癌バイオマーカのインビトロ検出方法であって、
（ａ）前記対象から生物学的試料を得ること；
（ｂ）（ｉ）前記試料のエクソソーム画分中のＲＩＳＣタンパク質；
　　　（ｉｉ）前駆体ｍｉＲＮＡ；
　　　（ｉｉｉ）前記試料のエクソソーム画分中の表５に示されたｍｉＲＮＡから選択さ
れる１つ以上のｍｉＲＮＡ（複数可）；及び／又は
　　　（ｉｖ）前記試料のエクソソーム画分中の一次ｍｉＲＮＡ若しくは前駆体ｍｉＲＮ
Ａプロセシング活性、
のレベルを測定すること；並びに
（ｃ）前記ｍｉＲＮＡ（複数可）、前駆体ｍｉＲＮＡ、ＲＩＳＣタンパク質又はｍｉＲＮ
Ａプロセシング活性の測定レベルに基づき、癌バイオマーカを有する又は有さない前記対
象を同定すること、
を含む前記方法。
【請求項２】
　前記試料が、本質的に細胞を含まない、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記試料が、リンパ、唾液、尿又は血漿試料である、請求項１に記載の方法。
【請求項４】
　前記試料のエクソソーム画分を精製すること、又は前記試料のエクソソーム画分の生成
を増加させること、をさらに含む、請求項１に記載の方法。
【請求項５】
　前記癌が、乳癌、肺癌、頭頸部癌、前立腺癌、食道癌、気管癌、脳癌、肝臓癌、膀胱癌
、胃癌、膵臓癌、卵巣癌、子宮癌、子宮頸癌、精巣癌、結腸癌、直腸癌又は皮膚癌である
、請求項１に記載の方法。
【請求項６】
　前記癌が、乳癌である、請求項５に記載の方法。
【請求項７】
　前記ｍｉＲＮＡの少なくとも２、３、４、５、６、７、８、９．１０のレベルを測定す
ることをさらに含む、請求項１に記載の方法。
【請求項８】
　ダイサー、ＡＧＯ２、又はＴＲＢＰのレベルを測定することをさらに含む、請求項１に
記載の方法。
【請求項９】
　前駆体ｍｉＲＮＡのレベルを測定することが、表５のｍｉＲＮＡ（複数可）の１つの前
駆体のレベルを測定することを含む、請求項１に記載の方法。
【請求項１０】
　前記対象が、過去に癌を処置されている、請求項１に記載の方法。
【請求項１１】
　前記対象が、過去に腫瘍を外科的に摘出されている、請求項１０に記載の方法。
【請求項１２】
　前記対象を癌バイオマーカを有する又は有さないと同定することが、前記測定されたｍ
ｉＲＮＡレベル（複数可）、前駆体ｍｉＲＮＡレベル、ＲＩＳＣレベル、又はｍｉＲＮＡ
プロセシング活性を、癌のリスクと相関させることをさらに含む、請求項１に記載の方法
。
【請求項１３】
　前記対象を癌バイオマーカを有する又は有さないと同定することが、アルゴリズムを用
いた、前記測定されたｍｉＲＮＡレベル（複数可）、前駆体ｍｉＲＮＡレベル、ＲＩＳＣ
レベル、又はｍｉＲＮＡプロセシング活性の解析をさらに含む、請求項１に記載の方法。
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【請求項１４】
　前記分析が、コンピュータにより実施される、請求項１３に記載の方法。
【請求項１５】
　ｂ）（ｉ）前記試料及び参照試料のエクソソーム画分中のＲＩＳＣタンパク質；
　　　（ｉｉ）前記試料及び参照試料のエクソソーム画分中の前駆体ｍｉＲＮＡ；
　　　（ｉｉｉ）前記試料及び参照試料のエクソソーム画分中の表５に示されたｍｉＲＮ
Ａから選択される１つ以上のｍｉＲＮＡ（複数可）；並びに／又は
　　　（ｉｖ）前記試料及び参照試料のエクソソーム画分中のｍｉＲＮＡプロセシング活
性、のレベルを測定すること；並びに
　（ｃ）前記対象の前記試料中のＲＩＳＣ、前駆体ｍｉＲＮＡ、ｍｉＲＮＡ（複数可）、
又はｍｉＲＮＡプロセシング活性のレベルを、前記参照試料中のｍｉＲＮＡ（複数可）、
前駆体ｍｉＲＮＡ、ＲＩＳＣ又はｍｉＲＮＡプロセシング活性のレベルに比較することに
より、前記対象を癌バイオマーカを有する又は有さないと同定すること、
をさらに含む、請求項１に記載の方法。
【請求項１６】
　ＲＩＳＣタンパク質レベルを測定することが、ウェスタンブロット、ＥＬＩＳＡ、又は
抗体アレイへの結合を実施することを含む、請求項１に記載の方法。
【請求項１７】
　ｍｉＲＮＡレベルを測定することが、プロセシングされたｍｉＲＮＡレベルを測定する
ことを含む、請求項１に記載の方法。
【請求項１８】
　ｍｉＲＮＡレベルを測定することが、ＲＴ－ＰＣＲ、ノーザンブロット又はアレイハイ
ブリダイゼーションを実施することを含む、請求項１に記載の方法。
【請求項１９】
　前記対象が癌バイオマーカを有するか、又は有さないかを報告することをさらに含む、
請求項１に記載の方法。
【請求項２０】
　報告することが、記載された報告書又は電子的報告書を用意すること含む、請求項１９
に記載の方法。
【請求項２１】
　前記報告書を患者、医者、病院、又は保険会社に提出することをさらに含む、請求項１
９に記載の方法。
【請求項２２】
　対象の処置方法であって、
　請求項１に記載の癌バイオマーカを有すると同定された対象を選択すること；及び
　前記対象に抗癌治療を施すこと、
を含む、前記方法。
【請求項２３】
　前記抗癌治療が、化学療法、放射線治療、ホルモン療法、標的治療、免疫療法、又は外
科的治療である、請求項２２に記載の方法。
【請求項２４】
　前記抗癌治療が、脳をターゲットとする、請求項２２に記載の方法。
【請求項２５】
　対象の処置方法であって、
　（ａ）前記対象から得た試料のエクソソーム画分中の、（ｉ）表５に示されたｍｉＲＮ
Ａから選択される１つ以上のｍｉＲＮＡ（複数可）；（ｉｉ）前駆体ｍｉＲＮＡレベル；
（ｉｉｉ）ＲＩＳＣタンパク質；又は（ｉｖ）ｍｉＲＮＡプロセシング活性、のレベルを
得ること；
　（ｂ）前記ｍＲＮＡ（複数可）、前駆体ｍｉＲＮＡ、ＲＩＳＣタンパク質又はｍｉＲＮ
Ａプロセシング活性のレベルに基づき、癌バイオマーカを有する対象を選択すること；及
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び
　（ｃ）前記選択された対象を抗癌治療で処置すること、
を含む、前記方法。
【請求項２６】
　前記抗癌治療が、化学療法、放射線治療、ホルモン療法、標的治療、免疫療法、又は外
科的治療である、請求項２５に記載の方法。
【請求項２７】
　診断手順のための対象の選択方法であって、
　（ａ）前記対象から得た試料のエクソソーム画分中の、（ｉ）表５に示されたｍｉＲＮ
Ａから選択される１つ以上のｍｉＲＮＡ（複数可）；（ｉｉ）前駆体ｍｉＲＮＡ；（ｉｉ
ｉ）ＲＩＳＣタンパク質、又は（ｉｖ）ｍｉＲＮＡプロセシング活性、のレベルを得るこ
と；
　（ｂ）前記ｍＲＮＡ（複数可）、前駆体ｍｉＲＮＡ、ＲＩＳＣタンパク質又はｍｉＲＮ
Ａプロセシング活性のレベルに基づき、癌バイオマーカを有する対象を選択すること；及
び
　（ｃ）前記対象において前記選択された通り、診断手順を実施すること、
を含む、前記方法。
【請求項２８】
　前記診断手順が、診断画像を含む、請求項２７に記載の方法。
【請求項２９】
　前記画像が、Ｘ線、ＣＴ、ＭＲＩ又はＰＥＴ画像である、請求項２８に記載の方法。
【請求項３０】
　コンピュータ可読コードを含む有体のコンピュータ可読媒体であって、コンピュータに
実行させる際に、
　ａ）対象から得た試料のエクソソーム画分中の、（ｉ）表５に示されたｍｉＲＮＡから
選択される１つ以上のｍｉＲＮＡ（複数可）；（ｉｉ）前駆体ｍｉＲＮＡ；（ｉｉｉ）Ｒ
ＩＳＣタンパク質；又は（ｉｖ）ｍｉＲＮＡプロセシング活性、のレベルに対応する情報
を受け取ること、及び；
　ｂ）前記ｍｉＲＮＡ又はＲＩＳＣタンパク質の１つ以上の、参照レベルに比較した相対
的レベルを決定すること、
を含む操作を前記コンピュータに実施させ、参照レベルに比較したレベルの変化により前
記対象が癌バイオマーカを有することが示される、
前記有体のコンピュータ可読媒体。
【請求項３１】
　癌を有さない対象のエクソソーム画分中の、（ｉ）表５に示されたｍｉＲＮＡから選択
される１つ以上のｍｉＲＮＡ（複数可）；（ｉｉ）前駆体ｍｉＲＮＡ；（ｉｉｉ）ＲＩＳ
Ｃタンパク質、又は（ｉｖ）ｍｉＲＮＡプロセシング活性、の参照レベルに対応する情報
を受け取ることをさらに含む、請求項３０に記載の有体のコンピュータ可読媒体。
【請求項３２】
　前記参照レベルが保存される、請求項３０に記載の有体のコンピュータ可読媒体。
【請求項３３】
　前記情報を受け取ることが、対象から得た試料中の、ｍｉＲＮＡ、前駆体ｍｉＲＮＡ、
ＲＩＳＣタンパク質又はｍｉＲＮＡプロセシング活性のレベルに対応する情報を、有体の
データ保存デバイスから受け取ることを含む、請求項３０に記載の有体のコンピュータ可
読媒体。
【請求項３４】
　コンピュータに実行させる際に、ｍｉＲＮＡ、前駆体ｍｉＲＮＡ、ＲＩＳＣタンパク質
又はｍｉＲＮＡプロセシング活性の相対レベルに対応する情報を、有体のデータ保存デバ
イスに送信すること、を含む１つ以上のさらなる操作を前記コンピュータに実施させる、
コンピュータ可読コードをさらに含む、請求項３０に記載の有体のコンピュータ可読媒体
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。
【請求項３５】
　前記情報を受け取ることが、対象から得た試料中の、前記ｍｉＲＮＡの少なくとも２、
３、４、５、６、７、８、９、又は１０のレベルに対応する情報を受け取ることをさらに
含む、請求項３０に記載の有体のコンピュータ可読媒体。
【請求項３６】
　前記コンピュータ可読コードが、コンピュータに実行させる際に、ｃ）前記患者の診断
スコアを計算すること、をさらに含む操作を前記コンピュータに実施させ、前記診断スコ
アが、前記試料が癌を有する対象のものである可能性を示す、請求項３０に記載の有体の
コンピュータ可読媒体。
【請求項３７】
　対象における癌バイオマーカのインビトロ検出方法であって、
　（ａ）前記対象から生物学的試料を得ること；
　（ｂ）表５に示された前記ｍｉＲＮＡから選択される、前記試料中の１つ以上のｍｉＲ
ＮＡ（複数可）のレベルを測定すること；及び
　（ｃ）前記ｍｉＲＮＡ（複数可）の前記測定レベルに基づき、癌バイオマーカを有する
、又は有さない前記対象を同定すること、を含む、前記方法。
【請求項３８】
　前記試料が、本質的に細胞を含まない、請求項３７に記載の方法。
【請求項３９】
　前記試料が、体液のエクソソーム画分である、請求項３７に記載の方法。
【請求項４０】
　前記試料が、リンパ、唾液、尿又は血漿試料である、請求項３７に記載の方法。
【請求項４１】
　細胞を、ＲＩＳＣタンパク質複合体と会合して提供される阻害性ＲＮＡと接触させるこ
とを含む、活性の阻害性ＲＮＡのインビトロ送達方法。
【請求項４２】
　前記ＲＩＳＣタンパク質複合体が、ＴＲＢＰ、ダイサー及びＡＧＯ２を含む、請求項４
１に記載の方法。
【請求項４３】
　前記阻害性ＲＮＡが、ｓｉＲＮＡ又はｓｈＲＮＡである、請求項４１に記載の方法。
【請求項４４】
　前記阻害性ＲＮＡが、ヒトｍｉＲＮＡである、請求項４１に記載の方法。
【請求項４５】
　前記阻害性ＲＮＡ及びＲＩＳＣタンパク質複合体が、脂質二重層を含むリポソーム、ナ
ノ粒子又はマイクロカプセル中に含まれる、請求項４１に記載の方法。
【請求項４６】
　前記マイクロカプセルが、エクソソームである、請求項４６に記載の方法。
【請求項４７】
　細胞を接触させることが、細胞を、前記阻害性ＲＮＡ及びＲＩＳＣタンパク質複合体で
トランスフェクトすることを含む、請求項４１に記載の方法。
【請求項４８】
　前記阻害性ＲＮＡ及びＲＩＳＣタンパク質複合体を対象に投与することをさらに含む、
請求項４１に記載の方法。
【請求項４９】
　ＲＩＳＣタンパク質複合体と会合した組換え又は合成阻害性ＲＮＡを含む組成物であっ
て、前記複合体が、リポソーム、ナノ粒子又はマイクロカプセル中に含まれる、前記組成
物。
【請求項５０】
　前記ＲＩＳＣタンパク質複合体が、ＴＲＢＰ、ダイサー及びＡＧＯ２を含む、請求項４
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９に記載の組成物。
【請求項５１】
　前記阻害性ＲＮＡが、ｓｉＲＮＡ又はｓｈＲＮＡである、請求項４９に記載の組成物。
【請求項５２】
　前記阻害性ＲＮＡが、ヒトｍｉＲＮＡである、請求項４９に記載の組成物。
【請求項５３】
　前記複合体が、合成リポソーム、ナノ粒子又はマイクロカプセル中に含まれる、請求項
４９に記載の組成物。
【請求項５４】
　前記マイクロカプセルが、エクソソームである、請求項４９に記載の組成物。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本出願は、内容全体が参照により本明細書に取り込まれる、２０１３年３月１５日出願
の米国特許仮出願第６１／７９１，３０１号の優先権の利益を主張するものである。
【０００２】
　本発明は、米国国立衛生研究所により授与された助成金番号ＥＢ００３４７２、ＥＢ０
０６４６２、ＣＡ１３５４４４、ＣＡ１２５５５０、ＣＡ１５５３７０、ＣＡ１５１９２
５、ＤＫ０８１５７６、及びＤＫ０５５００１、並びに米国国立科学財団により授与され
た助成金番号ＥＦＲＩ－１２４０４１０、ＣＢＥＴ－０９２２８７６、及びＣＢＥＴ－１
１４４０２５に下に、米国政府の援助を受けてなされた。米国政府は、本発明において特
定の権利を有する。
【０００３】
　本発明は、一般に、分子生物学、腫瘍学及び医薬品の分野に関する。より詳細には本発
明は、特有のエクソソーム量による癌の検出方法及び阻害性ＲＮＡ療法を向上させる方法
に関係する。
【背景技術】
【０００４】
　全ての細胞は、増殖因子、サイトカイン、ホルモン、ケモカイン、膜結合タンパク質及
び脂質などの多くの異なる経路により周囲環境とコミュニケートしている。エクソソーム
は、そのようなコミュニケーションを媒介することが可能であり、長い距離にわたりこれ
を実行する（Ｍａｔｈｉｖａｎａｎ　ｅｔ　ａｌ．，　２０１０；　Ｋａｈｌｅｒｔ　ａ
ｎｄ　Ｋａｌｌｕｒｉ，　２０１３）。エクソソームを介したコミュニケーションは、増
殖因子／サイトカイン／ケモカイン／ホルモンの安定性及び拡散に関連する限界を克服す
る可能性がある（Ｍａｔｈｉｖａｎａｎ　ｅｔ　ａｌ．，　２０１０）。エクソソームは
、３０～１４０ｎｍサイズのナノ小胞体であり、脂質二重層により保護されたタンパク質
、ｍＲＮＡ及びマイクロＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ）を含む（Ｃｏｃｕｃｃｉ　ｅｔ　ａｌ．，
　２００９；　Ｓｉｍｏｎｓ　ａｎｄ　Ｒａｐｏｓｏ，　２００９；　Ｓｉｍｐｓｏｎ　
ｅｔ　ａｌ．，　２００８；　Ｔｈｅｒｙ　ｅｔ　ａｌ．，　２００２）。近年行われた
複数の研究により、エクソソームが癌細胞、幹細胞、免疫細胞及び神経細胞をはじめとす
る複数の細胞型により分泌されることが実証された（Ｓｉｍｐｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ．，　
２００８；　Ｔｈｅｒｙ，　２００１）。癌細胞が、正常細胞よりも多くのエクソソーム
を分泌することも、認められている（Ｔａｙｌｏｒ　ａｎｄ　Ｇｅｒｃｅｌ－Ｔａｙｌｏ
ｒ，　２０１１）。さらにエクソソームは、正常な対象に比較して癌患者の循環において
増加するが（Ｌｏｇｏｚｚｉ　ｅｔ　ａｌ．，　２００９；　Ｔａｙｌｏｒ　ａｎｄ　Ｇ
ｅｒｃｅｌ－Ｔａｙｌｏｒ，　２００８）、機能的役割は依然として不明である。エクソ
ソームが癌の進行及び転移において重要な役割を担う可能性が、近年のエビデンスから示
唆される（Ｌｕｇａ　ｅｔ　ａｌ．，　２０１２；　Ｐｅｉｎａｄｏ　ｅｔ　ａｌ．，　
２０１２；　Ｙａｎｇ　ｅｔ　ａｌ．，　２０１１）。　
【０００５】
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　エクソソームが細胞間のＲＮＡ及びｍｉＲＮＡの輸送を媒介するという着想は、体内で
の細胞間コミュニケーションの複雑さをさらに増大させた。ＲＮＡｉは、遺伝子の発現及
び活性の制御に参画する生存細胞内の自然な生物学的プロセスである。細胞外ｍｉＲＮＡ
は、最初、エクソソームの内部だけに含まれると考えられていた（Ｖａｌａｄｉ　ｅｔ　
ａｌ．，　２００７）。それ以後、複数の報告で、アポトーシス小体（Ｚｅｒｎｅｃｋｅ
　ｅｔ　ａｌ．，　２００９）、高比重及び低比重リポタンパク質（Ｖｉｃｋｅｒｓ　ｅ
ｔ　ａｌ．，　２０１１）（ＨＤＬ／ＬＤＬ）、マイクロ小胞体と称されるＡＧＯ２に関
連する大きな細胞外小胞体（Ａｒｒｏｙｏ　ｅｔ　ａｌ．，　２０１１；　Ｌｉ　ｅｔ　
ａｌ．，　２０１２；　Ｔｕｒｃｈｉｎｏｖｉｃｈ　ｅｔ　ａｌ．，　２０１１）におけ
るｍｉＲＮＡの存在が確認された。しかし近年の報告から、ヒト血清及び唾液中で検出さ
れた大部分のｍｉＲＮＡが、主にエクソソーム中に豊富であることが示唆されている（Ｇ
ａｌｌｏ　ｅｔ　ａｌ．，　２０１２）。エクソソーム中のｍｉＲＮＡの存在は、細胞の
遺伝子発現を離れた部位で調節する可能性を示している（Ｇｕｅｓｃｉｎｉ　ｅｔ　ａｌ
．，　２０１０；　Ｖａｌａｄｉ　ｅｔ　ａｌ．，　２００７；　Ｍｉｔｔｅｌｂｒｕｎ
ｎ　ｅｔ　ａｌ．，　２０１１；　ｖａｎ　Ｂａｌｋｏｍ　ｅｔ　ａｌ．，　２０１３）
。ｍｉＲＮＡは、ｍＲＮＡ翻訳の調節を介して、遺伝子の全組み合わせの発現を調和させ
、生物体のトランスクリプトームを形成する（Ｂａｒｔｅｌ，　２００９）。
【０００６】
　ｍｉＲＮＡは、多くの異なる細胞型に由来するエクソソーム中に豊富に存在する（Ｖａ
ｌａｄｉ　ｅｔ　ａｌ．，　２００７）。それらは、遺伝子発現を転写後に制御する、１
８～２４ヌクレオチド（ｎｔ）長の低分子非コード化ＲＮＡである。それらは、ドローシ
ャ及びダイサーエンドヌクレアーゼの連続作用により合成され、ｍＲＮＡをターゲットと
するＲＩＳＣ（ＲＮＡ誘導サイレンシング複合体）に取り込まれる（Ｂａｒｔｅｌ，　２
００９；　Ｍａｎｉａｔａｋｉ　ａｎｄ　Ｍｏｕｒｅｌａｔｏｓ，　２００５）。ダイサ
ーノックアウトマウスにおいては、ｍｉＲＮＡ生合成が不能であり、胚幹細胞増殖及び分
化の欠損により死に至る（Ｂｅｒｎｓｔｅｉｎ　ｅｔ　ａｌ．，　２００３；　Ｆｕｋａ
ｇａｗａ　ｅｔ　ａｌ．，　２００４）。
【０００７】
　マイクロＲＮＡは、配列特異的相互作用及びｍｉＲＮＡが会合したＲＩＳＣ（ダイサー
、ＴＲＢＰ及びＡＧＯ２タンパク質で構成）とターゲットｍＲＮＡとの対合により機能す
る（Ｂａｒｔｅｌ，　２００９）。この作用は、結果として翻訳を阻害し、そして／又は
ｍＲＮＡ不安定化を誘起する（Ｆｉｌｉｐｏｗｉｃｚ，　２００５）。ｍｉＲＮＡ及びそ
のｍＲＮＡターゲットの相補性の度合いが、ｍＲＮＡ不安定化／分解又は翻訳阻害のいず
れかを介して、ｍＲＮＡサイレンシングの工程を決定づける（Ａｍｂｒｏｓ，　２００４
；　Ｂａｒｔｅｌ，　２００９）。完全な相補性が、ｍｉＲＮＡとターゲットｍＲＮＡ配
列の間に成立すれば、ＲＩＳＣ複合体は、分離のために結合されたｍＲＮＡを切断するよ
うに作用する（Ａｍｂｒｏｓ，　２００４；　Ｂａｒｔｅｌ，　２００９）。絶対的な相
補性が成立しなければ、動物細胞内のｍｉＲＮＡのほとんどの例と同様に、翻訳が阻害さ
れて、遺伝子サイレンシングに至る（Ａｍｂｒｏｓ，　２００４；　Ｂａｒｔｅｌ，　２
００９）。
【０００８】
　ｍｉＲＮＡが機能的で、効率的ｍｉＲＮＡ媒介遺伝子サイレンシングを実現するために
は、ｍｉＲＮＡが、ＲＬＣ（ＲＩＳＣローディングコンプレックス）タンパク質であるダ
イサー、ＴＲＢＰ及びＡＧＯ２と共に複合体化しなければならない。ＲＬＣのうち、ダイ
サー及びＴＲＢＰは、エクスポーティン－５を介して核から出現した後に前駆体ｍｉＲＮ
ＡをプロセシングしてｍｉＲＮＡを生成し、ＡＧＯ２と会合する必要がある。成熟ｍｉＲ
ＮＡと結合したＡＧＯ２は、最小のＲＩＳＣを構成し、続いてダイサー及びＴＲＢＰから
解離され得る（Ｃｈｅｎｄｒｉｍａｄａ　ｅｔ　ａｌ．，　２００５；　Ｇｒｅｇｏｒｙ
　ｅｔ　ａｌ．，　２００５；　Ｈａａｓｅ　ｅｔ　ａｌ．，　２００５；　ＭａｃＲａ
ｅ　ｅｔ　ａｌ．，　２００８；　Ｍａｎｉａｔａｋｉ　ａｎｄ　Ｍｏｕｒｅｌａｔｏｓ
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，　２００５；　Ｍｅｌｏ　ｅｔ　ａｌ．，　２００９）。一本鎖ｍｉＲＮＡが単独でＲ
ＩＳＣに組み込まれることは非常に少なく、それゆえ転写後調節のためにターゲットｍＲ
ＮＡに効率的に誘導することはできない（Ｔａｎｇ，　２００５；　Ｔｈｏｍｓｏｎ　ｅ
ｔ　ａｌ．，　２０１３）。
【０００９】
　合成ｓｉＲＮＡ（二本鎖）は、ターゲットｍＲＮＡとの完璧な塩基対合を通してｍＲＮ
Ａ崩壊を誘起する（Ａｍｂｒｏｓ，　２００４；　Ｂａｒｔｅｌ，　２００９）。そのよ
うなｓｉＲＮＡは、ＲＩＳＣタンパク質であるダイサー、ＴＲＢＰ及びＡＧＯ２に直接取
り込まれる（Ｔａｎｇ，　２００５）。一本鎖ｍｉＲＮＡは、ＲＩＳＣに組み込むことが
できず、それゆえ翻訳阻害又は分解のためにターゲットｍＲＮＡに誘導することができな
い（Ｔａｎｇ，　２００５）。
　幾つかの報告により、エクソソーム中に含まれるｍｉＲＮＡが標的細胞内での遺伝子発
現に影響を及ぼし得ることが示唆されたが（Ｉｓｍａｉｌ　ｅｔ　ａｌ．，　２０１３；
　Ｋｏｇｕｒｅ　ｅｔ　ａｌ．，　２０１１；　Ｋｏｓａｋａ　ｅｔ　ａｌ．，　２０１
３；　Ｎａｒａｙａｎａｎ　ｅｔ　ａｌ．，　２０１３；　Ｐｅｇｔｅｌ　ｅｔ　ａｌ．
，　２０１０；　Ｖａｌａｄｉ　ｅｔ　ａｌ．，　２００７；　Ｚｈａｎｇ　ｅｔ　ａｌ
．，　２０１０）、これらのｍｉＲＮＡが適切なｍＲＮＡ認識及び効率的翻訳停止のため
にｐｒｅ－ｍｉＲＮＡとしてＲＩＳＣに組み込まれない場合、ｍＲＮＡをサイレンシング
する際にこれらｍｉＲＮＡがどれほど効率的であるか、という疑問が依然として残る。成
熟ｍｉＲＮＡ（一本鎖）は、標的細胞のＲＩＳＣと会合できないが、エクソソームのｐｒ
ｅ－ｍｉＲＮＡは、標的細胞のＲＩＳＣタンパク質を組み入れることにより遺伝子サイレ
ンシングをある程度は誘導し得る。それにもかかわらず、そのようなプロセスは、標的細
胞のｍｉＲＮＡバイオジェネシス経路に関与するタンパク質の潜在的飽和状態により、非
常に非効率的で緩やかである。近年の報告から、ＨＩＶ－１感染細胞の細胞培養上清及び
ＨＩＶ患者の血清のエクソソーム中のドローシャ及びダイサーの存在が示された（Ｎａｒ
ａｙａｎａｎ　ｅｔ　ａｌ．，　２０１３）。加えて、別の研究で、後期エンドソーム／
ＭＶＢ（多小胞体）内のダイサー、ＴＲＢＰ及びＡＧＯ２の共画分（ｃｏ－ｆｒａｃｔｉ
ｏｎａｔｉｏｎ）が示された（Ｓｈｅｎ　ｅｔ　ａｌ．，　２０１３）。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【００１０】
【非特許文献１】Ｍａｔｈｉｖａｎａｎ，　Ｓ．，　Ｊｉ，　Ｈ．，　ａｎｄ　Ｓｉｍｐ
ｓｏｎ，　Ｒ．Ｊ．　（２０１０）．　Ｅｘｏｓｏｍｅｓ：　ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａ
ｒ　ｏｒｇａｎｅｌｌｅｓ　ｉｍｐｏｒｔａｎｔ　ｉｎ　ｉｎｔｅｒｃｅｌｌｕｌａｒ　
ｃｏｍｍｕｎｉｃａｔｉｏｎ．　Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ　７３，
　１９０７－１９２０．
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【００１１】
　癌細胞により分泌されたエクソソームは、非癌性エクソソームと比較して独特であり、
該癌性エクソソームは、ｍｉＲＮＡ及び活性ＲＮＡプロセシングＲＩＳＣ複合体の独特の
レパートリーを含む。そのようなカプセル化されたＲＮＡ－ＲＩＳＣ複合体は、標的細胞
において細胞非依存性のｍｉＲＮＡバイオジェネシス及び高効率のｍＲＮＡサイレンシン
グに利用される可能性もある。
【００１２】
　一実施形態において、本開示は、対象における癌バイオマーカの検出方法であって、（
ａ）該対象から生物学的試料を得ること；（ｂ）（ｉ）該試料のエクソソーム画分中の表
５に示されたｍｉＲＮＡから選択される１つ以上のｍｉＲＮＡ（複数可）；（ｉｉ）前駆
体ｍｉＲＮＡ；（ｉｉｉ）該試料のエクソソーム画分中のＲＩＳＣタンパク質、又は（ｉ
ｖ）該試料のエクソソーム画分中のｍｉＲＮＡプロセシング活性（例えば、一次ｍｉＲＮ
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Ａ及び／又は前駆体ｍｉＲＮＡプロセシング活性）、のいずれかのレベルを測定すること
；並びに（ｃ）前記ｍｉＲＮＡ（複数可）、前駆体ｍｉＲＮＡ、ＲＩＳＣタンパク質又は
ｍｉＲＮＡプロセシング活性の測定レベルに基づき、癌バイオマーカを有する又は有さな
い対象を同定すること、を含む該方法を提供する。幾つかの態様において、該方法は、前
記ｍｉＲＮＡの少なくとも２、３、４、５、６、７、８、９、１０のレベルを測定するこ
とを含む。さらなる態様において、該方法は、ＡＧＯ２、ＴＲＢＰ、又はダイサータンパ
ク質のレベルを測定することを含む。
【００１３】
　幾つかの態様において、該生物学的試料は、本質的に細胞を含まない。例えば該試料は
、１０未満、９未満、８未満、７未満、６未満、５未満、４未満、３未満、２未満、又は
１未満の細胞（複数可）を有し得る。一態様において、該生物学的試料は、細胞を含まな
い。特定の態様において、該生物学的試料は、リンパ、唾液、尿又は血液（例えば、血漿
）試料であってもよい。さらなる態様において、該方法は、試料のエクソソーム画分を精
製すること、及び／又は試料のエクソソーム画分の生成を増加させること、をさらに含む
。
【００１４】
　特定の態様において、該癌は、乳癌、肺癌、頭頸部癌、前立腺癌、食道癌、気管癌、脳
癌、肝臓癌、膀胱癌、胃癌、膵臓癌、卵巣癌、子宮癌、子宮頸癌、精巣癌、結腸癌、直腸
癌又は皮膚癌である。特定の態様において、該癌は、乳癌である。一態様において、該対
象は、過去に癌を処置されているか、又は過去に腫瘍を外科的に摘出されている。
【００１５】
　幾つかの態様において、対象を癌バイオマーカを有する、又は有さないと同定すること
は、測定されたｍｉＲＮＡレベル（複数可）、前駆体ｍｉＲＮＡレベル、ＲＩＳＣレベル
、又はｍｉＲＮＡプロセシング活性を、癌のリスクと相関させることをさらに含む。さら
なる態様において、対象を癌バイオマーカを有する、又は有さないと同定することは、ア
ルゴリズムを用いた、測定されたｍｉＲＮＡレベル（複数可）、前駆体ｍｉＲＮＡレベル
、ＲＩＳＣレベル、又はｍｉＲＮＡプロセシング活性の解析をさらに含む。幾つかの例に
おいて、分析は、コンピュータにより実施され得る。
【００１６】
　特定の態様において、該実施形態の方法は、（ｉ）該試料及び参照試料のエクソソーム
画分中の表５に示されたｍｉＲＮＡから選択される１つ以上のｍｉＲＮＡ（複数可）；（
ｉｉ）前駆体ｍｉＲＮＡ；（ｉｉｉ）該試料及び参照試料のエクソソーム画分中のＲＩＳ
Ｃタンパク質、又は（ｉｖ）該試料及び参照試料のエクソソーム画分中のｍｉＲＮＡプロ
セシング活性、のいずれかのレベルを測定すること、並びに（ｃ）該対象の試料中の前記
ｍｉＲＮＡ（複数可）、前駆体ｍｉＲＮＡ、ＲＩＳＣ又はｍｉＲＮＡプロセシング活性の
レベルを、参照試料中のｍｉＲＮＡ（複数可）、前駆体ｍｉＲＮＡ、ＲＩＳＣ、ｍｉＲＮ
Ａプロセシング活性のレベルに比較することにより、該対象を癌バイオマーカを有する又
は有さないと同定すること、をさらに含む。
【００１７】
　幾つかの態様において、ＲＩＳＣタンパク質レベルを測定することは、ウェスタンブロ
ット、ＥＬＩＳＡ、又は抗体アレイへの結合を実施することを含む。別の態様において、
ｍｉＲＮＡレベルを測定することは、プロセシングされたｍｉＲＮＡレベルを測定するこ
とを含む。幾つかの例において、ｍｉＲＮＡレベルを測定することは、ＲＴ－ＰＣＲ、ノ
ーザンブロット又はアレイハイブリダイゼーションを実施することを含む。
【００１８】
　幾つかの態様において、該方法は、対象が癌バイオマーカを有するか、又は有さないか
を報告することをさらに含む。報告することは、記載された報告書、口頭での報告、又は
電子的報告書を用意することを含み得る。例えば該報告書は、患者、医者、病院、又は保
険会社に提出され得る。
【００１９】
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　さらなる実施形態において、本開示は、対象の処置方法であって、該実施形態により癌
バイオマーカを有すると同定された対象を選択すること、及び該対象に抗癌治療を施すこ
と、を含む、該方法を提供する。例えば該方法は、（ａ）該対象から得た試料のエクソソ
ーム画分中の、（ｉ）表５に示されたｍｉＲＮＡから選択される１つ以上のｍｉＲＮＡ（
複数可）；（ｉｉ）前駆体ｍｉＲＮＡ；（ｉｉ）ＲＩＳＣタンパク質、又は（ｉｉｉ）ｍ
ｉＲＮＡプロセシング活性、のいずれかのレベルを得ること；（ｂ）前記ｍｉＲＮＡ（複
数可）、前駆体ｍｉＲＮＡ、ＲＩＳＣタンパク質又はｍｉＲＮＡプロセシング活性のレベ
ルに基づき、癌バイオマーカを有する対象を選択すること；及び（ｃ）該選択された対象
を抗癌治療で処置すること、を含み得る。特定の態様において、該抗癌治療は、化学療法
、放射線治療、ホルモン療法、標的治療、免疫療法、又は外科的治療である。
【００２０】
　さらなる実施形態において、本開示は、診断手順のための対象の選択方法であって、（
ａ）該対象から得た試料のエクソソーム画分中の、（ｉ）表５に示されたｍｉＲＮＡから
選択される１つ以上のｍｉＲＮＡ（複数可）；（ｉｉ）前駆体ｍｉＲＮＡレベル；（ｉｉ
ｉ）ＲＩＳＣタンパク質、又は（ｉｖ）ｍｉＲＮＡプロセシング活性、のいずれかのレベ
ルを得ること；（ｂ）前記ｍＲＮＡ（複数可）、ＲＩＳＣタンパク質又はｍｉＲＮＡプロ
セシング活性のレベルに基づき、癌バイオマーカを有する対象を選択すること；及び（ｃ
）該対象において診断手順を実施すること、を含む、該方法を提供する。一態様において
、該診断手順は、診断画像を含む。該画像は、生検、Ｘ線、ＣＴ、ＭＲＩ又はＰＥＴ画像
であってもよい。
【００２１】
　さらなる実施形態において、本開示は、コンピュータ可読コードを含む有体のコンピュ
ータ可読媒体であって、該コンピュータに実行させる際に、（ａ）対象から得た試料のエ
クソソーム画分中の、（ｉ）表５に示されたｍｉＲＮＡから選択される１つ以上のｍｉＲ
ＮＡ（複数可）；（ｉｉ）前駆体ｍｉＲＮＡ；（ｉｉｉ）ＲＩＳＣタンパク質、又は（ｉ
ｖ）ｍｉＲＮＡプロセシング活性、のいずれかのレベルに対応する情報を受け取ること、
及び；（ｂ）前記ｍｉＲＮＡ、前駆体ｍｉＲＮＡ、ＲＩＳＣタンパク質又はｍｉＲＮＡプ
ロセシング活性の１つ以上の、参照レベルに比較した相対的レベルを決定すること、を含
む操作をコンピュータに実施させ、参照レベルに比較したレベルの変化により該対象が癌
バイオマーカを有することが示される、該有体のコンピュータ可読媒体を提供する。
【００２２】
　特定の態様において、該有体のコンピュータ可読媒体の操作は、癌を有さない対象のエ
クソソーム画分中の、（ｉ）表５に示されたｍｉＲＮＡから選択される１つ以上のｍｉＲ
ＮＡ（複数可）；（ｉｉ）前駆体ｍｉＲＮＡ；（ｉｉｉ）ＲＩＳＣタンパク質、又は（ｉ
ｖ）ｍｉＲＮＡプロセシング活性、の参照レベルに対応する情報を受け取ることをさらに
含む。
【００２３】
　特定の態様において、該有体のコンピュータ可読媒体は、コンピュータに実行させる際
に、ｍｉＲＮＡ、前駆体ｍｉＲＮＡ、ＲＩＳＣタンパク質又はｍｉＲＮＡプロセシング活
性の相対レベルに対応する情報を、有体のデータ保存デバイスに送信すること、を含む１
つ以上のさらなる操作をコンピュータに実施させる、コンピュータ可読コードをさらに含
む。
【００２４】
　さらなる態様において、該参照レベルは、前記有体のコンピュータ可読媒体に保存され
る。一態様において、情報を受け取ることは、該対象から得た試料中の、ｍｉＲＮＡのレ
ベル、前駆体ｍｉＲＮＡレベル、ＲＩＳＣタンパク質又はｍｉＲＮＡプロセシング活性に
対応する情報を、有体のデータ保存デバイスから受け取ることを含む。幾つかの態様にお
いて、情報を受け取ることは、対象から得た試料中の、前記ｍｉＲＮＡの少なくとも２、
３、４、５、６、７、８、９、又は１０のレベルに対応する情報を受け取ることをさらに
含む。
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【００２５】
　幾つかの態様において、該コンピュータ可読コードは、コンピュータに実行させる際に
、（ｃ）該患者の診断スコアを計算すること、をさらに含む操作をコンピュータに実施さ
せ、該診断スコアは、該試料が癌を有する対象のものである可能性を示す。
【００２６】
　さらなる実施形態において、本開示は、対象における癌バイオマーカの検出方法であっ
て、（ａ）該対象から生物学的試料を得ること；（ｂ）表５に示されたｍｉＲＮＡ又はそ
の前駆体ｍｉＲＮＡから選択される、試料中の１つ以上のｍｉＲＮＡ（複数可）のレベル
を測定すること；及び（ｃ）前記ｍｉＲＮＡ（複数可）の測定レベルに基づき、癌バイオ
マーカを有する、又は有さない対象を同定すること、を含む、該方法を提供する。一態様
において、該生物学的試料は、本質的に細胞を含まない。特定の態様において、該生物学
的試料は、リンパ、唾液、尿又は血漿試料であってもよい。一態様において、該方法は、
体液のエクソソーム画分を精製することをさらに含み得る。
【００２７】
　さらなる実施形態において、本開示は、細胞を、ＲＩＳＣタンパク質複合体と会合して
提供される阻害性ＲＮＡと接触させることを含む、活性の阻害性ＲＮＡの送達方法を提供
する。一態様において、該ＲＩＳＣタンパク質複合体は、ＴＲＢＰ、ダイサー及びＡＧＯ
２を含む。幾つかの態様において、該阻害性ＲＮＡは、ｓｉＲＮＡ又はｓｈＲＮＡである
。一態様において、該阻害性ＲＮＡは、ヒトｍｉＲＮＡである。
【００２８】
　特定の態様において、該阻害性ＲＮＡ及びＲＩＳＣタンパク質複合体は、脂質二重層を
含むリポソーム、ナノ粒子又はマイクロカプセル中に含まれる。一態様において、該マイ
クロカプセルは、エクソソームである。
【００２９】
　幾つかの態様において、該方法は、細胞を、阻害性ＲＮＡ及びＲＩＳＣタンパク質複合
体でトランスフェクトすることをさらに含む。別の態様において、該方法は、阻害性ＲＮ
Ａ及びＲＩＳＣタンパク質複合体を対象に投与することをさらに含む。
【００３０】
　さらなる実施形態において、本開示は、ＲＩＳＣタンパク質複合体と会合した組換え又
は合成阻害性ＲＮＡを含む組成物であって、前記複合体が、リポソーム、ナノ粒子又はマ
イクロカプセル中に含まれる、該組成物を提供する。一態様において、ＲＩＳＣタンパク
質複合体は、ＴＲＢＰ、ダイサー及びＡＧＯ２を含む。幾つかの態様において、該阻害性
ＲＮＡは、ｓｉＲＮＡ又はｓｈＲＮＡである。幾つかの態様において、該阻害性ＲＮＡは
、ヒトｍｉＲＮＡである。特定の態様において、該複合体は、合成リポソーム、ナノ粒子
又はマイクロカプセル中に含まれる。一態様において、該マイクロカプセルは、エクソソ
ームである。
【００３１】
　先に詳述された実施形態の特定の態様は、表５に示されたものから選択される、試料の
エクソソーム画分中の１つ以上のｍｉＲＮＡ（複数可）（又はｍｉＲＮＡ前駆体）のレベ
ルを測定することに関する。例えば方法は、ｍｍｕ－ｍｉＲ－７０９、ｈｓａ－ｍｉＲ－
１３０８、ｍｍｕ－ｍｉＲ－６１５－３ｐ、ｈｓａ－ｍｉＲ－１２６０ｂ、ｍｍｕ－ｍｉ
Ｒ－１９３７ａ、ｍｍｕ－ｍｉｒ－３２１－Ａ、ｈｓａ－ｍｉＲ－６１５－３ｐ、ｈｓａ
－ｍｉＲ－１９７９、ｍｍｕ－ｍｉＲ－１９３７ｂ、ｈｓａ－ｍｉｒ－３７３、ｍｍｕ－
ｍｉＲ－１９３７ｃ、ｈｓａ－ｍｉＲ－１２７３ｄ－Ｐ、ｍｍｕ－ｍｉＲ－７２０、ｍｍ
ｕ－ｍｉＲ－１２７４ａ、ｈｓａ－ｍｉｒ－５６５－Ａ、ｍｍｕ－ｍｉＲ－１９３１、ｈ
ｓａ－ｍｉＲ－１２４６、ｈｓａ－ｍｉｒ－５９４－Ｐ、ｈｓａ－ｍｉｒ－３２１－Ａ、
ｍｍｕ－ｍｉＲ－２１４５－１－Ｐ、ｈｓａ－ｍｉｒ－６３９－Ｐ、ｈｓａ－ｍｉＲ－７
２０、ｈｓａ－ｍｉＲ－１２８０、ｍｍｕ－ｍｉＲ－３４７３、ｈｓａ－ｍｉＲ－１２６
０、ｈｓａ－ｍｉＲ－１２８１、ｍｍｕ－ｍｉＲ－１２２４－Ｐ、ｍｍｕ－ｍｉＲ－６９
０、ｈｓａ－ｍｉＲ－３７５－Ｐ、ｈｓａ－ｍｉＲ－４３０１、ｍｍｕ－ｍｉＲ－７００
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、ｍｍｕ－ｍｉＲ－１２５ｂ－５ｐ、ｍｍｕ－ｍｉＲ－１１９１－Ｐ、ｈｓａ－ｍｉＲ－
１２７４ａ、ｈｓａ－ｍｉＲ－３１９７、ｍｍｕ－ｍｉＲ－１９３５、ｈｓａ－ｍｉＲ－
１９７５－Ｐ、ｈｓａ－ｍｉＲ－４３２４、ｈｓａ－ｍｉＲ－８８６－３ｐ、ｈｓａ－ｍ
ｉＲ－１２７４ｂ、ｍｍｕ－ｍｉＲ－１９５７、ｈｓａ－ｍｉＲ－９３３、ｈｓａ－ｍｉ
ｒ－６７５、ｈｓａ－ｍｉＲ－５９５、ｍｍｕ－ｍｉＲ－２１３７、ｈｓａ－ｍｉｒ－５
７２－Ｐ、ｍｍｕ－ｍｉＲ－１１９５、ｈｓａ－ｍｉＲ－４２９４－Ｐ、ｍｍｕ－ｍｉｒ
－１８９９－Ｐ、ｍｍｕ－ｍｉＲ－６８９－Ｐ、ｈｓａ－ｍｉＲ－１９９ｂ－３ｐ、ｈｓ
ａ－ｍｉＲ－３１１７－Ｐ、ｍｍｕ－ｍｉｒ－３２１－Ｐ、ｍｍｕ－ｍｉＲ－１９６１－
Ｐ、ｈｓａ－ｍｉｒ－１０ａ、ｍｍｕ－ｍｉＲ－６６９ｄ－Ｐ、ｍｍｕ－ｍｉＲ－１９３
７ｂ－２－Ｐ、ｈｓａ－ｍｉＲ－３１２５－Ｐ、ｍｍｕ－ｍｉＲ－１９３４－Ｐ、ｈｓａ
－ｍｉＲ－５７４－３ｐ、ｈｓａ－ｍｉＲ－７１８、ｍｍｕ－ｍｉＲ－１１９８、ｍｍｕ
－ｍｉＲ－２１８２－Ｐ、ｈｓａ－ｍｉＲ－１２７３、ｍｍｕ－ｍｉＲ－２１３３－Ｐ、
ｈｓａ－ｍｉＲ－９２ｂ＊、ｈｓａ－ｍｉＲ－１２９０、ｈｓａ－ｍｉＲ－４４８、ｍｍ
ｕ－ｍｉＲ－６８９、ｍｍｕ－ｍｉＲ－４４９ａ、ｍｍｕ－ｍｉＲ－１９３７ｂ－４－Ｐ
、ｈｓａ－ｍｉＲ－４２８６、ｍｍｕ－ｍｉＲ－１９４７、ｍｍｕ－ｍｉＲ－３４２－３
ｐ、ｈｓａ－ｍｉＲ－１３０３－Ｐ、ｍｍｕ－ｍｉＲ－２１３２、ｈｓａ－ｍｉＲ－４３
２１－Ｐ、ｈｓａ－ｍｉＲ－４２５６－Ｐ、ｈｓａ－ｍｉＲ－４３１１、ｍｍｕ－ｍｉＲ
－１３０ａ、ｍｍｕ－ｍｉＲ－１９３９、ｈｓａ－ｍｉＲ－１２６８－Ｐ、ｍｍｕ－ｍｉ
Ｒ－３１、ｍｍｕ－ｍｉＲ－９９ｂ、ｍｍｕ－ｍｉＲ－２１４１、ｈｓａ－ｍｉＲ－１２
０２－Ｐ、ｍｍｕ－ｍｉＲ－４６６ｂ－３ｐ、ｍｍｕ－ｍｉＲ－２１３３、ｈｓａ－ｍｉ
Ｒ－１２６８、ｈｓａ－ｍｉＲ－４６６、ｍｍｕ－ｍｉＲ－４９４、ｈｓａ－ｍｉＲ－１
２８９、ｈｓａ－ｍｉＲ－３２０ｂ、ｈｓａ－ｍｉＲ－４２５４、ｈｓａ－ｍｉｒ－７－
３－Ｐ、ｈｓａ－ｍｉＲ－９２３、ｈｓａ－ｍｉＲ－７６４、ｍｍｕ－ｍｉＲ－２９１ａ
－３ｐ、ｍｍｕ－ｍｉＲ－８８３ｂ－３ｐ、ｈｓａ－ｍｉｒ－５９４－Ａ、ｍｍｕ－ｍｉ
Ｒ－１９４８－Ｐ、ｈｓａ－ｍｉＲ－２０６、ｈｓａ－ｍｉｒ－５６５－Ｐ、ｍｍｕ－ｍ
ｉＲ－４６７ｅ＊、ｈｓａ－ｍｉＲ－１８２６、ｍｍｕ－ｍｉＲ－４６７ａ＊、ｍｍｕ－
ｍｉＲ－１９８３、ｈｓａ－ｍｉＲ－３２４－５ｐ、ｍｍｕ－ｌｅｔ－７ｃ、ｍｍｕ－ｍ
ｉＲ－１９６５、ｈｓａ－ｍｉｒ－６３２－Ｐ、ｈｓａ－ｍｉＲ－１８１ａ＊ＭＭ２ＧＴ
／ＡＣ、ｈｓａ－ｍｉＲ－１２６５、ｈｓａ－ｍｉＲ－３２３ｂ－５ｐ、ｈｓａ－ｍｉｒ
－１９１４、ｈｓａ－ｍｉｒ－１９１０、ｈｓａ－ｍｉＲ－２１、ｈｓａ－ｍｉＲ－４３
１＊、ｈｓａ－ｍｉＲ－３１３５－Ｐ、ｍｍｕ－ｍｉＲ－１８７－Ｐ、ｍｍｕ－ｍｉＲ－
１２６－３ｐ、ｍｍｕ－ｍｉＲ－６６９ａ－Ｐ、ｈｓａ－ｍｉＲ－３６７、ｍｍｕ－ｍｉ
ｒ－３２０－Ｐ、ｈｓａ－ｍｉＲ－１８１ａ＊ＭＭ１Ｇ／Ｃ、ｍｍｕ－ｍｉＲ－４８４－
Ｐ、ｍｍｕ－ｍｉＲ－４６７ｃ－Ｐ、ｈｓａ－ｍｉＲ－３１５４、ｍｍｕ－ｍｉＲ－４６
６ｄ－３ｐ、ｈｓａ－ｍｉＲ－３１６２－Ｐ、ｍｍｕ－ｍｉＲ－２０１、ｍｍｕ－ｍｉＲ
－１９４６ａ、ｈｓａ－ｍｉＲ－９３７、ｈｓａ－ｍｉＲ－３１４７、ｈｓａ－ｍｉｒ－
５９６－Ｐ、ｈｓａ－ｍｉＲ－３１４８、ｈｓａ－ｍｉＲ－１３０４、ｈｓａ－ｍｉＲ－
２２２ＭＭ２ＧＧ／ＡＣ、ｍｍｕ－ｍｉＲ－１２５ａ－５ｐ、ｈｓａ－ｍｉＲ－１２７２
－Ｐ、ｈｓａ－ｍｉＲ－６３８、ｈｓａ－ｍｉｒ－３２０、ｈｓａ－ｍｉＲ－５４５＊、
ｈｓａ－ｍｉｒ－１９０８－Ｐ、ｈｓａ－ｌｅｔ－７ｄ－ｖ２－Ｐ、ｍｍｕ－ｍｉｒ－３
０ｄ－Ｐ、ｈｓａ－ｍｉＲ－４２９７、ｍｍｕ－ｍｉＲ－１８２、ｈｓａ－ｍｉＲ－３１
６６－Ｐ、ｈｓａ－ｍｉＲ－４９４、ｍｍｕ－ｍｉＲ－６６９ｏ－Ｐ、ｈｓａ－ｍｉＲ－
５６６、ｍｍｕ－ｍｉＲ－１１８８、ｍｍｕ－ｍｉＲ－２１３４－ＡＰ、ｈｓａ－ｍｉＲ
－４２５９－Ｐ、ｍｍｕ－ｍｉＲ－１５２、ｍｍｕ－ｍｉＲ－２１３４、ｈｓａ－ｍｉＲ
－３１９３－ＡＰ、ｈｓａ－ｍｉＲ－１２５ｂ、ｈｓａ－ｍｉＲ－３１２４－Ｐ、ｈｓａ
－ｍｉＲ－１０ｂ、ｈｓａ－ｍｉＲ－４５５－５ｐ、ｍｍｕ－ｍｉＲ－１４４、ｈｓａ－
ｍｉＲ－１３０ａ、ｈｓａ－ｍｉＲ－１２８５、ｈｓａ－ｍｉＲ－５１６ｂ＊、ｈｓａ－
ｍｉＲ－２７ａ、ｈｓａ－ｍｉＲ－１３８－１＊、ｍｍｕ－ｍｉＲ－４７１、ｈｓａ－ｍ
ｉＲ－４２９８－Ｐ、ｈｓａ－ｍｉＲ－３０１ｂ、ｈｓａ－ｍｉｒ－１４７－Ｐ、ｈｓａ
－ｍｉＲ－３６２－５ｐ、ｍｍｕ－ｍｉｒ－４７１－Ｐ、ｍｍｕ－ｍｉＲ－４６６ａ－３
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ｐ、ｈｓａ－ｍｉＲ－５６１、ｈｓａ－ｍｉＲ－４８６－５ｐ、ｍｍｕ－ｍｉＲ－２８６
１、ｈｓａ－ｍｉＲ－５８７、ｍｍｕ－ｍｉＲ－３７５、ｈｓａ－ｍｉｒ－３２９－２－
Ｐ、ｍｍｕ－ｍｉＲ－２８６１－Ｐ、ｈｓａ－ｍｉＲ－１４４＊、ｈｓａ－ｍｉＲ－１２
５５ａ－Ｐ、ｈｓａ－ｍｉｒ－５１９ａ－２－Ｐ、ｈｓａ－ｍｉＲ－３４ｃ－５ｐ、ｍｍ
ｕ－ｍｉＲ－４６６ｅ－３ｐ、ｍｍｕ－ｍｉＲ－７４３ｂ－５ｐ、ｍｍｕ－ｍｉｒ－３５
０－Ｐ、ｍｍｕ－ｍｉＲ－１８１ｄ、ｈｓａ－ｍｉＲ－３７６ａ＊、ｈｓａ－ｍｉＲ－１
３０８－Ｐ、ｍｍｕ－ｍｉＲ－４６７ｇ、ｍｍｕ－ｍｉＲ－１９４６ａ－Ｐ、ｈｓａ－ｍ
ｉＲ－１４７－Ｐ、ｈｓａ－ｍｉＲ－９２３－Ｐ、ｍｍｕ－ｍｉＲ－４６５ｃ－５ｐ、ｈ
ｓａ－ｍｉＲ－８９１ａ、ｈｓａ－ｍｉＲ－２８－５ｐ、ｈｓａ－ｍｉＲ－４２９２、ｍ
ｍｕ－ｍｉＲ－６７７－Ｐ、ｈｓａ－ｍｉＲ－４２５７、ｈｓａ－ｍｉＲ－４３２６、ｈ
ｓａ－ｍｉＲ－１７＊ＭＭ２ＧＧ／ＡＡ、ｈｓａ－ｍｉＲ－９３９－Ｐ、ｍｍｕ－ｍｉＲ
－２１８２、ｈｓａ－ｍｉＲ－２２０ｃ－Ｐ、ｈｓａ－ｍｉＲ－３１３２－Ｐ、ｈｓａ－
ｍｉＲ－５３２－５ｐ、ｍｍｕ－ｍｉＲ－１９４７－Ｐ、ｍｍｕ－ｍｉＲ－２９ａ、ｈｓ
ａ－ｍｉＲ－３１６２、ｈｓａ－ｍｉＲ－３７５ＭＭ１Ｃ／Ｇ、ｈｓａ－ｍｉＲ－７６８
－３ｐ、ｍｍｕ－ｍｉＲ－１８２－Ｐ、ｍｍｕ－ｍｉＲ－２０５－Ｐ、ｈｓａ－ｍｉＲ－
５０５、ｈｓａ－ｍｉＲ－３１４６－Ｐ、ｍｍｕ－ｍｉＲ－７２１、ｍｍｕ－ｍｉＲ－３
７６ｃ、ｈｓａ－ｍｉＲ－１１７９－Ｐ、ｍｍｕ－ｍｉＲ－１９７０、ｈｓａ－ｍｉＲ－
３１３３－Ｐ、ｈｓａ－ｍｉＲ－２００ｃ、ｈｓａ－ｍｉＲ－２２０ａ、ｍｍｕ－ｍｉＲ
－１００、ｈｓａ－ｍｉＲ－１２５５ｂ、ｈｓａ－ｍｉＲ－２２２ＭＭ１Ｇ／Ａ、ｈｓａ
－ｍｉＲ－８８５－３ｐ、ｈｓａ－ｍｉＲ－５１７ｂ、ｈｓａ－ｍｉＲ－２００ａ、ｈｓ
ａ－ｍｉＲ－３１４１、ｍｍｕ－ｍｉＲ－６６９ｈ－３ｐ、ｈｓａ－ｍｉＲ－１３０１、
ｈｓａ－ｍｉＲ－８７７、ｈｓａ－ｍｉｒ－９４１－２、ｈｓａ－ｍｉｒ－４８７ｂ－Ｐ
、ｈｓａ－ｍｉＲ－４３０２、ｈｓａ－ｍｉＲ－９９ｂ、ｈｓａ－ｍｉＲ－１２５３、ｈ
ｓａ－ｌｅｔ－７ａ＊、ｈｓａ－ｍｉＲ－３４ａＭＭ２ＣＴ／ＴＣ、ｈｓａ－ｍｉＲ－３
１８１－Ｐ、ｈｓａ－ｍｉＲ－３２００、ｈｓａ－ｍｉＲ－３１２９－Ｐ、ｈｓａ－ｍｉ
Ｒ－９３＊、ｈｓａ－ｍｉＲ－５４８ｑ－Ｐ、ｍｍｕ－ｍｉＲ－４６６ｇ、ｍｍｕ－ｍｉ
Ｒ－１５５、ｈｓａ－ｍｉＲ－２２７８－Ｐ、ｈｓａ－ｍｉＲ－３０６５－５ｐ、ｈｓａ
－ｍｉＲ－６３３、ｈｓａ－ｍｉＲ－４２６５、ｍｍｕ－ｍｉＲ－２１３５－Ｐ、ｈｓａ
－ｍｉＲ－１９０、ｍｍｕ－ｍｉＲ－６６９ｆ、ｈｓａ－ｍｉＲ－１３２３、ｈｓａ－ｍ
ｉＲ－５８８、ｍｍｕ－ｍｉＲ－１８３＊、ｈｓａ－ｍｉｒ－９４１－４、ｈｓａ－ｍｉ
ｒ－１９１３、ｈｓａ－ｍｉＲ－２１１６＊、ｈｓａ－ｍｉＲ－１１７８、ｍｍｕ－ｍｉ
Ｒ－１９６ａ、ｍｍｕ－ｍｉＲ－５７４－３ｐ、ｈｓａ－ｍｉＲ－３４６、ｍｍｕ－ｍｉ
Ｒ－１１９９、ｍｍｕ－ｍｉＲ－６８１、ｈｓａ－ｍｉＲ－４２９２－Ｐ、ｈｓａ－ｍｉ
Ｒ－５２２、ｈｓａ－ｍｉｒ－６１１－Ｐ、ｈｓａ－ｍｉＲ－３１７１、ｈｓａ－ｍｉＲ
－６３５、ｈｓａ－ｍｉＲ－１１９７－Ｐ、ｈｓａ－ｍｉＲ－６０４、ｍｍｕ－ｌｅｔ－
７ａ＊、ｈｓａ－ｍｉＲ－３３５、ｍｍｕ－ｍｉＲ－４６６ｃ－３ｐ、ｍｍｕ－ｍｉＲ－
４６６ｉ、ｈｓａ－ｍｉＲ－１２９７、ｍｍｕ－ｍｉＲ－３３８－５ｐ、ｈｓａ－ｍｉｒ
－５２６ａ－２－Ｐ、ｈｓａ－ｍｉＲ－１８１ａＭＭ２ＧＣ／ＡＧ、ｈｓａ－ｍｉＲ－１
８、ｈｓａ－ｍｉＲ－９２４－Ｐ、ｍｍｕ－ｍｉＲ－１９０－Ｐ、ｈｓａ－ｍｉＲ－３４
５、ｍｍｕ－ｍｉＲ－７１１、ｈｓａ－ｍｉＲ－３１１６－２－Ｐ、ｈｓａ－ｍｉＲ－９
９ａ、ｍｍｕ－ｍｉＲ－２６ａ、ｈｓａ－ｍｉＲ－１２４８－Ｐ、ｍｍｕ－ｍｉＲ－７２
１－Ｐ、ｍｍｕ－ｍｉＲ－８０１－Ｐ、ｈｓａ－ｍｉＲ－１８２６－Ｐ、ｈｓａ－ｍｉＲ
－１２３６、ｈｓａ－ｍｉＲ－３３９－５ｐ、ｍｍｕ－ｍｉＲ－８０４、ｍｍｕ－ｍｉＲ
－４６７ｄ＊、ｍｍｕ－ｍｉＲ－１１９１、ｈｓａ－ｍｉＲ－１４８ａ、ｈｓａ－ｍｉＲ
－１４１、ｍｍｕ－ｍｉＲ－１９３７ａ－Ｐ、ｍｍｕ－ｍｉＲ－６９６及びｈｓａ－ｍｉ
Ｒ－３０２ａ（即ち、表５に列挙されたもの）からなる群から選択される１つ以上のｍｉ
ＲＮＡのレベルを測定することを含み得る。
【００３２】
　本明細書本文で用いられる「ａ」又は「ａｎ」は、１つ以上を意味し得る。本明細書の
請求項（複数可）で用いられる、言語「含んでいる」と共同で用いられる場合の「ａ」又
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は「ａｎ」は、１つ、又は１つを超えることを意味し得る。
【００３３】
　特許請求の範囲内の用語「又は」の使用は、代替物のみを指すこと、又はその代替物が
互いに排他的であることが明確に示されていない限り、「及び／又は」を意味するために
用いられているが、本開示は、代替物のみ、及び「及び／又は」を指す定義を支持する。
本明細書で用いられる「別の」は、少なくとも１つの第二又はそれを超えるものを意味し
得る。
【００３４】
　本出願を通して、用語「約」は、値が、デバイスに関する固有の誤差変動、値を測定す
るために用いられる方法、又は被験対象の間に存在する変動を含むことを示すために用い
られている。
【００３５】
　本発明の他の目的、特色及び利点は、以下の詳細な説明から明白となろう。しかし、詳
細な説明から本発明の主旨及び範囲内で様々な変動及び改良が当業者に明白となるため、
詳細な説明及び具体的な実施例が、本発明の好ましい実施形態を示すが例示に過ぎないこ
とは、理解されなければならない。
【００３６】
　以下の図面は、本明細書の一部を形成しており、本発明の特定の態様をさらに示すため
に含まれる。特許又は出願ファイルは、色を付した図面を少なくとも１つ含む。カラー図
面（複数可）を含むこの特許又は特許出願発行物のコピーは、必要な時に、必要な料金を
支払えば、当局により提供されよう。本発明は、これらの１つ以上の図面を、本明細書に
示された特定の実施形態の詳細な説明と併せて参照することで、より理解されるであろう
。
【図面の簡単な説明】
【００３７】
【図１Ａ】エクソソームの特徴づけ　－　オンコソームは、ノルモソームに比較して発癌
性ｍｉＲＮＡが豊富である。（Ａ）オンコソームの透過型電子顕微鏡写真（上左写真及び
下左写真及び挿入ズーム写真；点線はズームエリアを示す）。下右画像は、抗ＣＤ９抗体
及び透過型電子顕微鏡測定を利用した免疫金標識により作製した。金粒子を、黒色の点と
して示している。グラフは、１１２のＴＥＭ写真から分析されたエクソソーム調製物の平
均サイズを表す。（Ｂ）乳癌細胞から得たエクソソームの原子間力顕微鏡画像。中央のグ
ラフは、カバースリップ内の粒子の分散をエクソソームのサイズ範囲と共に示している。
右のグラフは、２６のＡＦＭ写真から分析されたエクソソーム調製物の平均サイズを表す
。（Ｃ）非腫瘍原性マウス（ＮＭｕＭＧ）及びヒト（ＭＣＦ１０Ａ）細胞株（左のブロッ
ト、最初のパネル）；マウス癌細胞株６７ＮＲ及び４Ｔ１（中央のブロット、最初のパネ
ル）；ヒト癌細胞株ＭＣＦ７及びＭＤＡ－ＭＢ２３１（右のブロット、最初のパネル）か
ら採取されたエクソソームにおいて抗ダイサー抗体を利用した免疫ブロット。用いられた
対照は、エクソソームの溶解と、次のエクソソームタンパク質の分解を誘導するために、
トリトンＸに続いてプロテオキナーゼＫで処置されたエクソソーム（トリトン＋ＰＫ）；
余分のエクソソームタンパク質を分解するためにプロテイナーゼＫで処置されたエクソソ
ーム（ＰＫ）；エクソソームを採取するための超遠心分離後の上清（上清）、であった。
ＴＳＧ１０１（二列目）及びＣＤ９（三列目）の免疫ブロットを用いて、エクソソームの
存在を確認した。（Ｄ）エクソソームマーカである、０．４μｍビーズに結合したＭＤＡ
－ＭＢ２３１由来エクソソームのＴＳＧ１０１、ＣＤ９、フロチリン－１、及びＣＤ６３
抗体を用いたフローサイトメトリー分析。（Ｅ）光散乱分光法（ＬＳＳ）でのエクソソー
ムのサイズ選別。該システムの較正は、２４ｎｍ及び１００ｎｍの公称直径を有するガラ
スマイクロスフェア、並びに１１９ｎｍ、１７５ｎｍ、３５６ｎｍ及び４５７ｎｍの名目
直径を有するポリスチレンマイクロスフェアのリン酸緩衝生理食塩水（ＰＢＳ）懸濁液か
らのシグナルを利用して実施した。実験スペクトル及び得られたフィットを、１００ｎｍ
の名目直径を有するガラスマイクロスフェア及び３５６ｎｍの名目直径を有するポリスチ
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レンマイクロスフェアに関して左のグラフに示している。右のグラフは、癌性エクソソー
ムのＰＢＳ懸濁液のサイズ測定を表す。挿入図は、細胞及び細胞片による本発明者らのエ
クソソーム調製物の潜在的コンタミネーションを排除するために１０μｍまで拡大してた
同グラフを示している。（Ｆ）ＮａｎｏＳｉｇｈｔを用いたエクソソームのサイズ分布。
左のグラフは、溶液中の粒子のサイズ分布を表しており、平均サイズ１０５ｎｍを示し、
より大きなサイズのピークが示されていない。右のグラフは、ＮａｎｏＳｉｇｈｔによる
溶液中の粒子のサイズ及び濃度による分布を表す。図に示されたデータは、それぞれが三
重測定で行われた３つの独立した実験の結果であり、±ｓ．ｄ．として表している。
【図１Ｂ】エクソソームの特徴づけ　－　オンコソームは、ノルモソームに比較して発癌
性ｍｉＲＮＡが豊富である。（Ａ）オンコソームの透過型電子顕微鏡写真（上左写真及び
下左写真及び挿入ズーム写真；点線はズームエリアを示す）。下右画像は、抗ＣＤ９抗体
及び透過型電子顕微鏡測定を利用した免疫金標識により作製した。金粒子を、黒色の点と
して示している。グラフは、１１２のＴＥＭ写真から分析されたエクソソーム調製物の平
均サイズを表す。（Ｂ）乳癌細胞から得たエクソソームの原子間力顕微鏡画像。中央のグ
ラフは、カバースリップ内の粒子の分散をエクソソームのサイズ範囲と共に示している。
右のグラフは、２６のＡＦＭ写真から分析されたエクソソーム調製物の平均サイズを表す
。（Ｃ）非腫瘍原性マウス（ＮＭｕＭＧ）及びヒト（ＭＣＦ１０Ａ）細胞株（左のブロッ
ト、最初のパネル）；マウス癌細胞株６７ＮＲ及び４Ｔ１（中央のブロット、最初のパネ
ル）；ヒト癌細胞株ＭＣＦ７及びＭＤＡ－ＭＢ２３１（右のブロット、最初のパネル）か
ら採取されたエクソソームにおいて抗ダイサー抗体を利用した免疫ブロット。用いられた
対照は、エクソソームの溶解と、次のエクソソームタンパク質の分解を誘導するために、
トリトンＸに続いてプロテオキナーゼＫで処置されたエクソソーム（トリトン＋ＰＫ）；
余分のエクソソームタンパク質を分解するためにプロテイナーゼＫで処置されたエクソソ
ーム（ＰＫ）；エクソソームを採取するための超遠心分離後の上清（上清）、であった。
ＴＳＧ１０１（二列目）及びＣＤ９（三列目）の免疫ブロットを用いて、エクソソームの
存在を確認した。（Ｄ）エクソソームマーカである、０．４μｍビーズに結合したＭＤＡ
－ＭＢ２３１由来エクソソームのＴＳＧ１０１、ＣＤ９、フロチリン－１、及びＣＤ６３
抗体を用いたフローサイトメトリー分析。（Ｅ）光散乱分光法（ＬＳＳ）でのエクソソー
ムのサイズ選別。該システムの較正は、２４ｎｍ及び１００ｎｍの公称直径を有するガラ
スマイクロスフェア、並びに１１９ｎｍ、１７５ｎｍ、３５６ｎｍ及び４５７ｎｍの名目
直径を有するポリスチレンマイクロスフェアのリン酸緩衝生理食塩水（ＰＢＳ）懸濁液か
らのシグナルを利用して実施した。実験スペクトル及び得られたフィットを、１００ｎｍ
の名目直径を有するガラスマイクロスフェア及び３５６ｎｍの名目直径を有するポリスチ
レンマイクロスフェアに関して左のグラフに示している。右のグラフは、癌性エクソソー
ムのＰＢＳ懸濁液のサイズ測定を表す。挿入図は、細胞及び細胞片による本発明者らのエ
クソソーム調製物の潜在的コンタミネーションを排除するために１０μｍまで拡大してた
同グラフを示している。（Ｆ）ＮａｎｏＳｉｇｈｔを用いたエクソソームのサイズ分布。
左のグラフは、溶液中の粒子のサイズ分布を表しており、平均サイズ１０５ｎｍを示し、
より大きなサイズのピークが示されていない。右のグラフは、ＮａｎｏＳｉｇｈｔによる
溶液中の粒子のサイズ及び濃度による分布を表す。図に示されたデータは、それぞれが三
重測定で行われた３つの独立した実験の結果であり、±ｓ．ｄ．として表している。
【図１Ｃ】エクソソームの特徴づけ　－　オンコソームは、ノルモソームに比較して発癌
性ｍｉＲＮＡが豊富である。（Ａ）オンコソームの透過型電子顕微鏡写真（上左写真及び
下左写真及び挿入ズーム写真；点線はズームエリアを示す）。下右画像は、抗ＣＤ９抗体
及び透過型電子顕微鏡測定を利用した免疫金標識により作製した。金粒子を、黒色の点と
して示している。グラフは、１１２のＴＥＭ写真から分析されたエクソソーム調製物の平
均サイズを表す。（Ｂ）乳癌細胞から得たエクソソームの原子間力顕微鏡画像。中央のグ
ラフは、カバースリップ内の粒子の分散をエクソソームのサイズ範囲と共に示している。
右のグラフは、２６のＡＦＭ写真から分析されたエクソソーム調製物の平均サイズを表す
。（Ｃ）非腫瘍原性マウス（ＮＭｕＭＧ）及びヒト（ＭＣＦ１０Ａ）細胞株（左のブロッ
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ト、最初のパネル）；マウス癌細胞株６７ＮＲ及び４Ｔ１（中央のブロット、最初のパネ
ル）；ヒト癌細胞株ＭＣＦ７及びＭＤＡ－ＭＢ２３１（右のブロット、最初のパネル）か
ら採取されたエクソソームにおいて抗ダイサー抗体を利用した免疫ブロット。用いられた
対照は、エクソソームの溶解と、次のエクソソームタンパク質の分解を誘導するために、
トリトンＸに続いてプロテオキナーゼＫで処置されたエクソソーム（トリトン＋ＰＫ）；
余分のエクソソームタンパク質を分解するためにプロテイナーゼＫで処置されたエクソソ
ーム（ＰＫ）；エクソソームを採取するための超遠心分離後の上清（上清）、であった。
ＴＳＧ１０１（二列目）及びＣＤ９（三列目）の免疫ブロットを用いて、エクソソームの
存在を確認した。（Ｄ）エクソソームマーカである、０．４μｍビーズに結合したＭＤＡ
－ＭＢ２３１由来エクソソームのＴＳＧ１０１、ＣＤ９、フロチリン－１、及びＣＤ６３
抗体を用いたフローサイトメトリー分析。（Ｅ）光散乱分光法（ＬＳＳ）でのエクソソー
ムのサイズ選別。該システムの較正は、２４ｎｍ及び１００ｎｍの公称直径を有するガラ
スマイクロスフェア、並びに１１９ｎｍ、１７５ｎｍ、３５６ｎｍ及び４５７ｎｍの名目
直径を有するポリスチレンマイクロスフェアのリン酸緩衝生理食塩水（ＰＢＳ）懸濁液か
らのシグナルを利用して実施した。実験スペクトル及び得られたフィットを、１００ｎｍ
の名目直径を有するガラスマイクロスフェア及び３５６ｎｍの名目直径を有するポリスチ
レンマイクロスフェアに関して左のグラフに示している。右のグラフは、癌性エクソソー
ムのＰＢＳ懸濁液のサイズ測定を表す。挿入図は、細胞及び細胞片による本発明者らのエ
クソソーム調製物の潜在的コンタミネーションを排除するために１０μｍまで拡大してた
同グラフを示している。（Ｆ）ＮａｎｏＳｉｇｈｔを用いたエクソソームのサイズ分布。
左のグラフは、溶液中の粒子のサイズ分布を表しており、平均サイズ１０５ｎｍを示し、
より大きなサイズのピークが示されていない。右のグラフは、ＮａｎｏＳｉｇｈｔによる
溶液中の粒子のサイズ及び濃度による分布を表す。図に示されたデータは、それぞれが三
重測定で行われた３つの独立した実験の結果であり、±ｓ．ｄ．として表している。
【図１Ｄ】エクソソームの特徴づけ　－　オンコソームは、ノルモソームに比較して発癌
性ｍｉＲＮＡが豊富である。（Ａ）オンコソームの透過型電子顕微鏡写真（上左写真及び
下左写真及び挿入ズーム写真；点線はズームエリアを示す）。下右画像は、抗ＣＤ９抗体
及び透過型電子顕微鏡測定を利用した免疫金標識により作製した。金粒子を、黒色の点と
して示している。グラフは、１１２のＴＥＭ写真から分析されたエクソソーム調製物の平
均サイズを表す。（Ｂ）乳癌細胞から得たエクソソームの原子間力顕微鏡画像。中央のグ
ラフは、カバースリップ内の粒子の分散をエクソソームのサイズ範囲と共に示している。
右のグラフは、２６のＡＦＭ写真から分析されたエクソソーム調製物の平均サイズを表す
。（Ｃ）非腫瘍原性マウス（ＮＭｕＭＧ）及びヒト（ＭＣＦ１０Ａ）細胞株（左のブロッ
ト、最初のパネル）；マウス癌細胞株６７ＮＲ及び４Ｔ１（中央のブロット、最初のパネ
ル）；ヒト癌細胞株ＭＣＦ７及びＭＤＡ－ＭＢ２３１（右のブロット、最初のパネル）か
ら採取されたエクソソームにおいて抗ダイサー抗体を利用した免疫ブロット。用いられた
対照は、エクソソームの溶解と、次のエクソソームタンパク質の分解を誘導するために、
トリトンＸに続いてプロテオキナーゼＫで処置されたエクソソーム（トリトン＋ＰＫ）；
余分のエクソソームタンパク質を分解するためにプロテイナーゼＫで処置されたエクソソ
ーム（ＰＫ）；エクソソームを採取するための超遠心分離後の上清（上清）、であった。
ＴＳＧ１０１（二列目）及びＣＤ９（三列目）の免疫ブロットを用いて、エクソソームの
存在を確認した。（Ｄ）エクソソームマーカである、０．４μｍビーズに結合したＭＤＡ
－ＭＢ２３１由来エクソソームのＴＳＧ１０１、ＣＤ９、フロチリン－１、及びＣＤ６３
抗体を用いたフローサイトメトリー分析。（Ｅ）光散乱分光法（ＬＳＳ）でのエクソソー
ムのサイズ選別。該システムの較正は、２４ｎｍ及び１００ｎｍの公称直径を有するガラ
スマイクロスフェア、並びに１１９ｎｍ、１７５ｎｍ、３５６ｎｍ及び４５７ｎｍの名目
直径を有するポリスチレンマイクロスフェアのリン酸緩衝生理食塩水（ＰＢＳ）懸濁液か
らのシグナルを利用して実施した。実験スペクトル及び得られたフィットを、１００ｎｍ
の名目直径を有するガラスマイクロスフェア及び３５６ｎｍの名目直径を有するポリスチ
レンマイクロスフェアに関して左のグラフに示している。右のグラフは、癌性エクソソー
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ムのＰＢＳ懸濁液のサイズ測定を表す。挿入図は、細胞及び細胞片による本発明者らのエ
クソソーム調製物の潜在的コンタミネーションを排除するために１０μｍまで拡大してた
同グラフを示している。（Ｆ）ＮａｎｏＳｉｇｈｔを用いたエクソソームのサイズ分布。
左のグラフは、溶液中の粒子のサイズ分布を表しており、平均サイズ１０５ｎｍを示し、
より大きなサイズのピークが示されていない。右のグラフは、ＮａｎｏＳｉｇｈｔによる
溶液中の粒子のサイズ及び濃度による分布を表す。図に示されたデータは、それぞれが三
重測定で行われた３つの独立した実験の結果であり、±ｓ．ｄ．として表している。
【図１Ｅ】エクソソームの特徴づけ　－　オンコソームは、ノルモソームに比較して発癌
性ｍｉＲＮＡが豊富である。（Ａ）オンコソームの透過型電子顕微鏡写真（上左写真及び
下左写真及び挿入ズーム写真；点線はズームエリアを示す）。下右画像は、抗ＣＤ９抗体
及び透過型電子顕微鏡測定を利用した免疫金標識により作製した。金粒子を、黒色の点と
して示している。グラフは、１１２のＴＥＭ写真から分析されたエクソソーム調製物の平
均サイズを表す。（Ｂ）乳癌細胞から得たエクソソームの原子間力顕微鏡画像。中央のグ
ラフは、カバースリップ内の粒子の分散をエクソソームのサイズ範囲と共に示している。
右のグラフは、２６のＡＦＭ写真から分析されたエクソソーム調製物の平均サイズを表す
。（Ｃ）非腫瘍原性マウス（ＮＭｕＭＧ）及びヒト（ＭＣＦ１０Ａ）細胞株（左のブロッ
ト、最初のパネル）；マウス癌細胞株６７ＮＲ及び４Ｔ１（中央のブロット、最初のパネ
ル）；ヒト癌細胞株ＭＣＦ７及びＭＤＡ－ＭＢ２３１（右のブロット、最初のパネル）か
ら採取されたエクソソームにおいて抗ダイサー抗体を利用した免疫ブロット。用いられた
対照は、エクソソームの溶解と、次のエクソソームタンパク質の分解を誘導するために、
トリトンＸに続いてプロテオキナーゼＫで処置されたエクソソーム（トリトン＋ＰＫ）；
余分のエクソソームタンパク質を分解するためにプロテイナーゼＫで処置されたエクソソ
ーム（ＰＫ）；エクソソームを採取するための超遠心分離後の上清（上清）、であった。
ＴＳＧ１０１（二列目）及びＣＤ９（三列目）の免疫ブロットを用いて、エクソソームの
存在を確認した。（Ｄ）エクソソームマーカである、０．４μｍビーズに結合したＭＤＡ
－ＭＢ２３１由来エクソソームのＴＳＧ１０１、ＣＤ９、フロチリン－１、及びＣＤ６３
抗体を用いたフローサイトメトリー分析。（Ｅ）光散乱分光法（ＬＳＳ）でのエクソソー
ムのサイズ選別。該システムの較正は、２４ｎｍ及び１００ｎｍの公称直径を有するガラ
スマイクロスフェア、並びに１１９ｎｍ、１７５ｎｍ、３５６ｎｍ及び４５７ｎｍの名目
直径を有するポリスチレンマイクロスフェアのリン酸緩衝生理食塩水（ＰＢＳ）懸濁液か
らのシグナルを利用して実施した。実験スペクトル及び得られたフィットを、１００ｎｍ
の名目直径を有するガラスマイクロスフェア及び３５６ｎｍの名目直径を有するポリスチ
レンマイクロスフェアに関して左のグラフに示している。右のグラフは、癌性エクソソー
ムのＰＢＳ懸濁液のサイズ測定を表す。挿入図は、細胞及び細胞片による本発明者らのエ
クソソーム調製物の潜在的コンタミネーションを排除するために１０μｍまで拡大してた
同グラフを示している。（Ｆ）ＮａｎｏＳｉｇｈｔを用いたエクソソームのサイズ分布。
左のグラフは、溶液中の粒子のサイズ分布を表しており、平均サイズ１０５ｎｍを示し、
より大きなサイズのピークが示されていない。右のグラフは、ＮａｎｏＳｉｇｈｔによる
溶液中の粒子のサイズ及び濃度による分布を表す。図に示されたデータは、それぞれが三
重測定で行われた３つの独立した実験の結果であり、±ｓ．ｄ．として表している。
【図１Ｆ】エクソソームの特徴づけ　－　オンコソームは、ノルモソームに比較して発癌
性ｍｉＲＮＡが豊富である。（Ａ）オンコソームの透過型電子顕微鏡写真（上左写真及び
下左写真及び挿入ズーム写真；点線はズームエリアを示す）。下右画像は、抗ＣＤ９抗体
及び透過型電子顕微鏡測定を利用した免疫金標識により作製した。金粒子を、黒色の点と
して示している。グラフは、１１２のＴＥＭ写真から分析されたエクソソーム調製物の平
均サイズを表す。（Ｂ）乳癌細胞から得たエクソソームの原子間力顕微鏡画像。中央のグ
ラフは、カバースリップ内の粒子の分散をエクソソームのサイズ範囲と共に示している。
右のグラフは、２６のＡＦＭ写真から分析されたエクソソーム調製物の平均サイズを表す
。（Ｃ）非腫瘍原性マウス（ＮＭｕＭＧ）及びヒト（ＭＣＦ１０Ａ）細胞株（左のブロッ
ト、最初のパネル）；マウス癌細胞株６７ＮＲ及び４Ｔ１（中央のブロット、最初のパネ



(18) JP 2016-520803 A 2016.7.14

10

20

30

40

50

ル）；ヒト癌細胞株ＭＣＦ７及びＭＤＡ－ＭＢ２３１（右のブロット、最初のパネル）か
ら採取されたエクソソームにおいて抗ダイサー抗体を利用した免疫ブロット。用いられた
対照は、エクソソームの溶解と、次のエクソソームタンパク質の分解を誘導するために、
トリトンＸに続いてプロテオキナーゼＫで処置されたエクソソーム（トリトン＋ＰＫ）；
余分のエクソソームタンパク質を分解するためにプロテイナーゼＫで処置されたエクソソ
ーム（ＰＫ）；エクソソームを採取するための超遠心分離後の上清（上清）、であった。
ＴＳＧ１０１（二列目）及びＣＤ９（三列目）の免疫ブロットを用いて、エクソソームの
存在を確認した。（Ｄ）エクソソームマーカである、０．４μｍビーズに結合したＭＤＡ
－ＭＢ２３１由来エクソソームのＴＳＧ１０１、ＣＤ９、フロチリン－１、及びＣＤ６３
抗体を用いたフローサイトメトリー分析。（Ｅ）光散乱分光法（ＬＳＳ）でのエクソソー
ムのサイズ選別。該システムの較正は、２４ｎｍ及び１００ｎｍの公称直径を有するガラ
スマイクロスフェア、並びに１１９ｎｍ、１７５ｎｍ、３５６ｎｍ及び４５７ｎｍの名目
直径を有するポリスチレンマイクロスフェアのリン酸緩衝生理食塩水（ＰＢＳ）懸濁液か
らのシグナルを利用して実施した。実験スペクトル及び得られたフィットを、１００ｎｍ
の名目直径を有するガラスマイクロスフェア及び３５６ｎｍの名目直径を有するポリスチ
レンマイクロスフェアに関して左のグラフに示している。右のグラフは、癌性エクソソー
ムのＰＢＳ懸濁液のサイズ測定を表す。挿入図は、細胞及び細胞片による本発明者らのエ
クソソーム調製物の潜在的コンタミネーションを排除するために１０μｍまで拡大してた
同グラフを示している。（Ｆ）ＮａｎｏＳｉｇｈｔを用いたエクソソームのサイズ分布。
左のグラフは、溶液中の粒子のサイズ分布を表しており、平均サイズ１０５ｎｍを示し、
より大きなサイズのピークが示されていない。右のグラフは、ＮａｎｏＳｉｇｈｔによる
溶液中の粒子のサイズ及び濃度による分布を表す。図に示されたデータは、それぞれが三
重測定で行われた３つの独立した実験の結果であり、±ｓ．ｄ．として表している。
【図２Ａ】オンコソームがｍｉＲＮＡを豊富に含むようになっている。（Ａ）ＭＤＡ－Ｍ
Ｂ２３１エクソソーム及びＭＣＦ１０Ａエクソソーム中の発現されたｍｉＲＮＡの相関グ
ラフ。（Ｂ）７２ｈの無細胞培養の後、ノルモソームとオンコソームの間で差次的に発現
されたｍｉＲＮＡの６種（ｍｉＲ－１０ａ、ｍｉＲ－１０ｂ、ｍｉＲ－２１、ｍｉＲ－２
７ａ、ｍｉＲ－１５５、及びｍｉＲ－３７３）を利用した細胞中のｍｉＲＮＡと各エクソ
ソームの間の相関グラフ。（Ｃ）ノルモソーム及びオンコソームをＤＭＥＭ培地に再懸濁
させて、２４及び７２ｈの無細胞培養物に保持した。２４及び７２ｈ後に、エクソソーム
を採取し、１５種のｍｉＲＮＡ（表４参照）をｑＰＣＲにより定量した。７２ｈの無細胞
培養後のエクソソーム中の各ｍｉＲＮＡの倍率変化を、２４ｈの無細胞培養後のエクソソ
ーム中の同じｍｉＲＮＡと比較して定量した。グラフのプロットは、７２ｈ後に採取され
たエクソソーム中の腫瘍サプレッサ（ＴＳ）及び発癌性（ＯＮＣ）ｍｉＲＮＡの倍率変化
の平均を、２４ｈ後に採取されたものに比較して表している。（Ｄ）２４及び７２ｈの無
細胞培養後のノルモソーム、培養していないオンコソーム、並びに２４ｈ、７２ｈ及び９
６ｈの無細胞培養後のオンコソームから得られたｍｉＲＮＡ－１０及びｍｉＲ－２１のノ
ーザンブロット。ｔＲＮＡＭｅｔを負荷対照として用いた。イメージＪソフトウエアを用
いて、定量を実施した。（Ｅ）７２ｈの無細胞培養後の、ＭＣＦ１０Ａ、ＭＤＡ－ＭＢ２
３１及び４Ｔ１細胞中の１５種の定量されたｍｉＲＮＡと、それらの各エクソソームの間
の相関プロット。オンコソームは、ノルモソームと比較して（左グラフ）、起源細胞（中
央及び右グラフ）との低い相関値を示している。（Ｆ）１秒（ｓ）あたりの蛍光単位（Ｆ
Ｕ）で示されたバイオアナライザーグラフ表示、並びにノルモソーム及びオンコソームの
エクソソームＲＮＡ量のゲル画像。
【図２Ｂ】オンコソームがｍｉＲＮＡを豊富に含むようになっている。（Ａ）ＭＤＡ－Ｍ
Ｂ２３１エクソソーム及びＭＣＦ１０Ａエクソソーム中の発現されたｍｉＲＮＡの相関グ
ラフ。（Ｂ）７２ｈの無細胞培養の後、ノルモソームとオンコソームの間で差次的に発現
されたｍｉＲＮＡの６種（ｍｉＲ－１０ａ、ｍｉＲ－１０ｂ、ｍｉＲ－２１、ｍｉＲ－２
７ａ、ｍｉＲ－１５５、及びｍｉＲ－３７３）を利用した細胞中のｍｉＲＮＡと各エクソ
ソームの間の相関グラフ。（Ｃ）ノルモソーム及びオンコソームをＤＭＥＭ培地に再懸濁
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させて、２４及び７２ｈの無細胞培養物に保持した。２４及び７２ｈ後に、エクソソーム
を採取し、１５種のｍｉＲＮＡ（表４参照）をｑＰＣＲにより定量した。７２ｈの無細胞
培養後のエクソソーム中の各ｍｉＲＮＡの倍率変化を、２４ｈの無細胞培養後のエクソソ
ーム中の同じｍｉＲＮＡと比較して定量した。グラフのプロットは、７２ｈ後に採取され
たエクソソーム中の腫瘍サプレッサ（ＴＳ）及び発癌性（ＯＮＣ）ｍｉＲＮＡの倍率変化
の平均を、２４ｈ後に採取されたものに比較して表している。（Ｄ）２４及び７２ｈの無
細胞培養後のノルモソーム、培養していないオンコソーム、並びに２４ｈ、７２ｈ及び９
６ｈの無細胞培養後のオンコソームから得られたｍｉＲＮＡ－１０及びｍｉＲ－２１のノ
ーザンブロット。ｔＲＮＡＭｅｔを負荷対照として用いた。イメージＪソフトウエアを用
いて、定量を実施した。（Ｅ）７２ｈの無細胞培養後の、ＭＣＦ１０Ａ、ＭＤＡ－ＭＢ２
３１及び４Ｔ１細胞中の１５種の定量されたｍｉＲＮＡと、それらの各エクソソームの間
の相関プロット。オンコソームは、ノルモソームと比較して（左グラフ）、起源細胞（中
央及び右グラフ）との低い相関値を示している。（Ｆ）１秒（ｓ）あたりの蛍光単位（Ｆ
Ｕ）で示されたバイオアナライザーグラフ表示、並びにノルモソーム及びオンコソームの
エクソソームＲＮＡ量のゲル画像。
【図２Ｃ】オンコソームがｍｉＲＮＡを豊富に含むようになっている。（Ａ）ＭＤＡ－Ｍ
Ｂ２３１エクソソーム及びＭＣＦ１０Ａエクソソーム中の発現されたｍｉＲＮＡの相関グ
ラフ。（Ｂ）７２ｈの無細胞培養の後、ノルモソームとオンコソームの間で差次的に発現
されたｍｉＲＮＡの６種（ｍｉＲ－１０ａ、ｍｉＲ－１０ｂ、ｍｉＲ－２１、ｍｉＲ－２
７ａ、ｍｉＲ－１５５、及びｍｉＲ－３７３）を利用した細胞中のｍｉＲＮＡと各エクソ
ソームの間の相関グラフ。（Ｃ）ノルモソーム及びオンコソームをＤＭＥＭ培地に再懸濁
させて、２４及び７２ｈの無細胞培養物に保持した。２４及び７２ｈ後に、エクソソーム
を採取し、１５種のｍｉＲＮＡ（表４参照）をｑＰＣＲにより定量した。７２ｈの無細胞
培養後のエクソソーム中の各ｍｉＲＮＡの倍率変化を、２４ｈの無細胞培養後のエクソソ
ーム中の同じｍｉＲＮＡと比較して定量した。グラフのプロットは、７２ｈ後に採取され
たエクソソーム中の腫瘍サプレッサ（ＴＳ）及び発癌性（ＯＮＣ）ｍｉＲＮＡの倍率変化
の平均を、２４ｈ後に採取されたものに比較して表している。（Ｄ）２４及び７２ｈの無
細胞培養後のノルモソーム、培養していないオンコソーム、並びに２４ｈ、７２ｈ及び９
６ｈの無細胞培養後のオンコソームから得られたｍｉＲＮＡ－１０及びｍｉＲ－２１のノ
ーザンブロット。ｔＲＮＡＭｅｔを負荷対照として用いた。イメージＪソフトウエアを用
いて、定量を実施した。（Ｅ）７２ｈの無細胞培養後の、ＭＣＦ１０Ａ、ＭＤＡ－ＭＢ２
３１及び４Ｔ１細胞中の１５種の定量されたｍｉＲＮＡと、それらの各エクソソームの間
の相関プロット。オンコソームは、ノルモソームと比較して（左グラフ）、起源細胞（中
央及び右グラフ）との低い相関値を示している。（Ｆ）１秒（ｓ）あたりの蛍光単位（Ｆ
Ｕ）で示されたバイオアナライザーグラフ表示、並びにノルモソーム及びオンコソームの
エクソソームＲＮＡ量のゲル画像。
【図２Ｄ】オンコソームがｍｉＲＮＡを豊富に含むようになっている。（Ａ）ＭＤＡ－Ｍ
Ｂ２３１エクソソーム及びＭＣＦ１０Ａエクソソーム中の発現されたｍｉＲＮＡの相関グ
ラフ。（Ｂ）７２ｈの無細胞培養の後、ノルモソームとオンコソームの間で差次的に発現
されたｍｉＲＮＡの６種（ｍｉＲ－１０ａ、ｍｉＲ－１０ｂ、ｍｉＲ－２１、ｍｉＲ－２
７ａ、ｍｉＲ－１５５、及びｍｉＲ－３７３）を利用した細胞中のｍｉＲＮＡと各エクソ
ソームの間の相関グラフ。（Ｃ）ノルモソーム及びオンコソームをＤＭＥＭ培地に再懸濁
させて、２４及び７２ｈの無細胞培養物に保持した。２４及び７２ｈ後に、エクソソーム
を採取し、１５種のｍｉＲＮＡ（表４参照）をｑＰＣＲにより定量した。７２ｈの無細胞
培養後のエクソソーム中の各ｍｉＲＮＡの倍率変化を、２４ｈの無細胞培養後のエクソソ
ーム中の同じｍｉＲＮＡと比較して定量した。グラフのプロットは、７２ｈ後に採取され
たエクソソーム中の腫瘍サプレッサ（ＴＳ）及び発癌性（ＯＮＣ）ｍｉＲＮＡの倍率変化
の平均を、２４ｈ後に採取されたものに比較して表している。（Ｄ）２４及び７２ｈの無
細胞培養後のノルモソーム、培養していないオンコソーム、並びに２４ｈ、７２ｈ及び９
６ｈの無細胞培養後のオンコソームから得られたｍｉＲＮＡ－１０及びｍｉＲ－２１のノ
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ーザンブロット。ｔＲＮＡＭｅｔを負荷対照として用いた。イメージＪソフトウエアを用
いて、定量を実施した。（Ｅ）７２ｈの無細胞培養後の、ＭＣＦ１０Ａ、ＭＤＡ－ＭＢ２
３１及び４Ｔ１細胞中の１５種の定量されたｍｉＲＮＡと、それらの各エクソソームの間
の相関プロット。オンコソームは、ノルモソームと比較して（左グラフ）、起源細胞（中
央及び右グラフ）との低い相関値を示している。（Ｆ）１秒（ｓ）あたりの蛍光単位（Ｆ
Ｕ）で示されたバイオアナライザーグラフ表示、並びにノルモソーム及びオンコソームの
エクソソームＲＮＡ量のゲル画像。
【図２Ｅ】オンコソームがｍｉＲＮＡを豊富に含むようになっている。（Ａ）ＭＤＡ－Ｍ
Ｂ２３１エクソソーム及びＭＣＦ１０Ａエクソソーム中の発現されたｍｉＲＮＡの相関グ
ラフ。（Ｂ）７２ｈの無細胞培養の後、ノルモソームとオンコソームの間で差次的に発現
されたｍｉＲＮＡの６種（ｍｉＲ－１０ａ、ｍｉＲ－１０ｂ、ｍｉＲ－２１、ｍｉＲ－２
７ａ、ｍｉＲ－１５５、及びｍｉＲ－３７３）を利用した細胞中のｍｉＲＮＡと各エクソ
ソームの間の相関グラフ。（Ｃ）ノルモソーム及びオンコソームをＤＭＥＭ培地に再懸濁
させて、２４及び７２ｈの無細胞培養物に保持した。２４及び７２ｈ後に、エクソソーム
を採取し、１５種のｍｉＲＮＡ（表４参照）をｑＰＣＲにより定量した。７２ｈの無細胞
培養後のエクソソーム中の各ｍｉＲＮＡの倍率変化を、２４ｈの無細胞培養後のエクソソ
ーム中の同じｍｉＲＮＡと比較して定量した。グラフのプロットは、７２ｈ後に採取され
たエクソソーム中の腫瘍サプレッサ（ＴＳ）及び発癌性（ＯＮＣ）ｍｉＲＮＡの倍率変化
の平均を、２４ｈ後に採取されたものに比較して表している。（Ｄ）２４及び７２ｈの無
細胞培養後のノルモソーム、培養していないオンコソーム、並びに２４ｈ、７２ｈ及び９
６ｈの無細胞培養後のオンコソームから得られたｍｉＲＮＡ－１０及びｍｉＲ－２１のノ
ーザンブロット。ｔＲＮＡＭｅｔを負荷対照として用いた。イメージＪソフトウエアを用
いて、定量を実施した。（Ｅ）７２ｈの無細胞培養後の、ＭＣＦ１０Ａ、ＭＤＡ－ＭＢ２
３１及び４Ｔ１細胞中の１５種の定量されたｍｉＲＮＡと、それらの各エクソソームの間
の相関プロット。オンコソームは、ノルモソームと比較して（左グラフ）、起源細胞（中
央及び右グラフ）との低い相関値を示している。（Ｆ）１秒（ｓ）あたりの蛍光単位（Ｆ
Ｕ）で示されたバイオアナライザーグラフ表示、並びにノルモソーム及びオンコソームの
エクソソームＲＮＡ量のゲル画像。
【図２Ｆ】オンコソームがｍｉＲＮＡを豊富に含むようになっている。（Ａ）ＭＤＡ－Ｍ
Ｂ２３１エクソソーム及びＭＣＦ１０Ａエクソソーム中の発現されたｍｉＲＮＡの相関グ
ラフ。（Ｂ）７２ｈの無細胞培養の後、ノルモソームとオンコソームの間で差次的に発現
されたｍｉＲＮＡの６種（ｍｉＲ－１０ａ、ｍｉＲ－１０ｂ、ｍｉＲ－２１、ｍｉＲ－２
７ａ、ｍｉＲ－１５５、及びｍｉＲ－３７３）を利用した細胞中のｍｉＲＮＡと各エクソ
ソームの間の相関グラフ。（Ｃ）ノルモソーム及びオンコソームをＤＭＥＭ培地に再懸濁
させて、２４及び７２ｈの無細胞培養物に保持した。２４及び７２ｈ後に、エクソソーム
を採取し、１５種のｍｉＲＮＡ（表４参照）をｑＰＣＲにより定量した。７２ｈの無細胞
培養後のエクソソーム中の各ｍｉＲＮＡの倍率変化を、２４ｈの無細胞培養後のエクソソ
ーム中の同じｍｉＲＮＡと比較して定量した。グラフのプロットは、７２ｈ後に採取され
たエクソソーム中の腫瘍サプレッサ（ＴＳ）及び発癌性（ＯＮＣ）ｍｉＲＮＡの倍率変化
の平均を、２４ｈ後に採取されたものに比較して表している。（Ｄ）２４及び７２ｈの無
細胞培養後のノルモソーム、培養していないオンコソーム、並びに２４ｈ、７２ｈ及び９
６ｈの無細胞培養後のオンコソームから得られたｍｉＲＮＡ－１０及びｍｉＲ－２１のノ
ーザンブロット。ｔＲＮＡＭｅｔを負荷対照として用いた。イメージＪソフトウエアを用
いて、定量を実施した。（Ｅ）７２ｈの無細胞培養後の、ＭＣＦ１０Ａ、ＭＤＡ－ＭＢ２
３１及び４Ｔ１細胞中の１５種の定量されたｍｉＲＮＡと、それらの各エクソソームの間
の相関プロット。オンコソームは、ノルモソームと比較して（左グラフ）、起源細胞（中
央及び右グラフ）との低い相関値を示している。（Ｆ）１秒（ｓ）あたりの蛍光単位（Ｆ
Ｕ）で示されたバイオアナライザーグラフ表示、並びにノルモソーム及びオンコソームの
エクソソームＲＮＡ量のゲル画像。
【図３－１】エクソソームはｐｒｅ－ｍｉＲＮＡを含む。（Ａ）試験された成熟ｍｉＲＮ
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Ａに対応する１５種のｐｒｅ－ｍｉＲＮＡを、ＭＣＦ１０Ａ及びＭＤＡ－ＭＢ２３１エク
ソソームのｑＰＣＲを用いて定量した。存在量を反映するために、各ｐｒｅ－ｍｉＲＮＡ
のΔＣｔ値の逆数をプロットしており、値は±ｓ．ｄ．として表している。（Ｂ）オンコ
ソーム及びノルモソームをＤＭＥＭ培地に再懸濁して、無細胞培養条件に２４及び７２ｈ
保持した。２４及び７２ｈ後に、エクソソームを再度抽出して、１５種のｐｒｅ－ｍｉＲ
ＮＡをｑＰＣＲにより定量した。グラフは、７２ｈの無細胞培養後のＭＣＦ１０Ａ及びＭ
ＤＡ－ＭＢ２３１エクソソーム中の各ｐｒｅ－ｍｉＲＮＡの倍率変化を、２４ｈの無細胞
培養と比較して示しており、±ｓ．ｄ．として表している。（Ｃ）２４ｈ及び７２ｈの無
細胞培養後のＭＣＦ１０Ａ、並びに０ｈ、２４ｈ、７２ｈ、及び９６ｈの無細胞培養によ
るＭＤＡ－ＭＢ２３１オンコソームを用いたｐｒｅ－ｉＲ－１０ｂ及びｐｒｅ－ｍｉＲ－
２１のノーザンブロット。ｔＲＮＡＭｅｔを負荷対照として用いた。イメージＪソフトウ
エアを用いて、定量を実施した。（Ｄ）上のグラフ：オンコソーム（ＭＤＡ－ＭＢ２３１
）の発癌性ｐｒｅ－ｍｉＲＮＡ（左グラフ）及び発癌性ｍｉＲＮＡ（右グラフ）を、２４
ｈ及び７２ｈの無細胞培養条件後に定量した。存在量を反映するために、異なる時点での
各ｐｒｅ－ｍｉＲＮＡ（左グラフ）及びｍｉＲＮＡ（右グラフ）のΔＣｔ値の逆数をプロ
ットしており、指数関数的傾向が認められた。示されたデータは、３回の生物学的反復実
験の結果であり、ＳＤとして表している。下のグラフ：オンコソーム（ＭＤＡ－ＭＢ２３
１）のｐｒｅ－ｍｉＲＮＡ（左グラフ）及び成熟ｍｉＲＮＡ（右グラフ）を、６ｈ、１２
ｈ、２４ｈ、３６ｈ、４８ｈ、７２ｈ及び９６ｈの無細胞培養条件後に定量した。異なる
時点での各ｐｒｅ－ｍｉＲＮＡ（左グラフ）及びｍｉＲＮＡ（右グラフ）のΔＣｔ値の逆
数をプロットしており、指数関数的傾向が認められた。この図に示されたデータは、それ
ぞれが三重測定で行われた３回の独立した実験の結果であり、±ｓ．ｄ．として表してい
る。（Ｅ）オンコソーム及びノルモソームをＤＭＥＭ培地に再懸濁して、無細胞培養条件
に０ｈ、２４ｈ、７２ｈ及び９６ｈ保持した。エクソソームを異なる時点で抽出して、ｐ
ｒｅ－ｍｉＲＮＡをｑＰＣＲにより定量した。存在量を反映するために、異なる時点での
各ｐｒｅ－ｍｉＲＮＡのΔＣｔ値の逆数をプロットした。
【図３－２】エクソソームはｐｒｅ－ｍｉＲＮＡを含む。（Ａ）試験された成熟ｍｉＲＮ
Ａに対応する１５種のｐｒｅ－ｍｉＲＮＡを、ＭＣＦ１０Ａ及びＭＤＡ－ＭＢ２３１エク
ソソームのｑＰＣＲを用いて定量した。存在量を反映するために、各ｐｒｅ－ｍｉＲＮＡ
のΔＣｔ値の逆数をプロットしており、値は±ｓ．ｄ．として表している。（Ｂ）オンコ
ソーム及びノルモソームをＤＭＥＭ培地に再懸濁して、無細胞培養条件に２４及び７２ｈ
保持した。２４及び７２ｈ後に、エクソソームを再度抽出して、１５種のｐｒｅ－ｍｉＲ
ＮＡをｑＰＣＲにより定量した。グラフは、７２ｈの無細胞培養後のＭＣＦ１０Ａ及びＭ
ＤＡ－ＭＢ２３１エクソソーム中の各ｐｒｅ－ｍｉＲＮＡの倍率変化を、２４ｈの無細胞
培養と比較して示しており、±ｓ．ｄ．として表している。（Ｃ）２４ｈ及び７２ｈの無
細胞培養後のＭＣＦ１０Ａ、並びに０ｈ、２４ｈ、７２ｈ、及び９６ｈの無細胞培養によ
るＭＤＡ－ＭＢ２３１オンコソームを用いたｐｒｅ－ｉＲ－１０ｂ及びｐｒｅ－ｍｉＲ－
２１のノーザンブロット。ｔＲＮＡＭｅｔを負荷対照として用いた。イメージＪソフトウ
エアを用いて、定量を実施した。（Ｄ）上のグラフ：オンコソーム（ＭＤＡ－ＭＢ２３１
）の発癌性ｐｒｅ－ｍｉＲＮＡ（左グラフ）及び発癌性ｍｉＲＮＡ（右グラフ）を、２４
ｈ及び７２ｈの無細胞培養条件後に定量した。存在量を反映するために、異なる時点での
各ｐｒｅ－ｍｉＲＮＡ（左グラフ）及びｍｉＲＮＡ（右グラフ）のΔＣｔ値の逆数をプロ
ットしており、指数関数的傾向が認められた。示されたデータは、３回の生物学的反復実
験の結果であり、ＳＤとして表している。下のグラフ：オンコソーム（ＭＤＡ－ＭＢ２３
１）のｐｒｅ－ｍｉＲＮＡ（左グラフ）及び成熟ｍｉＲＮＡ（右グラフ）を、６ｈ、１２
ｈ、２４ｈ、３６ｈ、４８ｈ、７２ｈ及び９６ｈの無細胞培養条件後に定量した。異なる
時点での各ｐｒｅ－ｍｉＲＮＡ（左グラフ）及びｍｉＲＮＡ（右グラフ）のΔＣｔ値の逆
数をプロットしており、指数関数的傾向が認められた。この図に示されたデータは、それ
ぞれが三重測定で行われた３回の独立した実験の結果であり、±ｓ．ｄ．として表してい
る。（Ｅ）オンコソーム及びノルモソームをＤＭＥＭ培地に再懸濁して、無細胞培養条件
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に０ｈ、２４ｈ、７２ｈ及び９６ｈ保持した。エクソソームを異なる時点で抽出して、ｐ
ｒｅ－ｍｉＲＮＡをｑＰＣＲにより定量した。存在量を反映するために、異なる時点での
各ｐｒｅ－ｍｉＲＮＡのΔＣｔ値の逆数をプロットした。
【図３－３】エクソソームはｐｒｅ－ｍｉＲＮＡを含む。（Ａ）試験された成熟ｍｉＲＮ
Ａに対応する１５種のｐｒｅ－ｍｉＲＮＡを、ＭＣＦ１０Ａ及びＭＤＡ－ＭＢ２３１エク
ソソームのｑＰＣＲを用いて定量した。存在量を反映するために、各ｐｒｅ－ｍｉＲＮＡ
のΔＣｔ値の逆数をプロットしており、値は±ｓ．ｄ．として表している。（Ｂ）オンコ
ソーム及びノルモソームをＤＭＥＭ培地に再懸濁して、無細胞培養条件に２４及び７２ｈ
保持した。２４及び７２ｈ後に、エクソソームを再度抽出して、１５種のｐｒｅ－ｍｉＲ
ＮＡをｑＰＣＲにより定量した。グラフは、７２ｈの無細胞培養後のＭＣＦ１０Ａ及びＭ
ＤＡ－ＭＢ２３１エクソソーム中の各ｐｒｅ－ｍｉＲＮＡの倍率変化を、２４ｈの無細胞
培養と比較して示しており、±ｓ．ｄ．として表している。（Ｃ）２４ｈ及び７２ｈの無
細胞培養後のＭＣＦ１０Ａ、並びに０ｈ、２４ｈ、７２ｈ、及び９６ｈの無細胞培養によ
るＭＤＡ－ＭＢ２３１オンコソームを用いたｐｒｅ－ｉＲ－１０ｂ及びｐｒｅ－ｍｉＲ－
２１のノーザンブロット。ｔＲＮＡＭｅｔを負荷対照として用いた。イメージＪソフトウ
エアを用いて、定量を実施した。（Ｄ）上のグラフ：オンコソーム（ＭＤＡ－ＭＢ２３１
）の発癌性ｐｒｅ－ｍｉＲＮＡ（左グラフ）及び発癌性ｍｉＲＮＡ（右グラフ）を、２４
ｈ及び７２ｈの無細胞培養条件後に定量した。存在量を反映するために、異なる時点での
各ｐｒｅ－ｍｉＲＮＡ（左グラフ）及びｍｉＲＮＡ（右グラフ）のΔＣｔ値の逆数をプロ
ットしており、指数関数的傾向が認められた。示されたデータは、３回の生物学的反復実
験の結果であり、ＳＤとして表している。下のグラフ：オンコソーム（ＭＤＡ－ＭＢ２３
１）のｐｒｅ－ｍｉＲＮＡ（左グラフ）及び成熟ｍｉＲＮＡ（右グラフ）を、６ｈ、１２
ｈ、２４ｈ、３６ｈ、４８ｈ、７２ｈ及び９６ｈの無細胞培養条件後に定量した。異なる
時点での各ｐｒｅ－ｍｉＲＮＡ（左グラフ）及びｍｉＲＮＡ（右グラフ）のΔＣｔ値の逆
数をプロットしており、指数関数的傾向が認められた。この図に示されたデータは、それ
ぞれが三重測定で行われた３回の独立した実験の結果であり、±ｓ．ｄ．として表してい
る。（Ｅ）オンコソーム及びノルモソームをＤＭＥＭ培地に再懸濁して、無細胞培養条件
に０ｈ、２４ｈ、７２ｈ及び９６ｈ保持した。エクソソームを異なる時点で抽出して、ｐ
ｒｅ－ｍｉＲＮＡをｑＰＣＲにより定量した。存在量を反映するために、異なる時点での
各ｐｒｅ－ｍｉＲＮＡのΔＣｔ値の逆数をプロットした。
【図３－４】エクソソームはｐｒｅ－ｍｉＲＮＡを含む。（Ａ）試験された成熟ｍｉＲＮ
Ａに対応する１５種のｐｒｅ－ｍｉＲＮＡを、ＭＣＦ１０Ａ及びＭＤＡ－ＭＢ２３１エク
ソソームのｑＰＣＲを用いて定量した。存在量を反映するために、各ｐｒｅ－ｍｉＲＮＡ
のΔＣｔ値の逆数をプロットしており、値は±ｓ．ｄ．として表している。（Ｂ）オンコ
ソーム及びノルモソームをＤＭＥＭ培地に再懸濁して、無細胞培養条件に２４及び７２ｈ
保持した。２４及び７２ｈ後に、エクソソームを再度抽出して、１５種のｐｒｅ－ｍｉＲ
ＮＡをｑＰＣＲにより定量した。グラフは、７２ｈの無細胞培養後のＭＣＦ１０Ａ及びＭ
ＤＡ－ＭＢ２３１エクソソーム中の各ｐｒｅ－ｍｉＲＮＡの倍率変化を、２４ｈの無細胞
培養と比較して示しており、±ｓ．ｄ．として表している。（Ｃ）２４ｈ及び７２ｈの無
細胞培養後のＭＣＦ１０Ａ、並びに０ｈ、２４ｈ、７２ｈ、及び９６ｈの無細胞培養によ
るＭＤＡ－ＭＢ２３１オンコソームを用いたｐｒｅ－ｉＲ－１０ｂ及びｐｒｅ－ｍｉＲ－
２１のノーザンブロット。ｔＲＮＡＭｅｔを負荷対照として用いた。イメージＪソフトウ
エアを用いて、定量を実施した。（Ｄ）上のグラフ：オンコソーム（ＭＤＡ－ＭＢ２３１
）の発癌性ｐｒｅ－ｍｉＲＮＡ（左グラフ）及び発癌性ｍｉＲＮＡ（右グラフ）を、２４
ｈ及び７２ｈの無細胞培養条件後に定量した。存在量を反映するために、異なる時点での
各ｐｒｅ－ｍｉＲＮＡ（左グラフ）及びｍｉＲＮＡ（右グラフ）のΔＣｔ値の逆数をプロ
ットしており、指数関数的傾向が認められた。示されたデータは、３回の生物学的反復実
験の結果であり、ＳＤとして表している。下のグラフ：オンコソーム（ＭＤＡ－ＭＢ２３
１）のｐｒｅ－ｍｉＲＮＡ（左グラフ）及び成熟ｍｉＲＮＡ（右グラフ）を、６ｈ、１２
ｈ、２４ｈ、３６ｈ、４８ｈ、７２ｈ及び９６ｈの無細胞培養条件後に定量した。異なる
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時点での各ｐｒｅ－ｍｉＲＮＡ（左グラフ）及びｍｉＲＮＡ（右グラフ）のΔＣｔ値の逆
数をプロットしており、指数関数的傾向が認められた。この図に示されたデータは、それ
ぞれが三重測定で行われた３回の独立した実験の結果であり、±ｓ．ｄ．として表してい
る。（Ｅ）オンコソーム及びノルモソームをＤＭＥＭ培地に再懸濁して、無細胞培養条件
に０ｈ、２４ｈ、７２ｈ及び９６ｈ保持した。エクソソームを異なる時点で抽出して、ｐ
ｒｅ－ｍｉＲＮＡをｑＰＣＲにより定量した。存在量を反映するために、異なる時点での
各ｐｒｅ－ｍｉＲＮＡのΔＣｔ値の逆数をプロットした。
【図４－１】オンコソームはＲＬＣを含む。（Ａ）非腫瘍原性マウス（ＮＭｕＭＧ）及び
ヒト（ＭＣＦ１０Ａ）細胞株；マウス癌細胞株６７ＮＲ及び４Ｔ１；ヒト癌細胞株ＭＣＦ
７及びＭＤＡ－ＭＢ２３１から採取されたエクソソームにおける抗ダイサー抗体を利用し
た免疫ブロット。用いられた対照は、エクソソームの溶解と、次にエクソソームタンパク
質の分解を誘導するために、トリトンＸに続いてプロテオキナーゼＫで処置されたエクソ
ソーム（トリトン＋ＰＫ）；及び余分のエクソソームタンパク質を分解するためにプロテ
イナーゼＫで処置されたエクソソーム（ＰＫ）であった。ＴＳＧ１０１（二列目）及びＣ
Ｄ９（三列目）の免疫ブロットを用いて、エクソソームの存在を確認した。（Ｂ）オンコ
ソーム（ＭＤＡ－ＭＢ２３１）において抗ダイサー抗体を用いた免疫金標識の透過型電子
顕微鏡写真。右上の画像は、抽出物の新しい独立した画像からデジタル方式でズームした
ものである。陰性対照は、ＩｇＧを指す。金粒子を黒色のドットとして表しており、下の
画像では黒色の矢印により示されている。グラフは、左側の上２つの画像の定量を表す。
（Ｃ）エンプティベクター（ｐＣＭＶ－Ｔａｇ４Ｂ；それぞれ最初及び三番目のレーン）
及びＦｌａｇ－ダイサーベクター（二番目及び四番目のレーン）でトランスフェクトされ
た細胞から採取されたＭＣＦ１０Ａ及びＭＤＡ－ＭＢ２３１エクソソーム中の抗Ｆｌａｇ
抗体（上パネル）を用いた免疫ブロット。ＣＤ９免疫ブロットを用いて、エクソソームの
存在を確認し、負荷対照とした（下パネル）。（Ｄ）カルシウムイオノフォアＡ２３１８
７で処置されたＭＣＦ１０Ａ及びＭＤＡ－ＭＢ２３１細胞から採取されたエクソソーム中
のダイサーの免疫ブロット（上パネル）。未処置細胞から抽出されたエクソソームを対照
として用いた。ＣＤ９免疫ブロット（したパネル）を対照として用いて、エクソソーム分
泌の増加を示した。（Ｅ）ＭＣＦ１０Ａ及びＭＤＡ－ＭＢ２３１親細胞、並びにｓｈスク
ランブル及びｓｈダイサー・プラスミドでトランスフェクトされた細胞から抽出されたエ
クソソーム中のダイサーの免疫ブロット（上ブロット）。ＣＤ９免疫ブロットを用いてエ
クソソームの存在を示し、負荷対照とした（下ブロット）。イメージＪソフトウエアを利
用して、免疫ブロットの定量を実施した。（Ｆ）ＭＤＡＭＢ２３１ｓｈダイサー細胞由来
のオンコソーム中の抗ダイサー抗体を用いた免疫金標識の透過型電子顕微鏡写真。金粒子
は、黒色のドットとして示されている。右のグラフは、ＥＭ写真の金粒子の定量を示す。
（Ｇ）オンコソーム（ＭＣＦ７及びＭＤＡ－ＭＢ２３１）及びノルモソーム（ＭＣＦ１０
Ａ）から採取されたエクソソーム中の抗ＡＧＯ２抗体を用いた免疫ブロット。用いられた
対照は、エクソソームの溶解と、次のエクソソームタンパク質の分解を誘導するために、
トリトンＸに続いてプロテオキナーゼＫで処置されたエクソソーム（トリトン＋ＰＫ）；
余分のエクソソームタンパク質を分解するためにプロテイナーゼＫで処置されたエクソソ
ーム（ＰＫ）；及びエクソソームを採取するための超遠心分離後の上清（上清）、であっ
た。ＴＳＧ１０１（二列目）及びＣＤ９（三列目）の免疫ブロットを用いて、エクソソー
ムの存在を確認した。（Ｈ）オンコソーム（ＭＣＦ７及びＭＤＡ－ＭＢ２３１）及びノル
モソーム（ＭＣＦ１０Ａ）から採取されたエクソソーム中の抗ＴＲＢＰ抗体を用いた免疫
ブロット。用いられた対照は、エクソソームの溶解と、次のエクソソームタンパク質の分
解を誘導するために、トリトンＸに続いてプロテオキナーゼＫで処置されたエクソソーム
（トリトン＋ＰＫ）；余分のエクソソームタンパク質を分解するためにプロテイナーゼＫ
で処置されたエクソソーム（ＰＫ）；及びエクソソームを採取するための超遠心分離後の
上清（上清）、であった。ＴＳＧ１０１（二列目）及びＣＤ９（三列目）を、エクソソー
ムマーカとして用いた。（Ｉ）ＧＦＰ－ＡＧＯ２プラスミドでトランスフェクトされたＭ
ＣＦ１０Ａ及びＭＤＡ－ＭＢ２３１細胞中の抗ＧＦＰ抗体を用いた免疫ブロット（上パネ
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ル）。β－アクチンを、負荷対照として用いた（下パネル）。（Ｊ）ＧＦＰ－ＡＧＯ２プ
ラスミドでトランスフェクトされたＭＣＦ１０Ａ及びＭＤＡ－ＭＢ２３１細胞から抽出さ
れたエクソソーム中の抗ＧＦＰ抗体を用いた免疫ブロット（上パネル）。ＴＳＧ１０１（
中央パネル）及びＣＤ９（下パネル）を、エクソソームマーカ及び負荷対照として用いた
。（Ｋ）ｓｉＡＧＯ２でトランスフェクトされたＭＣＦ１０Ａ及びＭＤＡ－ＭＢ２３１細
胞中のＡＧＯ２　ｍＲＮＡ発現。ＭＣＦ１０Ａ及びＭＤＡ－ＭＢ２３１親細胞を、倍率変
化比較のための相対的対照として用いた。データは、３回の生物学的反復実験の結果であ
り、ＳＤとして表している。（Ｌ）ＭＣＦ１０Ａ及びＭＤＡ－ＭＢ２３１親細胞又はｓｉ
対照若しくはｓｉＡＧＯ２でトランスフェクトされた細胞から抽出されたエクソソーム中
のＡＧＯ２抗体を用いた免疫ブロット（上パネル）。ＴＳＧ１０１（中央パネル）及びＣ
Ｄ９（下パネル）を、エクソソームマーカ及び負荷対照として用いた。イメージＪソフト
ウエアを用いて、定量を実施した。（Ｍ）ダイサー抗体又はＩｇＧで免疫沈降されたＭＣ
Ｆ１０Ａ及びＭＤＡ－ＭＢ２３１細胞から抽出されたエクソソームタンパク質中のＡＧＯ
２抗体を用いた免疫ブロット（上パネル）。ＭＤＡ－ＭＢ２３１細胞から抽出されたエク
ソソームのライセートインプットの５％を、対照として用いた。ダイサーの免疫ブロット
を、免疫沈降の対照として用いた（下パネル）。（Ｎ）ダイサー抗体又はＩｇＧで免疫沈
降されたＭＣＦ１０Ａ及びＭＤＡ－ＭＢ２３１細胞から抽出されたエクソソームタンパク
質中の抗ＴＲＢＰ抗体を用いた免疫ブロット（上パネル）。ＭＤＡ－ＭＢ２３１細胞から
抽出されたエクソソームのライセートインプット（５％）を、対照として用いた。ダイサ
ーの免疫ブロットを、対照として用いた（下パネル）。
【図４－２】オンコソームはＲＬＣを含む。（Ａ）非腫瘍原性マウス（ＮＭｕＭＧ）及び
ヒト（ＭＣＦ１０Ａ）細胞株；マウス癌細胞株６７ＮＲ及び４Ｔ１；ヒト癌細胞株ＭＣＦ
７及びＭＤＡ－ＭＢ２３１から採取されたエクソソームにおける抗ダイサー抗体を利用し
た免疫ブロット。用いられた対照は、エクソソームの溶解と、次にエクソソームタンパク
質の分解を誘導するために、トリトンＸに続いてプロテオキナーゼＫで処置されたエクソ
ソーム（トリトン＋ＰＫ）；及び余分のエクソソームタンパク質を分解するためにプロテ
イナーゼＫで処置されたエクソソーム（ＰＫ）であった。ＴＳＧ１０１（二列目）及びＣ
Ｄ９（三列目）の免疫ブロットを用いて、エクソソームの存在を確認した。（Ｂ）オンコ
ソーム（ＭＤＡ－ＭＢ２３１）において抗ダイサー抗体を用いた免疫金標識の透過型電子
顕微鏡写真。右上の画像は、抽出物の新しい独立した画像からデジタル方式でズームした
ものである。陰性対照は、ＩｇＧを指す。金粒子を黒色のドットとして表しており、下の
画像では黒色の矢印により示されている。グラフは、左側の上２つの画像の定量を表す。
（Ｃ）エンプティベクター（ｐＣＭＶ－Ｔａｇ４Ｂ；それぞれ最初及び三番目のレーン）
及びＦｌａｇ－ダイサーベクター（二番目及び四番目のレーン）でトランスフェクトされ
た細胞から採取されたＭＣＦ１０Ａ及びＭＤＡ－ＭＢ２３１エクソソーム中の抗Ｆｌａｇ
抗体（上パネル）を用いた免疫ブロット。ＣＤ９免疫ブロットを用いて、エクソソームの
存在を確認し、負荷対照とした（下パネル）。（Ｄ）カルシウムイオノフォアＡ２３１８
７で処置されたＭＣＦ１０Ａ及びＭＤＡ－ＭＢ２３１細胞から採取されたエクソソーム中
のダイサーの免疫ブロット（上パネル）。未処置細胞から抽出されたエクソソームを対照
として用いた。ＣＤ９免疫ブロット（したパネル）を対照として用いて、エクソソーム分
泌の増加を示した。（Ｅ）ＭＣＦ１０Ａ及びＭＤＡ－ＭＢ２３１親細胞、並びにｓｈスク
ランブル及びｓｈダイサー・プラスミドでトランスフェクトされた細胞から抽出されたエ
クソソーム中のダイサーの免疫ブロット（上ブロット）。ＣＤ９免疫ブロットを用いてエ
クソソームの存在を示し、負荷対照とした（下ブロット）。イメージＪソフトウエアを利
用して、免疫ブロットの定量を実施した。（Ｆ）ＭＤＡＭＢ２３１ｓｈダイサー細胞由来
のオンコソーム中の抗ダイサー抗体を用いた免疫金標識の透過型電子顕微鏡写真。金粒子
は、黒色のドットとして示されている。右のグラフは、ＥＭ写真の金粒子の定量を示す。
（Ｇ）オンコソーム（ＭＣＦ７及びＭＤＡ－ＭＢ２３１）及びノルモソーム（ＭＣＦ１０
Ａ）から採取されたエクソソーム中の抗ＡＧＯ２抗体を用いた免疫ブロット。用いられた
対照は、エクソソームの溶解と、次のエクソソームタンパク質の分解を誘導するために、
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トリトンＸに続いてプロテオキナーゼＫで処置されたエクソソーム（トリトン＋ＰＫ）；
余分のエクソソームタンパク質を分解するためにプロテイナーゼＫで処置されたエクソソ
ーム（ＰＫ）；及びエクソソームを採取するための超遠心分離後の上清（上清）、であっ
た。ＴＳＧ１０１（二列目）及びＣＤ９（三列目）の免疫ブロットを用いて、エクソソー
ムの存在を確認した。（Ｈ）オンコソーム（ＭＣＦ７及びＭＤＡ－ＭＢ２３１）及びノル
モソーム（ＭＣＦ１０Ａ）から採取されたエクソソーム中の抗ＴＲＢＰ抗体を用いた免疫
ブロット。用いられた対照は、エクソソームの溶解と、次のエクソソームタンパク質の分
解を誘導するために、トリトンＸに続いてプロテオキナーゼＫで処置されたエクソソーム
（トリトン＋ＰＫ）；余分のエクソソームタンパク質を分解するためにプロテイナーゼＫ
で処置されたエクソソーム（ＰＫ）；及びエクソソームを採取するための超遠心分離後の
上清（上清）、であった。ＴＳＧ１０１（二列目）及びＣＤ９（三列目）を、エクソソー
ムマーカとして用いた。（Ｉ）ＧＦＰ－ＡＧＯ２プラスミドでトランスフェクトされたＭ
ＣＦ１０Ａ及びＭＤＡ－ＭＢ２３１細胞中の抗ＧＦＰ抗体を用いた免疫ブロット（上パネ
ル）。β－アクチンを、負荷対照として用いた（下パネル）。（Ｊ）ＧＦＰ－ＡＧＯ２プ
ラスミドでトランスフェクトされたＭＣＦ１０Ａ及びＭＤＡ－ＭＢ２３１細胞から抽出さ
れたエクソソーム中の抗ＧＦＰ抗体を用いた免疫ブロット（上パネル）。ＴＳＧ１０１（
中央パネル）及びＣＤ９（下パネル）を、エクソソームマーカ及び負荷対照として用いた
。（Ｋ）ｓｉＡＧＯ２でトランスフェクトされたＭＣＦ１０Ａ及びＭＤＡ－ＭＢ２３１細
胞中のＡＧＯ２　ｍＲＮＡ発現。ＭＣＦ１０Ａ及びＭＤＡ－ＭＢ２３１親細胞を、倍率変
化比較のための相対的対照として用いた。データは、３回の生物学的反復実験の結果であ
り、ＳＤとして表している。（Ｌ）ＭＣＦ１０Ａ及びＭＤＡ－ＭＢ２３１親細胞又はｓｉ
対照若しくはｓｉＡＧＯ２でトランスフェクトされた細胞から抽出されたエクソソーム中
のＡＧＯ２抗体を用いた免疫ブロット（上パネル）。ＴＳＧ１０１（中央パネル）及びＣ
Ｄ９（下パネル）を、エクソソームマーカ及び負荷対照として用いた。イメージＪソフト
ウエアを用いて、定量を実施した。（Ｍ）ダイサー抗体又はＩｇＧで免疫沈降されたＭＣ
Ｆ１０Ａ及びＭＤＡ－ＭＢ２３１細胞から抽出されたエクソソームタンパク質中のＡＧＯ
２抗体を用いた免疫ブロット（上パネル）。ＭＤＡ－ＭＢ２３１細胞から抽出されたエク
ソソームのライセートインプットの５％を、対照として用いた。ダイサーの免疫ブロット
を、免疫沈降の対照として用いた（下パネル）。（Ｎ）ダイサー抗体又はＩｇＧで免疫沈
降されたＭＣＦ１０Ａ及びＭＤＡ－ＭＢ２３１細胞から抽出されたエクソソームタンパク
質中の抗ＴＲＢＰ抗体を用いた免疫ブロット（上パネル）。ＭＤＡ－ＭＢ２３１細胞から
抽出されたエクソソームのライセートインプット（５％）を、対照として用いた。ダイサ
ーの免疫ブロットを、対照として用いた（下パネル）。
【図４－３】オンコソームはＲＬＣを含む。（Ａ）非腫瘍原性マウス（ＮＭｕＭＧ）及び
ヒト（ＭＣＦ１０Ａ）細胞株；マウス癌細胞株６７ＮＲ及び４Ｔ１；ヒト癌細胞株ＭＣＦ
７及びＭＤＡ－ＭＢ２３１から採取されたエクソソームにおける抗ダイサー抗体を利用し
た免疫ブロット。用いられた対照は、エクソソームの溶解と、次にエクソソームタンパク
質の分解を誘導するために、トリトンＸに続いてプロテオキナーゼＫで処置されたエクソ
ソーム（トリトン＋ＰＫ）；及び余分のエクソソームタンパク質を分解するためにプロテ
イナーゼＫで処置されたエクソソーム（ＰＫ）であった。ＴＳＧ１０１（二列目）及びＣ
Ｄ９（三列目）の免疫ブロットを用いて、エクソソームの存在を確認した。（Ｂ）オンコ
ソーム（ＭＤＡ－ＭＢ２３１）において抗ダイサー抗体を用いた免疫金標識の透過型電子
顕微鏡写真。右上の画像は、抽出物の新しい独立した画像からデジタル方式でズームした
ものである。陰性対照は、ＩｇＧを指す。金粒子を黒色のドットとして表しており、下の
画像では黒色の矢印により示されている。グラフは、左側の上２つの画像の定量を表す。
（Ｃ）エンプティベクター（ｐＣＭＶ－Ｔａｇ４Ｂ；それぞれ最初及び三番目のレーン）
及びＦｌａｇ－ダイサーベクター（二番目及び四番目のレーン）でトランスフェクトされ
た細胞から採取されたＭＣＦ１０Ａ及びＭＤＡ－ＭＢ２３１エクソソーム中の抗Ｆｌａｇ
抗体（上パネル）を用いた免疫ブロット。ＣＤ９免疫ブロットを用いて、エクソソームの
存在を確認し、負荷対照とした（下パネル）。（Ｄ）カルシウムイオノフォアＡ２３１８
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７で処置されたＭＣＦ１０Ａ及びＭＤＡ－ＭＢ２３１細胞から採取されたエクソソーム中
のダイサーの免疫ブロット（上パネル）。未処置細胞から抽出されたエクソソームを対照
として用いた。ＣＤ９免疫ブロット（したパネル）を対照として用いて、エクソソーム分
泌の増加を示した。（Ｅ）ＭＣＦ１０Ａ及びＭＤＡ－ＭＢ２３１親細胞、並びにｓｈスク
ランブル及びｓｈダイサー・プラスミドでトランスフェクトされた細胞から抽出されたエ
クソソーム中のダイサーの免疫ブロット（上ブロット）。ＣＤ９免疫ブロットを用いてエ
クソソームの存在を示し、負荷対照とした（下ブロット）。イメージＪソフトウエアを利
用して、免疫ブロットの定量を実施した。（Ｆ）ＭＤＡＭＢ２３１ｓｈダイサー細胞由来
のオンコソーム中の抗ダイサー抗体を用いた免疫金標識の透過型電子顕微鏡写真。金粒子
は、黒色のドットとして示されている。右のグラフは、ＥＭ写真の金粒子の定量を示す。
（Ｇ）オンコソーム（ＭＣＦ７及びＭＤＡ－ＭＢ２３１）及びノルモソーム（ＭＣＦ１０
Ａ）から採取されたエクソソーム中の抗ＡＧＯ２抗体を用いた免疫ブロット。用いられた
対照は、エクソソームの溶解と、次のエクソソームタンパク質の分解を誘導するために、
トリトンＸに続いてプロテオキナーゼＫで処置されたエクソソーム（トリトン＋ＰＫ）；
余分のエクソソームタンパク質を分解するためにプロテイナーゼＫで処置されたエクソソ
ーム（ＰＫ）；及びエクソソームを採取するための超遠心分離後の上清（上清）、であっ
た。ＴＳＧ１０１（二列目）及びＣＤ９（三列目）の免疫ブロットを用いて、エクソソー
ムの存在を確認した。（Ｈ）オンコソーム（ＭＣＦ７及びＭＤＡ－ＭＢ２３１）及びノル
モソーム（ＭＣＦ１０Ａ）から採取されたエクソソーム中の抗ＴＲＢＰ抗体を用いた免疫
ブロット。用いられた対照は、エクソソームの溶解と、次のエクソソームタンパク質の分
解を誘導するために、トリトンＸに続いてプロテオキナーゼＫで処置されたエクソソーム
（トリトン＋ＰＫ）；余分のエクソソームタンパク質を分解するためにプロテイナーゼＫ
で処置されたエクソソーム（ＰＫ）；及びエクソソームを採取するための超遠心分離後の
上清（上清）、であった。ＴＳＧ１０１（二列目）及びＣＤ９（三列目）を、エクソソー
ムマーカとして用いた。（Ｉ）ＧＦＰ－ＡＧＯ２プラスミドでトランスフェクトされたＭ
ＣＦ１０Ａ及びＭＤＡ－ＭＢ２３１細胞中の抗ＧＦＰ抗体を用いた免疫ブロット（上パネ
ル）。β－アクチンを、負荷対照として用いた（下パネル）。（Ｊ）ＧＦＰ－ＡＧＯ２プ
ラスミドでトランスフェクトされたＭＣＦ１０Ａ及びＭＤＡ－ＭＢ２３１細胞から抽出さ
れたエクソソーム中の抗ＧＦＰ抗体を用いた免疫ブロット（上パネル）。ＴＳＧ１０１（
中央パネル）及びＣＤ９（下パネル）を、エクソソームマーカ及び負荷対照として用いた
。（Ｋ）ｓｉＡＧＯ２でトランスフェクトされたＭＣＦ１０Ａ及びＭＤＡ－ＭＢ２３１細
胞中のＡＧＯ２　ｍＲＮＡ発現。ＭＣＦ１０Ａ及びＭＤＡ－ＭＢ２３１親細胞を、倍率変
化比較のための相対的対照として用いた。データは、３回の生物学的反復実験の結果であ
り、ＳＤとして表している。（Ｌ）ＭＣＦ１０Ａ及びＭＤＡ－ＭＢ２３１親細胞又はｓｉ
対照若しくはｓｉＡＧＯ２でトランスフェクトされた細胞から抽出されたエクソソーム中
のＡＧＯ２抗体を用いた免疫ブロット（上パネル）。ＴＳＧ１０１（中央パネル）及びＣ
Ｄ９（下パネル）を、エクソソームマーカ及び負荷対照として用いた。イメージＪソフト
ウエアを用いて、定量を実施した。（Ｍ）ダイサー抗体又はＩｇＧで免疫沈降されたＭＣ
Ｆ１０Ａ及びＭＤＡ－ＭＢ２３１細胞から抽出されたエクソソームタンパク質中のＡＧＯ
２抗体を用いた免疫ブロット（上パネル）。ＭＤＡ－ＭＢ２３１細胞から抽出されたエク
ソソームのライセートインプットの５％を、対照として用いた。ダイサーの免疫ブロット
を、免疫沈降の対照として用いた（下パネル）。（Ｎ）ダイサー抗体又はＩｇＧで免疫沈
降されたＭＣＦ１０Ａ及びＭＤＡ－ＭＢ２３１細胞から抽出されたエクソソームタンパク
質中の抗ＴＲＢＰ抗体を用いた免疫ブロット（上パネル）。ＭＤＡ－ＭＢ２３１細胞から
抽出されたエクソソームのライセートインプット（５％）を、対照として用いた。ダイサ
ーの免疫ブロットを、対照として用いた（下パネル）。
【図４－４】オンコソームはＲＬＣを含む。（Ａ）非腫瘍原性マウス（ＮＭｕＭＧ）及び
ヒト（ＭＣＦ１０Ａ）細胞株；マウス癌細胞株６７ＮＲ及び４Ｔ１；ヒト癌細胞株ＭＣＦ
７及びＭＤＡ－ＭＢ２３１から採取されたエクソソームにおける抗ダイサー抗体を利用し
た免疫ブロット。用いられた対照は、エクソソームの溶解と、次にエクソソームタンパク
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質の分解を誘導するために、トリトンＸに続いてプロテオキナーゼＫで処置されたエクソ
ソーム（トリトン＋ＰＫ）；及び余分のエクソソームタンパク質を分解するためにプロテ
イナーゼＫで処置されたエクソソーム（ＰＫ）であった。ＴＳＧ１０１（二列目）及びＣ
Ｄ９（三列目）の免疫ブロットを用いて、エクソソームの存在を確認した。（Ｂ）オンコ
ソーム（ＭＤＡ－ＭＢ２３１）において抗ダイサー抗体を用いた免疫金標識の透過型電子
顕微鏡写真。右上の画像は、抽出物の新しい独立した画像からデジタル方式でズームした
ものである。陰性対照は、ＩｇＧを指す。金粒子を黒色のドットとして表しており、下の
画像では黒色の矢印により示されている。グラフは、左側の上２つの画像の定量を表す。
（Ｃ）エンプティベクター（ｐＣＭＶ－Ｔａｇ４Ｂ；それぞれ最初及び三番目のレーン）
及びＦｌａｇ－ダイサーベクター（二番目及び四番目のレーン）でトランスフェクトされ
た細胞から採取されたＭＣＦ１０Ａ及びＭＤＡ－ＭＢ２３１エクソソーム中の抗Ｆｌａｇ
抗体（上パネル）を用いた免疫ブロット。ＣＤ９免疫ブロットを用いて、エクソソームの
存在を確認し、負荷対照とした（下パネル）。（Ｄ）カルシウムイオノフォアＡ２３１８
７で処置されたＭＣＦ１０Ａ及びＭＤＡ－ＭＢ２３１細胞から採取されたエクソソーム中
のダイサーの免疫ブロット（上パネル）。未処置細胞から抽出されたエクソソームを対照
として用いた。ＣＤ９免疫ブロット（したパネル）を対照として用いて、エクソソーム分
泌の増加を示した。（Ｅ）ＭＣＦ１０Ａ及びＭＤＡ－ＭＢ２３１親細胞、並びにｓｈスク
ランブル及びｓｈダイサー・プラスミドでトランスフェクトされた細胞から抽出されたエ
クソソーム中のダイサーの免疫ブロット（上ブロット）。ＣＤ９免疫ブロットを用いてエ
クソソームの存在を示し、負荷対照とした（下ブロット）。イメージＪソフトウエアを利
用して、免疫ブロットの定量を実施した。（Ｆ）ＭＤＡＭＢ２３１ｓｈダイサー細胞由来
のオンコソーム中の抗ダイサー抗体を用いた免疫金標識の透過型電子顕微鏡写真。金粒子
は、黒色のドットとして示されている。右のグラフは、ＥＭ写真の金粒子の定量を示す。
（Ｇ）オンコソーム（ＭＣＦ７及びＭＤＡ－ＭＢ２３１）及びノルモソーム（ＭＣＦ１０
Ａ）から採取されたエクソソーム中の抗ＡＧＯ２抗体を用いた免疫ブロット。用いられた
対照は、エクソソームの溶解と、次のエクソソームタンパク質の分解を誘導するために、
トリトンＸに続いてプロテオキナーゼＫで処置されたエクソソーム（トリトン＋ＰＫ）；
余分のエクソソームタンパク質を分解するためにプロテイナーゼＫで処置されたエクソソ
ーム（ＰＫ）；及びエクソソームを採取するための超遠心分離後の上清（上清）、であっ
た。ＴＳＧ１０１（二列目）及びＣＤ９（三列目）の免疫ブロットを用いて、エクソソー
ムの存在を確認した。（Ｈ）オンコソーム（ＭＣＦ７及びＭＤＡ－ＭＢ２３１）及びノル
モソーム（ＭＣＦ１０Ａ）から採取されたエクソソーム中の抗ＴＲＢＰ抗体を用いた免疫
ブロット。用いられた対照は、エクソソームの溶解と、次のエクソソームタンパク質の分
解を誘導するために、トリトンＸに続いてプロテオキナーゼＫで処置されたエクソソーム
（トリトン＋ＰＫ）；余分のエクソソームタンパク質を分解するためにプロテイナーゼＫ
で処置されたエクソソーム（ＰＫ）；及びエクソソームを採取するための超遠心分離後の
上清（上清）、であった。ＴＳＧ１０１（二列目）及びＣＤ９（三列目）を、エクソソー
ムマーカとして用いた。（Ｉ）ＧＦＰ－ＡＧＯ２プラスミドでトランスフェクトされたＭ
ＣＦ１０Ａ及びＭＤＡ－ＭＢ２３１細胞中の抗ＧＦＰ抗体を用いた免疫ブロット（上パネ
ル）。β－アクチンを、負荷対照として用いた（下パネル）。（Ｊ）ＧＦＰ－ＡＧＯ２プ
ラスミドでトランスフェクトされたＭＣＦ１０Ａ及びＭＤＡ－ＭＢ２３１細胞から抽出さ
れたエクソソーム中の抗ＧＦＰ抗体を用いた免疫ブロット（上パネル）。ＴＳＧ１０１（
中央パネル）及びＣＤ９（下パネル）を、エクソソームマーカ及び負荷対照として用いた
。（Ｋ）ｓｉＡＧＯ２でトランスフェクトされたＭＣＦ１０Ａ及びＭＤＡ－ＭＢ２３１細
胞中のＡＧＯ２　ｍＲＮＡ発現。ＭＣＦ１０Ａ及びＭＤＡ－ＭＢ２３１親細胞を、倍率変
化比較のための相対的対照として用いた。データは、３回の生物学的反復実験の結果であ
り、ＳＤとして表している。（Ｌ）ＭＣＦ１０Ａ及びＭＤＡ－ＭＢ２３１親細胞又はｓｉ
対照若しくはｓｉＡＧＯ２でトランスフェクトされた細胞から抽出されたエクソソーム中
のＡＧＯ２抗体を用いた免疫ブロット（上パネル）。ＴＳＧ１０１（中央パネル）及びＣ
Ｄ９（下パネル）を、エクソソームマーカ及び負荷対照として用いた。イメージＪソフト
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ウエアを用いて、定量を実施した。（Ｍ）ダイサー抗体又はＩｇＧで免疫沈降されたＭＣ
Ｆ１０Ａ及びＭＤＡ－ＭＢ２３１細胞から抽出されたエクソソームタンパク質中のＡＧＯ
２抗体を用いた免疫ブロット（上パネル）。ＭＤＡ－ＭＢ２３１細胞から抽出されたエク
ソソームのライセートインプットの５％を、対照として用いた。ダイサーの免疫ブロット
を、免疫沈降の対照として用いた（下パネル）。（Ｎ）ダイサー抗体又はＩｇＧで免疫沈
降されたＭＣＦ１０Ａ及びＭＤＡ－ＭＢ２３１細胞から抽出されたエクソソームタンパク
質中の抗ＴＲＢＰ抗体を用いた免疫ブロット（上パネル）。ＭＤＡ－ＭＢ２３１細胞から
抽出されたエクソソームのライセートインプット（５％）を、対照として用いた。ダイサ
ーの免疫ブロットを、対照として用いた（下パネル）。
【図４－５】オンコソームはＲＬＣを含む。（Ａ）非腫瘍原性マウス（ＮＭｕＭＧ）及び
ヒト（ＭＣＦ１０Ａ）細胞株；マウス癌細胞株６７ＮＲ及び４Ｔ１；ヒト癌細胞株ＭＣＦ
７及びＭＤＡ－ＭＢ２３１から採取されたエクソソームにおける抗ダイサー抗体を利用し
た免疫ブロット。用いられた対照は、エクソソームの溶解と、次にエクソソームタンパク
質の分解を誘導するために、トリトンＸに続いてプロテオキナーゼＫで処置されたエクソ
ソーム（トリトン＋ＰＫ）；及び余分のエクソソームタンパク質を分解するためにプロテ
イナーゼＫで処置されたエクソソーム（ＰＫ）であった。ＴＳＧ１０１（二列目）及びＣ
Ｄ９（三列目）の免疫ブロットを用いて、エクソソームの存在を確認した。（Ｂ）オンコ
ソーム（ＭＤＡ－ＭＢ２３１）において抗ダイサー抗体を用いた免疫金標識の透過型電子
顕微鏡写真。右上の画像は、抽出物の新しい独立した画像からデジタル方式でズームした
ものである。陰性対照は、ＩｇＧを指す。金粒子を黒色のドットとして表しており、下の
画像では黒色の矢印により示されている。グラフは、左側の上２つの画像の定量を表す。
（Ｃ）エンプティベクター（ｐＣＭＶ－Ｔａｇ４Ｂ；それぞれ最初及び三番目のレーン）
及びＦｌａｇ－ダイサーベクター（二番目及び四番目のレーン）でトランスフェクトされ
た細胞から採取されたＭＣＦ１０Ａ及びＭＤＡ－ＭＢ２３１エクソソーム中の抗Ｆｌａｇ
抗体（上パネル）を用いた免疫ブロット。ＣＤ９免疫ブロットを用いて、エクソソームの
存在を確認し、負荷対照とした（下パネル）。（Ｄ）カルシウムイオノフォアＡ２３１８
７で処置されたＭＣＦ１０Ａ及びＭＤＡ－ＭＢ２３１細胞から採取されたエクソソーム中
のダイサーの免疫ブロット（上パネル）。未処置細胞から抽出されたエクソソームを対照
として用いた。ＣＤ９免疫ブロット（したパネル）を対照として用いて、エクソソーム分
泌の増加を示した。（Ｅ）ＭＣＦ１０Ａ及びＭＤＡ－ＭＢ２３１親細胞、並びにｓｈスク
ランブル及びｓｈダイサー・プラスミドでトランスフェクトされた細胞から抽出されたエ
クソソーム中のダイサーの免疫ブロット（上ブロット）。ＣＤ９免疫ブロットを用いてエ
クソソームの存在を示し、負荷対照とした（下ブロット）。イメージＪソフトウエアを利
用して、免疫ブロットの定量を実施した。（Ｆ）ＭＤＡＭＢ２３１ｓｈダイサー細胞由来
のオンコソーム中の抗ダイサー抗体を用いた免疫金標識の透過型電子顕微鏡写真。金粒子
は、黒色のドットとして示されている。右のグラフは、ＥＭ写真の金粒子の定量を示す。
（Ｇ）オンコソーム（ＭＣＦ７及びＭＤＡ－ＭＢ２３１）及びノルモソーム（ＭＣＦ１０
Ａ）から採取されたエクソソーム中の抗ＡＧＯ２抗体を用いた免疫ブロット。用いられた
対照は、エクソソームの溶解と、次のエクソソームタンパク質の分解を誘導するために、
トリトンＸに続いてプロテオキナーゼＫで処置されたエクソソーム（トリトン＋ＰＫ）；
余分のエクソソームタンパク質を分解するためにプロテイナーゼＫで処置されたエクソソ
ーム（ＰＫ）；及びエクソソームを採取するための超遠心分離後の上清（上清）、であっ
た。ＴＳＧ１０１（二列目）及びＣＤ９（三列目）の免疫ブロットを用いて、エクソソー
ムの存在を確認した。（Ｈ）オンコソーム（ＭＣＦ７及びＭＤＡ－ＭＢ２３１）及びノル
モソーム（ＭＣＦ１０Ａ）から採取されたエクソソーム中の抗ＴＲＢＰ抗体を用いた免疫
ブロット。用いられた対照は、エクソソームの溶解と、次のエクソソームタンパク質の分
解を誘導するために、トリトンＸに続いてプロテオキナーゼＫで処置されたエクソソーム
（トリトン＋ＰＫ）；余分のエクソソームタンパク質を分解するためにプロテイナーゼＫ
で処置されたエクソソーム（ＰＫ）；及びエクソソームを採取するための超遠心分離後の
上清（上清）、であった。ＴＳＧ１０１（二列目）及びＣＤ９（三列目）を、エクソソー
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ムマーカとして用いた。（Ｉ）ＧＦＰ－ＡＧＯ２プラスミドでトランスフェクトされたＭ
ＣＦ１０Ａ及びＭＤＡ－ＭＢ２３１細胞中の抗ＧＦＰ抗体を用いた免疫ブロット（上パネ
ル）。β－アクチンを、負荷対照として用いた（下パネル）。（Ｊ）ＧＦＰ－ＡＧＯ２プ
ラスミドでトランスフェクトされたＭＣＦ１０Ａ及びＭＤＡ－ＭＢ２３１細胞から抽出さ
れたエクソソーム中の抗ＧＦＰ抗体を用いた免疫ブロット（上パネル）。ＴＳＧ１０１（
中央パネル）及びＣＤ９（下パネル）を、エクソソームマーカ及び負荷対照として用いた
。（Ｋ）ｓｉＡＧＯ２でトランスフェクトされたＭＣＦ１０Ａ及びＭＤＡ－ＭＢ２３１細
胞中のＡＧＯ２　ｍＲＮＡ発現。ＭＣＦ１０Ａ及びＭＤＡ－ＭＢ２３１親細胞を、倍率変
化比較のための相対的対照として用いた。データは、３回の生物学的反復実験の結果であ
り、ＳＤとして表している。（Ｌ）ＭＣＦ１０Ａ及びＭＤＡ－ＭＢ２３１親細胞又はｓｉ
対照若しくはｓｉＡＧＯ２でトランスフェクトされた細胞から抽出されたエクソソーム中
のＡＧＯ２抗体を用いた免疫ブロット（上パネル）。ＴＳＧ１０１（中央パネル）及びＣ
Ｄ９（下パネル）を、エクソソームマーカ及び負荷対照として用いた。イメージＪソフト
ウエアを用いて、定量を実施した。（Ｍ）ダイサー抗体又はＩｇＧで免疫沈降されたＭＣ
Ｆ１０Ａ及びＭＤＡ－ＭＢ２３１細胞から抽出されたエクソソームタンパク質中のＡＧＯ
２抗体を用いた免疫ブロット（上パネル）。ＭＤＡ－ＭＢ２３１細胞から抽出されたエク
ソソームのライセートインプットの５％を、対照として用いた。ダイサーの免疫ブロット
を、免疫沈降の対照として用いた（下パネル）。（Ｎ）ダイサー抗体又はＩｇＧで免疫沈
降されたＭＣＦ１０Ａ及びＭＤＡ－ＭＢ２３１細胞から抽出されたエクソソームタンパク
質中の抗ＴＲＢＰ抗体を用いた免疫ブロット（上パネル）。ＭＤＡ－ＭＢ２３１細胞から
抽出されたエクソソームのライセートインプット（５％）を、対照として用いた。ダイサ
ーの免疫ブロットを、対照として用いた（下パネル）。
【図４－６】オンコソームはＲＬＣを含む。（Ａ）非腫瘍原性マウス（ＮＭｕＭＧ）及び
ヒト（ＭＣＦ１０Ａ）細胞株；マウス癌細胞株６７ＮＲ及び４Ｔ１；ヒト癌細胞株ＭＣＦ
７及びＭＤＡ－ＭＢ２３１から採取されたエクソソームにおける抗ダイサー抗体を利用し
た免疫ブロット。用いられた対照は、エクソソームの溶解と、次にエクソソームタンパク
質の分解を誘導するために、トリトンＸに続いてプロテオキナーゼＫで処置されたエクソ
ソーム（トリトン＋ＰＫ）；及び余分のエクソソームタンパク質を分解するためにプロテ
イナーゼＫで処置されたエクソソーム（ＰＫ）であった。ＴＳＧ１０１（二列目）及びＣ
Ｄ９（三列目）の免疫ブロットを用いて、エクソソームの存在を確認した。（Ｂ）オンコ
ソーム（ＭＤＡ－ＭＢ２３１）において抗ダイサー抗体を用いた免疫金標識の透過型電子
顕微鏡写真。右上の画像は、抽出物の新しい独立した画像からデジタル方式でズームした
ものである。陰性対照は、ＩｇＧを指す。金粒子を黒色のドットとして表しており、下の
画像では黒色の矢印により示されている。グラフは、左側の上２つの画像の定量を表す。
（Ｃ）エンプティベクター（ｐＣＭＶ－Ｔａｇ４Ｂ；それぞれ最初及び三番目のレーン）
及びＦｌａｇ－ダイサーベクター（二番目及び四番目のレーン）でトランスフェクトされ
た細胞から採取されたＭＣＦ１０Ａ及びＭＤＡ－ＭＢ２３１エクソソーム中の抗Ｆｌａｇ
抗体（上パネル）を用いた免疫ブロット。ＣＤ９免疫ブロットを用いて、エクソソームの
存在を確認し、負荷対照とした（下パネル）。（Ｄ）カルシウムイオノフォアＡ２３１８
７で処置されたＭＣＦ１０Ａ及びＭＤＡ－ＭＢ２３１細胞から採取されたエクソソーム中
のダイサーの免疫ブロット（上パネル）。未処置細胞から抽出されたエクソソームを対照
として用いた。ＣＤ９免疫ブロット（したパネル）を対照として用いて、エクソソーム分
泌の増加を示した。（Ｅ）ＭＣＦ１０Ａ及びＭＤＡ－ＭＢ２３１親細胞、並びにｓｈスク
ランブル及びｓｈダイサー・プラスミドでトランスフェクトされた細胞から抽出されたエ
クソソーム中のダイサーの免疫ブロット（上ブロット）。ＣＤ９免疫ブロットを用いてエ
クソソームの存在を示し、負荷対照とした（下ブロット）。イメージＪソフトウエアを利
用して、免疫ブロットの定量を実施した。（Ｆ）ＭＤＡＭＢ２３１ｓｈダイサー細胞由来
のオンコソーム中の抗ダイサー抗体を用いた免疫金標識の透過型電子顕微鏡写真。金粒子
は、黒色のドットとして示されている。右のグラフは、ＥＭ写真の金粒子の定量を示す。
（Ｇ）オンコソーム（ＭＣＦ７及びＭＤＡ－ＭＢ２３１）及びノルモソーム（ＭＣＦ１０
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Ａ）から採取されたエクソソーム中の抗ＡＧＯ２抗体を用いた免疫ブロット。用いられた
対照は、エクソソームの溶解と、次のエクソソームタンパク質の分解を誘導するために、
トリトンＸに続いてプロテオキナーゼＫで処置されたエクソソーム（トリトン＋ＰＫ）；
余分のエクソソームタンパク質を分解するためにプロテイナーゼＫで処置されたエクソソ
ーム（ＰＫ）；及びエクソソームを採取するための超遠心分離後の上清（上清）、であっ
た。ＴＳＧ１０１（二列目）及びＣＤ９（三列目）の免疫ブロットを用いて、エクソソー
ムの存在を確認した。（Ｈ）オンコソーム（ＭＣＦ７及びＭＤＡ－ＭＢ２３１）及びノル
モソーム（ＭＣＦ１０Ａ）から採取されたエクソソーム中の抗ＴＲＢＰ抗体を用いた免疫
ブロット。用いられた対照は、エクソソームの溶解と、次のエクソソームタンパク質の分
解を誘導するために、トリトンＸに続いてプロテオキナーゼＫで処置されたエクソソーム
（トリトン＋ＰＫ）；余分のエクソソームタンパク質を分解するためにプロテイナーゼＫ
で処置されたエクソソーム（ＰＫ）；及びエクソソームを採取するための超遠心分離後の
上清（上清）、であった。ＴＳＧ１０１（二列目）及びＣＤ９（三列目）を、エクソソー
ムマーカとして用いた。（Ｉ）ＧＦＰ－ＡＧＯ２プラスミドでトランスフェクトされたＭ
ＣＦ１０Ａ及びＭＤＡ－ＭＢ２３１細胞中の抗ＧＦＰ抗体を用いた免疫ブロット（上パネ
ル）。β－アクチンを、負荷対照として用いた（下パネル）。（Ｊ）ＧＦＰ－ＡＧＯ２プ
ラスミドでトランスフェクトされたＭＣＦ１０Ａ及びＭＤＡ－ＭＢ２３１細胞から抽出さ
れたエクソソーム中の抗ＧＦＰ抗体を用いた免疫ブロット（上パネル）。ＴＳＧ１０１（
中央パネル）及びＣＤ９（下パネル）を、エクソソームマーカ及び負荷対照として用いた
。（Ｋ）ｓｉＡＧＯ２でトランスフェクトされたＭＣＦ１０Ａ及びＭＤＡ－ＭＢ２３１細
胞中のＡＧＯ２　ｍＲＮＡ発現。ＭＣＦ１０Ａ及びＭＤＡ－ＭＢ２３１親細胞を、倍率変
化比較のための相対的対照として用いた。データは、３回の生物学的反復実験の結果であ
り、ＳＤとして表している。（Ｌ）ＭＣＦ１０Ａ及びＭＤＡ－ＭＢ２３１親細胞又はｓｉ
対照若しくはｓｉＡＧＯ２でトランスフェクトされた細胞から抽出されたエクソソーム中
のＡＧＯ２抗体を用いた免疫ブロット（上パネル）。ＴＳＧ１０１（中央パネル）及びＣ
Ｄ９（下パネル）を、エクソソームマーカ及び負荷対照として用いた。イメージＪソフト
ウエアを用いて、定量を実施した。（Ｍ）ダイサー抗体又はＩｇＧで免疫沈降されたＭＣ
Ｆ１０Ａ及びＭＤＡ－ＭＢ２３１細胞から抽出されたエクソソームタンパク質中のＡＧＯ
２抗体を用いた免疫ブロット（上パネル）。ＭＤＡ－ＭＢ２３１細胞から抽出されたエク
ソソームのライセートインプットの５％を、対照として用いた。ダイサーの免疫ブロット
を、免疫沈降の対照として用いた（下パネル）。（Ｎ）ダイサー抗体又はＩｇＧで免疫沈
降されたＭＣＦ１０Ａ及びＭＤＡ－ＭＢ２３１細胞から抽出されたエクソソームタンパク
質中の抗ＴＲＢＰ抗体を用いた免疫ブロット（上パネル）。ＭＤＡ－ＭＢ２３１細胞から
抽出されたエクソソームのライセートインプット（５％）を、対照として用いた。ダイサ
ーの免疫ブロットを、対照として用いた（下パネル）。
【図４－７】オンコソームはＲＬＣを含む。（Ａ）非腫瘍原性マウス（ＮＭｕＭＧ）及び
ヒト（ＭＣＦ１０Ａ）細胞株；マウス癌細胞株６７ＮＲ及び４Ｔ１；ヒト癌細胞株ＭＣＦ
７及びＭＤＡ－ＭＢ２３１から採取されたエクソソームにおける抗ダイサー抗体を利用し
た免疫ブロット。用いられた対照は、エクソソームの溶解と、次にエクソソームタンパク
質の分解を誘導するために、トリトンＸに続いてプロテオキナーゼＫで処置されたエクソ
ソーム（トリトン＋ＰＫ）；及び余分のエクソソームタンパク質を分解するためにプロテ
イナーゼＫで処置されたエクソソーム（ＰＫ）であった。ＴＳＧ１０１（二列目）及びＣ
Ｄ９（三列目）の免疫ブロットを用いて、エクソソームの存在を確認した。（Ｂ）オンコ
ソーム（ＭＤＡ－ＭＢ２３１）において抗ダイサー抗体を用いた免疫金標識の透過型電子
顕微鏡写真。右上の画像は、抽出物の新しい独立した画像からデジタル方式でズームした
ものである。陰性対照は、ＩｇＧを指す。金粒子を黒色のドットとして表しており、下の
画像では黒色の矢印により示されている。グラフは、左側の上２つの画像の定量を表す。
（Ｃ）エンプティベクター（ｐＣＭＶ－Ｔａｇ４Ｂ；それぞれ最初及び三番目のレーン）
及びＦｌａｇ－ダイサーベクター（二番目及び四番目のレーン）でトランスフェクトされ
た細胞から採取されたＭＣＦ１０Ａ及びＭＤＡ－ＭＢ２３１エクソソーム中の抗Ｆｌａｇ
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抗体（上パネル）を用いた免疫ブロット。ＣＤ９免疫ブロットを用いて、エクソソームの
存在を確認し、負荷対照とした（下パネル）。（Ｄ）カルシウムイオノフォアＡ２３１８
７で処置されたＭＣＦ１０Ａ及びＭＤＡ－ＭＢ２３１細胞から採取されたエクソソーム中
のダイサーの免疫ブロット（上パネル）。未処置細胞から抽出されたエクソソームを対照
として用いた。ＣＤ９免疫ブロット（したパネル）を対照として用いて、エクソソーム分
泌の増加を示した。（Ｅ）ＭＣＦ１０Ａ及びＭＤＡ－ＭＢ２３１親細胞、並びにｓｈスク
ランブル及びｓｈダイサー・プラスミドでトランスフェクトされた細胞から抽出されたエ
クソソーム中のダイサーの免疫ブロット（上ブロット）。ＣＤ９免疫ブロットを用いてエ
クソソームの存在を示し、負荷対照とした（下ブロット）。イメージＪソフトウエアを利
用して、免疫ブロットの定量を実施した。（Ｆ）ＭＤＡＭＢ２３１ｓｈダイサー細胞由来
のオンコソーム中の抗ダイサー抗体を用いた免疫金標識の透過型電子顕微鏡写真。金粒子
は、黒色のドットとして示されている。右のグラフは、ＥＭ写真の金粒子の定量を示す。
（Ｇ）オンコソーム（ＭＣＦ７及びＭＤＡ－ＭＢ２３１）及びノルモソーム（ＭＣＦ１０
Ａ）から採取されたエクソソーム中の抗ＡＧＯ２抗体を用いた免疫ブロット。用いられた
対照は、エクソソームの溶解と、次のエクソソームタンパク質の分解を誘導するために、
トリトンＸに続いてプロテオキナーゼＫで処置されたエクソソーム（トリトン＋ＰＫ）；
余分のエクソソームタンパク質を分解するためにプロテイナーゼＫで処置されたエクソソ
ーム（ＰＫ）；及びエクソソームを採取するための超遠心分離後の上清（上清）、であっ
た。ＴＳＧ１０１（二列目）及びＣＤ９（三列目）の免疫ブロットを用いて、エクソソー
ムの存在を確認した。（Ｈ）オンコソーム（ＭＣＦ７及びＭＤＡ－ＭＢ２３１）及びノル
モソーム（ＭＣＦ１０Ａ）から採取されたエクソソーム中の抗ＴＲＢＰ抗体を用いた免疫
ブロット。用いられた対照は、エクソソームの溶解と、次のエクソソームタンパク質の分
解を誘導するために、トリトンＸに続いてプロテオキナーゼＫで処置されたエクソソーム
（トリトン＋ＰＫ）；余分のエクソソームタンパク質を分解するためにプロテイナーゼＫ
で処置されたエクソソーム（ＰＫ）；及びエクソソームを採取するための超遠心分離後の
上清（上清）、であった。ＴＳＧ１０１（二列目）及びＣＤ９（三列目）を、エクソソー
ムマーカとして用いた。（Ｉ）ＧＦＰ－ＡＧＯ２プラスミドでトランスフェクトされたＭ
ＣＦ１０Ａ及びＭＤＡ－ＭＢ２３１細胞中の抗ＧＦＰ抗体を用いた免疫ブロット（上パネ
ル）。β－アクチンを、負荷対照として用いた（下パネル）。（Ｊ）ＧＦＰ－ＡＧＯ２プ
ラスミドでトランスフェクトされたＭＣＦ１０Ａ及びＭＤＡ－ＭＢ２３１細胞から抽出さ
れたエクソソーム中の抗ＧＦＰ抗体を用いた免疫ブロット（上パネル）。ＴＳＧ１０１（
中央パネル）及びＣＤ９（下パネル）を、エクソソームマーカ及び負荷対照として用いた
。（Ｋ）ｓｉＡＧＯ２でトランスフェクトされたＭＣＦ１０Ａ及びＭＤＡ－ＭＢ２３１細
胞中のＡＧＯ２　ｍＲＮＡ発現。ＭＣＦ１０Ａ及びＭＤＡ－ＭＢ２３１親細胞を、倍率変
化比較のための相対的対照として用いた。データは、３回の生物学的反復実験の結果であ
り、ＳＤとして表している。（Ｌ）ＭＣＦ１０Ａ及びＭＤＡ－ＭＢ２３１親細胞又はｓｉ
対照若しくはｓｉＡＧＯ２でトランスフェクトされた細胞から抽出されたエクソソーム中
のＡＧＯ２抗体を用いた免疫ブロット（上パネル）。ＴＳＧ１０１（中央パネル）及びＣ
Ｄ９（下パネル）を、エクソソームマーカ及び負荷対照として用いた。イメージＪソフト
ウエアを用いて、定量を実施した。（Ｍ）ダイサー抗体又はＩｇＧで免疫沈降されたＭＣ
Ｆ１０Ａ及びＭＤＡ－ＭＢ２３１細胞から抽出されたエクソソームタンパク質中のＡＧＯ
２抗体を用いた免疫ブロット（上パネル）。ＭＤＡ－ＭＢ２３１細胞から抽出されたエク
ソソームのライセートインプットの５％を、対照として用いた。ダイサーの免疫ブロット
を、免疫沈降の対照として用いた（下パネル）。（Ｎ）ダイサー抗体又はＩｇＧで免疫沈
降されたＭＣＦ１０Ａ及びＭＤＡ－ＭＢ２３１細胞から抽出されたエクソソームタンパク
質中の抗ＴＲＢＰ抗体を用いた免疫ブロット（上パネル）。ＭＤＡ－ＭＢ２３１細胞から
抽出されたエクソソームのライセートインプット（５％）を、対照として用いた。ダイサ
ーの免疫ブロットを、対照として用いた（下パネル）。
【図４－８】オンコソームはＲＬＣを含む。（Ａ）非腫瘍原性マウス（ＮＭｕＭＧ）及び
ヒト（ＭＣＦ１０Ａ）細胞株；マウス癌細胞株６７ＮＲ及び４Ｔ１；ヒト癌細胞株ＭＣＦ
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７及びＭＤＡ－ＭＢ２３１から採取されたエクソソームにおける抗ダイサー抗体を利用し
た免疫ブロット。用いられた対照は、エクソソームの溶解と、次にエクソソームタンパク
質の分解を誘導するために、トリトンＸに続いてプロテオキナーゼＫで処置されたエクソ
ソーム（トリトン＋ＰＫ）；及び余分のエクソソームタンパク質を分解するためにプロテ
イナーゼＫで処置されたエクソソーム（ＰＫ）であった。ＴＳＧ１０１（二列目）及びＣ
Ｄ９（三列目）の免疫ブロットを用いて、エクソソームの存在を確認した。（Ｂ）オンコ
ソーム（ＭＤＡ－ＭＢ２３１）において抗ダイサー抗体を用いた免疫金標識の透過型電子
顕微鏡写真。右上の画像は、抽出物の新しい独立した画像からデジタル方式でズームした
ものである。陰性対照は、ＩｇＧを指す。金粒子を黒色のドットとして表しており、下の
画像では黒色の矢印により示されている。グラフは、左側の上２つの画像の定量を表す。
（Ｃ）エンプティベクター（ｐＣＭＶ－Ｔａｇ４Ｂ；それぞれ最初及び三番目のレーン）
及びＦｌａｇ－ダイサーベクター（二番目及び四番目のレーン）でトランスフェクトされ
た細胞から採取されたＭＣＦ１０Ａ及びＭＤＡ－ＭＢ２３１エクソソーム中の抗Ｆｌａｇ
抗体（上パネル）を用いた免疫ブロット。ＣＤ９免疫ブロットを用いて、エクソソームの
存在を確認し、負荷対照とした（下パネル）。（Ｄ）カルシウムイオノフォアＡ２３１８
７で処置されたＭＣＦ１０Ａ及びＭＤＡ－ＭＢ２３１細胞から採取されたエクソソーム中
のダイサーの免疫ブロット（上パネル）。未処置細胞から抽出されたエクソソームを対照
として用いた。ＣＤ９免疫ブロット（したパネル）を対照として用いて、エクソソーム分
泌の増加を示した。（Ｅ）ＭＣＦ１０Ａ及びＭＤＡ－ＭＢ２３１親細胞、並びにｓｈスク
ランブル及びｓｈダイサー・プラスミドでトランスフェクトされた細胞から抽出されたエ
クソソーム中のダイサーの免疫ブロット（上ブロット）。ＣＤ９免疫ブロットを用いてエ
クソソームの存在を示し、負荷対照とした（下ブロット）。イメージＪソフトウエアを利
用して、免疫ブロットの定量を実施した。（Ｆ）ＭＤＡＭＢ２３１ｓｈダイサー細胞由来
のオンコソーム中の抗ダイサー抗体を用いた免疫金標識の透過型電子顕微鏡写真。金粒子
は、黒色のドットとして示されている。右のグラフは、ＥＭ写真の金粒子の定量を示す。
（Ｇ）オンコソーム（ＭＣＦ７及びＭＤＡ－ＭＢ２３１）及びノルモソーム（ＭＣＦ１０
Ａ）から採取されたエクソソーム中の抗ＡＧＯ２抗体を用いた免疫ブロット。用いられた
対照は、エクソソームの溶解と、次のエクソソームタンパク質の分解を誘導するために、
トリトンＸに続いてプロテオキナーゼＫで処置されたエクソソーム（トリトン＋ＰＫ）；
余分のエクソソームタンパク質を分解するためにプロテイナーゼＫで処置されたエクソソ
ーム（ＰＫ）；及びエクソソームを採取するための超遠心分離後の上清（上清）、であっ
た。ＴＳＧ１０１（二列目）及びＣＤ９（三列目）の免疫ブロットを用いて、エクソソー
ムの存在を確認した。（Ｈ）オンコソーム（ＭＣＦ７及びＭＤＡ－ＭＢ２３１）及びノル
モソーム（ＭＣＦ１０Ａ）から採取されたエクソソーム中の抗ＴＲＢＰ抗体を用いた免疫
ブロット。用いられた対照は、エクソソームの溶解と、次のエクソソームタンパク質の分
解を誘導するために、トリトンＸに続いてプロテオキナーゼＫで処置されたエクソソーム
（トリトン＋ＰＫ）；余分のエクソソームタンパク質を分解するためにプロテイナーゼＫ
で処置されたエクソソーム（ＰＫ）；及びエクソソームを採取するための超遠心分離後の
上清（上清）、であった。ＴＳＧ１０１（二列目）及びＣＤ９（三列目）を、エクソソー
ムマーカとして用いた。（Ｉ）ＧＦＰ－ＡＧＯ２プラスミドでトランスフェクトされたＭ
ＣＦ１０Ａ及びＭＤＡ－ＭＢ２３１細胞中の抗ＧＦＰ抗体を用いた免疫ブロット（上パネ
ル）。β－アクチンを、負荷対照として用いた（下パネル）。（Ｊ）ＧＦＰ－ＡＧＯ２プ
ラスミドでトランスフェクトされたＭＣＦ１０Ａ及びＭＤＡ－ＭＢ２３１細胞から抽出さ
れたエクソソーム中の抗ＧＦＰ抗体を用いた免疫ブロット（上パネル）。ＴＳＧ１０１（
中央パネル）及びＣＤ９（下パネル）を、エクソソームマーカ及び負荷対照として用いた
。（Ｋ）ｓｉＡＧＯ２でトランスフェクトされたＭＣＦ１０Ａ及びＭＤＡ－ＭＢ２３１細
胞中のＡＧＯ２　ｍＲＮＡ発現。ＭＣＦ１０Ａ及びＭＤＡ－ＭＢ２３１親細胞を、倍率変
化比較のための相対的対照として用いた。データは、３回の生物学的反復実験の結果であ
り、ＳＤとして表している。（Ｌ）ＭＣＦ１０Ａ及びＭＤＡ－ＭＢ２３１親細胞又はｓｉ
対照若しくはｓｉＡＧＯ２でトランスフェクトされた細胞から抽出されたエクソソーム中
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のＡＧＯ２抗体を用いた免疫ブロット（上パネル）。ＴＳＧ１０１（中央パネル）及びＣ
Ｄ９（下パネル）を、エクソソームマーカ及び負荷対照として用いた。イメージＪソフト
ウエアを用いて、定量を実施した。（Ｍ）ダイサー抗体又はＩｇＧで免疫沈降されたＭＣ
Ｆ１０Ａ及びＭＤＡ－ＭＢ２３１細胞から抽出されたエクソソームタンパク質中のＡＧＯ
２抗体を用いた免疫ブロット（上パネル）。ＭＤＡ－ＭＢ２３１細胞から抽出されたエク
ソソームのライセートインプットの５％を、対照として用いた。ダイサーの免疫ブロット
を、免疫沈降の対照として用いた（下パネル）。（Ｎ）ダイサー抗体又はＩｇＧで免疫沈
降されたＭＣＦ１０Ａ及びＭＤＡ－ＭＢ２３１細胞から抽出されたエクソソームタンパク
質中の抗ＴＲＢＰ抗体を用いた免疫ブロット（上パネル）。ＭＤＡ－ＭＢ２３１細胞から
抽出されたエクソソームのライセートインプット（５％）を、対照として用いた。ダイサ
ーの免疫ブロットを、対照として用いた（下パネル）。
【図５Ａ】オンコソームは、ｐｒｅ－ｍｉＲＮＡをプロセシングして成熟ｍｉＲＮＡを生
成する。（Ａ）エクソソームを、ＭＣＦ１０Ａ、ＭＣＦ１０Ａ　ｓｈスクランブル、ＭＣ
Ｆ１０Ａ　ｓｈダイサー細胞（上グラフ）、ＭＤＡ－ＭＢ２３１、ＭＤＡ－ＭＢ２３１　
ｓｈスクランブル及びＭＤＡ－ＭＢ２３１　ｓｈダイサー細胞（下グラフ）から採取して
、無細胞条件下に２４及び７２ｈ保持した。２４及び７２ｈ後に、エクソソームを採取し
て、１５種のｐｒｅ－ｍｉＲＮＡをｑＰＣＲにより定量した。グラフは、２４無細胞培養
に比較した、７２ｈ無細胞培養の後の異なるエクソソーム中の各ｐｒｅ－ｍｉＲＮＡの倍
率変化を、±ｓ．ｄ．として表している。（Ｂ）エクソソームを、ＭＣＦ１０Ａ、ＭＣＦ
１０Ａ　ｓｈスクランブル、ＭＣＦ１０Ａ　ｓｈダイサー細胞（上グラフ）、ＭＤＡ－Ｍ
Ｂ２３１、ＭＤＡ－ＭＢ２３１　ｓｈスクランブル及びＭＤＡ－ＭＢ２３１　ｓｈダイサ
ー細胞（下グラフ）から採取して、無細胞条件下に２４及び７２ｈ保持した。２４及び７
２ｈ後に、エクソソームを再度抽出して、１５種のｍｉＲＮＡをｑＰＣＲにより定量した
。グラフは、２４ｈ無細胞培養に比較した、７２ｈ無細胞培養の後の異なるエクソソーム
中の各ｍｉＲＮＡの倍率変化を示し、±ｓ．ｄ．として表している。（Ｃ）ＭＤＡ－ＭＢ
２３１細胞のエクソソーム中で電気穿孔された重鎖（ＨＣ）及び軽鎖（ＬＣ）一次ダイサ
ー抗体と、一次アクチン抗体を検出するための抗ウサギ及び抗マウス二次抗体と、を用い
た免疫ブロット。ＭＤＡ－ＭＢ２３１細胞由来の抗体を含まずに電気穿孔されたエクソソ
ームを、陰性対照として用いた。プロテアーゼＫ処置を電気穿孔後に実施して、エクソソ
ーム中に含まれない抗体の消耗を確認した。（Ｄ）オンコソーム（ＭＤＡ－ＭＢ２３１）
は、２本ずつ（下グラフ）又は４本ずつ（上グラフ）採取した。試料を抗ダイサー抗体、
抗アクチン抗体、又は抗ＴＲＢＰ抗体と共に電気穿孔した。試料＋対照を、無細胞培養条
件で２４及び７２ｈ、放置した。２４及び７２ｈ後に、エクソソームを再度抽出して、６
種の発癌性ｐｒｅ－ｍｉＲＮＡ（上グラフ）、又は１５種のｐｒｅ－ｍｉＲＮＡ（下グラ
フ）をｑＰＣＲにより定量した。７２ｈの無細胞培養後のエクソソーム中の各ｐｒｅ－ｍ
ｉＲＮＡの倍率変化を、各試料中の２４ｈ無細胞培養後のエクソソーム中の同じｐｒｅ－
ｍｉＲＮＡに比較して定量した。グラフのプロットは、２４ｈエクソソームに比較した７
２ｈエクソソーム中のｐｒｅ－ｍｉＲＮＡ（下のグラフにおいて、ＴＳ＝腫瘍サプレッサ
；ＯＮＣ＝発癌性）の平均倍率変化を表し、±ｓ．ｄ．として表している。（Ｅ）オンコ
ソーム（ＭＤＡ－ＭＢ２３１）を４本ずつ（上グラフ）又は２本ずつ（下グラフ）採取し
た。試料を抗ダイサー抗体、抗アクチン抗体、又は抗ＴＲＢＰ抗体と共に電気穿孔した。
試料＋対照を、無細胞培養条件で２４及び７２ｈ、放置した。２４及び７２ｈ後に、エク
ソソームを再度抽出して、６種の発癌性ｍｉＲＮＡ（上グラフ）、又は１５種のｍｉＲＮ
Ａ（下グラフ）をｑＰＣＲにより定量した。７２ｈの無細胞培養後のエクソソーム中の各
ｍｉＲＮＡの倍率変化を、各試料中の２４ｈ無細胞培養後のエクソソーム中の同じｍｉＲ
ＮＡに比較して定量した。グラフのプロットは、２４ｈエクソソームに比較した７２ｈエ
クソソーム中のｍｉＲＮＡ（下のグラフにおいて、ＴＳ＝腫瘍サプレッサ；ＯＮＣ＝発癌
性）の平均倍率変化を表し、±ｓ．ｄ．として表している。
【図５Ｂ】オンコソームは、ｐｒｅ－ｍｉＲＮＡをプロセシングして成熟ｍｉＲＮＡを生
成する。（Ａ）エクソソームを、ＭＣＦ１０Ａ、ＭＣＦ１０Ａ　ｓｈスクランブル、ＭＣ
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Ｆ１０Ａ　ｓｈダイサー細胞（上グラフ）、ＭＤＡ－ＭＢ２３１、ＭＤＡ－ＭＢ２３１　
ｓｈスクランブル及びＭＤＡ－ＭＢ２３１　ｓｈダイサー細胞（下グラフ）から採取して
、無細胞条件下に２４及び７２ｈ保持した。２４及び７２ｈ後に、エクソソームを採取し
て、１５種のｐｒｅ－ｍｉＲＮＡをｑＰＣＲにより定量した。グラフは、２４無細胞培養
に比較した、７２ｈ無細胞培養の後の異なるエクソソーム中の各ｐｒｅ－ｍｉＲＮＡの倍
率変化を、±ｓ．ｄ．として表している。（Ｂ）エクソソームを、ＭＣＦ１０Ａ、ＭＣＦ
１０Ａ　ｓｈスクランブル、ＭＣＦ１０Ａ　ｓｈダイサー細胞（上グラフ）、ＭＤＡ－Ｍ
Ｂ２３１、ＭＤＡ－ＭＢ２３１　ｓｈスクランブル及びＭＤＡ－ＭＢ２３１　ｓｈダイサ
ー細胞（下グラフ）から採取して、無細胞条件下に２４及び７２ｈ保持した。２４及び７
２ｈ後に、エクソソームを再度抽出して、１５種のｍｉＲＮＡをｑＰＣＲにより定量した
。グラフは、２４ｈ無細胞培養に比較した、７２ｈ無細胞培養の後の異なるエクソソーム
中の各ｍｉＲＮＡの倍率変化を示し、±ｓ．ｄ．として表している。（Ｃ）ＭＤＡ－ＭＢ
２３１細胞のエクソソーム中で電気穿孔された重鎖（ＨＣ）及び軽鎖（ＬＣ）一次ダイサ
ー抗体と、一次アクチン抗体を検出するための抗ウサギ及び抗マウス二次抗体と、を用い
た免疫ブロット。ＭＤＡ－ＭＢ２３１細胞由来の抗体を含まずに電気穿孔されたエクソソ
ームを、陰性対照として用いた。プロテアーゼＫ処置を電気穿孔後に実施して、エクソソ
ーム中に含まれない抗体の消耗を確認した。（Ｄ）オンコソーム（ＭＤＡ－ＭＢ２３１）
は、２本ずつ（下グラフ）又は４本ずつ（上グラフ）採取した。試料を抗ダイサー抗体、
抗アクチン抗体、又は抗ＴＲＢＰ抗体と共に電気穿孔した。試料＋対照を、無細胞培養条
件で２４及び７２ｈ、放置した。２４及び７２ｈ後に、エクソソームを再度抽出して、６
種の発癌性ｐｒｅ－ｍｉＲＮＡ（上グラフ）、又は１５種のｐｒｅ－ｍｉＲＮＡ（下グラ
フ）をｑＰＣＲにより定量した。７２ｈの無細胞培養後のエクソソーム中の各ｐｒｅ－ｍ
ｉＲＮＡの倍率変化を、各試料中の２４ｈ無細胞培養後のエクソソーム中の同じｐｒｅ－
ｍｉＲＮＡに比較して定量した。グラフのプロットは、２４ｈエクソソームに比較した７
２ｈエクソソーム中のｐｒｅ－ｍｉＲＮＡ（下のグラフにおいて、ＴＳ＝腫瘍サプレッサ
；ＯＮＣ＝発癌性）の平均倍率変化を表し、±ｓ．ｄ．として表している。（Ｅ）オンコ
ソーム（ＭＤＡ－ＭＢ２３１）を４本ずつ（上グラフ）又は２本ずつ（下グラフ）採取し
た。試料を抗ダイサー抗体、抗アクチン抗体、又は抗ＴＲＢＰ抗体と共に電気穿孔した。
試料＋対照を、無細胞培養条件で２４及び７２ｈ、放置した。２４及び７２ｈ後に、エク
ソソームを再度抽出して、６種の発癌性ｍｉＲＮＡ（上グラフ）、又は１５種のｍｉＲＮ
Ａ（下グラフ）をｑＰＣＲにより定量した。７２ｈの無細胞培養後のエクソソーム中の各
ｍｉＲＮＡの倍率変化を、各試料中の２４ｈ無細胞培養後のエクソソーム中の同じｍｉＲ
ＮＡに比較して定量した。グラフのプロットは、２４ｈエクソソームに比較した７２ｈエ
クソソーム中のｍｉＲＮＡ（下のグラフにおいて、ＴＳ＝腫瘍サプレッサ；ＯＮＣ＝発癌
性）の平均倍率変化を表し、±ｓ．ｄ．として表している。
【図５Ｃ】オンコソームは、ｐｒｅ－ｍｉＲＮＡをプロセシングして成熟ｍｉＲＮＡを生
成する。（Ａ）エクソソームを、ＭＣＦ１０Ａ、ＭＣＦ１０Ａ　ｓｈスクランブル、ＭＣ
Ｆ１０Ａ　ｓｈダイサー細胞（上グラフ）、ＭＤＡ－ＭＢ２３１、ＭＤＡ－ＭＢ２３１　
ｓｈスクランブル及びＭＤＡ－ＭＢ２３１　ｓｈダイサー細胞（下グラフ）から採取して
、無細胞条件下に２４及び７２ｈ保持した。２４及び７２ｈ後に、エクソソームを採取し
て、１５種のｐｒｅ－ｍｉＲＮＡをｑＰＣＲにより定量した。グラフは、２４無細胞培養
に比較した、７２ｈ無細胞培養の後の異なるエクソソーム中の各ｐｒｅ－ｍｉＲＮＡの倍
率変化を、±ｓ．ｄ．として表している。（Ｂ）エクソソームを、ＭＣＦ１０Ａ、ＭＣＦ
１０Ａ　ｓｈスクランブル、ＭＣＦ１０Ａ　ｓｈダイサー細胞（上グラフ）、ＭＤＡ－Ｍ
Ｂ２３１、ＭＤＡ－ＭＢ２３１　ｓｈスクランブル及びＭＤＡ－ＭＢ２３１　ｓｈダイサ
ー細胞（下グラフ）から採取して、無細胞条件下に２４及び７２ｈ保持した。２４及び７
２ｈ後に、エクソソームを再度抽出して、１５種のｍｉＲＮＡをｑＰＣＲにより定量した
。グラフは、２４ｈ無細胞培養に比較した、７２ｈ無細胞培養の後の異なるエクソソーム
中の各ｍｉＲＮＡの倍率変化を示し、±ｓ．ｄ．として表している。（Ｃ）ＭＤＡ－ＭＢ
２３１細胞のエクソソーム中で電気穿孔された重鎖（ＨＣ）及び軽鎖（ＬＣ）一次ダイサ
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ー抗体と、一次アクチン抗体を検出するための抗ウサギ及び抗マウス二次抗体と、を用い
た免疫ブロット。ＭＤＡ－ＭＢ２３１細胞由来の抗体を含まずに電気穿孔されたエクソソ
ームを、陰性対照として用いた。プロテアーゼＫ処置を電気穿孔後に実施して、エクソソ
ーム中に含まれない抗体の消耗を確認した。（Ｄ）オンコソーム（ＭＤＡ－ＭＢ２３１）
は、２本ずつ（下グラフ）又は４本ずつ（上グラフ）採取した。試料を抗ダイサー抗体、
抗アクチン抗体、又は抗ＴＲＢＰ抗体と共に電気穿孔した。試料＋対照を、無細胞培養条
件で２４及び７２ｈ、放置した。２４及び７２ｈ後に、エクソソームを再度抽出して、６
種の発癌性ｐｒｅ－ｍｉＲＮＡ（上グラフ）、又は１５種のｐｒｅ－ｍｉＲＮＡ（下グラ
フ）をｑＰＣＲにより定量した。７２ｈの無細胞培養後のエクソソーム中の各ｐｒｅ－ｍ
ｉＲＮＡの倍率変化を、各試料中の２４ｈ無細胞培養後のエクソソーム中の同じｐｒｅ－
ｍｉＲＮＡに比較して定量した。グラフのプロットは、２４ｈエクソソームに比較した７
２ｈエクソソーム中のｐｒｅ－ｍｉＲＮＡ（下のグラフにおいて、ＴＳ＝腫瘍サプレッサ
；ＯＮＣ＝発癌性）の平均倍率変化を表し、±ｓ．ｄ．として表している。（Ｅ）オンコ
ソーム（ＭＤＡ－ＭＢ２３１）を４本ずつ（上グラフ）又は２本ずつ（下グラフ）採取し
た。試料を抗ダイサー抗体、抗アクチン抗体、又は抗ＴＲＢＰ抗体と共に電気穿孔した。
試料＋対照を、無細胞培養条件で２４及び７２ｈ、放置した。２４及び７２ｈ後に、エク
ソソームを再度抽出して、６種の発癌性ｍｉＲＮＡ（上グラフ）、又は１５種のｍｉＲＮ
Ａ（下グラフ）をｑＰＣＲにより定量した。７２ｈの無細胞培養後のエクソソーム中の各
ｍｉＲＮＡの倍率変化を、各試料中の２４ｈ無細胞培養後のエクソソーム中の同じｍｉＲ
ＮＡに比較して定量した。グラフのプロットは、２４ｈエクソソームに比較した７２ｈエ
クソソーム中のｍｉＲＮＡ（下のグラフにおいて、ＴＳ＝腫瘍サプレッサ；ＯＮＣ＝発癌
性）の平均倍率変化を表し、±ｓ．ｄ．として表している。
【図５Ｄ】オンコソームは、ｐｒｅ－ｍｉＲＮＡをプロセシングして成熟ｍｉＲＮＡを生
成する。（Ａ）エクソソームを、ＭＣＦ１０Ａ、ＭＣＦ１０Ａ　ｓｈスクランブル、ＭＣ
Ｆ１０Ａ　ｓｈダイサー細胞（上グラフ）、ＭＤＡ－ＭＢ２３１、ＭＤＡ－ＭＢ２３１　
ｓｈスクランブル及びＭＤＡ－ＭＢ２３１　ｓｈダイサー細胞（下グラフ）から採取して
、無細胞条件下に２４及び７２ｈ保持した。２４及び７２ｈ後に、エクソソームを採取し
て、１５種のｐｒｅ－ｍｉＲＮＡをｑＰＣＲにより定量した。グラフは、２４無細胞培養
に比較した、７２ｈ無細胞培養の後の異なるエクソソーム中の各ｐｒｅ－ｍｉＲＮＡの倍
率変化を、±ｓ．ｄ．として表している。（Ｂ）エクソソームを、ＭＣＦ１０Ａ、ＭＣＦ
１０Ａ　ｓｈスクランブル、ＭＣＦ１０Ａ　ｓｈダイサー細胞（上グラフ）、ＭＤＡ－Ｍ
Ｂ２３１、ＭＤＡ－ＭＢ２３１　ｓｈスクランブル及びＭＤＡ－ＭＢ２３１　ｓｈダイサ
ー細胞（下グラフ）から採取して、無細胞条件下に２４及び７２ｈ保持した。２４及び７
２ｈ後に、エクソソームを再度抽出して、１５種のｍｉＲＮＡをｑＰＣＲにより定量した
。グラフは、２４ｈ無細胞培養に比較した、７２ｈ無細胞培養の後の異なるエクソソーム
中の各ｍｉＲＮＡの倍率変化を示し、±ｓ．ｄ．として表している。（Ｃ）ＭＤＡ－ＭＢ
２３１細胞のエクソソーム中で電気穿孔された重鎖（ＨＣ）及び軽鎖（ＬＣ）一次ダイサ
ー抗体と、一次アクチン抗体を検出するための抗ウサギ及び抗マウス二次抗体と、を用い
た免疫ブロット。ＭＤＡ－ＭＢ２３１細胞由来の抗体を含まずに電気穿孔されたエクソソ
ームを、陰性対照として用いた。プロテアーゼＫ処置を電気穿孔後に実施して、エクソソ
ーム中に含まれない抗体の消耗を確認した。（Ｄ）オンコソーム（ＭＤＡ－ＭＢ２３１）
は、２本ずつ（下グラフ）又は４本ずつ（上グラフ）採取した。試料を抗ダイサー抗体、
抗アクチン抗体、又は抗ＴＲＢＰ抗体と共に電気穿孔した。試料＋対照を、無細胞培養条
件で２４及び７２ｈ、放置した。２４及び７２ｈ後に、エクソソームを再度抽出して、６
種の発癌性ｐｒｅ－ｍｉＲＮＡ（上グラフ）、又は１５種のｐｒｅ－ｍｉＲＮＡ（下グラ
フ）をｑＰＣＲにより定量した。７２ｈの無細胞培養後のエクソソーム中の各ｐｒｅ－ｍ
ｉＲＮＡの倍率変化を、各試料中の２４ｈ無細胞培養後のエクソソーム中の同じｐｒｅ－
ｍｉＲＮＡに比較して定量した。グラフのプロットは、２４ｈエクソソームに比較した７
２ｈエクソソーム中のｐｒｅ－ｍｉＲＮＡ（下のグラフにおいて、ＴＳ＝腫瘍サプレッサ
；ＯＮＣ＝発癌性）の平均倍率変化を表し、±ｓ．ｄ．として表している。（Ｅ）オンコ
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ソーム（ＭＤＡ－ＭＢ２３１）を４本ずつ（上グラフ）又は２本ずつ（下グラフ）採取し
た。試料を抗ダイサー抗体、抗アクチン抗体、又は抗ＴＲＢＰ抗体と共に電気穿孔した。
試料＋対照を、無細胞培養条件で２４及び７２ｈ、放置した。２４及び７２ｈ後に、エク
ソソームを再度抽出して、６種の発癌性ｍｉＲＮＡ（上グラフ）、又は１５種のｍｉＲＮ
Ａ（下グラフ）をｑＰＣＲにより定量した。７２ｈの無細胞培養後のエクソソーム中の各
ｍｉＲＮＡの倍率変化を、各試料中の２４ｈ無細胞培養後のエクソソーム中の同じｍｉＲ
ＮＡに比較して定量した。グラフのプロットは、２４ｈエクソソームに比較した７２ｈエ
クソソーム中のｍｉＲＮＡ（下のグラフにおいて、ＴＳ＝腫瘍サプレッサ；ＯＮＣ＝発癌
性）の平均倍率変化を表し、±ｓ．ｄ．として表している。
【図５Ｅ】オンコソームは、ｐｒｅ－ｍｉＲＮＡをプロセシングして成熟ｍｉＲＮＡを生
成する。（Ａ）エクソソームを、ＭＣＦ１０Ａ、ＭＣＦ１０Ａ　ｓｈスクランブル、ＭＣ
Ｆ１０Ａ　ｓｈダイサー細胞（上グラフ）、ＭＤＡ－ＭＢ２３１、ＭＤＡ－ＭＢ２３１　
ｓｈスクランブル及びＭＤＡ－ＭＢ２３１　ｓｈダイサー細胞（下グラフ）から採取して
、無細胞条件下に２４及び７２ｈ保持した。２４及び７２ｈ後に、エクソソームを採取し
て、１５種のｐｒｅ－ｍｉＲＮＡをｑＰＣＲにより定量した。グラフは、２４無細胞培養
に比較した、７２ｈ無細胞培養の後の異なるエクソソーム中の各ｐｒｅ－ｍｉＲＮＡの倍
率変化を、±ｓ．ｄ．として表している。（Ｂ）エクソソームを、ＭＣＦ１０Ａ、ＭＣＦ
１０Ａ　ｓｈスクランブル、ＭＣＦ１０Ａ　ｓｈダイサー細胞（上グラフ）、ＭＤＡ－Ｍ
Ｂ２３１、ＭＤＡ－ＭＢ２３１　ｓｈスクランブル及びＭＤＡ－ＭＢ２３１　ｓｈダイサ
ー細胞（下グラフ）から採取して、無細胞条件下に２４及び７２ｈ保持した。２４及び７
２ｈ後に、エクソソームを再度抽出して、１５種のｍｉＲＮＡをｑＰＣＲにより定量した
。グラフは、２４ｈ無細胞培養に比較した、７２ｈ無細胞培養の後の異なるエクソソーム
中の各ｍｉＲＮＡの倍率変化を示し、±ｓ．ｄ．として表している。（Ｃ）ＭＤＡ－ＭＢ
２３１細胞のエクソソーム中で電気穿孔された重鎖（ＨＣ）及び軽鎖（ＬＣ）一次ダイサ
ー抗体と、一次アクチン抗体を検出するための抗ウサギ及び抗マウス二次抗体と、を用い
た免疫ブロット。ＭＤＡ－ＭＢ２３１細胞由来の抗体を含まずに電気穿孔されたエクソソ
ームを、陰性対照として用いた。プロテアーゼＫ処置を電気穿孔後に実施して、エクソソ
ーム中に含まれない抗体の消耗を確認した。（Ｄ）オンコソーム（ＭＤＡ－ＭＢ２３１）
は、２本ずつ（下グラフ）又は４本ずつ（上グラフ）採取した。試料を抗ダイサー抗体、
抗アクチン抗体、又は抗ＴＲＢＰ抗体と共に電気穿孔した。試料＋対照を、無細胞培養条
件で２４及び７２ｈ、放置した。２４及び７２ｈ後に、エクソソームを再度抽出して、６
種の発癌性ｐｒｅ－ｍｉＲＮＡ（上グラフ）、又は１５種のｐｒｅ－ｍｉＲＮＡ（下グラ
フ）をｑＰＣＲにより定量した。７２ｈの無細胞培養後のエクソソーム中の各ｐｒｅ－ｍ
ｉＲＮＡの倍率変化を、各試料中の２４ｈ無細胞培養後のエクソソーム中の同じｐｒｅ－
ｍｉＲＮＡに比較して定量した。グラフのプロットは、２４ｈエクソソームに比較した７
２ｈエクソソーム中のｐｒｅ－ｍｉＲＮＡ（下のグラフにおいて、ＴＳ＝腫瘍サプレッサ
；ＯＮＣ＝発癌性）の平均倍率変化を表し、±ｓ．ｄ．として表している。（Ｅ）オンコ
ソーム（ＭＤＡ－ＭＢ２３１）を４本ずつ（上グラフ）又は２本ずつ（下グラフ）採取し
た。試料を抗ダイサー抗体、抗アクチン抗体、又は抗ＴＲＢＰ抗体と共に電気穿孔した。
試料＋対照を、無細胞培養条件で２４及び７２ｈ、放置した。２４及び７２ｈ後に、エク
ソソームを再度抽出して、６種の発癌性ｍｉＲＮＡ（上グラフ）、又は１５種のｍｉＲＮ
Ａ（下グラフ）をｑＰＣＲにより定量した。７２ｈの無細胞培養後のエクソソーム中の各
ｍｉＲＮＡの倍率変化を、各試料中の２４ｈ無細胞培養後のエクソソーム中の同じｍｉＲ
ＮＡに比較して定量した。グラフのプロットは、２４ｈエクソソームに比較した７２ｈエ
クソソーム中のｍｉＲＮＡ（下のグラフにおいて、ＴＳ＝腫瘍サプレッサ；ＯＮＣ＝発癌
性）の平均倍率変化を表し、±ｓ．ｄ．として表している。
【図６－１】オンコソームは、ｐｒｅ－ｍｉＲＮＡをプロセシングして成熟ｍｉＲＮＡを
生成する。（Ａ）ＭＤＡ－ＭＢ２３１細胞のエクソソームを採取して、ゲルダナマイシン
と共に電気穿孔した。試料を無細胞培養条件で２４及び７２ｈ放置し、その後、エクソソ
ームを抽出して、６種のｍｉＲＮＡをｑＰＣＲにより定量した。７２ｈの無細胞培養後の
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エクソソーム中の各ｍｉＲＮＡの倍率変化を、各試料の２４ｈ無細胞培養後のエクソソー
ム中の同じｍｉＲＮＡに比較して定量した。グラフのプロットは、２４ｈエクソソームに
比較した７２ｈエクソソーム中のｍｉＲＮＡの倍率変化を表し、±ｓ．ｄ．として表して
いる。（Ｂ）合成ｐｒｅ－ｍｉＲＮＡ－１０ｂ、－２１及びｃｅｌ－１を、ＭＣＦ１０Ａ
（ＭＣＦ１０Ａ電気泳動）、ＭＣＦ１０Ａｓｈダイサー（ＭＣＦ１０Ａｓｈダイサー電気
泳動）、ＭＤＡＭＢ２３１（ＭＤＡ－ＭＢ２３１電気泳動）及びＭＤＡ－ＭＢ２３１ｓｈ
ダイサー（ＭＤＡＭＢ２３１ｓｈダイサー電気泳動）細胞から採取されたエクソソーム中
で電気穿孔した。７２ｈ無細胞培養条件後に、エクソソームを採取した。７２ｈ電気穿孔
及び培養の前後に、ｐｒｅ－ｍｉＲＮＡ－１０ｂ、－２１及びｃｅｌ－１をｑＰＣＲによ
り定量した。プロットの各バーは、電気穿孔の０ｈ後に比較した電気穿孔の７２ｈ後のｐ
ｒｅ－ｍｉＲＮＡ－１０ｂ、－２１及びｃｅｌ－１の倍率変化を示しており、±ｓ．ｄ．
として表している。ｐｒｅ－ｍｉＲＮＡの非存在下で電気穿孔されたＭＣＦ１０Ａ及びＭ
ＤＡ－ＭＢ２３１エクソソームを、対象として用いて、ベースレベルを強調した。（Ｃ）
合成ｐｒｅ－ｍｉＲＮＡ－１０ｂ、－２１及びｃｅｌ－１を、ＭＣＦ１０Ａ（ＭＣＦ１０
Ａ電気泳動）、ＭＣＦ１０Ａｓｈダイサー（ＭＣＦ１０Ａｓｈダイサー電気泳動）、ＭＤ
ＡＭＢ２３１（ＭＤＡ－ＭＢ２３１電気泳動）及びＭＤＡ－ＭＢ２３１ｓｈダイサー（Ｍ
ＤＡＭＢ２３１ｓｈダイサー電気泳動）細胞から採取されたエクソソーム中に電気穿孔し
た。無細胞培養条件で７２ｈ後に、エクソソームを採取した。７２ｈの電気穿孔及び培養
の前後に、ＭｉＲ－１０ｂ、－２１及びｃｅｌ－１をｑＰＣＲにより定量した。プロット
の各バーは、電気穿孔の０ｈ後（上グラフ）又は２４ｈ後（下グラフ）に比較した、電気
穿孔の７２ｈ後のｍｉＲ－１０ｂ、－２１及びｃｅｌ－１の倍率変化を示しており、±ｓ
．ｄ．として表している。ｐｒｅ－ｍｉＲＮＡの非存在下で電気穿孔されたＭＣＦ１０Ａ
及びＭＤＡ－ＭＢ２３１エクソソームを、所定のベースレベルへの対照として用いた。（
Ｄ）検出プローブを用いずダイシングアッセイ（ｄｉｃｉｎｇ　ａｓｓａｙ）から得た試
料を用いたノーザンブロット。異なるエクソソームタンパク質抽出物、及びビオチンで内
部標識された合成ｐｒｅ－ｍｉＲ－１０ｂを、ダイシングアッセイに用いた。用いられた
試料は、ＭＣＦ１０Ａ、ＭＣＦ１０Ａｓｈダイサー、ＭＤＡＭＢ２３１エクソソーム（Ｍ
ＤＡ２３１　Ｅｘｏｓ）、ＭＤＡ－ＭＢ２３１ｓｈダイサークローン１及びクローン２か
ら得たエクソソーム（それぞれＭＤＡ２３１ｓｈダイサー　１　ｅｘｏｓ及びＭＤＡ２３
１ｓｈダイサー　２　ｅｘｏｓ）、ＭＤＡ－ＭＢ２３１ｓｈダイサー細胞、並びにダイサ
ー抗体と共に電気穿孔されたＭＤＡ－ＭＢ２３１エクソソーム（ＭＤＡ２３１　ｅｘｏｓ
　＋　ダイサーＡＢ）であった。（Ｅ）検出プローブを用いずダイシングアッセイから得
た試料を用いたノーザンブロット。異なるエクソソームタンパク質抽出物、及びビオチン
で内部標識された合成ｐｒｅ－ｍｉＲ－２１を、ダイシングアッセイに用いた。用いられ
た試料は、ＭＣＦ１０Ａ、ＭＣＦ１０Ａｓｈダイサー、ＭＤＡＭＢ２３１エクソソーム（
ＭＤＡ２３１　Ｅｘｏｓ）、ＭＤＡ－ＭＢ２３１ｓｈダイサークローン１及びクローン２
から得たエクソソーム（それぞれＭＤＡ２３１ｓｈダイサー　１　Ｅｘｏｓ及びＭＤＡ２
３１ｓｈダイサー　２　Ｅｘｏｓ）、ＭＤＡ－ＭＢ２３１ｓｈダイサー細胞、並びにダイ
サー抗体と共に電気穿孔されたＭＤＡ－ＭＢ２３１エクソソーム（ＭＤＡ２３１　ｅｘｏ
ｓ　＋ダイサーＡＢ）であった。（Ｆ）検出プローブを用いずダイシングアッセイから得
た試料を用いたノーザンブロット。異なるエクソソームタンパク質抽出物、及びビオチン
で内部標識された合成ｐｒｅ－ｃｅｌ－ｍｉＲ－１を、ダイシングアッセイに用いた。用
いられた試料は、ＭＣＦ１０Ａ、ＭＣＦ１０Ａｓｈダイサー、ＭＤＡＭＢ２３１エクソソ
ーム（ＭＤＡ２３１　Ｅｘｏｓ）、ＭＤＡ－ＭＢ２３１ｓｈダイサーエクソソーム（ＭＤ
Ａ２３１ｓｈダイサー　ｅｘｏｓ）、及びダイサー抗体と共に電気穿孔されたＭＤＡ－Ｍ
Ｂ２３１エクソソーム（ＭＤＡ２３１　ｅｘｏｓ　＋ダイサーＡＢ）であった。データは
、３回の生物学的反復実験の結果であり、ＳＤとして表している。
【図６－２】オンコソームは、ｐｒｅ－ｍｉＲＮＡをプロセシングして成熟ｍｉＲＮＡを
生成する。（Ａ）ＭＤＡ－ＭＢ２３１細胞のエクソソームを採取して、ゲルダナマイシン
と共に電気穿孔した。試料を無細胞培養条件で２４及び７２ｈ放置し、その後、エクソソ
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ームを抽出して、６種のｍｉＲＮＡをｑＰＣＲにより定量した。７２ｈの無細胞培養後の
エクソソーム中の各ｍｉＲＮＡの倍率変化を、各試料の２４ｈ無細胞培養後のエクソソー
ム中の同じｍｉＲＮＡに比較して定量した。グラフのプロットは、２４ｈエクソソームに
比較した７２ｈエクソソーム中のｍｉＲＮＡの倍率変化を表し、±ｓ．ｄ．として表して
いる。（Ｂ）合成ｐｒｅ－ｍｉＲＮＡ－１０ｂ、－２１及びｃｅｌ－１を、ＭＣＦ１０Ａ
（ＭＣＦ１０Ａ電気泳動）、ＭＣＦ１０Ａｓｈダイサー（ＭＣＦ１０Ａｓｈダイサー電気
泳動）、ＭＤＡＭＢ２３１（ＭＤＡ－ＭＢ２３１電気泳動）及びＭＤＡ－ＭＢ２３１ｓｈ
ダイサー（ＭＤＡＭＢ２３１ｓｈダイサー電気泳動）細胞から採取されたエクソソーム中
で電気穿孔した。７２ｈ無細胞培養条件後に、エクソソームを採取した。７２ｈ電気穿孔
及び培養の前後に、ｐｒｅ－ｍｉＲＮＡ－１０ｂ、－２１及びｃｅｌ－１をｑＰＣＲによ
り定量した。プロットの各バーは、電気穿孔の０ｈ後に比較した電気穿孔の７２ｈ後のｐ
ｒｅ－ｍｉＲＮＡ－１０ｂ、－２１及びｃｅｌ－１の倍率変化を示しており、±ｓ．ｄ．
として表している。ｐｒｅ－ｍｉＲＮＡの非存在下で電気穿孔されたＭＣＦ１０Ａ及びＭ
ＤＡ－ＭＢ２３１エクソソームを、対象として用いて、ベースレベルを強調した。（Ｃ）
合成ｐｒｅ－ｍｉＲＮＡ－１０ｂ、－２１及びｃｅｌ－１を、ＭＣＦ１０Ａ（ＭＣＦ１０
Ａ電気泳動）、ＭＣＦ１０Ａｓｈダイサー（ＭＣＦ１０Ａｓｈダイサー電気泳動）、ＭＤ
ＡＭＢ２３１（ＭＤＡ－ＭＢ２３１電気泳動）及びＭＤＡ－ＭＢ２３１ｓｈダイサー（Ｍ
ＤＡＭＢ２３１ｓｈダイサー電気泳動）細胞から採取されたエクソソーム中に電気穿孔し
た。無細胞培養条件で７２ｈ後に、エクソソームを採取した。７２ｈの電気穿孔及び培養
の前後に、ＭｉＲ－１０ｂ、－２１及びｃｅｌ－１をｑＰＣＲにより定量した。プロット
の各バーは、電気穿孔の０ｈ後（上グラフ）又は２４ｈ後（下グラフ）に比較した、電気
穿孔の７２ｈ後のｍｉＲ－１０ｂ、－２１及びｃｅｌ－１の倍率変化を示しており、±ｓ
．ｄ．として表している。ｐｒｅ－ｍｉＲＮＡの非存在下で電気穿孔されたＭＣＦ１０Ａ
及びＭＤＡ－ＭＢ２３１エクソソームを、所定のベースレベルへの対照として用いた。（
Ｄ）検出プローブを用いずダイシングアッセイ（ｄｉｃｉｎｇ　ａｓｓａｙ）から得た試
料を用いたノーザンブロット。異なるエクソソームタンパク質抽出物、及びビオチンで内
部標識された合成ｐｒｅ－ｍｉＲ－１０ｂを、ダイシングアッセイに用いた。用いられた
試料は、ＭＣＦ１０Ａ、ＭＣＦ１０Ａｓｈダイサー、ＭＤＡＭＢ２３１エクソソーム（Ｍ
ＤＡ２３１　Ｅｘｏｓ）、ＭＤＡ－ＭＢ２３１ｓｈダイサークローン１及びクローン２か
ら得たエクソソーム（それぞれＭＤＡ２３１ｓｈダイサー　１　ｅｘｏｓ及びＭＤＡ２３
１ｓｈダイサー　２　ｅｘｏｓ）、ＭＤＡ－ＭＢ２３１ｓｈダイサー細胞、並びにダイサ
ー抗体と共に電気穿孔されたＭＤＡ－ＭＢ２３１エクソソーム（ＭＤＡ２３１　ｅｘｏｓ
　＋　ダイサーＡＢ）であった。（Ｅ）検出プローブを用いずダイシングアッセイから得
た試料を用いたノーザンブロット。異なるエクソソームタンパク質抽出物、及びビオチン
で内部標識された合成ｐｒｅ－ｍｉＲ－２１を、ダイシングアッセイに用いた。用いられ
た試料は、ＭＣＦ１０Ａ、ＭＣＦ１０Ａｓｈダイサー、ＭＤＡＭＢ２３１エクソソーム（
ＭＤＡ２３１　Ｅｘｏｓ）、ＭＤＡ－ＭＢ２３１ｓｈダイサークローン１及びクローン２
から得たエクソソーム（それぞれＭＤＡ２３１ｓｈダイサー　１　Ｅｘｏｓ及びＭＤＡ２
３１ｓｈダイサー　２　Ｅｘｏｓ）、ＭＤＡ－ＭＢ２３１ｓｈダイサー細胞、並びにダイ
サー抗体と共に電気穿孔されたＭＤＡ－ＭＢ２３１エクソソーム（ＭＤＡ２３１　ｅｘｏ
ｓ　＋ダイサーＡＢ）であった。（Ｆ）検出プローブを用いずダイシングアッセイから得
た試料を用いたノーザンブロット。異なるエクソソームタンパク質抽出物、及びビオチン
で内部標識された合成ｐｒｅ－ｃｅｌ－ｍｉＲ－１を、ダイシングアッセイに用いた。用
いられた試料は、ＭＣＦ１０Ａ、ＭＣＦ１０Ａｓｈダイサー、ＭＤＡＭＢ２３１エクソソ
ーム（ＭＤＡ２３１　Ｅｘｏｓ）、ＭＤＡ－ＭＢ２３１ｓｈダイサーエクソソーム（ＭＤ
Ａ２３１ｓｈダイサー　ｅｘｏｓ）、及びダイサー抗体と共に電気穿孔されたＭＤＡ－Ｍ
Ｂ２３１エクソソーム（ＭＤＡ２３１　ｅｘｏｓ　＋ダイサーＡＢ）であった。データは
、３回の生物学的反復実験の結果であり、ＳＤとして表している。
【図６－３】オンコソームは、ｐｒｅ－ｍｉＲＮＡをプロセシングして成熟ｍｉＲＮＡを
生成する。（Ａ）ＭＤＡ－ＭＢ２３１細胞のエクソソームを採取して、ゲルダナマイシン
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と共に電気穿孔した。試料を無細胞培養条件で２４及び７２ｈ放置し、その後、エクソソ
ームを抽出して、６種のｍｉＲＮＡをｑＰＣＲにより定量した。７２ｈの無細胞培養後の
エクソソーム中の各ｍｉＲＮＡの倍率変化を、各試料の２４ｈ無細胞培養後のエクソソー
ム中の同じｍｉＲＮＡに比較して定量した。グラフのプロットは、２４ｈエクソソームに
比較した７２ｈエクソソーム中のｍｉＲＮＡの倍率変化を表し、±ｓ．ｄ．として表して
いる。（Ｂ）合成ｐｒｅ－ｍｉＲＮＡ－１０ｂ、－２１及びｃｅｌ－１を、ＭＣＦ１０Ａ
（ＭＣＦ１０Ａ電気泳動）、ＭＣＦ１０Ａｓｈダイサー（ＭＣＦ１０Ａｓｈダイサー電気
泳動）、ＭＤＡＭＢ２３１（ＭＤＡ－ＭＢ２３１電気泳動）及びＭＤＡ－ＭＢ２３１ｓｈ
ダイサー（ＭＤＡＭＢ２３１ｓｈダイサー電気泳動）細胞から採取されたエクソソーム中
で電気穿孔した。７２ｈ無細胞培養条件後に、エクソソームを採取した。７２ｈ電気穿孔
及び培養の前後に、ｐｒｅ－ｍｉＲＮＡ－１０ｂ、－２１及びｃｅｌ－１をｑＰＣＲによ
り定量した。プロットの各バーは、電気穿孔の０ｈ後に比較した電気穿孔の７２ｈ後のｐ
ｒｅ－ｍｉＲＮＡ－１０ｂ、－２１及びｃｅｌ－１の倍率変化を示しており、±ｓ．ｄ．
として表している。ｐｒｅ－ｍｉＲＮＡの非存在下で電気穿孔されたＭＣＦ１０Ａ及びＭ
ＤＡ－ＭＢ２３１エクソソームを、対象として用いて、ベースレベルを強調した。（Ｃ）
合成ｐｒｅ－ｍｉＲＮＡ－１０ｂ、－２１及びｃｅｌ－１を、ＭＣＦ１０Ａ（ＭＣＦ１０
Ａ電気泳動）、ＭＣＦ１０Ａｓｈダイサー（ＭＣＦ１０Ａｓｈダイサー電気泳動）、ＭＤ
ＡＭＢ２３１（ＭＤＡ－ＭＢ２３１電気泳動）及びＭＤＡ－ＭＢ２３１ｓｈダイサー（Ｍ
ＤＡＭＢ２３１ｓｈダイサー電気泳動）細胞から採取されたエクソソーム中に電気穿孔し
た。無細胞培養条件で７２ｈ後に、エクソソームを採取した。７２ｈの電気穿孔及び培養
の前後に、ＭｉＲ－１０ｂ、－２１及びｃｅｌ－１をｑＰＣＲにより定量した。プロット
の各バーは、電気穿孔の０ｈ後（上グラフ）又は２４ｈ後（下グラフ）に比較した、電気
穿孔の７２ｈ後のｍｉＲ－１０ｂ、－２１及びｃｅｌ－１の倍率変化を示しており、±ｓ
．ｄ．として表している。ｐｒｅ－ｍｉＲＮＡの非存在下で電気穿孔されたＭＣＦ１０Ａ
及びＭＤＡ－ＭＢ２３１エクソソームを、所定のベースレベルへの対照として用いた。（
Ｄ）検出プローブを用いずダイシングアッセイ（ｄｉｃｉｎｇ　ａｓｓａｙ）から得た試
料を用いたノーザンブロット。異なるエクソソームタンパク質抽出物、及びビオチンで内
部標識された合成ｐｒｅ－ｍｉＲ－１０ｂを、ダイシングアッセイに用いた。用いられた
試料は、ＭＣＦ１０Ａ、ＭＣＦ１０Ａｓｈダイサー、ＭＤＡＭＢ２３１エクソソーム（Ｍ
ＤＡ２３１　Ｅｘｏｓ）、ＭＤＡ－ＭＢ２３１ｓｈダイサークローン１及びクローン２か
ら得たエクソソーム（それぞれＭＤＡ２３１ｓｈダイサー　１　ｅｘｏｓ及びＭＤＡ２３
１ｓｈダイサー　２　ｅｘｏｓ）、ＭＤＡ－ＭＢ２３１ｓｈダイサー細胞、並びにダイサ
ー抗体と共に電気穿孔されたＭＤＡ－ＭＢ２３１エクソソーム（ＭＤＡ２３１　ｅｘｏｓ
　＋　ダイサーＡＢ）であった。（Ｅ）検出プローブを用いずダイシングアッセイから得
た試料を用いたノーザンブロット。異なるエクソソームタンパク質抽出物、及びビオチン
で内部標識された合成ｐｒｅ－ｍｉＲ－２１を、ダイシングアッセイに用いた。用いられ
た試料は、ＭＣＦ１０Ａ、ＭＣＦ１０Ａｓｈダイサー、ＭＤＡＭＢ２３１エクソソーム（
ＭＤＡ２３１　Ｅｘｏｓ）、ＭＤＡ－ＭＢ２３１ｓｈダイサークローン１及びクローン２
から得たエクソソーム（それぞれＭＤＡ２３１ｓｈダイサー　１　Ｅｘｏｓ及びＭＤＡ２
３１ｓｈダイサー　２　Ｅｘｏｓ）、ＭＤＡ－ＭＢ２３１ｓｈダイサー細胞、並びにダイ
サー抗体と共に電気穿孔されたＭＤＡ－ＭＢ２３１エクソソーム（ＭＤＡ２３１　ｅｘｏ
ｓ　＋ダイサーＡＢ）であった。（Ｆ）検出プローブを用いずダイシングアッセイから得
た試料を用いたノーザンブロット。異なるエクソソームタンパク質抽出物、及びビオチン
で内部標識された合成ｐｒｅ－ｃｅｌ－ｍｉＲ－１を、ダイシングアッセイに用いた。用
いられた試料は、ＭＣＦ１０Ａ、ＭＣＦ１０Ａｓｈダイサー、ＭＤＡＭＢ２３１エクソソ
ーム（ＭＤＡ２３１　Ｅｘｏｓ）、ＭＤＡ－ＭＢ２３１ｓｈダイサーエクソソーム（ＭＤ
Ａ２３１ｓｈダイサー　ｅｘｏｓ）、及びダイサー抗体と共に電気穿孔されたＭＤＡ－Ｍ
Ｂ２３１エクソソーム（ＭＤＡ２３１　ｅｘｏｓ　＋ダイサーＡＢ）であった。データは
、３回の生物学的反復実験の結果であり、ＳＤとして表している。
【図６－４】オンコソームは、ｐｒｅ－ｍｉＲＮＡをプロセシングして成熟ｍｉＲＮＡを
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生成する。（Ａ）ＭＤＡ－ＭＢ２３１細胞のエクソソームを採取して、ゲルダナマイシン
と共に電気穿孔した。試料を無細胞培養条件で２４及び７２ｈ放置し、その後、エクソソ
ームを抽出して、６種のｍｉＲＮＡをｑＰＣＲにより定量した。７２ｈの無細胞培養後の
エクソソーム中の各ｍｉＲＮＡの倍率変化を、各試料の２４ｈ無細胞培養後のエクソソー
ム中の同じｍｉＲＮＡに比較して定量した。グラフのプロットは、２４ｈエクソソームに
比較した７２ｈエクソソーム中のｍｉＲＮＡの倍率変化を表し、±ｓ．ｄ．として表して
いる。（Ｂ）合成ｐｒｅ－ｍｉＲＮＡ－１０ｂ、－２１及びｃｅｌ－１を、ＭＣＦ１０Ａ
（ＭＣＦ１０Ａ電気泳動）、ＭＣＦ１０Ａｓｈダイサー（ＭＣＦ１０Ａｓｈダイサー電気
泳動）、ＭＤＡＭＢ２３１（ＭＤＡ－ＭＢ２３１電気泳動）及びＭＤＡ－ＭＢ２３１ｓｈ
ダイサー（ＭＤＡＭＢ２３１ｓｈダイサー電気泳動）細胞から採取されたエクソソーム中
で電気穿孔した。７２ｈ無細胞培養条件後に、エクソソームを採取した。７２ｈ電気穿孔
及び培養の前後に、ｐｒｅ－ｍｉＲＮＡ－１０ｂ、－２１及びｃｅｌ－１をｑＰＣＲによ
り定量した。プロットの各バーは、電気穿孔の０ｈ後に比較した電気穿孔の７２ｈ後のｐ
ｒｅ－ｍｉＲＮＡ－１０ｂ、－２１及びｃｅｌ－１の倍率変化を示しており、±ｓ．ｄ．
として表している。ｐｒｅ－ｍｉＲＮＡの非存在下で電気穿孔されたＭＣＦ１０Ａ及びＭ
ＤＡ－ＭＢ２３１エクソソームを、対象として用いて、ベースレベルを強調した。（Ｃ）
合成ｐｒｅ－ｍｉＲＮＡ－１０ｂ、－２１及びｃｅｌ－１を、ＭＣＦ１０Ａ（ＭＣＦ１０
Ａ電気泳動）、ＭＣＦ１０Ａｓｈダイサー（ＭＣＦ１０Ａｓｈダイサー電気泳動）、ＭＤ
ＡＭＢ２３１（ＭＤＡ－ＭＢ２３１電気泳動）及びＭＤＡ－ＭＢ２３１ｓｈダイサー（Ｍ
ＤＡＭＢ２３１ｓｈダイサー電気泳動）細胞から採取されたエクソソーム中に電気穿孔し
た。無細胞培養条件で７２ｈ後に、エクソソームを採取した。７２ｈの電気穿孔及び培養
の前後に、ＭｉＲ－１０ｂ、－２１及びｃｅｌ－１をｑＰＣＲにより定量した。プロット
の各バーは、電気穿孔の０ｈ後（上グラフ）又は２４ｈ後（下グラフ）に比較した、電気
穿孔の７２ｈ後のｍｉＲ－１０ｂ、－２１及びｃｅｌ－１の倍率変化を示しており、±ｓ
．ｄ．として表している。ｐｒｅ－ｍｉＲＮＡの非存在下で電気穿孔されたＭＣＦ１０Ａ
及びＭＤＡ－ＭＢ２３１エクソソームを、所定のベースレベルへの対照として用いた。（
Ｄ）検出プローブを用いずダイシングアッセイ（ｄｉｃｉｎｇ　ａｓｓａｙ）から得た試
料を用いたノーザンブロット。異なるエクソソームタンパク質抽出物、及びビオチンで内
部標識された合成ｐｒｅ－ｍｉＲ－１０ｂを、ダイシングアッセイに用いた。用いられた
試料は、ＭＣＦ１０Ａ、ＭＣＦ１０Ａｓｈダイサー、ＭＤＡＭＢ２３１エクソソーム（Ｍ
ＤＡ２３１　Ｅｘｏｓ）、ＭＤＡ－ＭＢ２３１ｓｈダイサークローン１及びクローン２か
ら得たエクソソーム（それぞれＭＤＡ２３１ｓｈダイサー　１　ｅｘｏｓ及びＭＤＡ２３
１ｓｈダイサー　２　ｅｘｏｓ）、ＭＤＡ－ＭＢ２３１ｓｈダイサー細胞、並びにダイサ
ー抗体と共に電気穿孔されたＭＤＡ－ＭＢ２３１エクソソーム（ＭＤＡ２３１　ｅｘｏｓ
　＋　ダイサーＡＢ）であった。（Ｅ）検出プローブを用いずダイシングアッセイから得
た試料を用いたノーザンブロット。異なるエクソソームタンパク質抽出物、及びビオチン
で内部標識された合成ｐｒｅ－ｍｉＲ－２１を、ダイシングアッセイに用いた。用いられ
た試料は、ＭＣＦ１０Ａ、ＭＣＦ１０Ａｓｈダイサー、ＭＤＡＭＢ２３１エクソソーム（
ＭＤＡ２３１　Ｅｘｏｓ）、ＭＤＡ－ＭＢ２３１ｓｈダイサークローン１及びクローン２
から得たエクソソーム（それぞれＭＤＡ２３１ｓｈダイサー　１　Ｅｘｏｓ及びＭＤＡ２
３１ｓｈダイサー　２　Ｅｘｏｓ）、ＭＤＡ－ＭＢ２３１ｓｈダイサー細胞、並びにダイ
サー抗体と共に電気穿孔されたＭＤＡ－ＭＢ２３１エクソソーム（ＭＤＡ２３１　ｅｘｏ
ｓ　＋ダイサーＡＢ）であった。（Ｆ）検出プローブを用いずダイシングアッセイから得
た試料を用いたノーザンブロット。異なるエクソソームタンパク質抽出物、及びビオチン
で内部標識された合成ｐｒｅ－ｃｅｌ－ｍｉＲ－１を、ダイシングアッセイに用いた。用
いられた試料は、ＭＣＦ１０Ａ、ＭＣＦ１０Ａｓｈダイサー、ＭＤＡＭＢ２３１エクソソ
ーム（ＭＤＡ２３１　Ｅｘｏｓ）、ＭＤＡ－ＭＢ２３１ｓｈダイサーエクソソーム（ＭＤ
Ａ２３１ｓｈダイサー　ｅｘｏｓ）、及びダイサー抗体と共に電気穿孔されたＭＤＡ－Ｍ
Ｂ２３１エクソソーム（ＭＤＡ２３１　ｅｘｏｓ　＋ダイサーＡＢ）であった。データは
、３回の生物学的反復実験の結果であり、ＳＤとして表している。
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【図７－１】オンコソームは、ダイサー依存的にレシピエント細胞におけるトランスクリ
プトーム改変及び腫瘍形成を誘導する。（Ａ）抗ＰＴＥＮ抗体と、無細胞培養後にＭＤＡ
－ＭＢ２３１オンコソームで０、３０ｍｉｎ、１ｈ、１２ｈ及び２４ｈ、処置されたＭＣ
Ｆ１０Ａ細胞のタンパク質抽出物と、を用いた免疫ブロット。β－アクチンを負荷対照と
して用いた。（Ｂ）抗ＨＯＸＤ１０抗体と、無細胞培養条件後にＭＤＡ－ＭＢ２３１オン
コソームで０、３０ｍｉｎ、１ｈ、１２ｈ及び２４ｈ、処置されたＭＣＦ１０Ａ細胞のタ
ンパク質抽出物と、を用いた免疫ブロット。β－アクチンを負荷対照として用いた。（Ｃ
）３’ＵＴＲ－ＰＴＥＮ－ＷＴ、３’ＵＴＲＰＴＥＮ－Ｍｕｔ、３’ＵＴＲ－ＨＯＸＤ１
０－ＷＴ及び３’ＵＴＲ－ＨＯＸＤ１０－Ｍｕｔで一過性トランスフェクトされ、ＭＤＡ
－ＭＢ２３１細胞から得られたオンコソームで処置されたＭＣＦ１０Ａ細胞中のルシフェ
ラーゼレポータ活性を示すグラフ。（Ｄ）抗ＰＴＥＮ抗体（上パネル）及び抗ＨＯＸＤ１
０抗体（中パネル）、並びに無細胞培養条件後にダイサー抗体と共に電気穿孔されたＭＤ
Ａ－ＭＢ２３１オンコソームで０、３０ｍｉｎ、１ｈ、１２ｈ及び２４ｈ、処置されたＭ
ＣＦ１０Ａ細胞のタンパク質抽出物を用いた免疫ブロット。β－アクチンを負荷対照とし
て用いた。（Ｅ）抗Ｓｍａｄ４抗体（上パネル）、ＭＣＦ１０Ａ細胞のタンパク質抽出物
、並びに抗ｍｉＲ－１８２－５ｐを有するＭＤＡ－ＭＢ２３１エクソソーム及び無細胞培
養時間を含まないＭＤＡ－ＭＢ２３１エクソソームで処置されたＭＣＦ１０Ａ細胞のタン
パク質抽出物を用いた免疫ブロット。β－アクチンを負荷対照として用いた。（Ｆ）ＭＣ
Ｆ１０Ａ細胞、無細胞培養時間を含まずにＭＤＡ－ＭＢ２３１エクソソームで処置された
ＭＣＦ１０Ａ細胞（ＭＣＦ１０Ａ　＋　ＭＤＡ２３１　ｅｘｏｓ）、無細胞培養時間を含
みＭＤＡ－ＭＢ２３１エクソソームで処置されたＭＣＦ１０Ａ細胞（ＭＣＦ１０Ａ細胞　
＋　ＭＤＡ２３１ｅｘｏｓ培養物）、及び無細胞培養時間を含みダイサー抗体と共に電気
穿孔されたＭＤＡ－ＭＢ２３１エクソソームで処置されたＭＣＦ１０Ａ細胞（ＭＣＦ１０
Ａ細胞　＋　ＭＤＡ２３１ｅｘｏｓ　ダイサーＡＢ）の５日培養時のＭＴＴアッセイによ
り測定された細胞生存率であり、±ｓ．ｄ．として表している。＊　ｐ＝０．００２７。
（Ｇ）コロニー形成アッセイにより、８日のＭＣＦ１０Ａ細胞培養、無細胞培養時間を含
まずにＭＤＡ－ＭＢ２３１エクソソームで処置されたＭＣＦ１０Ａ細胞（ＭＣＦ１０Ａ　
＋　ＭＤＡ２３１　ｅｘｏｓ）、無細胞培養時間を含みＭＤＡ－ＭＢ２３１エクソソーム
で処置されたＭＣＦ１０Ａ細胞（ＭＣＦ１０Ａ細胞　＋　ＭＤＡ２３１　ｅｘｏｓ培養物
）、及び無細胞培養時間を含みダイサー抗体と共に電気穿孔されたＭＤＡ－ＭＢ２３１エ
クソソームで処置されたＭＣＦ１０Ａ細胞（ＭＣＦ１０Ａ細胞　＋　ＭＤＡ２３１　ｅｘ
ｏｓ　ダイサーＡＢ）の後に、培養プレート中でＭＴＴ試薬で標識されたコロニーの形成
を示している。（Ｈ）上グラフ：ＭＣＦ１０Ａ細胞、ＭＤＡ－ＭＢ２３１オンコソームに
暴露されたＭＣＦ１０Ａ細胞（ＭＣＦ１０Ａ細胞　＋　ＭＤＡ２３１　ｅｘｏｓ培養物）
、ダイサー抗体と共に電気穿孔されたＭＤＡ－ＭＢ２３１オンコソームに暴露されたＭＣ
Ｆ１０Ａ細胞（ＭＣＦ１０Ａ細胞　＋　ＭＤＡ２３１　ｅｘｏｓ　ダイサーＡＢ）、及び
のアクチン抗体と共に電気穿孔されたＭＤＡＭＢ２３１オンコソームに暴露されたＭＣＦ
１０Ａ細胞（ＭＣＦ１０Ａ細胞　＋　ＭＤＡ２３１　ｅｘｏｓアクチンＡＢ）を、無胸腺
ヌードマウスの乳房脂肪体に同所性に注射した。グラフは、時間に対する腫瘍体積を示し
ており、±ｓ．ｄ．として表している。＊ｐ＝０．００５。下グラフ：ＭＣＦ１０Ａ細胞
、ＭＤＡ－ＭＢ２３１細胞及びオンコソームに暴露されたＭＣＦ１０Ａ細胞（ＭＤＡ－Ｍ
Ｂ２３１）を、無胸腺ヌードマウスの乳房脂肪体に同所性に注射した。グラフは、時間に
対する腫瘍体積を示している。
【図７－２】オンコソームは、ダイサー依存的にレシピエント細胞におけるトランスクリ
プトーム改変及び腫瘍形成を誘導する。（Ａ）抗ＰＴＥＮ抗体と、無細胞培養後にＭＤＡ
－ＭＢ２３１オンコソームで０、３０ｍｉｎ、１ｈ、１２ｈ及び２４ｈ、処置されたＭＣ
Ｆ１０Ａ細胞のタンパク質抽出物と、を用いた免疫ブロット。β－アクチンを負荷対照と
して用いた。（Ｂ）抗ＨＯＸＤ１０抗体と、無細胞培養条件後にＭＤＡ－ＭＢ２３１オン
コソームで０、３０ｍｉｎ、１ｈ、１２ｈ及び２４ｈ、処置されたＭＣＦ１０Ａ細胞のタ
ンパク質抽出物と、を用いた免疫ブロット。β－アクチンを負荷対照として用いた。（Ｃ
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）３’ＵＴＲ－ＰＴＥＮ－ＷＴ、３’ＵＴＲＰＴＥＮ－Ｍｕｔ、３’ＵＴＲ－ＨＯＸＤ１
０－ＷＴ及び３’ＵＴＲ－ＨＯＸＤ１０－Ｍｕｔで一過性トランスフェクトされ、ＭＤＡ
－ＭＢ２３１細胞から得られたオンコソームで処置されたＭＣＦ１０Ａ細胞中のルシフェ
ラーゼレポータ活性を示すグラフ。（Ｄ）抗ＰＴＥＮ抗体（上パネル）及び抗ＨＯＸＤ１
０抗体（中パネル）、並びに無細胞培養条件後にダイサー抗体と共に電気穿孔されたＭＤ
Ａ－ＭＢ２３１オンコソームで０、３０ｍｉｎ、１ｈ、１２ｈ及び２４ｈ、処置されたＭ
ＣＦ１０Ａ細胞のタンパク質抽出物を用いた免疫ブロット。β－アクチンを負荷対照とし
て用いた。（Ｅ）抗Ｓｍａｄ４抗体（上パネル）、ＭＣＦ１０Ａ細胞のタンパク質抽出物
、並びに抗ｍｉＲ－１８２－５ｐを有するＭＤＡ－ＭＢ２３１エクソソーム及び無細胞培
養時間を含まないＭＤＡ－ＭＢ２３１エクソソームで処置されたＭＣＦ１０Ａ細胞のタン
パク質抽出物を用いた免疫ブロット。β－アクチンを負荷対照として用いた。（Ｆ）ＭＣ
Ｆ１０Ａ細胞、無細胞培養時間を含まずにＭＤＡ－ＭＢ２３１エクソソームで処置された
ＭＣＦ１０Ａ細胞（ＭＣＦ１０Ａ　＋　ＭＤＡ２３１　ｅｘｏｓ）、無細胞培養時間を含
みＭＤＡ－ＭＢ２３１エクソソームで処置されたＭＣＦ１０Ａ細胞（ＭＣＦ１０Ａ細胞　
＋　ＭＤＡ２３１ｅｘｏｓ培養物）、及び無細胞培養時間を含みダイサー抗体と共に電気
穿孔されたＭＤＡ－ＭＢ２３１エクソソームで処置されたＭＣＦ１０Ａ細胞（ＭＣＦ１０
Ａ細胞　＋　ＭＤＡ２３１ｅｘｏｓ　ダイサーＡＢ）の５日培養時のＭＴＴアッセイによ
り測定された細胞生存率であり、±ｓ．ｄ．として表している。＊　ｐ＝０．００２７。
（Ｇ）コロニー形成アッセイにより、８日のＭＣＦ１０Ａ細胞培養、無細胞培養時間を含
まずにＭＤＡ－ＭＢ２３１エクソソームで処置されたＭＣＦ１０Ａ細胞（ＭＣＦ１０Ａ　
＋　ＭＤＡ２３１　ｅｘｏｓ）、無細胞培養時間を含みＭＤＡ－ＭＢ２３１エクソソーム
で処置されたＭＣＦ１０Ａ細胞（ＭＣＦ１０Ａ細胞　＋　ＭＤＡ２３１　ｅｘｏｓ培養物
）、及び無細胞培養時間を含みダイサー抗体と共に電気穿孔されたＭＤＡ－ＭＢ２３１エ
クソソームで処置されたＭＣＦ１０Ａ細胞（ＭＣＦ１０Ａ細胞　＋　ＭＤＡ２３１　ｅｘ
ｏｓ　ダイサーＡＢ）の後に、培養プレート中でＭＴＴ試薬で標識されたコロニーの形成
を示している。（Ｈ）上グラフ：ＭＣＦ１０Ａ細胞、ＭＤＡ－ＭＢ２３１オンコソームに
暴露されたＭＣＦ１０Ａ細胞（ＭＣＦ１０Ａ細胞　＋　ＭＤＡ２３１　ｅｘｏｓ培養物）
、ダイサー抗体と共に電気穿孔されたＭＤＡ－ＭＢ２３１オンコソームに暴露されたＭＣ
Ｆ１０Ａ細胞（ＭＣＦ１０Ａ細胞　＋　ＭＤＡ２３１　ｅｘｏｓ　ダイサーＡＢ）、及び
のアクチン抗体と共に電気穿孔されたＭＤＡＭＢ２３１オンコソームに暴露されたＭＣＦ
１０Ａ細胞（ＭＣＦ１０Ａ細胞　＋　ＭＤＡ２３１　ｅｘｏｓアクチンＡＢ）を、無胸腺
ヌードマウスの乳房脂肪体に同所性に注射した。グラフは、時間に対する腫瘍体積を示し
ており、±ｓ．ｄ．として表している。＊ｐ＝０．００５。下グラフ：ＭＣＦ１０Ａ細胞
、ＭＤＡ－ＭＢ２３１細胞及びオンコソームに暴露されたＭＣＦ１０Ａ細胞（ＭＤＡ－Ｍ
Ｂ２３１）を、無胸腺ヌードマウスの乳房脂肪体に同所性に注射した。グラフは、時間に
対する腫瘍体積を示している。
【図７－３】オンコソームは、ダイサー依存的にレシピエント細胞におけるトランスクリ
プトーム改変及び腫瘍形成を誘導する。（Ａ）抗ＰＴＥＮ抗体と、無細胞培養後にＭＤＡ
－ＭＢ２３１オンコソームで０、３０ｍｉｎ、１ｈ、１２ｈ及び２４ｈ、処置されたＭＣ
Ｆ１０Ａ細胞のタンパク質抽出物と、を用いた免疫ブロット。β－アクチンを負荷対照と
して用いた。（Ｂ）抗ＨＯＸＤ１０抗体と、無細胞培養条件後にＭＤＡ－ＭＢ２３１オン
コソームで０、３０ｍｉｎ、１ｈ、１２ｈ及び２４ｈ、処置されたＭＣＦ１０Ａ細胞のタ
ンパク質抽出物と、を用いた免疫ブロット。β－アクチンを負荷対照として用いた。（Ｃ
）３’ＵＴＲ－ＰＴＥＮ－ＷＴ、３’ＵＴＲＰＴＥＮ－Ｍｕｔ、３’ＵＴＲ－ＨＯＸＤ１
０－ＷＴ及び３’ＵＴＲ－ＨＯＸＤ１０－Ｍｕｔで一過性トランスフェクトされ、ＭＤＡ
－ＭＢ２３１細胞から得られたオンコソームで処置されたＭＣＦ１０Ａ細胞中のルシフェ
ラーゼレポータ活性を示すグラフ。（Ｄ）抗ＰＴＥＮ抗体（上パネル）及び抗ＨＯＸＤ１
０抗体（中パネル）、並びに無細胞培養条件後にダイサー抗体と共に電気穿孔されたＭＤ
Ａ－ＭＢ２３１オンコソームで０、３０ｍｉｎ、１ｈ、１２ｈ及び２４ｈ、処置されたＭ
ＣＦ１０Ａ細胞のタンパク質抽出物を用いた免疫ブロット。β－アクチンを負荷対照とし
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て用いた。（Ｅ）抗Ｓｍａｄ４抗体（上パネル）、ＭＣＦ１０Ａ細胞のタンパク質抽出物
、並びに抗ｍｉＲ－１８２－５ｐを有するＭＤＡ－ＭＢ２３１エクソソーム及び無細胞培
養時間を含まないＭＤＡ－ＭＢ２３１エクソソームで処置されたＭＣＦ１０Ａ細胞のタン
パク質抽出物を用いた免疫ブロット。β－アクチンを負荷対照として用いた。（Ｆ）ＭＣ
Ｆ１０Ａ細胞、無細胞培養時間を含まずにＭＤＡ－ＭＢ２３１エクソソームで処置された
ＭＣＦ１０Ａ細胞（ＭＣＦ１０Ａ　＋　ＭＤＡ２３１　ｅｘｏｓ）、無細胞培養時間を含
みＭＤＡ－ＭＢ２３１エクソソームで処置されたＭＣＦ１０Ａ細胞（ＭＣＦ１０Ａ細胞　
＋　ＭＤＡ２３１ｅｘｏｓ培養物）、及び無細胞培養時間を含みダイサー抗体と共に電気
穿孔されたＭＤＡ－ＭＢ２３１エクソソームで処置されたＭＣＦ１０Ａ細胞（ＭＣＦ１０
Ａ細胞　＋　ＭＤＡ２３１ｅｘｏｓ　ダイサーＡＢ）の５日培養時のＭＴＴアッセイによ
り測定された細胞生存率であり、±ｓ．ｄ．として表している。＊　ｐ＝０．００２７。
（Ｇ）コロニー形成アッセイにより、８日のＭＣＦ１０Ａ細胞培養、無細胞培養時間を含
まずにＭＤＡ－ＭＢ２３１エクソソームで処置されたＭＣＦ１０Ａ細胞（ＭＣＦ１０Ａ　
＋　ＭＤＡ２３１　ｅｘｏｓ）、無細胞培養時間を含みＭＤＡ－ＭＢ２３１エクソソーム
で処置されたＭＣＦ１０Ａ細胞（ＭＣＦ１０Ａ細胞　＋　ＭＤＡ２３１　ｅｘｏｓ培養物
）、及び無細胞培養時間を含みダイサー抗体と共に電気穿孔されたＭＤＡ－ＭＢ２３１エ
クソソームで処置されたＭＣＦ１０Ａ細胞（ＭＣＦ１０Ａ細胞　＋　ＭＤＡ２３１　ｅｘ
ｏｓ　ダイサーＡＢ）の後に、培養プレート中でＭＴＴ試薬で標識されたコロニーの形成
を示している。（Ｈ）上グラフ：ＭＣＦ１０Ａ細胞、ＭＤＡ－ＭＢ２３１オンコソームに
暴露されたＭＣＦ１０Ａ細胞（ＭＣＦ１０Ａ細胞　＋　ＭＤＡ２３１　ｅｘｏｓ培養物）
、ダイサー抗体と共に電気穿孔されたＭＤＡ－ＭＢ２３１オンコソームに暴露されたＭＣ
Ｆ１０Ａ細胞（ＭＣＦ１０Ａ細胞　＋　ＭＤＡ２３１　ｅｘｏｓ　ダイサーＡＢ）、及び
のアクチン抗体と共に電気穿孔されたＭＤＡＭＢ２３１オンコソームに暴露されたＭＣＦ
１０Ａ細胞（ＭＣＦ１０Ａ細胞　＋　ＭＤＡ２３１　ｅｘｏｓアクチンＡＢ）を、無胸腺
ヌードマウスの乳房脂肪体に同所性に注射した。グラフは、時間に対する腫瘍体積を示し
ており、±ｓ．ｄ．として表している。＊ｐ＝０．００５。下グラフ：ＭＣＦ１０Ａ細胞
、ＭＤＡ－ＭＢ２３１細胞及びオンコソームに暴露されたＭＣＦ１０Ａ細胞（ＭＤＡ－Ｍ
Ｂ２３１）を、無胸腺ヌードマウスの乳房脂肪体に同所性に注射した。グラフは、時間に
対する腫瘍体積を示している。
【図７－４】オンコソームは、ダイサー依存的にレシピエント細胞におけるトランスクリ
プトーム改変及び腫瘍形成を誘導する。（Ａ）抗ＰＴＥＮ抗体と、無細胞培養後にＭＤＡ
－ＭＢ２３１オンコソームで０、３０ｍｉｎ、１ｈ、１２ｈ及び２４ｈ、処置されたＭＣ
Ｆ１０Ａ細胞のタンパク質抽出物と、を用いた免疫ブロット。β－アクチンを負荷対照と
して用いた。（Ｂ）抗ＨＯＸＤ１０抗体と、無細胞培養条件後にＭＤＡ－ＭＢ２３１オン
コソームで０、３０ｍｉｎ、１ｈ、１２ｈ及び２４ｈ、処置されたＭＣＦ１０Ａ細胞のタ
ンパク質抽出物と、を用いた免疫ブロット。β－アクチンを負荷対照として用いた。（Ｃ
）３’ＵＴＲ－ＰＴＥＮ－ＷＴ、３’ＵＴＲＰＴＥＮ－Ｍｕｔ、３’ＵＴＲ－ＨＯＸＤ１
０－ＷＴ及び３’ＵＴＲ－ＨＯＸＤ１０－Ｍｕｔで一過性トランスフェクトされ、ＭＤＡ
－ＭＢ２３１細胞から得られたオンコソームで処置されたＭＣＦ１０Ａ細胞中のルシフェ
ラーゼレポータ活性を示すグラフ。（Ｄ）抗ＰＴＥＮ抗体（上パネル）及び抗ＨＯＸＤ１
０抗体（中パネル）、並びに無細胞培養条件後にダイサー抗体と共に電気穿孔されたＭＤ
Ａ－ＭＢ２３１オンコソームで０、３０ｍｉｎ、１ｈ、１２ｈ及び２４ｈ、処置されたＭ
ＣＦ１０Ａ細胞のタンパク質抽出物を用いた免疫ブロット。β－アクチンを負荷対照とし
て用いた。（Ｅ）抗Ｓｍａｄ４抗体（上パネル）、ＭＣＦ１０Ａ細胞のタンパク質抽出物
、並びに抗ｍｉＲ－１８２－５ｐを有するＭＤＡ－ＭＢ２３１エクソソーム及び無細胞培
養時間を含まないＭＤＡ－ＭＢ２３１エクソソームで処置されたＭＣＦ１０Ａ細胞のタン
パク質抽出物を用いた免疫ブロット。β－アクチンを負荷対照として用いた。（Ｆ）ＭＣ
Ｆ１０Ａ細胞、無細胞培養時間を含まずにＭＤＡ－ＭＢ２３１エクソソームで処置された
ＭＣＦ１０Ａ細胞（ＭＣＦ１０Ａ　＋　ＭＤＡ２３１　ｅｘｏｓ）、無細胞培養時間を含
みＭＤＡ－ＭＢ２３１エクソソームで処置されたＭＣＦ１０Ａ細胞（ＭＣＦ１０Ａ細胞　
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＋　ＭＤＡ２３１ｅｘｏｓ培養物）、及び無細胞培養時間を含みダイサー抗体と共に電気
穿孔されたＭＤＡ－ＭＢ２３１エクソソームで処置されたＭＣＦ１０Ａ細胞（ＭＣＦ１０
Ａ細胞　＋　ＭＤＡ２３１ｅｘｏｓ　ダイサーＡＢ）の５日培養時のＭＴＴアッセイによ
り測定された細胞生存率であり、±ｓ．ｄ．として表している。＊　ｐ＝０．００２７。
（Ｇ）コロニー形成アッセイにより、８日のＭＣＦ１０Ａ細胞培養、無細胞培養時間を含
まずにＭＤＡ－ＭＢ２３１エクソソームで処置されたＭＣＦ１０Ａ細胞（ＭＣＦ１０Ａ　
＋　ＭＤＡ２３１　ｅｘｏｓ）、無細胞培養時間を含みＭＤＡ－ＭＢ２３１エクソソーム
で処置されたＭＣＦ１０Ａ細胞（ＭＣＦ１０Ａ細胞　＋　ＭＤＡ２３１　ｅｘｏｓ培養物
）、及び無細胞培養時間を含みダイサー抗体と共に電気穿孔されたＭＤＡ－ＭＢ２３１エ
クソソームで処置されたＭＣＦ１０Ａ細胞（ＭＣＦ１０Ａ細胞　＋　ＭＤＡ２３１　ｅｘ
ｏｓ　ダイサーＡＢ）の後に、培養プレート中でＭＴＴ試薬で標識されたコロニーの形成
を示している。（Ｈ）上グラフ：ＭＣＦ１０Ａ細胞、ＭＤＡ－ＭＢ２３１オンコソームに
暴露されたＭＣＦ１０Ａ細胞（ＭＣＦ１０Ａ細胞　＋　ＭＤＡ２３１　ｅｘｏｓ培養物）
、ダイサー抗体と共に電気穿孔されたＭＤＡ－ＭＢ２３１オンコソームに暴露されたＭＣ
Ｆ１０Ａ細胞（ＭＣＦ１０Ａ細胞　＋　ＭＤＡ２３１　ｅｘｏｓ　ダイサーＡＢ）、及び
のアクチン抗体と共に電気穿孔されたＭＤＡＭＢ２３１オンコソームに暴露されたＭＣＦ
１０Ａ細胞（ＭＣＦ１０Ａ細胞　＋　ＭＤＡ２３１　ｅｘｏｓアクチンＡＢ）を、無胸腺
ヌードマウスの乳房脂肪体に同所性に注射した。グラフは、時間に対する腫瘍体積を示し
ており、±ｓ．ｄ．として表している。＊ｐ＝０．００５。下グラフ：ＭＣＦ１０Ａ細胞
、ＭＤＡ－ＭＢ２３１細胞及びオンコソームに暴露されたＭＣＦ１０Ａ細胞（ＭＤＡ－Ｍ
Ｂ２３１）を、無胸腺ヌードマウスの乳房脂肪体に同所性に注射した。グラフは、時間に
対する腫瘍体積を示している。
【図８－１】乳癌患者の血清は、ダイサーを含み、ｐｒｅ－ｍｉＲＮＡをプロセシングす
る。（Ａ）ヒト及びマウスのダイサーを認識する抗ダイサー抗体と、ヒト腫瘍で異種移植
されたマウスから採取された血清エクソソームから得たタンパク質抽出物と、を用いた免
疫ブロット（図１８Ａに示す）。ＯＶＡ１－５は、ヒト卵巣異種移植片を表し；ＥＮＤ１
－３は、ヒト子宮内膜異種移植片を表し；ＢＲＳＴ１及び２は、ヒト乳癌異種移植片を表
す。４Ｔ１エクソソーム及び細胞を、ネズミダイサーの対照として用いた。ｈｓａ－ダイ
サーは、ヒトダイサー分子量を表し、ｍｍｕ－ダイサーは、ネズミダイサー分子量を表す
。負荷対照としての膜のクーマシー染色については図１８Ｄを参照されたい。（Ｂ）８名
の健常ドナー（左グラフ）及び１１名の乳癌患者（右グラフ）の血清から抽出されたエク
ソソームのサイズ分布を示すＮａｎｏＳｉｇｈｔ粒子トラッキング分析。サイズをより上
手く示すために、試料の濃度を標準化した。（Ｃ）乳癌患者の血清から採取されたエクソ
ソームの透過型電子顕微鏡写真。（Ｄ）ＮａｎｏＳｉｇｈｔ粒子トラッキング分析により
評価された８名の健常ドナー及び１１名の乳癌患者の血清から得たエクソソームの濃度。
＊　ｐ＝０．０１２。（Ｅ）エクソソームを、８名の健常ドナー及び１１名の乳癌患者の
採血間もない血清から採取した。抽出された試料を、無細胞培養条件で２４及び７２ｈ、
放置した。２４及び７２ｈ後に、エクソソームを採取して、６種のｐｒｅ－ｍｉＲＮＡを
ｑＰＣＲにより定量した。７２ｈの無細胞培養後のエクソソーム中の各ｐｒｅ－ｍｉＲＮ
Ａの倍率変化を、各試料中の２４ｈ無細胞培養後のエクソソーム中の同じｐｒｅ－ｍｉＲ
ＮＡに比較して定量した。グラフのプロットは、２４ｈエクソソームに比較した７２ｈエ
クソソーム中のｐｒｅ－ｍｉＲＮＡの平均倍率変化を表し、±ｓ．ｄ．として表している
。（Ｆ）エクソソームを、８名の健常ドナー及び１１名の乳癌患者の採血間もない血清か
ら採取した。抽出された試料を、無細胞培養条件で２４及び７２ｈ、放置した。２４及び
７２ｈ後に、エクソソームを採取して、６種のｍｉＲＮＡをｑＰＣＲにより定量した。７
２ｈの無細胞培養後のエクソソーム中の各ｍｉＲＮＡの倍率変化を、各試料中の２４ｈ無
細胞培養後のエクソソーム中の同じｍｉＲＮＡに比較して定量した。グラフのドットプロ
ットは、２４ｈエクソソームに比較した７２ｈエクソソーム中のｍｉＲＮＡの平均倍率変
化を表す。パネルＥ及びＦは両者とも、それぞれが三重測定で行われた独立した実験３回
の結果であり、±ｓ．ｄ．として表している。（Ｇ）ＭＣＦ１０Ａ細胞、健常なドナーの
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エクソソームと混合されたＭＣＦ１０Ａ細胞（Ｈ１－８）及び乳癌患者のエクソソームと
混合されたＭＣＦ１０Ａ細胞（ＢＣ１－１１）を、無胸腺ヌードマウスの乳房脂肪体に同
所性に注射した。用いられたエクソソームの数は体重あたりで計算されており、血清から
回収された初期濃度を反映している。腫瘍を形成しなかった試料は、グラフのＸ軸と重な
って見える。このグラフは、時間に対する腫瘍体積を示しており、±ｓ．ｄ．として表し
ている。（Ｈ）抗ダイサー抗体と、５名の健常個体（Ｃ４６、Ｃ４５、Ｃ４４、Ｃ４３及
びＣ４１）及び４名の転移性乳癌（Ｍｅｔ２１９、Ｍｅｔ３５４、Ｍｅｔ２９９及びＭｅ
ｔ３５６）から採取された血清エクソソームから得たタンパク質抽出物と、を用い、負荷
対照としてＣＤ９ブロットを用いた免疫ブロット。（Ｉ）ＨＤＦ及びオンコソーム（ＭＤ
Ａ－ＭＢ２３１）で処置されたＨＤＦの倍加時間。＊　ｐ＝０．０１１４。イメージＪソ
フトウエアを利用して、免疫ブロットの定量を実施した。
【図８－２】乳癌患者の血清は、ダイサーを含み、ｐｒｅ－ｍｉＲＮＡをプロセシングす
る。（Ａ）ヒト及びマウスのダイサーを認識する抗ダイサー抗体と、ヒト腫瘍で異種移植
されたマウスから採取された血清エクソソームから得たタンパク質抽出物と、を用いた免
疫ブロット（図１８Ａに示す）。ＯＶＡ１－５は、ヒト卵巣異種移植片を表し；ＥＮＤ１
－３は、ヒト子宮内膜異種移植片を表し；ＢＲＳＴ１及び２は、ヒト乳癌異種移植片を表
す。４Ｔ１エクソソーム及び細胞を、ネズミダイサーの対照として用いた。ｈｓａ－ダイ
サーは、ヒトダイサー分子量を表し、ｍｍｕ－ダイサーは、ネズミダイサー分子量を表す
。負荷対照としての膜のクーマシー染色については図１８Ｄを参照されたい。（Ｂ）８名
の健常ドナー（左グラフ）及び１１名の乳癌患者（右グラフ）の血清から抽出されたエク
ソソームのサイズ分布を示すＮａｎｏＳｉｇｈｔ粒子トラッキング分析。サイズをより上
手く示すために、試料の濃度を標準化した。（Ｃ）乳癌患者の血清から採取されたエクソ
ソームの透過型電子顕微鏡写真。（Ｄ）ＮａｎｏＳｉｇｈｔ粒子トラッキング分析により
評価された８名の健常ドナー及び１１名の乳癌患者の血清から得たエクソソームの濃度。
＊　ｐ＝０．０１２。（Ｅ）エクソソームを、８名の健常ドナー及び１１名の乳癌患者の
採血間もない血清から採取した。抽出された試料を、無細胞培養条件で２４及び７２ｈ、
放置した。２４及び７２ｈ後に、エクソソームを採取して、６種のｐｒｅ－ｍｉＲＮＡを
ｑＰＣＲにより定量した。７２ｈの無細胞培養後のエクソソーム中の各ｐｒｅ－ｍｉＲＮ
Ａの倍率変化を、各試料中の２４ｈ無細胞培養後のエクソソーム中の同じｐｒｅ－ｍｉＲ
ＮＡに比較して定量した。グラフのプロットは、２４ｈエクソソームに比較した７２ｈエ
クソソーム中のｐｒｅ－ｍｉＲＮＡの平均倍率変化を表し、±ｓ．ｄ．として表している
。（Ｆ）エクソソームを、８名の健常ドナー及び１１名の乳癌患者の採血間もない血清か
ら採取した。抽出された試料を、無細胞培養条件で２４及び７２ｈ、放置した。２４及び
７２ｈ後に、エクソソームを採取して、６種のｍｉＲＮＡをｑＰＣＲにより定量した。７
２ｈの無細胞培養後のエクソソーム中の各ｍｉＲＮＡの倍率変化を、各試料中の２４ｈ無
細胞培養後のエクソソーム中の同じｍｉＲＮＡに比較して定量した。グラフのドットプロ
ットは、２４ｈエクソソームに比較した７２ｈエクソソーム中のｍｉＲＮＡの平均倍率変
化を表す。パネルＥ及びＦは両者とも、それぞれが三重測定で行われた独立した実験３回
の結果であり、±ｓ．ｄ．として表している。（Ｇ）ＭＣＦ１０Ａ細胞、健常なドナーの
エクソソームと混合されたＭＣＦ１０Ａ細胞（Ｈ１－８）及び乳癌患者のエクソソームと
混合されたＭＣＦ１０Ａ細胞（ＢＣ１－１１）を、無胸腺ヌードマウスの乳房脂肪体に同
所性に注射した。用いられたエクソソームの数は体重あたりで計算されており、血清から
回収された初期濃度を反映している。腫瘍を形成しなかった試料は、グラフのＸ軸と重な
って見える。このグラフは、時間に対する腫瘍体積を示しており、±ｓ．ｄ．として表し
ている。（Ｈ）抗ダイサー抗体と、５名の健常個体（Ｃ４６、Ｃ４５、Ｃ４４、Ｃ４３及
びＣ４１）及び４名の転移性乳癌（Ｍｅｔ２１９、Ｍｅｔ３５４、Ｍｅｔ２９９及びＭｅ
ｔ３５６）から採取された血清エクソソームから得たタンパク質抽出物と、を用い、負荷
対照としてＣＤ９ブロットを用いた免疫ブロット。（Ｉ）ＨＤＦ及びオンコソーム（ＭＤ
Ａ－ＭＢ２３１）で処置されたＨＤＦの倍加時間。＊　ｐ＝０．０１１４。イメージＪソ
フトウエアを利用して、免疫ブロットの定量を実施した。
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【図８－３】乳癌患者の血清は、ダイサーを含み、ｐｒｅ－ｍｉＲＮＡをプロセシングす
る。（Ａ）ヒト及びマウスのダイサーを認識する抗ダイサー抗体と、ヒト腫瘍で異種移植
されたマウスから採取された血清エクソソームから得たタンパク質抽出物と、を用いた免
疫ブロット（図１８Ａに示す）。ＯＶＡ１－５は、ヒト卵巣異種移植片を表し；ＥＮＤ１
－３は、ヒト子宮内膜異種移植片を表し；ＢＲＳＴ１及び２は、ヒト乳癌異種移植片を表
す。４Ｔ１エクソソーム及び細胞を、ネズミダイサーの対照として用いた。ｈｓａ－ダイ
サーは、ヒトダイサー分子量を表し、ｍｍｕ－ダイサーは、ネズミダイサー分子量を表す
。負荷対照としての膜のクーマシー染色については図１８Ｄを参照されたい。（Ｂ）８名
の健常ドナー（左グラフ）及び１１名の乳癌患者（右グラフ）の血清から抽出されたエク
ソソームのサイズ分布を示すＮａｎｏＳｉｇｈｔ粒子トラッキング分析。サイズをより上
手く示すために、試料の濃度を標準化した。（Ｃ）乳癌患者の血清から採取されたエクソ
ソームの透過型電子顕微鏡写真。（Ｄ）ＮａｎｏＳｉｇｈｔ粒子トラッキング分析により
評価された８名の健常ドナー及び１１名の乳癌患者の血清から得たエクソソームの濃度。
＊　ｐ＝０．０１２。（Ｅ）エクソソームを、８名の健常ドナー及び１１名の乳癌患者の
採血間もない血清から採取した。抽出された試料を、無細胞培養条件で２４及び７２ｈ、
放置した。２４及び７２ｈ後に、エクソソームを採取して、６種のｐｒｅ－ｍｉＲＮＡを
ｑＰＣＲにより定量した。７２ｈの無細胞培養後のエクソソーム中の各ｐｒｅ－ｍｉＲＮ
Ａの倍率変化を、各試料中の２４ｈ無細胞培養後のエクソソーム中の同じｐｒｅ－ｍｉＲ
ＮＡに比較して定量した。グラフのプロットは、２４ｈエクソソームに比較した７２ｈエ
クソソーム中のｐｒｅ－ｍｉＲＮＡの平均倍率変化を表し、±ｓ．ｄ．として表している
。（Ｆ）エクソソームを、８名の健常ドナー及び１１名の乳癌患者の採血間もない血清か
ら採取した。抽出された試料を、無細胞培養条件で２４及び７２ｈ、放置した。２４及び
７２ｈ後に、エクソソームを採取して、６種のｍｉＲＮＡをｑＰＣＲにより定量した。７
２ｈの無細胞培養後のエクソソーム中の各ｍｉＲＮＡの倍率変化を、各試料中の２４ｈ無
細胞培養後のエクソソーム中の同じｍｉＲＮＡに比較して定量した。グラフのドットプロ
ットは、２４ｈエクソソームに比較した７２ｈエクソソーム中のｍｉＲＮＡの平均倍率変
化を表す。パネルＥ及びＦは両者とも、それぞれが三重測定で行われた独立した実験３回
の結果であり、±ｓ．ｄ．として表している。（Ｇ）ＭＣＦ１０Ａ細胞、健常なドナーの
エクソソームと混合されたＭＣＦ１０Ａ細胞（Ｈ１－８）及び乳癌患者のエクソソームと
混合されたＭＣＦ１０Ａ細胞（ＢＣ１－１１）を、無胸腺ヌードマウスの乳房脂肪体に同
所性に注射した。用いられたエクソソームの数は体重あたりで計算されており、血清から
回収された初期濃度を反映している。腫瘍を形成しなかった試料は、グラフのＸ軸と重な
って見える。このグラフは、時間に対する腫瘍体積を示しており、±ｓ．ｄ．として表し
ている。（Ｈ）抗ダイサー抗体と、５名の健常個体（Ｃ４６、Ｃ４５、Ｃ４４、Ｃ４３及
びＣ４１）及び４名の転移性乳癌（Ｍｅｔ２１９、Ｍｅｔ３５４、Ｍｅｔ２９９及びＭｅ
ｔ３５６）から採取された血清エクソソームから得たタンパク質抽出物と、を用い、負荷
対照としてＣＤ９ブロットを用いた免疫ブロット。（Ｉ）ＨＤＦ及びオンコソーム（ＭＤ
Ａ－ＭＢ２３１）で処置されたＨＤＦの倍加時間。＊　ｐ＝０．０１１４。イメージＪソ
フトウエアを利用して、免疫ブロットの定量を実施した。
【図８－４】乳癌患者の血清は、ダイサーを含み、ｐｒｅ－ｍｉＲＮＡをプロセシングす
る。（Ａ）ヒト及びマウスのダイサーを認識する抗ダイサー抗体と、ヒト腫瘍で異種移植
されたマウスから採取された血清エクソソームから得たタンパク質抽出物と、を用いた免
疫ブロット（図１８Ａに示す）。ＯＶＡ１－５は、ヒト卵巣異種移植片を表し；ＥＮＤ１
－３は、ヒト子宮内膜異種移植片を表し；ＢＲＳＴ１及び２は、ヒト乳癌異種移植片を表
す。４Ｔ１エクソソーム及び細胞を、ネズミダイサーの対照として用いた。ｈｓａ－ダイ
サーは、ヒトダイサー分子量を表し、ｍｍｕ－ダイサーは、ネズミダイサー分子量を表す
。負荷対照としての膜のクーマシー染色については図１８Ｄを参照されたい。（Ｂ）８名
の健常ドナー（左グラフ）及び１１名の乳癌患者（右グラフ）の血清から抽出されたエク
ソソームのサイズ分布を示すＮａｎｏＳｉｇｈｔ粒子トラッキング分析。サイズをより上
手く示すために、試料の濃度を標準化した。（Ｃ）乳癌患者の血清から採取されたエクソ
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ソームの透過型電子顕微鏡写真。（Ｄ）ＮａｎｏＳｉｇｈｔ粒子トラッキング分析により
評価された８名の健常ドナー及び１１名の乳癌患者の血清から得たエクソソームの濃度。
＊　ｐ＝０．０１２。（Ｅ）エクソソームを、８名の健常ドナー及び１１名の乳癌患者の
採血間もない血清から採取した。抽出された試料を、無細胞培養条件で２４及び７２ｈ、
放置した。２４及び７２ｈ後に、エクソソームを採取して、６種のｐｒｅ－ｍｉＲＮＡを
ｑＰＣＲにより定量した。７２ｈの無細胞培養後のエクソソーム中の各ｐｒｅ－ｍｉＲＮ
Ａの倍率変化を、各試料中の２４ｈ無細胞培養後のエクソソーム中の同じｐｒｅ－ｍｉＲ
ＮＡに比較して定量した。グラフのプロットは、２４ｈエクソソームに比較した７２ｈエ
クソソーム中のｐｒｅ－ｍｉＲＮＡの平均倍率変化を表し、±ｓ．ｄ．として表している
。（Ｆ）エクソソームを、８名の健常ドナー及び１１名の乳癌患者の採血間もない血清か
ら採取した。抽出された試料を、無細胞培養条件で２４及び７２ｈ、放置した。２４及び
７２ｈ後に、エクソソームを採取して、６種のｍｉＲＮＡをｑＰＣＲにより定量した。７
２ｈの無細胞培養後のエクソソーム中の各ｍｉＲＮＡの倍率変化を、各試料中の２４ｈ無
細胞培養後のエクソソーム中の同じｍｉＲＮＡに比較して定量した。グラフのドットプロ
ットは、２４ｈエクソソームに比較した７２ｈエクソソーム中のｍｉＲＮＡの平均倍率変
化を表す。パネルＥ及びＦは両者とも、それぞれが三重測定で行われた独立した実験３回
の結果であり、±ｓ．ｄ．として表している。（Ｇ）ＭＣＦ１０Ａ細胞、健常なドナーの
エクソソームと混合されたＭＣＦ１０Ａ細胞（Ｈ１－８）及び乳癌患者のエクソソームと
混合されたＭＣＦ１０Ａ細胞（ＢＣ１－１１）を、無胸腺ヌードマウスの乳房脂肪体に同
所性に注射した。用いられたエクソソームの数は体重あたりで計算されており、血清から
回収された初期濃度を反映している。腫瘍を形成しなかった試料は、グラフのＸ軸と重な
って見える。このグラフは、時間に対する腫瘍体積を示しており、±ｓ．ｄ．として表し
ている。（Ｈ）抗ダイサー抗体と、５名の健常個体（Ｃ４６、Ｃ４５、Ｃ４４、Ｃ４３及
びＣ４１）及び４名の転移性乳癌（Ｍｅｔ２１９、Ｍｅｔ３５４、Ｍｅｔ２９９及びＭｅ
ｔ３５６）から採取された血清エクソソームから得たタンパク質抽出物と、を用い、負荷
対照としてＣＤ９ブロットを用いた免疫ブロット。（Ｉ）ＨＤＦ及びオンコソーム（ＭＤ
Ａ－ＭＢ２３１）で処置されたＨＤＦの倍加時間。＊　ｐ＝０．０１１４。イメージＪソ
フトウエアを利用して、免疫ブロットの定量を実施した。
【図８－５】乳癌患者の血清は、ダイサーを含み、ｐｒｅ－ｍｉＲＮＡをプロセシングす
る。（Ａ）ヒト及びマウスのダイサーを認識する抗ダイサー抗体と、ヒト腫瘍で異種移植
されたマウスから採取された血清エクソソームから得たタンパク質抽出物と、を用いた免
疫ブロット（図１８Ａに示す）。ＯＶＡ１－５は、ヒト卵巣異種移植片を表し；ＥＮＤ１
－３は、ヒト子宮内膜異種移植片を表し；ＢＲＳＴ１及び２は、ヒト乳癌異種移植片を表
す。４Ｔ１エクソソーム及び細胞を、ネズミダイサーの対照として用いた。ｈｓａ－ダイ
サーは、ヒトダイサー分子量を表し、ｍｍｕ－ダイサーは、ネズミダイサー分子量を表す
。負荷対照としての膜のクーマシー染色については図１８Ｄを参照されたい。（Ｂ）８名
の健常ドナー（左グラフ）及び１１名の乳癌患者（右グラフ）の血清から抽出されたエク
ソソームのサイズ分布を示すＮａｎｏＳｉｇｈｔ粒子トラッキング分析。サイズをより上
手く示すために、試料の濃度を標準化した。（Ｃ）乳癌患者の血清から採取されたエクソ
ソームの透過型電子顕微鏡写真。（Ｄ）ＮａｎｏＳｉｇｈｔ粒子トラッキング分析により
評価された８名の健常ドナー及び１１名の乳癌患者の血清から得たエクソソームの濃度。
＊　ｐ＝０．０１２。（Ｅ）エクソソームを、８名の健常ドナー及び１１名の乳癌患者の
採血間もない血清から採取した。抽出された試料を、無細胞培養条件で２４及び７２ｈ、
放置した。２４及び７２ｈ後に、エクソソームを採取して、６種のｐｒｅ－ｍｉＲＮＡを
ｑＰＣＲにより定量した。７２ｈの無細胞培養後のエクソソーム中の各ｐｒｅ－ｍｉＲＮ
Ａの倍率変化を、各試料中の２４ｈ無細胞培養後のエクソソーム中の同じｐｒｅ－ｍｉＲ
ＮＡに比較して定量した。グラフのプロットは、２４ｈエクソソームに比較した７２ｈエ
クソソーム中のｐｒｅ－ｍｉＲＮＡの平均倍率変化を表し、±ｓ．ｄ．として表している
。（Ｆ）エクソソームを、８名の健常ドナー及び１１名の乳癌患者の採血間もない血清か
ら採取した。抽出された試料を、無細胞培養条件で２４及び７２ｈ、放置した。２４及び
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７２ｈ後に、エクソソームを採取して、６種のｍｉＲＮＡをｑＰＣＲにより定量した。７
２ｈの無細胞培養後のエクソソーム中の各ｍｉＲＮＡの倍率変化を、各試料中の２４ｈ無
細胞培養後のエクソソーム中の同じｍｉＲＮＡに比較して定量した。グラフのドットプロ
ットは、２４ｈエクソソームに比較した７２ｈエクソソーム中のｍｉＲＮＡの平均倍率変
化を表す。パネルＥ及びＦは両者とも、それぞれが三重測定で行われた独立した実験３回
の結果であり、±ｓ．ｄ．として表している。（Ｇ）ＭＣＦ１０Ａ細胞、健常なドナーの
エクソソームと混合されたＭＣＦ１０Ａ細胞（Ｈ１－８）及び乳癌患者のエクソソームと
混合されたＭＣＦ１０Ａ細胞（ＢＣ１－１１）を、無胸腺ヌードマウスの乳房脂肪体に同
所性に注射した。用いられたエクソソームの数は体重あたりで計算されており、血清から
回収された初期濃度を反映している。腫瘍を形成しなかった試料は、グラフのＸ軸と重な
って見える。このグラフは、時間に対する腫瘍体積を示しており、±ｓ．ｄ．として表し
ている。（Ｈ）抗ダイサー抗体と、５名の健常個体（Ｃ４６、Ｃ４５、Ｃ４４、Ｃ４３及
びＣ４１）及び４名の転移性乳癌（Ｍｅｔ２１９、Ｍｅｔ３５４、Ｍｅｔ２９９及びＭｅ
ｔ３５６）から採取された血清エクソソームから得たタンパク質抽出物と、を用い、負荷
対照としてＣＤ９ブロットを用いた免疫ブロット。（Ｉ）ＨＤＦ及びオンコソーム（ＭＤ
Ａ－ＭＢ２３１）で処置されたＨＤＦの倍加時間。＊　ｐ＝０．０１１４。イメージＪソ
フトウエアを利用して、免疫ブロットの定量を実施した。
【図８－６】乳癌患者の血清は、ダイサーを含み、ｐｒｅ－ｍｉＲＮＡをプロセシングす
る。（Ａ）ヒト及びマウスのダイサーを認識する抗ダイサー抗体と、ヒト腫瘍で異種移植
されたマウスから採取された血清エクソソームから得たタンパク質抽出物と、を用いた免
疫ブロット（図１８Ａに示す）。ＯＶＡ１－５は、ヒト卵巣異種移植片を表し；ＥＮＤ１
－３は、ヒト子宮内膜異種移植片を表し；ＢＲＳＴ１及び２は、ヒト乳癌異種移植片を表
す。４Ｔ１エクソソーム及び細胞を、ネズミダイサーの対照として用いた。ｈｓａ－ダイ
サーは、ヒトダイサー分子量を表し、ｍｍｕ－ダイサーは、ネズミダイサー分子量を表す
。負荷対照としての膜のクーマシー染色については図１８Ｄを参照されたい。（Ｂ）８名
の健常ドナー（左グラフ）及び１１名の乳癌患者（右グラフ）の血清から抽出されたエク
ソソームのサイズ分布を示すＮａｎｏＳｉｇｈｔ粒子トラッキング分析。サイズをより上
手く示すために、試料の濃度を標準化した。（Ｃ）乳癌患者の血清から採取されたエクソ
ソームの透過型電子顕微鏡写真。（Ｄ）ＮａｎｏＳｉｇｈｔ粒子トラッキング分析により
評価された８名の健常ドナー及び１１名の乳癌患者の血清から得たエクソソームの濃度。
＊　ｐ＝０．０１２。（Ｅ）エクソソームを、８名の健常ドナー及び１１名の乳癌患者の
採血間もない血清から採取した。抽出された試料を、無細胞培養条件で２４及び７２ｈ、
放置した。２４及び７２ｈ後に、エクソソームを採取して、６種のｐｒｅ－ｍｉＲＮＡを
ｑＰＣＲにより定量した。７２ｈの無細胞培養後のエクソソーム中の各ｐｒｅ－ｍｉＲＮ
Ａの倍率変化を、各試料中の２４ｈ無細胞培養後のエクソソーム中の同じｐｒｅ－ｍｉＲ
ＮＡに比較して定量した。グラフのプロットは、２４ｈエクソソームに比較した７２ｈエ
クソソーム中のｐｒｅ－ｍｉＲＮＡの平均倍率変化を表し、±ｓ．ｄ．として表している
。（Ｆ）エクソソームを、８名の健常ドナー及び１１名の乳癌患者の採血間もない血清か
ら採取した。抽出された試料を、無細胞培養条件で２４及び７２ｈ、放置した。２４及び
７２ｈ後に、エクソソームを採取して、６種のｍｉＲＮＡをｑＰＣＲにより定量した。７
２ｈの無細胞培養後のエクソソーム中の各ｍｉＲＮＡの倍率変化を、各試料中の２４ｈ無
細胞培養後のエクソソーム中の同じｍｉＲＮＡに比較して定量した。グラフのドットプロ
ットは、２４ｈエクソソームに比較した７２ｈエクソソーム中のｍｉＲＮＡの平均倍率変
化を表す。パネルＥ及びＦは両者とも、それぞれが三重測定で行われた独立した実験３回
の結果であり、±ｓ．ｄ．として表している。（Ｇ）ＭＣＦ１０Ａ細胞、健常なドナーの
エクソソームと混合されたＭＣＦ１０Ａ細胞（Ｈ１－８）及び乳癌患者のエクソソームと
混合されたＭＣＦ１０Ａ細胞（ＢＣ１－１１）を、無胸腺ヌードマウスの乳房脂肪体に同
所性に注射した。用いられたエクソソームの数は体重あたりで計算されており、血清から
回収された初期濃度を反映している。腫瘍を形成しなかった試料は、グラフのＸ軸と重な
って見える。このグラフは、時間に対する腫瘍体積を示しており、±ｓ．ｄ．として表し
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ている。（Ｈ）抗ダイサー抗体と、５名の健常個体（Ｃ４６、Ｃ４５、Ｃ４４、Ｃ４３及
びＣ４１）及び４名の転移性乳癌（Ｍｅｔ２１９、Ｍｅｔ３５４、Ｍｅｔ２９９及びＭｅ
ｔ３５６）から採取された血清エクソソームから得たタンパク質抽出物と、を用い、負荷
対照としてＣＤ９ブロットを用いた免疫ブロット。（Ｉ）ＨＤＦ及びオンコソーム（ＭＤ
Ａ－ＭＢ２３１）で処置されたＨＤＦの倍加時間。＊　ｐ＝０．０１１４。イメージＪソ
フトウエアを利用して、免疫ブロットの定量を実施した。
【図８－７】乳癌患者の血清は、ダイサーを含み、ｐｒｅ－ｍｉＲＮＡをプロセシングす
る。（Ａ）ヒト及びマウスのダイサーを認識する抗ダイサー抗体と、ヒト腫瘍で異種移植
されたマウスから採取された血清エクソソームから得たタンパク質抽出物と、を用いた免
疫ブロット（図１８Ａに示す）。ＯＶＡ１－５は、ヒト卵巣異種移植片を表し；ＥＮＤ１
－３は、ヒト子宮内膜異種移植片を表し；ＢＲＳＴ１及び２は、ヒト乳癌異種移植片を表
す。４Ｔ１エクソソーム及び細胞を、ネズミダイサーの対照として用いた。ｈｓａ－ダイ
サーは、ヒトダイサー分子量を表し、ｍｍｕ－ダイサーは、ネズミダイサー分子量を表す
。負荷対照としての膜のクーマシー染色については図１８Ｄを参照されたい。（Ｂ）８名
の健常ドナー（左グラフ）及び１１名の乳癌患者（右グラフ）の血清から抽出されたエク
ソソームのサイズ分布を示すＮａｎｏＳｉｇｈｔ粒子トラッキング分析。サイズをより上
手く示すために、試料の濃度を標準化した。（Ｃ）乳癌患者の血清から採取されたエクソ
ソームの透過型電子顕微鏡写真。（Ｄ）ＮａｎｏＳｉｇｈｔ粒子トラッキング分析により
評価された８名の健常ドナー及び１１名の乳癌患者の血清から得たエクソソームの濃度。
＊　ｐ＝０．０１２。（Ｅ）エクソソームを、８名の健常ドナー及び１１名の乳癌患者の
採血間もない血清から採取した。抽出された試料を、無細胞培養条件で２４及び７２ｈ、
放置した。２４及び７２ｈ後に、エクソソームを採取して、６種のｐｒｅ－ｍｉＲＮＡを
ｑＰＣＲにより定量した。７２ｈの無細胞培養後のエクソソーム中の各ｐｒｅ－ｍｉＲＮ
Ａの倍率変化を、各試料中の２４ｈ無細胞培養後のエクソソーム中の同じｐｒｅ－ｍｉＲ
ＮＡに比較して定量した。グラフのプロットは、２４ｈエクソソームに比較した７２ｈエ
クソソーム中のｐｒｅ－ｍｉＲＮＡの平均倍率変化を表し、±ｓ．ｄ．として表している
。（Ｆ）エクソソームを、８名の健常ドナー及び１１名の乳癌患者の採血間もない血清か
ら採取した。抽出された試料を、無細胞培養条件で２４及び７２ｈ、放置した。２４及び
７２ｈ後に、エクソソームを採取して、６種のｍｉＲＮＡをｑＰＣＲにより定量した。７
２ｈの無細胞培養後のエクソソーム中の各ｍｉＲＮＡの倍率変化を、各試料中の２４ｈ無
細胞培養後のエクソソーム中の同じｍｉＲＮＡに比較して定量した。グラフのドットプロ
ットは、２４ｈエクソソームに比較した７２ｈエクソソーム中のｍｉＲＮＡの平均倍率変
化を表す。パネルＥ及びＦは両者とも、それぞれが三重測定で行われた独立した実験３回
の結果であり、±ｓ．ｄ．として表している。（Ｇ）ＭＣＦ１０Ａ細胞、健常なドナーの
エクソソームと混合されたＭＣＦ１０Ａ細胞（Ｈ１－８）及び乳癌患者のエクソソームと
混合されたＭＣＦ１０Ａ細胞（ＢＣ１－１１）を、無胸腺ヌードマウスの乳房脂肪体に同
所性に注射した。用いられたエクソソームの数は体重あたりで計算されており、血清から
回収された初期濃度を反映している。腫瘍を形成しなかった試料は、グラフのＸ軸と重な
って見える。このグラフは、時間に対する腫瘍体積を示しており、±ｓ．ｄ．として表し
ている。（Ｈ）抗ダイサー抗体と、５名の健常個体（Ｃ４６、Ｃ４５、Ｃ４４、Ｃ４３及
びＣ４１）及び４名の転移性乳癌（Ｍｅｔ２１９、Ｍｅｔ３５４、Ｍｅｔ２９９及びＭｅ
ｔ３５６）から採取された血清エクソソームから得たタンパク質抽出物と、を用い、負荷
対照としてＣＤ９ブロットを用いた免疫ブロット。（Ｉ）ＨＤＦ及びオンコソーム（ＭＤ
Ａ－ＭＢ２３１）で処置されたＨＤＦの倍加時間。＊　ｐ＝０．０１１４。イメージＪソ
フトウエアを利用して、免疫ブロットの定量を実施した。
【図９】ダイサーは多小胞体内に存在し、細胞質ＣＤ４３はダイサーをエクソソーム中に
動員する。（Ａ）ダイサー抗体（ＩＰ　ダイサー）又はＩｇＧで免疫沈降されたＭＤＡ－
ＭＢ２３１細胞のタンパク質抽出物中のＣＤ４３の免疫ブロット（上パネルの、それぞれ
右及び中央レーン）。ダイサー単独での免疫ブロットを、対照として用いた（下パネル）
。（Ｂ）ＭＤＡ－ＭＢ２３１由来エクソソーム及びＭＤＡ－ＭＢ２３１　ｓｉＣＤ４３由
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来エクソソームのタンパク質抽出物中のダイサーの免疫ブロット。ＣＤ９免疫ブロットを
負荷対照として用いた。イメージＪソフトウエアを利用して、定量を実施した。
【図１０Ａ】エクソソームの特徴づけ。（Ａ）遠心分離管の底のＰＫＨ２６染色エクソソ
ームの写真。挿入写真は、エクソソームのデジタルズーム画像を表す。（Ｂ）ＬＳＳスペ
クトルを回収するために用いられた実験系の略図。（Ｃ）ＭＣＦ１０Ａ、ＮＭｕＭＧ、Ｍ
ＤＡ－ＭＢ２３１及び４Ｔ１細胞の５日培養時のＭＴＴアッセイにより測定された細胞生
存率。（Ｄ）ＭＤＡ－ＭＢ２３１及び４Ｔ１細胞のヨウ化プロピジウム（ＰＩ）及びアネ
キシンＶについてのフローサイトメトリー分析。エトポシドで処置されたＭＤＡ－ＭＢ２
３１細胞を、アポトーシスの陽性対照として用いた。（Ｅ）陽性対照としてＭＤＡ－ＭＢ
２３１細胞を用い、エクソソームの負荷対照としてＴＳＧ１０１を用いた、エクソソーム
中のチトクロムＣの免疫ブロット分析。この図に示されたデータは、それぞれが三重測定
で行われた独立した実験３回の結果であり、±ｓ．ｄ．として表している。
【図１０Ｂ】エクソソームの特徴づけ。（Ａ）遠心分離管の底のＰＫＨ２６染色エクソソ
ームの写真。挿入写真は、エクソソームのデジタルズーム画像を表す。（Ｂ）ＬＳＳスペ
クトルを回収するために用いられた実験系の略図。（Ｃ）ＭＣＦ１０Ａ、ＮＭｕＭＧ、Ｍ
ＤＡ－ＭＢ２３１及び４Ｔ１細胞の５日培養時のＭＴＴアッセイにより測定された細胞生
存率。（Ｄ）ＭＤＡ－ＭＢ２３１及び４Ｔ１細胞のヨウ化プロピジウム（ＰＩ）及びアネ
キシンＶについてのフローサイトメトリー分析。エトポシドで処置されたＭＤＡ－ＭＢ２
３１細胞を、アポトーシスの陽性対照として用いた。（Ｅ）陽性対照としてＭＤＡ－ＭＢ
２３１細胞を用い、エクソソームの負荷対照としてＴＳＧ１０１を用いた、エクソソーム
中のチトクロムＣの免疫ブロット分析。この図に示されたデータは、それぞれが三重測定
で行われた独立した実験３回の結果であり、±ｓ．ｄ．として表している。
【図１０Ｃ】エクソソームの特徴づけ。（Ａ）遠心分離管の底のＰＫＨ２６染色エクソソ
ームの写真。挿入写真は、エクソソームのデジタルズーム画像を表す。（Ｂ）ＬＳＳスペ
クトルを回収するために用いられた実験系の略図。（Ｃ）ＭＣＦ１０Ａ、ＮＭｕＭＧ、Ｍ
ＤＡ－ＭＢ２３１及び４Ｔ１細胞の５日培養時のＭＴＴアッセイにより測定された細胞生
存率。（Ｄ）ＭＤＡ－ＭＢ２３１及び４Ｔ１細胞のヨウ化プロピジウム（ＰＩ）及びアネ
キシンＶについてのフローサイトメトリー分析。エトポシドで処置されたＭＤＡ－ＭＢ２
３１細胞を、アポトーシスの陽性対照として用いた。（Ｅ）陽性対照としてＭＤＡ－ＭＢ
２３１細胞を用い、エクソソームの負荷対照としてＴＳＧ１０１を用いた、エクソソーム
中のチトクロムＣの免疫ブロット分析。この図に示されたデータは、それぞれが三重測定
で行われた独立した実験３回の結果であり、±ｓ．ｄ．として表している。
【図１０Ｄ】エクソソームの特徴づけ。（Ａ）遠心分離管の底のＰＫＨ２６染色エクソソ
ームの写真。挿入写真は、エクソソームのデジタルズーム画像を表す。（Ｂ）ＬＳＳスペ
クトルを回収するために用いられた実験系の略図。（Ｃ）ＭＣＦ１０Ａ、ＮＭｕＭＧ、Ｍ
ＤＡ－ＭＢ２３１及び４Ｔ１細胞の５日培養時のＭＴＴアッセイにより測定された細胞生
存率。（Ｄ）ＭＤＡ－ＭＢ２３１及び４Ｔ１細胞のヨウ化プロピジウム（ＰＩ）及びアネ
キシンＶについてのフローサイトメトリー分析。エトポシドで処置されたＭＤＡ－ＭＢ２
３１細胞を、アポトーシスの陽性対照として用いた。（Ｅ）陽性対照としてＭＤＡ－ＭＢ
２３１細胞を用い、エクソソームの負荷対照としてＴＳＧ１０１を用いた、エクソソーム
中のチトクロムＣの免疫ブロット分析。この図に示されたデータは、それぞれが三重測定
で行われた独立した実験３回の結果であり、±ｓ．ｄ．として表している。
【図１０Ｅ】エクソソームの特徴づけ。（Ａ）遠心分離管の底のＰＫＨ２６染色エクソソ
ームの写真。挿入写真は、エクソソームのデジタルズーム画像を表す。（Ｂ）ＬＳＳスペ
クトルを回収するために用いられた実験系の略図。（Ｃ）ＭＣＦ１０Ａ、ＮＭｕＭＧ、Ｍ
ＤＡ－ＭＢ２３１及び４Ｔ１細胞の５日培養時のＭＴＴアッセイにより測定された細胞生
存率。（Ｄ）ＭＤＡ－ＭＢ２３１及び４Ｔ１細胞のヨウ化プロピジウム（ＰＩ）及びアネ
キシンＶについてのフローサイトメトリー分析。エトポシドで処置されたＭＤＡ－ＭＢ２
３１細胞を、アポトーシスの陽性対照として用いた。（Ｅ）陽性対照としてＭＤＡ－ＭＢ
２３１細胞を用い、エクソソームの負荷対照としてＴＳＧ１０１を用いた、エクソソーム
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中のチトクロムＣの免疫ブロット分析。この図に示されたデータは、それぞれが三重測定
で行われた独立した実験３回の結果であり、±ｓ．ｄ．として表している。
【図１１Ａ】オンコソームは、ノルモソームに比較してｍｉＲＮＡが豊富である。（Ａ）
ヒト乳房ＭＣＦ１０Ａ（非腫瘍原性）及びＭＤＡ－ＭＢ２３１（乳癌）細胞株の、ヌクレ
オチド（ｎｔ）あたりの蛍光単位（ＦＵ）で示されたバイオアナライザーグラフ表示（グ
ラフ）、並びにＲＮＡ量のゲル画像（右の画像）。（Ｂ）４Ｔ１、ＭＣＦ１０Ａ及びＭＤ
Ａ－ＭＢ２３１細胞から採取されたエクソソームをＤＭＥＭ培地に再懸濁して、無細胞培
養条件に２４及び７２ｈ保持した。２４及び７２ｈ後に、エクソソームを採取して、１５
種のｍｉＲＮＡ（表４参照）をｑＰＣＲにより定量した。グラフは、それぞれ２４及び７
２ｈの無細胞培養後のノルモソームと比較した、２４及び７２ｈの無細胞培養後のオンコ
ソーム中の各ｍｉＲＮＡの倍率変化を示している。データは、３回の生物学的反復実験の
結果であり、ＳＤとして示している。（Ｃ）１５種の成熟ｍｉＲＮＡ（表４参照）を、Ｍ
ＣＦ１０Ａ（左グラフ）、ＭＤＡ－ＭＢ２３１（中央グラフ）及び４Ｔ１（右グラフ）細
胞並びにそれらの各エクソソーム中でｑＰＣＲにより定量した。エクソソーム中の各ｍｉ
ＲＮＡの倍率変化を、細胞中の同じｍｉＲＮＡと比較して定量した。ＴＳ：腫瘍サプレッ
サｍｉＲＮＡ；ＯＮＣ：発癌性ｍｉＲＮＡ。データは、３回の生物学的反復実験の結果で
あり、ＳＤとして示している。（Ｄ）ＭＣＦ１０Ａ、ＭＤＡ－ＭＢ２３１及び４Ｔ１細胞
から採取されたエクソソームをＤＭＥＭ培地に再懸濁して、無細胞培養条件に２４及び７
２ｈ保持した。２４及び７２ｈ後に、エクソソームを再度抽出して、１５種のｍｉＲＮＡ
（表４参照）をｑＰＣＲにより定量した。７２ｈの無細胞培養後のエクソソーム中の各ｍ
ｉＲＮＡの倍率変化を、２４ｈの無細胞培養後のエクソソーム中の同じｍｉＲＮＡと比較
して定量した。データは、図２Ｃの倍率変化平均グラフの詳細なグラフに対応する。この
図に示されたデータは、それぞれが三重測定で行われた独立した実験３回の結果であり、
±ｓ．ｄ．として表している。（Ｅ）７２ｈの無細胞培養後のＭＣＦ７及び６７ＮＲ細胞
中と、それらの各エクソソーム中との間の、１５種の定量されたｍｉＲＮＡの相関プロッ
ト。
【図１１Ｂ】オンコソームは、ノルモソームに比較してｍｉＲＮＡが豊富である。（Ａ）
ヒト乳房ＭＣＦ１０Ａ（非腫瘍原性）及びＭＤＡ－ＭＢ２３１（乳癌）細胞株の、ヌクレ
オチド（ｎｔ）あたりの蛍光単位（ＦＵ）で示されたバイオアナライザーグラフ表示（グ
ラフ）、並びにＲＮＡ量のゲル画像（右の画像）。（Ｂ）４Ｔ１、ＭＣＦ１０Ａ及びＭＤ
Ａ－ＭＢ２３１細胞から採取されたエクソソームをＤＭＥＭ培地に再懸濁して、無細胞培
養条件に２４及び７２ｈ保持した。２４及び７２ｈ後に、エクソソームを採取して、１５
種のｍｉＲＮＡ（表４参照）をｑＰＣＲにより定量した。グラフは、それぞれ２４及び７
２ｈの無細胞培養後のノルモソームと比較した、２４及び７２ｈの無細胞培養後のオンコ
ソーム中の各ｍｉＲＮＡの倍率変化を示している。データは、３回の生物学的反復実験の
結果であり、ＳＤとして示している。（Ｃ）１５種の成熟ｍｉＲＮＡ（表４参照）を、Ｍ
ＣＦ１０Ａ（左グラフ）、ＭＤＡ－ＭＢ２３１（中央グラフ）及び４Ｔ１（右グラフ）細
胞並びにそれらの各エクソソーム中でｑＰＣＲにより定量した。エクソソーム中の各ｍｉ
ＲＮＡの倍率変化を、細胞中の同じｍｉＲＮＡと比較して定量した。ＴＳ：腫瘍サプレッ
サｍｉＲＮＡ；ＯＮＣ：発癌性ｍｉＲＮＡ。データは、３回の生物学的反復実験の結果で
あり、ＳＤとして示している。（Ｄ）ＭＣＦ１０Ａ、ＭＤＡ－ＭＢ２３１及び４Ｔ１細胞
から採取されたエクソソームをＤＭＥＭ培地に再懸濁して、無細胞培養条件に２４及び７
２ｈ保持した。２４及び７２ｈ後に、エクソソームを再度抽出して、１５種のｍｉＲＮＡ
（表４参照）をｑＰＣＲにより定量した。７２ｈの無細胞培養後のエクソソーム中の各ｍ
ｉＲＮＡの倍率変化を、２４ｈの無細胞培養後のエクソソーム中の同じｍｉＲＮＡと比較
して定量した。データは、図２Ｃの倍率変化平均グラフの詳細なグラフに対応する。この
図に示されたデータは、それぞれが三重測定で行われた独立した実験３回の結果であり、
±ｓ．ｄ．として表している。（Ｅ）７２ｈの無細胞培養後のＭＣＦ７及び６７ＮＲ細胞
中と、それらの各エクソソーム中との間の、１５種の定量されたｍｉＲＮＡの相関プロッ
ト。
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【図１１Ｃ】オンコソームは、ノルモソームに比較してｍｉＲＮＡが豊富である。（Ａ）
ヒト乳房ＭＣＦ１０Ａ（非腫瘍原性）及びＭＤＡ－ＭＢ２３１（乳癌）細胞株の、ヌクレ
オチド（ｎｔ）あたりの蛍光単位（ＦＵ）で示されたバイオアナライザーグラフ表示（グ
ラフ）、並びにＲＮＡ量のゲル画像（右の画像）。（Ｂ）４Ｔ１、ＭＣＦ１０Ａ及びＭＤ
Ａ－ＭＢ２３１細胞から採取されたエクソソームをＤＭＥＭ培地に再懸濁して、無細胞培
養条件に２４及び７２ｈ保持した。２４及び７２ｈ後に、エクソソームを採取して、１５
種のｍｉＲＮＡ（表４参照）をｑＰＣＲにより定量した。グラフは、それぞれ２４及び７
２ｈの無細胞培養後のノルモソームと比較した、２４及び７２ｈの無細胞培養後のオンコ
ソーム中の各ｍｉＲＮＡの倍率変化を示している。データは、３回の生物学的反復実験の
結果であり、ＳＤとして示している。（Ｃ）１５種の成熟ｍｉＲＮＡ（表４参照）を、Ｍ
ＣＦ１０Ａ（左グラフ）、ＭＤＡ－ＭＢ２３１（中央グラフ）及び４Ｔ１（右グラフ）細
胞並びにそれらの各エクソソーム中でｑＰＣＲにより定量した。エクソソーム中の各ｍｉ
ＲＮＡの倍率変化を、細胞中の同じｍｉＲＮＡと比較して定量した。ＴＳ：腫瘍サプレッ
サｍｉＲＮＡ；ＯＮＣ：発癌性ｍｉＲＮＡ。データは、３回の生物学的反復実験の結果で
あり、ＳＤとして示している。（Ｄ）ＭＣＦ１０Ａ、ＭＤＡ－ＭＢ２３１及び４Ｔ１細胞
から採取されたエクソソームをＤＭＥＭ培地に再懸濁して、無細胞培養条件に２４及び７
２ｈ保持した。２４及び７２ｈ後に、エクソソームを再度抽出して、１５種のｍｉＲＮＡ
（表４参照）をｑＰＣＲにより定量した。７２ｈの無細胞培養後のエクソソーム中の各ｍ
ｉＲＮＡの倍率変化を、２４ｈの無細胞培養後のエクソソーム中の同じｍｉＲＮＡと比較
して定量した。データは、図２Ｃの倍率変化平均グラフの詳細なグラフに対応する。この
図に示されたデータは、それぞれが三重測定で行われた独立した実験３回の結果であり、
±ｓ．ｄ．として表している。（Ｅ）７２ｈの無細胞培養後のＭＣＦ７及び６７ＮＲ細胞
中と、それらの各エクソソーム中との間の、１５種の定量されたｍｉＲＮＡの相関プロッ
ト。
【図１１Ｄ】オンコソームは、ノルモソームに比較してｍｉＲＮＡが豊富である。（Ａ）
ヒト乳房ＭＣＦ１０Ａ（非腫瘍原性）及びＭＤＡ－ＭＢ２３１（乳癌）細胞株の、ヌクレ
オチド（ｎｔ）あたりの蛍光単位（ＦＵ）で示されたバイオアナライザーグラフ表示（グ
ラフ）、並びにＲＮＡ量のゲル画像（右の画像）。（Ｂ）４Ｔ１、ＭＣＦ１０Ａ及びＭＤ
Ａ－ＭＢ２３１細胞から採取されたエクソソームをＤＭＥＭ培地に再懸濁して、無細胞培
養条件に２４及び７２ｈ保持した。２４及び７２ｈ後に、エクソソームを採取して、１５
種のｍｉＲＮＡ（表４参照）をｑＰＣＲにより定量した。グラフは、それぞれ２４及び７
２ｈの無細胞培養後のノルモソームと比較した、２４及び７２ｈの無細胞培養後のオンコ
ソーム中の各ｍｉＲＮＡの倍率変化を示している。データは、３回の生物学的反復実験の
結果であり、ＳＤとして示している。（Ｃ）１５種の成熟ｍｉＲＮＡ（表４参照）を、Ｍ
ＣＦ１０Ａ（左グラフ）、ＭＤＡ－ＭＢ２３１（中央グラフ）及び４Ｔ１（右グラフ）細
胞並びにそれらの各エクソソーム中でｑＰＣＲにより定量した。エクソソーム中の各ｍｉ
ＲＮＡの倍率変化を、細胞中の同じｍｉＲＮＡと比較して定量した。ＴＳ：腫瘍サプレッ
サｍｉＲＮＡ；ＯＮＣ：発癌性ｍｉＲＮＡ。データは、３回の生物学的反復実験の結果で
あり、ＳＤとして示している。（Ｄ）ＭＣＦ１０Ａ、ＭＤＡ－ＭＢ２３１及び４Ｔ１細胞
から採取されたエクソソームをＤＭＥＭ培地に再懸濁して、無細胞培養条件に２４及び７
２ｈ保持した。２４及び７２ｈ後に、エクソソームを再度抽出して、１５種のｍｉＲＮＡ
（表４参照）をｑＰＣＲにより定量した。７２ｈの無細胞培養後のエクソソーム中の各ｍ
ｉＲＮＡの倍率変化を、２４ｈの無細胞培養後のエクソソーム中の同じｍｉＲＮＡと比較
して定量した。データは、図２Ｃの倍率変化平均グラフの詳細なグラフに対応する。この
図に示されたデータは、それぞれが三重測定で行われた独立した実験３回の結果であり、
±ｓ．ｄ．として表している。（Ｅ）７２ｈの無細胞培養後のＭＣＦ７及び６７ＮＲ細胞
中と、それらの各エクソソーム中との間の、１５種の定量されたｍｉＲＮＡの相関プロッ
ト。
【図１１Ｅ】オンコソームは、ノルモソームに比較してｍｉＲＮＡが豊富である。（Ａ）
ヒト乳房ＭＣＦ１０Ａ（非腫瘍原性）及びＭＤＡ－ＭＢ２３１（乳癌）細胞株の、ヌクレ
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オチド（ｎｔ）あたりの蛍光単位（ＦＵ）で示されたバイオアナライザーグラフ表示（グ
ラフ）、並びにＲＮＡ量のゲル画像（右の画像）。（Ｂ）４Ｔ１、ＭＣＦ１０Ａ及びＭＤ
Ａ－ＭＢ２３１細胞から採取されたエクソソームをＤＭＥＭ培地に再懸濁して、無細胞培
養条件に２４及び７２ｈ保持した。２４及び７２ｈ後に、エクソソームを採取して、１５
種のｍｉＲＮＡ（表４参照）をｑＰＣＲにより定量した。グラフは、それぞれ２４及び７
２ｈの無細胞培養後のノルモソームと比較した、２４及び７２ｈの無細胞培養後のオンコ
ソーム中の各ｍｉＲＮＡの倍率変化を示している。データは、３回の生物学的反復実験の
結果であり、ＳＤとして示している。（Ｃ）１５種の成熟ｍｉＲＮＡ（表４参照）を、Ｍ
ＣＦ１０Ａ（左グラフ）、ＭＤＡ－ＭＢ２３１（中央グラフ）及び４Ｔ１（右グラフ）細
胞並びにそれらの各エクソソーム中でｑＰＣＲにより定量した。エクソソーム中の各ｍｉ
ＲＮＡの倍率変化を、細胞中の同じｍｉＲＮＡと比較して定量した。ＴＳ：腫瘍サプレッ
サｍｉＲＮＡ；ＯＮＣ：発癌性ｍｉＲＮＡ。データは、３回の生物学的反復実験の結果で
あり、ＳＤとして示している。（Ｄ）ＭＣＦ１０Ａ、ＭＤＡ－ＭＢ２３１及び４Ｔ１細胞
から採取されたエクソソームをＤＭＥＭ培地に再懸濁して、無細胞培養条件に２４及び７
２ｈ保持した。２４及び７２ｈ後に、エクソソームを再度抽出して、１５種のｍｉＲＮＡ
（表４参照）をｑＰＣＲにより定量した。７２ｈの無細胞培養後のエクソソーム中の各ｍ
ｉＲＮＡの倍率変化を、２４ｈの無細胞培養後のエクソソーム中の同じｍｉＲＮＡと比較
して定量した。データは、図２Ｃの倍率変化平均グラフの詳細なグラフに対応する。この
図に示されたデータは、それぞれが三重測定で行われた独立した実験３回の結果であり、
±ｓ．ｄ．として表している。（Ｅ）７２ｈの無細胞培養後のＭＣＦ７及び６７ＮＲ細胞
中と、それらの各エクソソーム中との間の、１５種の定量されたｍｉＲＮＡの相関プロッ
ト。
【図１２－１】エクソソームは、ｐｒｅ－ｍｉＲＮＡを含む。（Ａ）これまで定量された
成熟ｍｉＲＮＡに対応する１５種のｐｒｅ－ｍｉＲＮＡ（表４参照）を、ＮＭｕＭＧ及び
４Ｔ１エクソソーム中でｑＰＣＲにより定量した。存在量を反映するために、各ｐｒｅ－
ｍｉＲＮＡのΔＣｔ値の逆数をプロットした。データは、３回の生物学的反復実験の結果
であり、ｓ．ｄ．として表している。（Ｂ）ＮＭｕＭＧ及び４Ｔ１細胞から採取されたエ
クソソームをＤＭＥＭ培地に再懸濁して、無細胞培養条件に２４及び７２ｈ保持した。２
４及び７２ｈ後に、エクソソームを再度抽出して、１５種のｍｉＲＮＡをｑＰＣＲにより
定量した。グラフは、２４ｈの無細胞培養後のと比較した、７２ｈの無細胞培養後のＮＭ
ｕＭＧ及び４Ｔ１エクソソーム中の各ｐｒｅ－ｍｉＲＮＡの倍率変化を示している。デー
タは、３回の生物学的反復実験の結果であり、ＳＤとして表している。（Ｃ）対照細胞へ
の倍率変化として比較した、２つの一過性トランスフェクトされたｓｉＲＮＡ標的化ＸＰ
Ｏ５を含むＭＤＡ－ＭＢ２３１細胞のＸＰＯ５　ｍＲＮＡ発現。（Ｄ）ＭＤＡ－ＭＢ２３
１細胞をＸＰＯ５　ｓｉＲＮＡ構築物でトランスフェクトして、ｍｉＲ－２１発現をトラ
ンスフェクトの１２ｈ後の複数の時点（０ｈ、６ｈ、１２ｈ、２４ｈ、３６ｈ、４８ｈ、
７２ｈ及び９６ｈ）で評価した。長時間遠心分離の影響を示すための比較として、ＸＰＯ
５　ｓｉＲＮＡ構築物でトランスフェクトされたＭＤＡ－ＭＢ２３１細胞を、４℃で３時
間遠心分離して、培地に戻した。ＭｉＲ－２１発現を、遠心分離後の複数の時点（０ｈ、
６ｈ、１２ｈ、２４ｈ、３６ｈ、４８ｈ、７２ｈ及び９６ｈ）で評価した。ｐｒｅ－ｍｉ
Ｒ２１からｍｉＲ－２１へのプロセシングは、遠心分離された細胞では遅延している（緑
のバー）。この図に示されたデータは、それぞれが三重測定で行われた独立した実験３回
の結果であり、±ｓ．ｄ．として表している。（Ｅ）ＮＭｕＭＧ及び４Ｔ１細胞から採取
されたエクソソームをＤＭＥＭ培地に再懸濁して、無細胞培養条件に０ｈ、２４ｈ、７２
ｈ及び９６ｈ保持した。エクソソームを異なる時点で抽出して、ｐｒｅ－ｍｉＲＮＡをｑ
ＰＣＲにより定量した。存在量を反映するために、異なる時点での各ｐｒｅ－ｍｉＲＮＡ
のΔＣｔ値の逆数をプロットした。データは、３回の生物学的反復実験の結果であり、Ｓ
Ｄとして表している。
【図１２－２】エクソソームは、ｐｒｅ－ｍｉＲＮＡを含む。（Ａ）これまで定量された
成熟ｍｉＲＮＡに対応する１５種のｐｒｅ－ｍｉＲＮＡ（表４参照）を、ＮＭｕＭＧ及び
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４Ｔ１エクソソーム中でｑＰＣＲにより定量した。存在量を反映するために、各ｐｒｅ－
ｍｉＲＮＡのΔＣｔ値の逆数をプロットした。データは、３回の生物学的反復実験の結果
であり、ｓ．ｄ．として表している。（Ｂ）ＮＭｕＭＧ及び４Ｔ１細胞から採取されたエ
クソソームをＤＭＥＭ培地に再懸濁して、無細胞培養条件に２４及び７２ｈ保持した。２
４及び７２ｈ後に、エクソソームを再度抽出して、１５種のｍｉＲＮＡをｑＰＣＲにより
定量した。グラフは、２４ｈの無細胞培養後のと比較した、７２ｈの無細胞培養後のＮＭ
ｕＭＧ及び４Ｔ１エクソソーム中の各ｐｒｅ－ｍｉＲＮＡの倍率変化を示している。デー
タは、３回の生物学的反復実験の結果であり、ＳＤとして表している。（Ｃ）対照細胞へ
の倍率変化として比較した、２つの一過性トランスフェクトされたｓｉＲＮＡ標的化ＸＰ
Ｏ５を含むＭＤＡ－ＭＢ２３１細胞のＸＰＯ５　ｍＲＮＡ発現。（Ｄ）ＭＤＡ－ＭＢ２３
１細胞をＸＰＯ５　ｓｉＲＮＡ構築物でトランスフェクトして、ｍｉＲ－２１発現をトラ
ンスフェクトの１２ｈ後の複数の時点（０ｈ、６ｈ、１２ｈ、２４ｈ、３６ｈ、４８ｈ、
７２ｈ及び９６ｈ）で評価した。長時間遠心分離の影響を示すための比較として、ＸＰＯ
５　ｓｉＲＮＡ構築物でトランスフェクトされたＭＤＡ－ＭＢ２３１細胞を、４℃で３時
間遠心分離して、培地に戻した。ＭｉＲ－２１発現を、遠心分離後の複数の時点（０ｈ、
６ｈ、１２ｈ、２４ｈ、３６ｈ、４８ｈ、７２ｈ及び９６ｈ）で評価した。ｐｒｅ－ｍｉ
Ｒ２１からｍｉＲ－２１へのプロセシングは、遠心分離された細胞では遅延している（緑
のバー）。この図に示されたデータは、それぞれが三重測定で行われた独立した実験３回
の結果であり、±ｓ．ｄ．として表している。（Ｅ）ＮＭｕＭＧ及び４Ｔ１細胞から採取
されたエクソソームをＤＭＥＭ培地に再懸濁して、無細胞培養条件に０ｈ、２４ｈ、７２
ｈ及び９６ｈ保持した。エクソソームを異なる時点で抽出して、ｐｒｅ－ｍｉＲＮＡをｑ
ＰＣＲにより定量した。存在量を反映するために、異なる時点での各ｐｒｅ－ｍｉＲＮＡ
のΔＣｔ値の逆数をプロットした。データは、３回の生物学的反復実験の結果であり、Ｓ
Ｄとして表している。
【図１２－３】エクソソームは、ｐｒｅ－ｍｉＲＮＡを含む。（Ａ）これまで定量された
成熟ｍｉＲＮＡに対応する１５種のｐｒｅ－ｍｉＲＮＡ（表４参照）を、ＮＭｕＭＧ及び
４Ｔ１エクソソーム中でｑＰＣＲにより定量した。存在量を反映するために、各ｐｒｅ－
ｍｉＲＮＡのΔＣｔ値の逆数をプロットした。データは、３回の生物学的反復実験の結果
であり、ｓ．ｄ．として表している。（Ｂ）ＮＭｕＭＧ及び４Ｔ１細胞から採取されたエ
クソソームをＤＭＥＭ培地に再懸濁して、無細胞培養条件に２４及び７２ｈ保持した。２
４及び７２ｈ後に、エクソソームを再度抽出して、１５種のｍｉＲＮＡをｑＰＣＲにより
定量した。グラフは、２４ｈの無細胞培養後のと比較した、７２ｈの無細胞培養後のＮＭ
ｕＭＧ及び４Ｔ１エクソソーム中の各ｐｒｅ－ｍｉＲＮＡの倍率変化を示している。デー
タは、３回の生物学的反復実験の結果であり、ＳＤとして表している。（Ｃ）対照細胞へ
の倍率変化として比較した、２つの一過性トランスフェクトされたｓｉＲＮＡ標的化ＸＰ
Ｏ５を含むＭＤＡ－ＭＢ２３１細胞のＸＰＯ５　ｍＲＮＡ発現。（Ｄ）ＭＤＡ－ＭＢ２３
１細胞をＸＰＯ５　ｓｉＲＮＡ構築物でトランスフェクトして、ｍｉＲ－２１発現をトラ
ンスフェクトの１２ｈ後の複数の時点（０ｈ、６ｈ、１２ｈ、２４ｈ、３６ｈ、４８ｈ、
７２ｈ及び９６ｈ）で評価した。長時間遠心分離の影響を示すための比較として、ＸＰＯ
５　ｓｉＲＮＡ構築物でトランスフェクトされたＭＤＡ－ＭＢ２３１細胞を、４℃で３時
間遠心分離して、培地に戻した。ＭｉＲ－２１発現を、遠心分離後の複数の時点（０ｈ、
６ｈ、１２ｈ、２４ｈ、３６ｈ、４８ｈ、７２ｈ及び９６ｈ）で評価した。ｐｒｅ－ｍｉ
Ｒ２１からｍｉＲ－２１へのプロセシングは、遠心分離された細胞では遅延している（緑
のバー）。この図に示されたデータは、それぞれが三重測定で行われた独立した実験３回
の結果であり、±ｓ．ｄ．として表している。（Ｅ）ＮＭｕＭＧ及び４Ｔ１細胞から採取
されたエクソソームをＤＭＥＭ培地に再懸濁して、無細胞培養条件に０ｈ、２４ｈ、７２
ｈ及び９６ｈ保持した。エクソソームを異なる時点で抽出して、ｐｒｅ－ｍｉＲＮＡをｑ
ＰＣＲにより定量した。存在量を反映するために、異なる時点での各ｐｒｅ－ｍｉＲＮＡ
のΔＣｔ値の逆数をプロットした。データは、３回の生物学的反復実験の結果であり、Ｓ
Ｄとして表している。
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【図１３－１】オンコソームはダイサーを含む。（Ａ）ＭＣＦ１０Ａ細胞由来エクソソー
ム中の抗ダイサー抗体（右写真）及び陰性対照（左写真）を用いた免疫金標識により得ら
れた透過型電子顕微鏡写真。ＭＤＡ－ＭＢ２３１エクソソームの陽性免疫金標識に関して
図４Ｂと比較されたい。（Ｂ）抗ＧＦＰ抗体　ＭＤＡ－ＭＢ２３１由来エクソソームを用
いた免疫金標識により得られた透過型電子顕微鏡写真。（Ｃ）エンプティベクター（ｐＣ
ＭＶ－Ｔａｇ４Ｂ；それぞれ最初及び三番目のレーン）及びＦｌａｇ－ダイサーベクター
（二番目及び四番目のレーン）でトランスフェクトされたＭＣＦ１０Ａ及びＭＤＡ－ＭＢ
２３１細胞中の抗Ｆｌａｇ抗体（上パネル）を用いた免疫ブロット。β－アクチン免疫ブ
ロットを、負荷対照として用いた（下パネル）。（Ｄ）それぞれＭＣＦ１０Ａ、ＭＣＦ１
０Ａｓｈスクランブル、並びにＭＣＦ１０Ａｓｈダイサークローン１及び２（ＭＣＦ１０
Ａｓｈダイサークローン１及びＭＣＦ１０Ａｓｈダイサークローン２）細胞において抗ダ
イサー抗体を用いた免疫ブロット（上パネル）。β－アクチン免疫ブロットを、負荷対照
として用いた（下パネル）。（Ｅ）それぞれＭＤＡ－ＭＢ２３１、ＭＤＡ－ＭＢ２３１ｓ
ｈスクランブル、並びにＭＤＡ－ＭＢ２３１ｓｈダイサークローン１及び２（ＭＤＡ－Ｍ
Ｂ２３１ｓｈダイサークローン１及びＭＤＡ－ＭＢ２３１ｓｈダイサークローン２）細胞
において抗ダイサー抗体を用いた免疫ブロット（上パネル）。β－アクチン免疫ブロット
を、負荷対照として用いた（下パネル）。イメージＪソフトウエアを用いて、免疫ブロッ
トの定量を実施した。（Ｆ）ダイサー抗体又はＩｇＧで免疫沈降されたＭＣＦ１０Ａ及び
ＭＤＡ－ＭＢ２３１細胞から抽出されたエクソソームタンパク質中のＡＧＯ２抗体を用い
た免疫ブロット（上パネル）。ＭＤＡ－ＭＢ２３１細胞から抽出されたエクソソームのラ
イセートインプットの５％を、対照として用いた。ダイサーの免疫ブロットを、免疫沈降
の対照として用いた（下パネル）。（Ｇ）ダイサー抗体又はＩｇＧで免疫沈降されたＭＣ
Ｆ１０Ａ及びＭＤＡ－ＭＢ２３１細胞から抽出されたエクソソームタンパク質中の抗ＴＲ
ＢＰ抗体を用いた免疫ブロット（上パネル）。ＭＤＡ－ＭＢ２３１細胞から抽出されたエ
クソソームのライセートインプット（５％）を、対照として用いた。ダイサーの免疫ブロ
ットを、免疫沈降の対照として用いた（下パネル）。（Ｈ）Ａ５４９（ヒト肺癌）、ＳＷ
４８０（ヒト結腸癌）、ＨｅＬａ（ヒト子宮頸癌）及び４Ｔ０７（ネズミ乳癌）細胞株か
らのオンコソーム中のダイサーの免疫ブロット。ＴＳＧ１０１免疫ブロットを用いて、エ
クソソーム及び負荷の存在を確認した（下ブロット）。
【図１３－２】オンコソームはダイサーを含む。（Ａ）ＭＣＦ１０Ａ細胞由来エクソソー
ム中の抗ダイサー抗体（右写真）及び陰性対照（左写真）を用いた免疫金標識により得ら
れた透過型電子顕微鏡写真。ＭＤＡ－ＭＢ２３１エクソソームの陽性免疫金標識に関して
図４Ｂと比較されたい。（Ｂ）抗ＧＦＰ抗体　ＭＤＡ－ＭＢ２３１由来エクソソームを用
いた免疫金標識により得られた透過型電子顕微鏡写真。（Ｃ）エンプティベクター（ｐＣ
ＭＶ－Ｔａｇ４Ｂ；それぞれ最初及び三番目のレーン）及びＦｌａｇ－ダイサーベクター
（二番目及び四番目のレーン）でトランスフェクトされたＭＣＦ１０Ａ及びＭＤＡ－ＭＢ
２３１細胞中の抗Ｆｌａｇ抗体（上パネル）を用いた免疫ブロット。β－アクチン免疫ブ
ロットを、負荷対照として用いた（下パネル）。（Ｄ）それぞれＭＣＦ１０Ａ、ＭＣＦ１
０Ａｓｈスクランブル、並びにＭＣＦ１０Ａｓｈダイサークローン１及び２（ＭＣＦ１０
Ａｓｈダイサークローン１及びＭＣＦ１０Ａｓｈダイサークローン２）細胞において抗ダ
イサー抗体を用いた免疫ブロット（上パネル）。β－アクチン免疫ブロットを、負荷対照
として用いた（下パネル）。（Ｅ）それぞれＭＤＡ－ＭＢ２３１、ＭＤＡ－ＭＢ２３１ｓ
ｈスクランブル、並びにＭＤＡ－ＭＢ２３１ｓｈダイサークローン１及び２（ＭＤＡ－Ｍ
Ｂ２３１ｓｈダイサークローン１及びＭＤＡ－ＭＢ２３１ｓｈダイサークローン２）細胞
において抗ダイサー抗体を用いた免疫ブロット（上パネル）。β－アクチン免疫ブロット
を、負荷対照として用いた（下パネル）。イメージＪソフトウエアを用いて、免疫ブロッ
トの定量を実施した。（Ｆ）ダイサー抗体又はＩｇＧで免疫沈降されたＭＣＦ１０Ａ及び
ＭＤＡ－ＭＢ２３１細胞から抽出されたエクソソームタンパク質中のＡＧＯ２抗体を用い
た免疫ブロット（上パネル）。ＭＤＡ－ＭＢ２３１細胞から抽出されたエクソソームのラ
イセートインプットの５％を、対照として用いた。ダイサーの免疫ブロットを、免疫沈降
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の対照として用いた（下パネル）。（Ｇ）ダイサー抗体又はＩｇＧで免疫沈降されたＭＣ
Ｆ１０Ａ及びＭＤＡ－ＭＢ２３１細胞から抽出されたエクソソームタンパク質中の抗ＴＲ
ＢＰ抗体を用いた免疫ブロット（上パネル）。ＭＤＡ－ＭＢ２３１細胞から抽出されたエ
クソソームのライセートインプット（５％）を、対照として用いた。ダイサーの免疫ブロ
ットを、免疫沈降の対照として用いた（下パネル）。（Ｈ）Ａ５４９（ヒト肺癌）、ＳＷ
４８０（ヒト結腸癌）、ＨｅＬａ（ヒト子宮頸癌）及び４Ｔ０７（ネズミ乳癌）細胞株か
らのオンコソーム中のダイサーの免疫ブロット。ＴＳＧ１０１免疫ブロットを用いて、エ
クソソーム及び負荷の存在を確認した（下ブロット）。
【図１３－３】オンコソームはダイサーを含む。（Ａ）ＭＣＦ１０Ａ細胞由来エクソソー
ム中の抗ダイサー抗体（右写真）及び陰性対照（左写真）を用いた免疫金標識により得ら
れた透過型電子顕微鏡写真。ＭＤＡ－ＭＢ２３１エクソソームの陽性免疫金標識に関して
図４Ｂと比較されたい。（Ｂ）抗ＧＦＰ抗体　ＭＤＡ－ＭＢ２３１由来エクソソームを用
いた免疫金標識により得られた透過型電子顕微鏡写真。（Ｃ）エンプティベクター（ｐＣ
ＭＶ－Ｔａｇ４Ｂ；それぞれ最初及び三番目のレーン）及びＦｌａｇ－ダイサーベクター
（二番目及び四番目のレーン）でトランスフェクトされたＭＣＦ１０Ａ及びＭＤＡ－ＭＢ
２３１細胞中の抗Ｆｌａｇ抗体（上パネル）を用いた免疫ブロット。β－アクチン免疫ブ
ロットを、負荷対照として用いた（下パネル）。（Ｄ）それぞれＭＣＦ１０Ａ、ＭＣＦ１
０Ａｓｈスクランブル、並びにＭＣＦ１０Ａｓｈダイサークローン１及び２（ＭＣＦ１０
Ａｓｈダイサークローン１及びＭＣＦ１０Ａｓｈダイサークローン２）細胞において抗ダ
イサー抗体を用いた免疫ブロット（上パネル）。β－アクチン免疫ブロットを、負荷対照
として用いた（下パネル）。（Ｅ）それぞれＭＤＡ－ＭＢ２３１、ＭＤＡ－ＭＢ２３１ｓ
ｈスクランブル、並びにＭＤＡ－ＭＢ２３１ｓｈダイサークローン１及び２（ＭＤＡ－Ｍ
Ｂ２３１ｓｈダイサークローン１及びＭＤＡ－ＭＢ２３１ｓｈダイサークローン２）細胞
において抗ダイサー抗体を用いた免疫ブロット（上パネル）。β－アクチン免疫ブロット
を、負荷対照として用いた（下パネル）。イメージＪソフトウエアを用いて、免疫ブロッ
トの定量を実施した。（Ｆ）ダイサー抗体又はＩｇＧで免疫沈降されたＭＣＦ１０Ａ及び
ＭＤＡ－ＭＢ２３１細胞から抽出されたエクソソームタンパク質中のＡＧＯ２抗体を用い
た免疫ブロット（上パネル）。ＭＤＡ－ＭＢ２３１細胞から抽出されたエクソソームのラ
イセートインプットの５％を、対照として用いた。ダイサーの免疫ブロットを、免疫沈降
の対照として用いた（下パネル）。（Ｇ）ダイサー抗体又はＩｇＧで免疫沈降されたＭＣ
Ｆ１０Ａ及びＭＤＡ－ＭＢ２３１細胞から抽出されたエクソソームタンパク質中の抗ＴＲ
ＢＰ抗体を用いた免疫ブロット（上パネル）。ＭＤＡ－ＭＢ２３１細胞から抽出されたエ
クソソームのライセートインプット（５％）を、対照として用いた。ダイサーの免疫ブロ
ットを、免疫沈降の対照として用いた（下パネル）。（Ｈ）Ａ５４９（ヒト肺癌）、ＳＷ
４８０（ヒト結腸癌）、ＨｅＬａ（ヒト子宮頸癌）及び４Ｔ０７（ネズミ乳癌）細胞株か
らのオンコソーム中のダイサーの免疫ブロット。ＴＳＧ１０１免疫ブロットを用いて、エ
クソソーム及び負荷の存在を確認した（下ブロット）。
【図１４－１】エクソソームにおけるダイサーの検出。（Ａ）４Ｔ１、４Ｔ１ｓｈスクラ
ンブル及び４Ｔ１ｓｈダイサー細胞中の抗ダイサー抗体と、並びに４Ｔ１（４Ｔ１　ｅｘ
ｏｓ）及び４Ｔ１ｓｈダイサー（４Ｔ１ｓｈダイサー　ｅｘｏｓ）細胞から採取されたエ
クソソームと、を用いた免疫ブロット（上ブロット）。ＧＡＤＰＨ免疫ブロットを、負荷
対照として用いた（下ブロット）。イメージＪソフトウエアを用いて、定量を実施した。
（Ｂ）エクソソームを、４Ｔ１、４Ｔ１ｓｈスクランブル及び４Ｔ１ｓｈダイサー細胞か
ら採取して、無細胞条件下に２４及び７２ｈ保持した。２４及び７２ｈ後に、エクソソー
ムを再度抽出して、１５種のｐｒｅ－ｍｉＲＮＡをｑＰＣＲにより定量した。グラフは、
２４ｈ無細胞培養に比較した、７２ｈ無細胞培養後の異なるエクソソーム中の各ｐｒｅ－
ｍｉＲＮＡの倍率変化を示している。データは、３回の生物学的反復実験の結果であり、
ＳＤとして表している。（Ｃ）エクソソームを、４Ｔ１、４Ｔ１ｓｈスクランブル及び４
Ｔ１ｓｈダイサー細胞から採取して、無細胞条件下に２４及び７２ｈ保持した。２４及び
７２ｈ後に、エクソソームを再度抽出して、１５種のｍｉＲＮＡをｑＰＣＲにより定量し
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た。グラフは、２４ｈ無細胞培養に比較した、７２ｈ無細胞培養後の異なるエクソソーム
中の各ｍｉＲＮＡの倍率変化を示している。データは、３回の生物学的反復実験の結果で
あり、ＳＤとして表している。（Ｄ）エクソソームを、ＭＤＡ－ＭＢ２３１細胞から２本
ずつ採取した。試料の一方を抗ダイサー抗体と共に電気穿孔した。両方の試料を無細胞条
件で２４及び７２ｈ、放置した。２４ｈ及び７２ｈ後に、エクソソームを再度抽出し、１
５種のｐｒｅ－ｍｉＲＮＡ（表４参照）をｑＰＣＲにより定量した。７２ｈの無細胞培養
後のエクソソーム中の各ｐｒｅ－ｍｉＲＮＡの倍率変化を、各試料中での２４ｈ無細胞培
養後のエクソソーム中の同じｍｉＲＮＡと比較して定量した。グラフのプロットは、２４
ｈエクソソームに比較した、７２ｈエクソソーム中のｐｒｅ－ｍｉＲＮＡの倍率変化を表
しており、図５Ｄに表されたグラフの詳細な分析である。データは、３回の生物学的反復
実験の結果であり、ＳＤとして表している。（Ｅ）エクソソームを、ＭＤＡ－ＭＢ２３１
細胞から２本ずつ採取した。試料の一方を抗ダイサー抗体と共に電気穿孔した。両方の試
料を無細胞条件で２４及び７２ｈ、放置した。２４ｈ及び７２ｈ後に、エクソソームを再
度抽出し、１５種のｍｉＲＮＡ（表４参照）をｑＰＣＲにより定量した。７２ｈの無細胞
培養後のエクソソーム中の各ｍｉＲＮＡの倍率変化を、各試料中での２４ｈ無細胞培養後
のエクソソーム中の同じｍｉＲＮＡと比較して定量した。グラフのプロットは、２４ｈエ
クソソームに比較した、７２ｈエクソソーム中のｍｉＲＮＡの倍率変化を表しており、図
５Ｅに表されたグラフの詳細な分析である。データは、３回の生物学的反復実験の結果で
あり、ＳＤとして表している。（Ｆ）ＭＤＡ－ＭＢ２３１エクソソーム（ＭＤＡ－ＭＢ２
３１　ｅｘｏｓ）と比較した、ダイサーと共に電気穿孔されたＭＤＡ－ＭＢ２３１エクソ
ソーム（ＭＤＡ－ＭＢ２３１　ｅｘｏｓ　ダイサーＡＢ）中のダウンレギュレートされた
ｍｉＲＮＡの分類（発癌性、腫瘍サプレッサ、及び癌に関して未確定）のグラフ表示。マ
イクロＲＮＡを、文献に基づき各分類に帰属させた。この図に表されたデータは、それぞ
れが三重測定で行われた３つの独立した実験の結果であり、±ｓ．ｄ．として表している
。
【図１４－２】エクソソームにおけるダイサーの検出。（Ａ）４Ｔ１、４Ｔ１ｓｈスクラ
ンブル及び４Ｔ１ｓｈダイサー細胞中の抗ダイサー抗体と、並びに４Ｔ１（４Ｔ１　ｅｘ
ｏｓ）及び４Ｔ１ｓｈダイサー（４Ｔ１ｓｈダイサー　ｅｘｏｓ）細胞から採取されたエ
クソソームと、を用いた免疫ブロット（上ブロット）。ＧＡＤＰＨ免疫ブロットを、負荷
対照として用いた（下ブロット）。イメージＪソフトウエアを用いて、定量を実施した。
（Ｂ）エクソソームを、４Ｔ１、４Ｔ１ｓｈスクランブル及び４Ｔ１ｓｈダイサー細胞か
ら採取して、無細胞条件下に２４及び７２ｈ保持した。２４及び７２ｈ後に、エクソソー
ムを再度抽出して、１５種のｐｒｅ－ｍｉＲＮＡをｑＰＣＲにより定量した。グラフは、
２４ｈ無細胞培養に比較した、７２ｈ無細胞培養後の異なるエクソソーム中の各ｐｒｅ－
ｍｉＲＮＡの倍率変化を示している。データは、３回の生物学的反復実験の結果であり、
ＳＤとして表している。（Ｃ）エクソソームを、４Ｔ１、４Ｔ１ｓｈスクランブル及び４
Ｔ１ｓｈダイサー細胞から採取して、無細胞条件下に２４及び７２ｈ保持した。２４及び
７２ｈ後に、エクソソームを再度抽出して、１５種のｍｉＲＮＡをｑＰＣＲにより定量し
た。グラフは、２４ｈ無細胞培養に比較した、７２ｈ無細胞培養後の異なるエクソソーム
中の各ｍｉＲＮＡの倍率変化を示している。データは、３回の生物学的反復実験の結果で
あり、ＳＤとして表している。（Ｄ）エクソソームを、ＭＤＡ－ＭＢ２３１細胞から２本
ずつ採取した。試料の一方を抗ダイサー抗体と共に電気穿孔した。両方の試料を無細胞条
件で２４及び７２ｈ、放置した。２４ｈ及び７２ｈ後に、エクソソームを再度抽出し、１
５種のｐｒｅ－ｍｉＲＮＡ（表４参照）をｑＰＣＲにより定量した。７２ｈの無細胞培養
後のエクソソーム中の各ｐｒｅ－ｍｉＲＮＡの倍率変化を、各試料中での２４ｈ無細胞培
養後のエクソソーム中の同じｍｉＲＮＡと比較して定量した。グラフのプロットは、２４
ｈエクソソームに比較した、７２ｈエクソソーム中のｐｒｅ－ｍｉＲＮＡの倍率変化を表
しており、図５Ｄに表されたグラフの詳細な分析である。データは、３回の生物学的反復
実験の結果であり、ＳＤとして表している。（Ｅ）エクソソームを、ＭＤＡ－ＭＢ２３１
細胞から２本ずつ採取した。試料の一方を抗ダイサー抗体と共に電気穿孔した。両方の試
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料を無細胞条件で２４及び７２ｈ、放置した。２４ｈ及び７２ｈ後に、エクソソームを再
度抽出し、１５種のｍｉＲＮＡ（表４参照）をｑＰＣＲにより定量した。７２ｈの無細胞
培養後のエクソソーム中の各ｍｉＲＮＡの倍率変化を、各試料中での２４ｈ無細胞培養後
のエクソソーム中の同じｍｉＲＮＡと比較して定量した。グラフのプロットは、２４ｈエ
クソソームに比較した、７２ｈエクソソーム中のｍｉＲＮＡの倍率変化を表しており、図
５Ｅに表されたグラフの詳細な分析である。データは、３回の生物学的反復実験の結果で
あり、ＳＤとして表している。（Ｆ）ＭＤＡ－ＭＢ２３１エクソソーム（ＭＤＡ－ＭＢ２
３１　ｅｘｏｓ）と比較した、ダイサーと共に電気穿孔されたＭＤＡ－ＭＢ２３１エクソ
ソーム（ＭＤＡ－ＭＢ２３１　ｅｘｏｓ　ダイサーＡＢ）中のダウンレギュレートされた
ｍｉＲＮＡの分類（発癌性、腫瘍サプレッサ、及び癌に関して未確定）のグラフ表示。マ
イクロＲＮＡを、文献に基づき各分類に帰属させた。この図に表されたデータは、それぞ
れが三重測定で行われた３つの独立した実験の結果であり、±ｓ．ｄ．として表している
。
【図１４－３】エクソソームにおけるダイサーの検出。（Ａ）４Ｔ１、４Ｔ１ｓｈスクラ
ンブル及び４Ｔ１ｓｈダイサー細胞中の抗ダイサー抗体と、並びに４Ｔ１（４Ｔ１　ｅｘ
ｏｓ）及び４Ｔ１ｓｈダイサー（４Ｔ１ｓｈダイサー　ｅｘｏｓ）細胞から採取されたエ
クソソームと、を用いた免疫ブロット（上ブロット）。ＧＡＤＰＨ免疫ブロットを、負荷
対照として用いた（下ブロット）。イメージＪソフトウエアを用いて、定量を実施した。
（Ｂ）エクソソームを、４Ｔ１、４Ｔ１ｓｈスクランブル及び４Ｔ１ｓｈダイサー細胞か
ら採取して、無細胞条件下に２４及び７２ｈ保持した。２４及び７２ｈ後に、エクソソー
ムを再度抽出して、１５種のｐｒｅ－ｍｉＲＮＡをｑＰＣＲにより定量した。グラフは、
２４ｈ無細胞培養に比較した、７２ｈ無細胞培養後の異なるエクソソーム中の各ｐｒｅ－
ｍｉＲＮＡの倍率変化を示している。データは、３回の生物学的反復実験の結果であり、
ＳＤとして表している。（Ｃ）エクソソームを、４Ｔ１、４Ｔ１ｓｈスクランブル及び４
Ｔ１ｓｈダイサー細胞から採取して、無細胞条件下に２４及び７２ｈ保持した。２４及び
７２ｈ後に、エクソソームを再度抽出して、１５種のｍｉＲＮＡをｑＰＣＲにより定量し
た。グラフは、２４ｈ無細胞培養に比較した、７２ｈ無細胞培養後の異なるエクソソーム
中の各ｍｉＲＮＡの倍率変化を示している。データは、３回の生物学的反復実験の結果で
あり、ＳＤとして表している。（Ｄ）エクソソームを、ＭＤＡ－ＭＢ２３１細胞から２本
ずつ採取した。試料の一方を抗ダイサー抗体と共に電気穿孔した。両方の試料を無細胞条
件で２４及び７２ｈ、放置した。２４ｈ及び７２ｈ後に、エクソソームを再度抽出し、１
５種のｐｒｅ－ｍｉＲＮＡ（表４参照）をｑＰＣＲにより定量した。７２ｈの無細胞培養
後のエクソソーム中の各ｐｒｅ－ｍｉＲＮＡの倍率変化を、各試料中での２４ｈ無細胞培
養後のエクソソーム中の同じｍｉＲＮＡと比較して定量した。グラフのプロットは、２４
ｈエクソソームに比較した、７２ｈエクソソーム中のｐｒｅ－ｍｉＲＮＡの倍率変化を表
しており、図５Ｄに表されたグラフの詳細な分析である。データは、３回の生物学的反復
実験の結果であり、ＳＤとして表している。（Ｅ）エクソソームを、ＭＤＡ－ＭＢ２３１
細胞から２本ずつ採取した。試料の一方を抗ダイサー抗体と共に電気穿孔した。両方の試
料を無細胞条件で２４及び７２ｈ、放置した。２４ｈ及び７２ｈ後に、エクソソームを再
度抽出し、１５種のｍｉＲＮＡ（表４参照）をｑＰＣＲにより定量した。７２ｈの無細胞
培養後のエクソソーム中の各ｍｉＲＮＡの倍率変化を、各試料中での２４ｈ無細胞培養後
のエクソソーム中の同じｍｉＲＮＡと比較して定量した。グラフのプロットは、２４ｈエ
クソソームに比較した、７２ｈエクソソーム中のｍｉＲＮＡの倍率変化を表しており、図
５Ｅに表されたグラフの詳細な分析である。データは、３回の生物学的反復実験の結果で
あり、ＳＤとして表している。（Ｆ）ＭＤＡ－ＭＢ２３１エクソソーム（ＭＤＡ－ＭＢ２
３１　ｅｘｏｓ）と比較した、ダイサーと共に電気穿孔されたＭＤＡ－ＭＢ２３１エクソ
ソーム（ＭＤＡ－ＭＢ２３１　ｅｘｏｓ　ダイサーＡＢ）中のダウンレギュレートされた
ｍｉＲＮＡの分類（発癌性、腫瘍サプレッサ、及び癌に関して未確定）のグラフ表示。マ
イクロＲＮＡを、文献に基づき各分類に帰属させた。この図に表されたデータは、それぞ
れが三重測定で行われた３つの独立した実験の結果であり、±ｓ．ｄ．として表している
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。
【図１５－１】エクソソームにおけるダイサー検出。（Ａ）エクソソームを、ＭＣＦ１０
、ＭＣＦ１０Ａｓｈダイサー、ＭＤＡ－ＭＢ２３１及びＭＤＡ－ＭＢ２３１ｓｈダイサー
細胞から採取して、合成ｐｒｅ－ｍｉＲＮＡ－１０ｂ、－２１及びｃｅｌ－１と共に電気
穿孔した。各ｐｒｅ－ｍｉＲＮＡを、電気穿孔されたエクソソーム中でｑＰＣＲにより定
量して、電気穿孔緩衝液のみを用いて電気穿孔されたエクソソームと比較した倍率変化と
して表した。（Ｂ）ビオチンで内部標識されたｐｒｅ－ｍｉＲ－２１、－１０ｂ及びｃｅ
ｌ－１のドットブロット。（Ｃ）ｐｒｅ－ｍｉＲ－１０ｂ、－２１及びｃｅｌ－１でトラ
ンスフェクトされたＭＣＦ１０Ａ細胞のｍｉＲ－１０ｂ、－２１及びｃｅｌ－１の発現分
析。各バーは、非トランスフェクト細胞と比較した、トランスフェクト細胞の倍率変化を
表している。この図に表されたデータは、それぞれが三重測定で行われた３つの独立した
実験の結果であり、±ｓ．ｄ．として表している。
【図１５－２】エクソソームにおけるダイサー検出。（Ａ）エクソソームを、ＭＣＦ１０
、ＭＣＦ１０Ａｓｈダイサー、ＭＤＡ－ＭＢ２３１及びＭＤＡ－ＭＢ２３１ｓｈダイサー
細胞から採取して、合成ｐｒｅ－ｍｉＲＮＡ－１０ｂ、－２１及びｃｅｌ－１と共に電気
穿孔した。各ｐｒｅ－ｍｉＲＮＡを、電気穿孔されたエクソソーム中でｑＰＣＲにより定
量して、電気穿孔緩衝液のみを用いて電気穿孔されたエクソソームと比較した倍率変化と
して表した。（Ｂ）ビオチンで内部標識されたｐｒｅ－ｍｉＲ－２１、－１０ｂ及びｃｅ
ｌ－１のドットブロット。（Ｃ）ｐｒｅ－ｍｉＲ－１０ｂ、－２１及びｃｅｌ－１でトラ
ンスフェクトされたＭＣＦ１０Ａ細胞のｍｉＲ－１０ｂ、－２１及びｃｅｌ－１の発現分
析。各バーは、非トランスフェクト細胞と比較した、トランスフェクト細胞の倍率変化を
表している。この図に表されたデータは、それぞれが三重測定で行われた３つの独立した
実験の結果であり、±ｓ．ｄ．として表している。
【図１６－１】ダイサーは多小胞体内に存在し、細胞質ＣＤ４３はダイサーをエクソソー
ムに動員する。（Ａ）グラフは、イメージＪソフトウエアを利用して定量された共焦点画
像における共局在化の割合を表す。（Ｂ）Ｈｒｓ及びＴＳＧ１０１には２つの異なるｓｉ
ＲＮＡを用い、ＢｉＧ２には２つの異なるｓｈクローンを用いた、ダウンレギュレーショ
ン後のＨｒｓ、ＴＳＧ１０１及びＢｉＧ２　ｍＲＮＡ発現。非トランスフェクト細胞及び
ｓｈスクランブルトランスフェクト細胞を、対照として用いた。（Ｃ）ＭＣＦ１０Ａ、Ｍ
ＣＦ１０ＡｓｉＨｒｓ、ＭＤＡ－ＭＢ２３１及びＭＤＡ－ＭＢ２３１ｓｉＨｒｓ（左グラ
フ）、ＭＣＦ１０ｓｈスクランブル、ＭＣＦ１０ＡｓｈＢｉＧ２、ＭＤＡ－ＭＢ２３１ｓ
ｈスクランブル、ＭＤＡ－ＭＢ２３１ｓｈＢｉＧ２（中央グラフ）、並びにＭＣＦ１０Ａ
ｓｉＴＳＧ１０１及びＭＤＡ－ＭＢ２３１ｓｉＴＳＧ１０１（右グラフ）から抽出された
エクソソームのブラッドフォードアッセイによるタンパク質定量。親非トランスフェクト
細胞を、倍率変化分析での相対的対照として用いた。データは細胞数により標準化されて
おり、ＳＤとして表された３回の生物学的反復実験の結果である。（Ｄ）ＭＣＦ１０Ａ、
ＭＣＦ１０ＡｓｉＴＳＧ１０１（ｓｉＴＳＧ１０１）、ＭＣＦ１０ＡｓｉＨｒｓ（ｓｉＨ
ｒｓ）及びＭＣＦ１０ＡｓｈＢｉＧ２（ｓｈＢｉＧ２）細胞のエクソソームタンパク質抽
出物中のＣＤ９の免疫ブロット（上ブロット）；ＭＤＡ－ＭＢ２３１、ＭＤＡ－ＭＢ２３
１ｓｉＴＳＧ１０１（ｓｉＴＳＧ１０１）、ＭＤＡ－ＭＢ２３１ｓｉＨｒｓ（ｓｉＨｒｓ
）及び　ＭＤＡ－ＭＢ２３１ｓｈＢｉＧ２（ｓｈＢｉＧ２）細胞の　エクソソームタンパ
ク質抽出物中のＣＤ９の免疫ブロット（下ブロット）（Ｅ）Ｈｒｓ、ＴＳＧ１０１及びＢ
ｉＧ２ダウンレギュレート細胞中のエクソソーム数のダウンレギュレートを示したＭＤＡ
－ＭＢ２３１、ＭＤＡ－ＭＢ－２３１ｓｉＴＳＧ１０１、－ｓｉＨｒｓ及びｓｈＢｉＧ２
由来エクソソームのＮａｎｏＳｉｇｈｔ粒子トラッキング分析、並びにそのエクソソーム
で予測されるサイズ分布。（Ｆ）ＭＣＦ１０Ａ、ＭＣＦ１０Ａｓｈスクランブル、ＭＣＦ
１０ＡｓｉＨｒｓ、ＭＣＦ１０ＡｓｈＢｉＧ２、ＭＣＦ１０ＡｓｉＴＳＧ１０１、ＭＤＡ
－ＭＢ２３１、ＭＤＡ－ＭＢ２３１ｓｈスクランブル、ＭＤＡ－ＭＢ２３１ｓｉＨｒｓ、
ＭＤＡ－ＭＢ２３１ｓｈＢｉＧ２、ＭＤＡ－ＭＢ２３１ｓｉＴＳＧ１０１、４Ｔ１、４Ｔ
１ｓｉＨｒｓ、４Ｔ１ｓｈＢｉＧ２及び４Ｔ１ｓｉＴＳＧ１０１細胞中のダイサーのｍＲ
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ＮＡ発現。親細胞を、倍率変化比較での相対的対照として用いた。データは、３回の生物
学的反復実験の結果であり、ＳＤとして表している。（Ｇ）抗ダイサー抗体で免疫沈降さ
れたＭＤＡ－ＭＢ２３１及び４Ｔ１癌細胞のタンパク質抽出物中のダイサー（上ブロット
、２つの左レーン）と、免疫沈降に用いられたタンパク質ライセートに対応するインプッ
トの５％（上ブロット、２つの右レーン）の免疫ブロット。抗ダイサー抗体で免疫沈降さ
れたＭＤＡ－ＭＢ２３１及び４Ｔ１細胞のタンパク質抽出物中のポリユビキチン（下ブロ
ット、２つの左レーン）と、免疫沈降に用いられたタンパク質ライセートに対応するイン
プットの５％（下ブロット、２つの右レーン）の免疫ブロット。（Ｈ）ＭＣＦ１０Ａ、Ｍ
ＣＦ１０ＡｓｉＣＤ４３、ＭＤＡ－ＭＢ２３１及びＭＤＡ－ＭＢ２３１ｓｉＣＤ４３細胞
中のＣＤ４３のｍＲＮＡ発現。ＭＣＦ１０Ａ及びＭＤＡ－ＭＢ２３１親細胞を、倍率変化
比較での相対的対照として用いた。データは、３回の生物学的反復実験の結果であり、Ｓ
Ｄとして表している。（Ｉ）ＭＣＦ１０Ａ、ＭＣＦ１０ＡｓｉＣＤ４３、ＭＤＡ－ＭＢ２
３１及びＭＤＡ－ＭＢ２３１ｓｉＣＤ４３細胞中のダイサーのｍＲＮＡ発現。ＭＣＦ１０
Ａ及びＭＤＡ－ＭＢ２３１親細胞を、倍率変化比較での相対的対照として用いた。データ
は、３回の生物学的反復実験の結果であり、ＳＤとして表している。
【図１６－２】ダイサーは多小胞体内に存在し、細胞質ＣＤ４３はダイサーをエクソソー
ムに動員する。（Ａ）グラフは、イメージＪソフトウエアを利用して定量された共焦点画
像における共局在化の割合を表す。（Ｂ）Ｈｒｓ及びＴＳＧ１０１には２つの異なるｓｉ
ＲＮＡを用い、ＢｉＧ２には２つの異なるｓｈクローンを用いた、ダウンレギュレーショ
ン後のＨｒｓ、ＴＳＧ１０１及びＢｉＧ２　ｍＲＮＡ発現。非トランスフェクト細胞及び
ｓｈスクランブルトランスフェクト細胞を、対照として用いた。（Ｃ）ＭＣＦ１０Ａ、Ｍ
ＣＦ１０ＡｓｉＨｒｓ、ＭＤＡ－ＭＢ２３１及びＭＤＡ－ＭＢ２３１ｓｉＨｒｓ（左グラ
フ）、ＭＣＦ１０ｓｈスクランブル、ＭＣＦ１０ＡｓｈＢｉＧ２、ＭＤＡ－ＭＢ２３１ｓ
ｈスクランブル、ＭＤＡ－ＭＢ２３１ｓｈＢｉＧ２（中央グラフ）、並びにＭＣＦ１０Ａ
ｓｉＴＳＧ１０１及びＭＤＡ－ＭＢ２３１ｓｉＴＳＧ１０１（右グラフ）から抽出された
エクソソームのブラッドフォードアッセイによるタンパク質定量。親非トランスフェクト
細胞を、倍率変化分析での相対的対照として用いた。データは細胞数により標準化されて
おり、ＳＤとして表された３回の生物学的反復実験の結果である。（Ｄ）ＭＣＦ１０Ａ、
ＭＣＦ１０ＡｓｉＴＳＧ１０１（ｓｉＴＳＧ１０１）、ＭＣＦ１０ＡｓｉＨｒｓ（ｓｉＨ
ｒｓ）及びＭＣＦ１０ＡｓｈＢｉＧ２（ｓｈＢｉＧ２）細胞のエクソソームタンパク質抽
出物中のＣＤ９の免疫ブロット（上ブロット）；ＭＤＡ－ＭＢ２３１、ＭＤＡ－ＭＢ２３
１ｓｉＴＳＧ１０１（ｓｉＴＳＧ１０１）、ＭＤＡ－ＭＢ２３１ｓｉＨｒｓ（ｓｉＨｒｓ
）及び　ＭＤＡ－ＭＢ２３１ｓｈＢｉＧ２（ｓｈＢｉＧ２）細胞の　エクソソームタンパ
ク質抽出物中のＣＤ９の免疫ブロット（下ブロット）（Ｅ）Ｈｒｓ、ＴＳＧ１０１及びＢ
ｉＧ２ダウンレギュレート細胞中のエクソソーム数のダウンレギュレートを示したＭＤＡ
－ＭＢ２３１、ＭＤＡ－ＭＢ－２３１ｓｉＴＳＧ１０１、－ｓｉＨｒｓ及びｓｈＢｉＧ２
由来エクソソームのＮａｎｏＳｉｇｈｔ粒子トラッキング分析、並びにそのエクソソーム
で予測されるサイズ分布。（Ｆ）ＭＣＦ１０Ａ、ＭＣＦ１０Ａｓｈスクランブル、ＭＣＦ
１０ＡｓｉＨｒｓ、ＭＣＦ１０ＡｓｈＢｉＧ２、ＭＣＦ１０ＡｓｉＴＳＧ１０１、ＭＤＡ
－ＭＢ２３１、ＭＤＡ－ＭＢ２３１ｓｈスクランブル、ＭＤＡ－ＭＢ２３１ｓｉＨｒｓ、
ＭＤＡ－ＭＢ２３１ｓｈＢｉＧ２、ＭＤＡ－ＭＢ２３１ｓｉＴＳＧ１０１、４Ｔ１、４Ｔ
１ｓｉＨｒｓ、４Ｔ１ｓｈＢｉＧ２及び４Ｔ１ｓｉＴＳＧ１０１細胞中のダイサーのｍＲ
ＮＡ発現。親細胞を、倍率変化比較での相対的対照として用いた。データは、３回の生物
学的反復実験の結果であり、ＳＤとして表している。（Ｇ）抗ダイサー抗体で免疫沈降さ
れたＭＤＡ－ＭＢ２３１及び４Ｔ１癌細胞のタンパク質抽出物中のダイサー（上ブロット
、２つの左レーン）と、免疫沈降に用いられたタンパク質ライセートに対応するインプッ
トの５％（上ブロット、２つの右レーン）の免疫ブロット。抗ダイサー抗体で免疫沈降さ
れたＭＤＡ－ＭＢ２３１及び４Ｔ１細胞のタンパク質抽出物中のポリユビキチン（下ブロ
ット、２つの左レーン）と、免疫沈降に用いられたタンパク質ライセートに対応するイン
プットの５％（下ブロット、２つの右レーン）の免疫ブロット。（Ｈ）ＭＣＦ１０Ａ、Ｍ
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ＣＦ１０ＡｓｉＣＤ４３、ＭＤＡ－ＭＢ２３１及びＭＤＡ－ＭＢ２３１ｓｉＣＤ４３細胞
中のＣＤ４３のｍＲＮＡ発現。ＭＣＦ１０Ａ及びＭＤＡ－ＭＢ２３１親細胞を、倍率変化
比較での相対的対照として用いた。データは、３回の生物学的反復実験の結果であり、Ｓ
Ｄとして表している。（Ｉ）ＭＣＦ１０Ａ、ＭＣＦ１０ＡｓｉＣＤ４３、ＭＤＡ－ＭＢ２
３１及びＭＤＡ－ＭＢ２３１ｓｉＣＤ４３細胞中のダイサーのｍＲＮＡ発現。ＭＣＦ１０
Ａ及びＭＤＡ－ＭＢ２３１親細胞を、倍率変化比較での相対的対照として用いた。データ
は、３回の生物学的反復実験の結果であり、ＳＤとして表している。
【図１６－３】ダイサーは多小胞体内に存在し、細胞質ＣＤ４３はダイサーをエクソソー
ムに動員する。（Ａ）グラフは、イメージＪソフトウエアを利用して定量された共焦点画
像における共局在化の割合を表す。（Ｂ）Ｈｒｓ及びＴＳＧ１０１には２つの異なるｓｉ
ＲＮＡを用い、ＢｉＧ２には２つの異なるｓｈクローンを用いた、ダウンレギュレーショ
ン後のＨｒｓ、ＴＳＧ１０１及びＢｉＧ２　ｍＲＮＡ発現。非トランスフェクト細胞及び
ｓｈスクランブルトランスフェクト細胞を、対照として用いた。（Ｃ）ＭＣＦ１０Ａ、Ｍ
ＣＦ１０ＡｓｉＨｒｓ、ＭＤＡ－ＭＢ２３１及びＭＤＡ－ＭＢ２３１ｓｉＨｒｓ（左グラ
フ）、ＭＣＦ１０ｓｈスクランブル、ＭＣＦ１０ＡｓｈＢｉＧ２、ＭＤＡ－ＭＢ２３１ｓ
ｈスクランブル、ＭＤＡ－ＭＢ２３１ｓｈＢｉＧ２（中央グラフ）、並びにＭＣＦ１０Ａ
ｓｉＴＳＧ１０１及びＭＤＡ－ＭＢ２３１ｓｉＴＳＧ１０１（右グラフ）から抽出された
エクソソームのブラッドフォードアッセイによるタンパク質定量。親非トランスフェクト
細胞を、倍率変化分析での相対的対照として用いた。データは細胞数により標準化されて
おり、ＳＤとして表された３回の生物学的反復実験の結果である。（Ｄ）ＭＣＦ１０Ａ、
ＭＣＦ１０ＡｓｉＴＳＧ１０１（ｓｉＴＳＧ１０１）、ＭＣＦ１０ＡｓｉＨｒｓ（ｓｉＨ
ｒｓ）及びＭＣＦ１０ＡｓｈＢｉＧ２（ｓｈＢｉＧ２）細胞のエクソソームタンパク質抽
出物中のＣＤ９の免疫ブロット（上ブロット）；ＭＤＡ－ＭＢ２３１、ＭＤＡ－ＭＢ２３
１ｓｉＴＳＧ１０１（ｓｉＴＳＧ１０１）、ＭＤＡ－ＭＢ２３１ｓｉＨｒｓ（ｓｉＨｒｓ
）及び　ＭＤＡ－ＭＢ２３１ｓｈＢｉＧ２（ｓｈＢｉＧ２）細胞の　エクソソームタンパ
ク質抽出物中のＣＤ９の免疫ブロット（下ブロット）（Ｅ）Ｈｒｓ、ＴＳＧ１０１及びＢ
ｉＧ２ダウンレギュレート細胞中のエクソソーム数のダウンレギュレートを示したＭＤＡ
－ＭＢ２３１、ＭＤＡ－ＭＢ－２３１ｓｉＴＳＧ１０１、－ｓｉＨｒｓ及びｓｈＢｉＧ２
由来エクソソームのＮａｎｏＳｉｇｈｔ粒子トラッキング分析、並びにそのエクソソーム
で予測されるサイズ分布。（Ｆ）ＭＣＦ１０Ａ、ＭＣＦ１０Ａｓｈスクランブル、ＭＣＦ
１０ＡｓｉＨｒｓ、ＭＣＦ１０ＡｓｈＢｉＧ２、ＭＣＦ１０ＡｓｉＴＳＧ１０１、ＭＤＡ
－ＭＢ２３１、ＭＤＡ－ＭＢ２３１ｓｈスクランブル、ＭＤＡ－ＭＢ２３１ｓｉＨｒｓ、
ＭＤＡ－ＭＢ２３１ｓｈＢｉＧ２、ＭＤＡ－ＭＢ２３１ｓｉＴＳＧ１０１、４Ｔ１、４Ｔ
１ｓｉＨｒｓ、４Ｔ１ｓｈＢｉＧ２及び４Ｔ１ｓｉＴＳＧ１０１細胞中のダイサーのｍＲ
ＮＡ発現。親細胞を、倍率変化比較での相対的対照として用いた。データは、３回の生物
学的反復実験の結果であり、ＳＤとして表している。（Ｇ）抗ダイサー抗体で免疫沈降さ
れたＭＤＡ－ＭＢ２３１及び４Ｔ１癌細胞のタンパク質抽出物中のダイサー（上ブロット
、２つの左レーン）と、免疫沈降に用いられたタンパク質ライセートに対応するインプッ
トの５％（上ブロット、２つの右レーン）の免疫ブロット。抗ダイサー抗体で免疫沈降さ
れたＭＤＡ－ＭＢ２３１及び４Ｔ１細胞のタンパク質抽出物中のポリユビキチン（下ブロ
ット、２つの左レーン）と、免疫沈降に用いられたタンパク質ライセートに対応するイン
プットの５％（下ブロット、２つの右レーン）の免疫ブロット。（Ｈ）ＭＣＦ１０Ａ、Ｍ
ＣＦ１０ＡｓｉＣＤ４３、ＭＤＡ－ＭＢ２３１及びＭＤＡ－ＭＢ２３１ｓｉＣＤ４３細胞
中のＣＤ４３のｍＲＮＡ発現。ＭＣＦ１０Ａ及びＭＤＡ－ＭＢ２３１親細胞を、倍率変化
比較での相対的対照として用いた。データは、３回の生物学的反復実験の結果であり、Ｓ
Ｄとして表している。（Ｉ）ＭＣＦ１０Ａ、ＭＣＦ１０ＡｓｉＣＤ４３、ＭＤＡ－ＭＢ２
３１及びＭＤＡ－ＭＢ２３１ｓｉＣＤ４３細胞中のダイサーのｍＲＮＡ発現。ＭＣＦ１０
Ａ及びＭＤＡ－ＭＢ２３１親細胞を、倍率変化比較での相対的対照として用いた。データ
は、３回の生物学的反復実験の結果であり、ＳＤとして表している。
【図１６－４】ダイサーは多小胞体内に存在し、細胞質ＣＤ４３はダイサーをエクソソー
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ムに動員する。（Ａ）グラフは、イメージＪソフトウエアを利用して定量された共焦点画
像における共局在化の割合を表す。（Ｂ）Ｈｒｓ及びＴＳＧ１０１には２つの異なるｓｉ
ＲＮＡを用い、ＢｉＧ２には２つの異なるｓｈクローンを用いた、ダウンレギュレーショ
ン後のＨｒｓ、ＴＳＧ１０１及びＢｉＧ２　ｍＲＮＡ発現。非トランスフェクト細胞及び
ｓｈスクランブルトランスフェクト細胞を、対照として用いた。（Ｃ）ＭＣＦ１０Ａ、Ｍ
ＣＦ１０ＡｓｉＨｒｓ、ＭＤＡ－ＭＢ２３１及びＭＤＡ－ＭＢ２３１ｓｉＨｒｓ（左グラ
フ）、ＭＣＦ１０ｓｈスクランブル、ＭＣＦ１０ＡｓｈＢｉＧ２、ＭＤＡ－ＭＢ２３１ｓ
ｈスクランブル、ＭＤＡ－ＭＢ２３１ｓｈＢｉＧ２（中央グラフ）、並びにＭＣＦ１０Ａ
ｓｉＴＳＧ１０１及びＭＤＡ－ＭＢ２３１ｓｉＴＳＧ１０１（右グラフ）から抽出された
エクソソームのブラッドフォードアッセイによるタンパク質定量。親非トランスフェクト
細胞を、倍率変化分析での相対的対照として用いた。データは細胞数により標準化されて
おり、ＳＤとして表された３回の生物学的反復実験の結果である。（Ｄ）ＭＣＦ１０Ａ、
ＭＣＦ１０ＡｓｉＴＳＧ１０１（ｓｉＴＳＧ１０１）、ＭＣＦ１０ＡｓｉＨｒｓ（ｓｉＨ
ｒｓ）及びＭＣＦ１０ＡｓｈＢｉＧ２（ｓｈＢｉＧ２）細胞のエクソソームタンパク質抽
出物中のＣＤ９の免疫ブロット（上ブロット）；ＭＤＡ－ＭＢ２３１、ＭＤＡ－ＭＢ２３
１ｓｉＴＳＧ１０１（ｓｉＴＳＧ１０１）、ＭＤＡ－ＭＢ２３１ｓｉＨｒｓ（ｓｉＨｒｓ
）及び　ＭＤＡ－ＭＢ２３１ｓｈＢｉＧ２（ｓｈＢｉＧ２）細胞の　エクソソームタンパ
ク質抽出物中のＣＤ９の免疫ブロット（下ブロット）（Ｅ）Ｈｒｓ、ＴＳＧ１０１及びＢ
ｉＧ２ダウンレギュレート細胞中のエクソソーム数のダウンレギュレートを示したＭＤＡ
－ＭＢ２３１、ＭＤＡ－ＭＢ－２３１ｓｉＴＳＧ１０１、－ｓｉＨｒｓ及びｓｈＢｉＧ２
由来エクソソームのＮａｎｏＳｉｇｈｔ粒子トラッキング分析、並びにそのエクソソーム
で予測されるサイズ分布。（Ｆ）ＭＣＦ１０Ａ、ＭＣＦ１０Ａｓｈスクランブル、ＭＣＦ
１０ＡｓｉＨｒｓ、ＭＣＦ１０ＡｓｈＢｉＧ２、ＭＣＦ１０ＡｓｉＴＳＧ１０１、ＭＤＡ
－ＭＢ２３１、ＭＤＡ－ＭＢ２３１ｓｈスクランブル、ＭＤＡ－ＭＢ２３１ｓｉＨｒｓ、
ＭＤＡ－ＭＢ２３１ｓｈＢｉＧ２、ＭＤＡ－ＭＢ２３１ｓｉＴＳＧ１０１、４Ｔ１、４Ｔ
１ｓｉＨｒｓ、４Ｔ１ｓｈＢｉＧ２及び４Ｔ１ｓｉＴＳＧ１０１細胞中のダイサーのｍＲ
ＮＡ発現。親細胞を、倍率変化比較での相対的対照として用いた。データは、３回の生物
学的反復実験の結果であり、ＳＤとして表している。（Ｇ）抗ダイサー抗体で免疫沈降さ
れたＭＤＡ－ＭＢ２３１及び４Ｔ１癌細胞のタンパク質抽出物中のダイサー（上ブロット
、２つの左レーン）と、免疫沈降に用いられたタンパク質ライセートに対応するインプッ
トの５％（上ブロット、２つの右レーン）の免疫ブロット。抗ダイサー抗体で免疫沈降さ
れたＭＤＡ－ＭＢ２３１及び４Ｔ１細胞のタンパク質抽出物中のポリユビキチン（下ブロ
ット、２つの左レーン）と、免疫沈降に用いられたタンパク質ライセートに対応するイン
プットの５％（下ブロット、２つの右レーン）の免疫ブロット。（Ｈ）ＭＣＦ１０Ａ、Ｍ
ＣＦ１０ＡｓｉＣＤ４３、ＭＤＡ－ＭＢ２３１及びＭＤＡ－ＭＢ２３１ｓｉＣＤ４３細胞
中のＣＤ４３のｍＲＮＡ発現。ＭＣＦ１０Ａ及びＭＤＡ－ＭＢ２３１親細胞を、倍率変化
比較での相対的対照として用いた。データは、３回の生物学的反復実験の結果であり、Ｓ
Ｄとして表している。（Ｉ）ＭＣＦ１０Ａ、ＭＣＦ１０ＡｓｉＣＤ４３、ＭＤＡ－ＭＢ２
３１及びＭＤＡ－ＭＢ２３１ｓｉＣＤ４３細胞中のダイサーのｍＲＮＡ発現。ＭＣＦ１０
Ａ及びＭＤＡ－ＭＢ２３１親細胞を、倍率変化比較での相対的対照として用いた。データ
は、３回の生物学的反復実験の結果であり、ＳＤとして表している。
【図１６－５】ダイサーは多小胞体内に存在し、細胞質ＣＤ４３はダイサーをエクソソー
ムに動員する。（Ａ）グラフは、イメージＪソフトウエアを利用して定量された共焦点画
像における共局在化の割合を表す。（Ｂ）Ｈｒｓ及びＴＳＧ１０１には２つの異なるｓｉ
ＲＮＡを用い、ＢｉＧ２には２つの異なるｓｈクローンを用いた、ダウンレギュレーショ
ン後のＨｒｓ、ＴＳＧ１０１及びＢｉＧ２　ｍＲＮＡ発現。非トランスフェクト細胞及び
ｓｈスクランブルトランスフェクト細胞を、対照として用いた。（Ｃ）ＭＣＦ１０Ａ、Ｍ
ＣＦ１０ＡｓｉＨｒｓ、ＭＤＡ－ＭＢ２３１及びＭＤＡ－ＭＢ２３１ｓｉＨｒｓ（左グラ
フ）、ＭＣＦ１０ｓｈスクランブル、ＭＣＦ１０ＡｓｈＢｉＧ２、ＭＤＡ－ＭＢ２３１ｓ
ｈスクランブル、ＭＤＡ－ＭＢ２３１ｓｈＢｉＧ２（中央グラフ）、並びにＭＣＦ１０Ａ
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ｓｉＴＳＧ１０１及びＭＤＡ－ＭＢ２３１ｓｉＴＳＧ１０１（右グラフ）から抽出された
エクソソームのブラッドフォードアッセイによるタンパク質定量。親非トランスフェクト
細胞を、倍率変化分析での相対的対照として用いた。データは細胞数により標準化されて
おり、ＳＤとして表された３回の生物学的反復実験の結果である。（Ｄ）ＭＣＦ１０Ａ、
ＭＣＦ１０ＡｓｉＴＳＧ１０１（ｓｉＴＳＧ１０１）、ＭＣＦ１０ＡｓｉＨｒｓ（ｓｉＨ
ｒｓ）及びＭＣＦ１０ＡｓｈＢｉＧ２（ｓｈＢｉＧ２）細胞のエクソソームタンパク質抽
出物中のＣＤ９の免疫ブロット（上ブロット）；ＭＤＡ－ＭＢ２３１、ＭＤＡ－ＭＢ２３
１ｓｉＴＳＧ１０１（ｓｉＴＳＧ１０１）、ＭＤＡ－ＭＢ２３１ｓｉＨｒｓ（ｓｉＨｒｓ
）及び　ＭＤＡ－ＭＢ２３１ｓｈＢｉＧ２（ｓｈＢｉＧ２）細胞の　エクソソームタンパ
ク質抽出物中のＣＤ９の免疫ブロット（下ブロット）（Ｅ）Ｈｒｓ、ＴＳＧ１０１及びＢ
ｉＧ２ダウンレギュレート細胞中のエクソソーム数のダウンレギュレートを示したＭＤＡ
－ＭＢ２３１、ＭＤＡ－ＭＢ－２３１ｓｉＴＳＧ１０１、－ｓｉＨｒｓ及びｓｈＢｉＧ２
由来エクソソームのＮａｎｏＳｉｇｈｔ粒子トラッキング分析、並びにそのエクソソーム
で予測されるサイズ分布。（Ｆ）ＭＣＦ１０Ａ、ＭＣＦ１０Ａｓｈスクランブル、ＭＣＦ
１０ＡｓｉＨｒｓ、ＭＣＦ１０ＡｓｈＢｉＧ２、ＭＣＦ１０ＡｓｉＴＳＧ１０１、ＭＤＡ
－ＭＢ２３１、ＭＤＡ－ＭＢ２３１ｓｈスクランブル、ＭＤＡ－ＭＢ２３１ｓｉＨｒｓ、
ＭＤＡ－ＭＢ２３１ｓｈＢｉＧ２、ＭＤＡ－ＭＢ２３１ｓｉＴＳＧ１０１、４Ｔ１、４Ｔ
１ｓｉＨｒｓ、４Ｔ１ｓｈＢｉＧ２及び４Ｔ１ｓｉＴＳＧ１０１細胞中のダイサーのｍＲ
ＮＡ発現。親細胞を、倍率変化比較での相対的対照として用いた。データは、３回の生物
学的反復実験の結果であり、ＳＤとして表している。（Ｇ）抗ダイサー抗体で免疫沈降さ
れたＭＤＡ－ＭＢ２３１及び４Ｔ１癌細胞のタンパク質抽出物中のダイサー（上ブロット
、２つの左レーン）と、免疫沈降に用いられたタンパク質ライセートに対応するインプッ
トの５％（上ブロット、２つの右レーン）の免疫ブロット。抗ダイサー抗体で免疫沈降さ
れたＭＤＡ－ＭＢ２３１及び４Ｔ１細胞のタンパク質抽出物中のポリユビキチン（下ブロ
ット、２つの左レーン）と、免疫沈降に用いられたタンパク質ライセートに対応するイン
プットの５％（下ブロット、２つの右レーン）の免疫ブロット。（Ｈ）ＭＣＦ１０Ａ、Ｍ
ＣＦ１０ＡｓｉＣＤ４３、ＭＤＡ－ＭＢ２３１及びＭＤＡ－ＭＢ２３１ｓｉＣＤ４３細胞
中のＣＤ４３のｍＲＮＡ発現。ＭＣＦ１０Ａ及びＭＤＡ－ＭＢ２３１親細胞を、倍率変化
比較での相対的対照として用いた。データは、３回の生物学的反復実験の結果であり、Ｓ
Ｄとして表している。（Ｉ）ＭＣＦ１０Ａ、ＭＣＦ１０ＡｓｉＣＤ４３、ＭＤＡ－ＭＢ２
３１及びＭＤＡ－ＭＢ２３１ｓｉＣＤ４３細胞中のダイサーのｍＲＮＡ発現。ＭＣＦ１０
Ａ及びＭＤＡ－ＭＢ２３１親細胞を、倍率変化比較での相対的対照として用いた。データ
は、３回の生物学的反復実験の結果であり、ＳＤとして表している。
【図１６－６】ダイサーは多小胞体内に存在し、細胞質ＣＤ４３はダイサーをエクソソー
ムに動員する。（Ａ）グラフは、イメージＪソフトウエアを利用して定量された共焦点画
像における共局在化の割合を表す。（Ｂ）Ｈｒｓ及びＴＳＧ１０１には２つの異なるｓｉ
ＲＮＡを用い、ＢｉＧ２には２つの異なるｓｈクローンを用いた、ダウンレギュレーショ
ン後のＨｒｓ、ＴＳＧ１０１及びＢｉＧ２　ｍＲＮＡ発現。非トランスフェクト細胞及び
ｓｈスクランブルトランスフェクト細胞を、対照として用いた。（Ｃ）ＭＣＦ１０Ａ、Ｍ
ＣＦ１０ＡｓｉＨｒｓ、ＭＤＡ－ＭＢ２３１及びＭＤＡ－ＭＢ２３１ｓｉＨｒｓ（左グラ
フ）、ＭＣＦ１０ｓｈスクランブル、ＭＣＦ１０ＡｓｈＢｉＧ２、ＭＤＡ－ＭＢ２３１ｓ
ｈスクランブル、ＭＤＡ－ＭＢ２３１ｓｈＢｉＧ２（中央グラフ）、並びにＭＣＦ１０Ａ
ｓｉＴＳＧ１０１及びＭＤＡ－ＭＢ２３１ｓｉＴＳＧ１０１（右グラフ）から抽出された
エクソソームのブラッドフォードアッセイによるタンパク質定量。親非トランスフェクト
細胞を、倍率変化分析での相対的対照として用いた。データは細胞数により標準化されて
おり、ＳＤとして表された３回の生物学的反復実験の結果である。（Ｄ）ＭＣＦ１０Ａ、
ＭＣＦ１０ＡｓｉＴＳＧ１０１（ｓｉＴＳＧ１０１）、ＭＣＦ１０ＡｓｉＨｒｓ（ｓｉＨ
ｒｓ）及びＭＣＦ１０ＡｓｈＢｉＧ２（ｓｈＢｉＧ２）細胞のエクソソームタンパク質抽
出物中のＣＤ９の免疫ブロット（上ブロット）；ＭＤＡ－ＭＢ２３１、ＭＤＡ－ＭＢ２３
１ｓｉＴＳＧ１０１（ｓｉＴＳＧ１０１）、ＭＤＡ－ＭＢ２３１ｓｉＨｒｓ（ｓｉＨｒｓ
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）及び　ＭＤＡ－ＭＢ２３１ｓｈＢｉＧ２（ｓｈＢｉＧ２）細胞の　エクソソームタンパ
ク質抽出物中のＣＤ９の免疫ブロット（下ブロット）（Ｅ）Ｈｒｓ、ＴＳＧ１０１及びＢ
ｉＧ２ダウンレギュレート細胞中のエクソソーム数のダウンレギュレートを示したＭＤＡ
－ＭＢ２３１、ＭＤＡ－ＭＢ－２３１ｓｉＴＳＧ１０１、－ｓｉＨｒｓ及びｓｈＢｉＧ２
由来エクソソームのＮａｎｏＳｉｇｈｔ粒子トラッキング分析、並びにそのエクソソーム
で予測されるサイズ分布。（Ｆ）ＭＣＦ１０Ａ、ＭＣＦ１０Ａｓｈスクランブル、ＭＣＦ
１０ＡｓｉＨｒｓ、ＭＣＦ１０ＡｓｈＢｉＧ２、ＭＣＦ１０ＡｓｉＴＳＧ１０１、ＭＤＡ
－ＭＢ２３１、ＭＤＡ－ＭＢ２３１ｓｈスクランブル、ＭＤＡ－ＭＢ２３１ｓｉＨｒｓ、
ＭＤＡ－ＭＢ２３１ｓｈＢｉＧ２、ＭＤＡ－ＭＢ２３１ｓｉＴＳＧ１０１、４Ｔ１、４Ｔ
１ｓｉＨｒｓ、４Ｔ１ｓｈＢｉＧ２及び４Ｔ１ｓｉＴＳＧ１０１細胞中のダイサーのｍＲ
ＮＡ発現。親細胞を、倍率変化比較での相対的対照として用いた。データは、３回の生物
学的反復実験の結果であり、ＳＤとして表している。（Ｇ）抗ダイサー抗体で免疫沈降さ
れたＭＤＡ－ＭＢ２３１及び４Ｔ１癌細胞のタンパク質抽出物中のダイサー（上ブロット
、２つの左レーン）と、免疫沈降に用いられたタンパク質ライセートに対応するインプッ
トの５％（上ブロット、２つの右レーン）の免疫ブロット。抗ダイサー抗体で免疫沈降さ
れたＭＤＡ－ＭＢ２３１及び４Ｔ１細胞のタンパク質抽出物中のポリユビキチン（下ブロ
ット、２つの左レーン）と、免疫沈降に用いられたタンパク質ライセートに対応するイン
プットの５％（下ブロット、２つの右レーン）の免疫ブロット。（Ｈ）ＭＣＦ１０Ａ、Ｍ
ＣＦ１０ＡｓｉＣＤ４３、ＭＤＡ－ＭＢ２３１及びＭＤＡ－ＭＢ２３１ｓｉＣＤ４３細胞
中のＣＤ４３のｍＲＮＡ発現。ＭＣＦ１０Ａ及びＭＤＡ－ＭＢ２３１親細胞を、倍率変化
比較での相対的対照として用いた。データは、３回の生物学的反復実験の結果であり、Ｓ
Ｄとして表している。（Ｉ）ＭＣＦ１０Ａ、ＭＣＦ１０ＡｓｉＣＤ４３、ＭＤＡ－ＭＢ２
３１及びＭＤＡ－ＭＢ２３１ｓｉＣＤ４３細胞中のダイサーのｍＲＮＡ発現。ＭＣＦ１０
Ａ及びＭＤＡ－ＭＢ２３１親細胞を、倍率変化比較での相対的対照として用いた。データ
は、３回の生物学的反復実験の結果であり、ＳＤとして表している。
【図１６－７】ダイサーは多小胞体内に存在し、細胞質ＣＤ４３はダイサーをエクソソー
ムに動員する。（Ａ）グラフは、イメージＪソフトウエアを利用して定量された共焦点画
像における共局在化の割合を表す。（Ｂ）Ｈｒｓ及びＴＳＧ１０１には２つの異なるｓｉ
ＲＮＡを用い、ＢｉＧ２には２つの異なるｓｈクローンを用いた、ダウンレギュレーショ
ン後のＨｒｓ、ＴＳＧ１０１及びＢｉＧ２　ｍＲＮＡ発現。非トランスフェクト細胞及び
ｓｈスクランブルトランスフェクト細胞を、対照として用いた。（Ｃ）ＭＣＦ１０Ａ、Ｍ
ＣＦ１０ＡｓｉＨｒｓ、ＭＤＡ－ＭＢ２３１及びＭＤＡ－ＭＢ２３１ｓｉＨｒｓ（左グラ
フ）、ＭＣＦ１０ｓｈスクランブル、ＭＣＦ１０ＡｓｈＢｉＧ２、ＭＤＡ－ＭＢ２３１ｓ
ｈスクランブル、ＭＤＡ－ＭＢ２３１ｓｈＢｉＧ２（中央グラフ）、並びにＭＣＦ１０Ａ
ｓｉＴＳＧ１０１及びＭＤＡ－ＭＢ２３１ｓｉＴＳＧ１０１（右グラフ）から抽出された
エクソソームのブラッドフォードアッセイによるタンパク質定量。親非トランスフェクト
細胞を、倍率変化分析での相対的対照として用いた。データは細胞数により標準化されて
おり、ＳＤとして表された３回の生物学的反復実験の結果である。（Ｄ）ＭＣＦ１０Ａ、
ＭＣＦ１０ＡｓｉＴＳＧ１０１（ｓｉＴＳＧ１０１）、ＭＣＦ１０ＡｓｉＨｒｓ（ｓｉＨ
ｒｓ）及びＭＣＦ１０ＡｓｈＢｉＧ２（ｓｈＢｉＧ２）細胞のエクソソームタンパク質抽
出物中のＣＤ９の免疫ブロット（上ブロット）；ＭＤＡ－ＭＢ２３１、ＭＤＡ－ＭＢ２３
１ｓｉＴＳＧ１０１（ｓｉＴＳＧ１０１）、ＭＤＡ－ＭＢ２３１ｓｉＨｒｓ（ｓｉＨｒｓ
）及び　ＭＤＡ－ＭＢ２３１ｓｈＢｉＧ２（ｓｈＢｉＧ２）細胞の　エクソソームタンパ
ク質抽出物中のＣＤ９の免疫ブロット（下ブロット）（Ｅ）Ｈｒｓ、ＴＳＧ１０１及びＢ
ｉＧ２ダウンレギュレート細胞中のエクソソーム数のダウンレギュレートを示したＭＤＡ
－ＭＢ２３１、ＭＤＡ－ＭＢ－２３１ｓｉＴＳＧ１０１、－ｓｉＨｒｓ及びｓｈＢｉＧ２
由来エクソソームのＮａｎｏＳｉｇｈｔ粒子トラッキング分析、並びにそのエクソソーム
で予測されるサイズ分布。（Ｆ）ＭＣＦ１０Ａ、ＭＣＦ１０Ａｓｈスクランブル、ＭＣＦ
１０ＡｓｉＨｒｓ、ＭＣＦ１０ＡｓｈＢｉＧ２、ＭＣＦ１０ＡｓｉＴＳＧ１０１、ＭＤＡ
－ＭＢ２３１、ＭＤＡ－ＭＢ２３１ｓｈスクランブル、ＭＤＡ－ＭＢ２３１ｓｉＨｒｓ、
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ＭＤＡ－ＭＢ２３１ｓｈＢｉＧ２、ＭＤＡ－ＭＢ２３１ｓｉＴＳＧ１０１、４Ｔ１、４Ｔ
１ｓｉＨｒｓ、４Ｔ１ｓｈＢｉＧ２及び４Ｔ１ｓｉＴＳＧ１０１細胞中のダイサーのｍＲ
ＮＡ発現。親細胞を、倍率変化比較での相対的対照として用いた。データは、３回の生物
学的反復実験の結果であり、ＳＤとして表している。（Ｇ）抗ダイサー抗体で免疫沈降さ
れたＭＤＡ－ＭＢ２３１及び４Ｔ１癌細胞のタンパク質抽出物中のダイサー（上ブロット
、２つの左レーン）と、免疫沈降に用いられたタンパク質ライセートに対応するインプッ
トの５％（上ブロット、２つの右レーン）の免疫ブロット。抗ダイサー抗体で免疫沈降さ
れたＭＤＡ－ＭＢ２３１及び４Ｔ１細胞のタンパク質抽出物中のポリユビキチン（下ブロ
ット、２つの左レーン）と、免疫沈降に用いられたタンパク質ライセートに対応するイン
プットの５％（下ブロット、２つの右レーン）の免疫ブロット。（Ｈ）ＭＣＦ１０Ａ、Ｍ
ＣＦ１０ＡｓｉＣＤ４３、ＭＤＡ－ＭＢ２３１及びＭＤＡ－ＭＢ２３１ｓｉＣＤ４３細胞
中のＣＤ４３のｍＲＮＡ発現。ＭＣＦ１０Ａ及びＭＤＡ－ＭＢ２３１親細胞を、倍率変化
比較での相対的対照として用いた。データは、３回の生物学的反復実験の結果であり、Ｓ
Ｄとして表している。（Ｉ）ＭＣＦ１０Ａ、ＭＣＦ１０ＡｓｉＣＤ４３、ＭＤＡ－ＭＢ２
３１及びＭＤＡ－ＭＢ２３１ｓｉＣＤ４３細胞中のダイサーのｍＲＮＡ発現。ＭＣＦ１０
Ａ及びＭＤＡ－ＭＢ２３１親細胞を、倍率変化比較での相対的対照として用いた。データ
は、３回の生物学的反復実験の結果であり、ＳＤとして表している。
【図１７－１】オンコソームは、ダイサー依存的に、収容細胞のトランスクリプトーム改
変及び腫瘍形成を誘導する。（Ａ）ＭＤＡ－ＭＢ２３１　ＣＤ６３－ＧＦＰ細胞由来のエ
クソソームのＮａｎｏＳｉｇｈｔ粒子トラッキング分析。黒色線は、エクソソーム集団全
体の測定を表し、緑色線は、４８８ｎｍレーザビームを備えたＮａｎｏＳｉｇｈｔを用い
てＣＤ６３－ＧＦＰで標識されたエクソソーム集団を示す。薄灰色及び薄緑色は、各測定
のエラーバーを表す。（Ｂ）抗ＰＴＥＮ抗体と、抽出されて間もないＭＤＡ－ＭＢ２３１
オンコソームで０、３０ｍｉｎ、１ｈ、１２ｈ及び２４ｈの間処置されたＭＣＦ１０Ａ細
胞のタンパク質抽出物と、を用いた免疫ブロット。β－アクチンを負荷対照として用いた
。（Ｃ）抗ＨＯＸＤ１０抗体と、抽出されて間もないＭＤＡ－ＭＢ２３１オンコソームで
０、３０ｍｉｎ、１ｈ、１２ｈ及び２４ｈ、処置されたＭＣＦ１０Ａ細胞のタンパク質抽
出物と、を用いた免疫ブロット。β－アクチンを負荷対照として用いた。（Ｄ）ＭＣＦ１
０Ａ細胞をＸＰＯ５に関してｓｉＲＮＡでトランスフェクトして、ｐｒｅ－ｍｉＲＮＡの
流れを核から細胞質にダウンレギュレートした。ＭＣＦ１０ＡｓｉＸＰＯ５細胞、並びに
ダイサー抗体を含む、及び含まないＭＤＡ－ＭＢ２３１エクソソームで処置されたＭＣＦ
１０ＡｓｉＸＰＯ５細胞中で、時間経過に伴う（６ｈ、１２ｈ、２４ｈ、３６ｈ及び４８
ｈ）ｍｉＲ－１５レベルを測定することにより、ｐｒｅ－ｍｉＲ１５のプロセシングを評
価した。有意な変動は示されなかった。（Ｅ）ｍｉＲ１８２－５ｐ発現を、時間経過に伴
い（０ｈ、６ｈ、１２ｈ、２４ｈ、３６ｈ、４８ｈ、７２及び９６ｈ）、ＭＤＡ－ＭＢ２
３１由来エクソソーム中でモニタリングした。エラーバーは、０ｈと比較した、各時点の
倍率変化を表している。有意差は認められなかった。（Ｆ）グラフは、図７Ｇのコロニー
数定量を示している。＊ｐ＝０．０００６．（Ｇ）抗ダイサー抗体と、無細胞培養後にダ
イサー抗体と共に電気穿孔されたＭＤＡ－ＭＢ２３１オンコソームで０、３０ｍｉｎ、１
ｈ、１２ｈ及び２４ｈ、処置されたＭＣＦ１０Ａ細胞のタンパク質抽出物と、を用いた免
疫ブロット。α－チューブリンを負荷対照として用いた。
【図１７－２】オンコソームは、ダイサー依存的に、収容細胞のトランスクリプトーム改
変及び腫瘍形成を誘導する。（Ａ）ＭＤＡ－ＭＢ２３１　ＣＤ６３－ＧＦＰ細胞由来のエ
クソソームのＮａｎｏＳｉｇｈｔ粒子トラッキング分析。黒色線は、エクソソーム集団全
体の測定を表し、緑色線は、４８８ｎｍレーザビームを備えたＮａｎｏＳｉｇｈｔを用い
てＣＤ６３－ＧＦＰで標識されたエクソソーム集団を示す。薄灰色及び薄緑色は、各測定
のエラーバーを表す。（Ｂ）抗ＰＴＥＮ抗体と、抽出されて間もないＭＤＡ－ＭＢ２３１
オンコソームで０、３０ｍｉｎ、１ｈ、１２ｈ及び２４ｈの間処置されたＭＣＦ１０Ａ細
胞のタンパク質抽出物と、を用いた免疫ブロット。β－アクチンを負荷対照として用いた
。（Ｃ）抗ＨＯＸＤ１０抗体と、抽出されて間もないＭＤＡ－ＭＢ２３１オンコソームで
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０、３０ｍｉｎ、１ｈ、１２ｈ及び２４ｈ、処置されたＭＣＦ１０Ａ細胞のタンパク質抽
出物と、を用いた免疫ブロット。β－アクチンを負荷対照として用いた。（Ｄ）ＭＣＦ１
０Ａ細胞をＸＰＯ５に関してｓｉＲＮＡでトランスフェクトして、ｐｒｅ－ｍｉＲＮＡの
流れを核から細胞質にダウンレギュレートした。ＭＣＦ１０ＡｓｉＸＰＯ５細胞、並びに
ダイサー抗体を含む、及び含まないＭＤＡ－ＭＢ２３１エクソソームで処置されたＭＣＦ
１０ＡｓｉＸＰＯ５細胞中で、時間経過に伴う（６ｈ、１２ｈ、２４ｈ、３６ｈ及び４８
ｈ）ｍｉＲ－１５レベルを測定することにより、ｐｒｅ－ｍｉＲ１５のプロセシングを評
価した。有意な変動は示されなかった。（Ｅ）ｍｉＲ１８２－５ｐ発現を、時間経過に伴
い（０ｈ、６ｈ、１２ｈ、２４ｈ、３６ｈ、４８ｈ、７２及び９６ｈ）、ＭＤＡ－ＭＢ２
３１由来エクソソーム中でモニタリングした。エラーバーは、０ｈと比較した、各時点の
倍率変化を表している。有意差は認められなかった。（Ｆ）グラフは、図７Ｇのコロニー
数定量を示している。＊ｐ＝０．０００６．（Ｇ）抗ダイサー抗体と、無細胞培養後にダ
イサー抗体と共に電気穿孔されたＭＤＡ－ＭＢ２３１オンコソームで０、３０ｍｉｎ、１
ｈ、１２ｈ及び２４ｈ、処置されたＭＣＦ１０Ａ細胞のタンパク質抽出物と、を用いた免
疫ブロット。α－チューブリンを負荷対照として用いた。
【図１７－３】オンコソームは、ダイサー依存的に、収容細胞のトランスクリプトーム改
変及び腫瘍形成を誘導する。（Ａ）ＭＤＡ－ＭＢ２３１　ＣＤ６３－ＧＦＰ細胞由来のエ
クソソームのＮａｎｏＳｉｇｈｔ粒子トラッキング分析。黒色線は、エクソソーム集団全
体の測定を表し、緑色線は、４８８ｎｍレーザビームを備えたＮａｎｏＳｉｇｈｔを用い
てＣＤ６３－ＧＦＰで標識されたエクソソーム集団を示す。薄灰色及び薄緑色は、各測定
のエラーバーを表す。（Ｂ）抗ＰＴＥＮ抗体と、抽出されて間もないＭＤＡ－ＭＢ２３１
オンコソームで０、３０ｍｉｎ、１ｈ、１２ｈ及び２４ｈの間処置されたＭＣＦ１０Ａ細
胞のタンパク質抽出物と、を用いた免疫ブロット。β－アクチンを負荷対照として用いた
。（Ｃ）抗ＨＯＸＤ１０抗体と、抽出されて間もないＭＤＡ－ＭＢ２３１オンコソームで
０、３０ｍｉｎ、１ｈ、１２ｈ及び２４ｈ、処置されたＭＣＦ１０Ａ細胞のタンパク質抽
出物と、を用いた免疫ブロット。β－アクチンを負荷対照として用いた。（Ｄ）ＭＣＦ１
０Ａ細胞をＸＰＯ５に関してｓｉＲＮＡでトランスフェクトして、ｐｒｅ－ｍｉＲＮＡの
流れを核から細胞質にダウンレギュレートした。ＭＣＦ１０ＡｓｉＸＰＯ５細胞、並びに
ダイサー抗体を含む、及び含まないＭＤＡ－ＭＢ２３１エクソソームで処置されたＭＣＦ
１０ＡｓｉＸＰＯ５細胞中で、時間経過に伴う（６ｈ、１２ｈ、２４ｈ、３６ｈ及び４８
ｈ）ｍｉＲ－１５レベルを測定することにより、ｐｒｅ－ｍｉＲ１５のプロセシングを評
価した。有意な変動は示されなかった。（Ｅ）ｍｉＲ１８２－５ｐ発現を、時間経過に伴
い（０ｈ、６ｈ、１２ｈ、２４ｈ、３６ｈ、４８ｈ、７２及び９６ｈ）、ＭＤＡ－ＭＢ２
３１由来エクソソーム中でモニタリングした。エラーバーは、０ｈと比較した、各時点の
倍率変化を表している。有意差は認められなかった。（Ｆ）グラフは、図７Ｇのコロニー
数定量を示している。＊ｐ＝０．０００６．（Ｇ）抗ダイサー抗体と、無細胞培養後にダ
イサー抗体と共に電気穿孔されたＭＤＡ－ＭＢ２３１オンコソームで０、３０ｍｉｎ、１
ｈ、１２ｈ及び２４ｈ、処置されたＭＣＦ１０Ａ細胞のタンパク質抽出物と、を用いた免
疫ブロット。α－チューブリンを負荷対照として用いた。
【図１７－４】オンコソームは、ダイサー依存的に、収容細胞のトランスクリプトーム改
変及び腫瘍形成を誘導する。（Ａ）ＭＤＡ－ＭＢ２３１　ＣＤ６３－ＧＦＰ細胞由来のエ
クソソームのＮａｎｏＳｉｇｈｔ粒子トラッキング分析。黒色線は、エクソソーム集団全
体の測定を表し、緑色線は、４８８ｎｍレーザビームを備えたＮａｎｏＳｉｇｈｔを用い
てＣＤ６３－ＧＦＰで標識されたエクソソーム集団を示す。薄灰色及び薄緑色は、各測定
のエラーバーを表す。（Ｂ）抗ＰＴＥＮ抗体と、抽出されて間もないＭＤＡ－ＭＢ２３１
オンコソームで０、３０ｍｉｎ、１ｈ、１２ｈ及び２４ｈの間処置されたＭＣＦ１０Ａ細
胞のタンパク質抽出物と、を用いた免疫ブロット。β－アクチンを負荷対照として用いた
。（Ｃ）抗ＨＯＸＤ１０抗体と、抽出されて間もないＭＤＡ－ＭＢ２３１オンコソームで
０、３０ｍｉｎ、１ｈ、１２ｈ及び２４ｈ、処置されたＭＣＦ１０Ａ細胞のタンパク質抽
出物と、を用いた免疫ブロット。β－アクチンを負荷対照として用いた。（Ｄ）ＭＣＦ１
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０Ａ細胞をＸＰＯ５に関してｓｉＲＮＡでトランスフェクトして、ｐｒｅ－ｍｉＲＮＡの
流れを核から細胞質にダウンレギュレートした。ＭＣＦ１０ＡｓｉＸＰＯ５細胞、並びに
ダイサー抗体を含む、及び含まないＭＤＡ－ＭＢ２３１エクソソームで処置されたＭＣＦ
１０ＡｓｉＸＰＯ５細胞中で、時間経過に伴う（６ｈ、１２ｈ、２４ｈ、３６ｈ及び４８
ｈ）ｍｉＲ－１５レベルを測定することにより、ｐｒｅ－ｍｉＲ１５のプロセシングを評
価した。有意な変動は示されなかった。（Ｅ）ｍｉＲ１８２－５ｐ発現を、時間経過に伴
い（０ｈ、６ｈ、１２ｈ、２４ｈ、３６ｈ、４８ｈ、７２及び９６ｈ）、ＭＤＡ－ＭＢ２
３１由来エクソソーム中でモニタリングした。エラーバーは、０ｈと比較した、各時点の
倍率変化を表している。有意差は認められなかった。（Ｆ）グラフは、図７Ｇのコロニー
数定量を示している。＊ｐ＝０．０００６．（Ｇ）抗ダイサー抗体と、無細胞培養後にダ
イサー抗体と共に電気穿孔されたＭＤＡ－ＭＢ２３１オンコソームで０、３０ｍｉｎ、１
ｈ、１２ｈ及び２４ｈ、処置されたＭＣＦ１０Ａ細胞のタンパク質抽出物と、を用いた免
疫ブロット。α－チューブリンを負荷対照として用いた。
【図１８－１】乳癌患者のエクソソームはダイサーを含み、ｐｒｅ－ｍｉＲＮＡをプロセ
シングして、異なる臓器の細胞に侵入する。（Ａ）ヌードマウスの採取間もない原発性ヒ
ト卵巣腫瘍、子宮内膜腫瘍及び乳房腫瘍のフラグメント由来の同所性異種移植片の代表的
写真。（Ｂ）卵巣癌、子宮内膜癌及び乳癌の同所性異種移植片のヘマトキシリン－エオジ
ン（ＨＥ）染色。（Ｃ）同所性腫瘍異種移植片を有するマウスから採取された血清エクソ
ソームの透過型電子顕微鏡写真。（Ｄ）図８Ａに示された免疫ブロットの膜のクーマシー
染色。
【図１８－２】乳癌患者のエクソソームはダイサーを含み、ｐｒｅ－ｍｉＲＮＡをプロセ
シングして、異なる臓器の細胞に侵入する。（Ａ）ヌードマウスの採取間もない原発性ヒ
ト卵巣腫瘍、子宮内膜腫瘍及び乳房腫瘍のフラグメント由来の同所性異種移植片の代表的
写真。（Ｂ）卵巣癌、子宮内膜癌及び乳癌の同所性異種移植片のヘマトキシリン－エオジ
ン（ＨＥ）染色。（Ｃ）同所性腫瘍異種移植片を有するマウスから採取された血清エクソ
ソームの透過型電子顕微鏡写真。（Ｄ）図８Ａに示された免疫ブロットの膜のクーマシー
染色。
【図１８－３】乳癌患者のエクソソームはダイサーを含み、ｐｒｅ－ｍｉＲＮＡをプロセ
シングして、異なる臓器の細胞に侵入する。（Ａ）ヌードマウスの採取間もない原発性ヒ
ト卵巣腫瘍、子宮内膜腫瘍及び乳房腫瘍のフラグメント由来の同所性異種移植片の代表的
写真。（Ｂ）卵巣癌、子宮内膜癌及び乳癌の同所性異種移植片のヘマトキシリン－エオジ
ン（ＨＥ）染色。（Ｃ）同所性腫瘍異種移植片を有するマウスから採取された血清エクソ
ソームの透過型電子顕微鏡写真。（Ｄ）図８Ａに示された免疫ブロットの膜のクーマシー
染色。
【発明を実施するための形態】
【００３８】
　癌の進行は、腫瘍中の効果的な細胞間コミュニケーションに依存する。エクソソームは
、全ての細胞型により分泌されるナノ小胞体であり、タンパク質及び核酸を含む。癌細胞
により分泌されたエクソソームは、特異的にＲＮＡ誘導サイレンシング複合体（ＲＩＳＣ
；ダイサー／ＴＲＢＰ／ＡＧＯ２）と会合したマイクロＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ）を含み、前
駆体マイクロＲＮＡ（ｐｒｅ－ｍｉＲＮＡ）を成熟ｍｉＲＮＡにプロセシングする細胞自
律性能力を有する。ネイキッドｍｉＲＮＡの代わりにＲＩＳＣ会合ｍｉＲＮＡが存在する
ことで、標的細胞内でのｍＲＮＡの高効率的で急速なサイレンシングが可能になり、それ
らのトランスクリプトームを効果的に改変する。癌細胞中のＲＩＳＣタンパク質は、特に
ＣＤ４３依存的に多小胞体（ＭＶＢ）に誘導され、次にエクソソームに誘導される。エク
ソソームの、ＲＩＳＣに組み込まれたｍｉＲＮＡが、非腫瘍原性上皮細胞を刺激して、発
癌性経路の特異的誘導を介して腫瘍を形成し、間質線維芽細胞を活性化する。本研究は、
正常細胞をさらに支配して癌の発生及び進行に参画する発癌性「フィールド効果（ｆｉｅ
ｌｄ　ｅｆｆｅｃｔ）」を導入する際の、癌性エクソソームの可能な役割を解明する。そ
の上、ｍｉＲＮＡバイオジェネシスは、エクソソーム中で細胞依存的に起こり得て、無数
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の疾患のための効率的なｍｉＲＮＡ媒介標的治療を操作するための新たなチャンスを提示
する。
【００３９】
Ｉ．癌由来エクソソーム
　腫瘍は、癌細胞及び間質成分を含む（Ｔｓｅ　ａｎｄ　Ｋａｌｌｕｒｉ，　２０１１）
。腫瘍細胞と周囲組織とのコミュニケーションもまた癌の全身拡大の速度及び強度を決定
づけることが、近年のエビデンスから示唆される（Ｌｕｇａ　ｅｔ　ａｌ．，　２０１２
）。原発性腫瘍が、癌細胞分泌因子を介して、その後に転移を起こす続発性腫瘍部位を養
成及び準備する可能性が、幾つかの試験から示唆された（Ｈｏｏｄ　ｅｔ　ａｌ．，　２
０１１；　Ｐｅｉｎａｄｏ　ｅｔ　ａｌ．，　２０１２）。可溶性増殖因子、グルコース
代謝産物、ケモカイン、酵素、マイクロ粒子、マイクロ小胞体、エクソソーム及び遊離核
酸をはじめとする、複数のそのような仲介物質が同定された（Ｇｕｅｒｍｏｎｐｒｅｚ　
ｅｔ　ａｌ．，　２００２；　Ｌｕｇａ　ｅｔ　ａｌ．，　２０１２；　Ｐｅｉｎａｄｏ
　ｅｔ　ａｌ．，　２０１２；　Ｓｉｍｏｎｓ　ａｎｄ　Ｒａｐｏｓｏ，　２００９；　
Ｔｈｅｒｙ　ａｎｄ　Ｃａｓａｓ，　２００２）。
【００４０】
　近年は、エクソソーム及びエクソソームと癌との関連性に関する多数の発行物が見られ
る（Ｙａｎｇ　ａｎｄ　Ｒｏｂｂｉｎｓ，　２０１１）。癌細胞が正常細胞と比較して、
多数のエクソソームを分泌することが、ほとんどの研究で示されている（Ｙａｎｇ　ａｎ
ｄ　Ｒｏｂｂｉｎｓ，　２０１１）。低酸素の癌細胞は、正常酸素の癌細胞よりも多くの
エクソソームを放出する（Ｋｉｎｇ　ｅｔ　ａｌ．，　２０１２）。癌由来エクソソーム
は、ｍｉＲＮＡをはじめとするタンパク質及び核酸の特異的含有量を運搬すると推測され
る（Ｖａｌａｄｉ　ｅｔ　ａｌ．，　２００７）。そのような研究は、刺激的であったが
、タンパク質及びｍｉＲＮＡが、少なからぬ機能的変化を至る所にある標的細胞に導入し
得る方法を説明するには至っていない。ほとんどの研究が、エクソソーム中の成熟ｍｉＲ
ＮＡを同定したが、その機能は大部分が未知である。その上、一本鎖ｍｉＲＮＡは、ター
ゲットｍＲＮＡのサイレンシングにおいては効果が非常に低く、ＲＩＳＣ組み込みを利用
せずにｍＲＮＡ認識を促進する。ＲＬＣのタンパク質がそのｐｒｅ－ｍｉＲＮＡを認識し
て、それを２２ヌクレオチドのＲＮＡ二本鎖にプロセシングする。ＡＧＯ２は、次の遺伝
子サイレンシングのための一本の鎖を選択し、他の鎖は多くの場合、分解される。その全
体的反応は自然発生的であり、その３種のタンパク質及び組み込まれたｐｒｅ－ｍｉＲＮ
Ａを越える任意の因子を必要としない（Ｍａｎｉａｔａｋｉ　ａｎｄ　Ｍｏｕｒｅｌａｔ
ｏｓ，　２００５）。ｍｉＲＮＡを完全に機能的にするために、その反応は、そのｐｒｅ
－ｍｉＲＮＡをＲＬＣに組み込むプロセシング、並びにＡＧＯを介したｍＲＮＡ認識及び
サイレンシングを必要とする。
【００４１】
　本明細書において、癌細胞（オンコソーム）及び対照細胞（ノルモソーム）から得たエ
クソソームのｍｉＲＮＡプロファイルを探査して、エクソソームｍｉＲＮＡの機能的能力
を、遺伝子サイレンシングの実現及び標的細胞トランスクリプトーム改変を実現すること
において評価した。オンコソームは、ｐｒｅ－ｍｉＲＮＡからｍｉＲＮＡへのプロセシン
グ能力を有する機能的複合体として、ダイサー、ＴＲＢＰ及びＡＧＯ２を特異的に含む。
ｐｒｅ－ｍｉＲＮＡは、全てのエクソソームに存在するが、ＲＬＣの存在によりオンコソ
ーム中のみでプロセシングされる。興味深いこととして、オンコソームでは発癌性ｐｒｅ
－ｍｉＲＮＡ／ｍｉＲＮＡの蓄積が好適となり、これが、一般には発癌性ｍｉＲＮＡ／ｐ
ｒｅ－ｍｉＲＮＡが豊富である癌細胞のｐｒｅ－ｍｉＲＮＡ量の単なる反映となった可能
性がある（Ｂａｒｔｅｌｓ　ａｎｄ　Ｔｓｏｎｇａｌｉｓ，　２００９；　Ｎｉｃｏｌｏ
ｓｏ　ｅｔ　ａｌ．，　２００９）。
【００４２】
　これまでの報告は、エクソソーム中のｍｉＲＮＡの存在を示唆し、機能に関して推測し
た（Ｖａｌａｄｉ　ｅｔ　ａｌ．，　２００７；　Ｚｈａｎｇ　ｅｔ　ａｌ．，　２０１
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０）。ｍｉＲＮＡがｍＲＮＡターゲットの適切なサイレンシングのための理論的濃度で存
在する必要があるならば、循環内のエクソソームは、標的トランスクリプトームを抑制す
るのに十分な濃度の成熟ｍｉＲＮＡを提供することは考えにくい。レシピエント細胞内で
のｍｉＲＮＡバイオジェネシスは、細胞内に既に存在するプロセシングに利用可能なｐｒ
ｅ－ｍｉＲＮＡの総量により律速されるだけでなく必要とされる酵素が律速的量であるた
め、レシピエント細胞中のエクソソームから生成されたｐｒｅ－ｍｉＲＮＡのプロセシン
グは起こりそうにない事象である。つまり、プロセシングはｐｒｅ－ｍｉＲＮＡがレシピ
エント細胞に移動する場合に起こり、各成熟ｍｉＲＮＡではないため、プロセシング経路
を通ることなく転写後に遺伝子発現の直接改変するにはレシピエント細胞に成熟ｍｉＲＮ
Ａを侵入させることがより効率的である。エクソソーム中の特異的ｍｉＲＮＡバイオジェ
ネシスは、癌細胞についてのこの難問を解決する。オンコソームはＲＩＳＣ会合型である
成熟ｍｉＲＮＡのサブセットが非常に豊富になり、標的細胞の表現型を形成する際に重要
な生物学的枠割を担う可能性がある。
【００４３】
　その上、癌細胞は、癌細胞に増殖的及び生存的利点を提供し、臨床段階の進行、転移及
び予後不良に関連するｍｉＲ－２１及びｍｉＲ－１５５などの発癌能力を有するｍｉＲＮ
Ａを過剰発現する（Ｙａｎ　ｅｔ　ａｌ．，　２００８）。これらのｍｉＲＮＡが癌患者
の循環において過剰発現されることも、これまでに報告されている（Ｍａｏ　ｅｔ　ａｌ
．，　２０１３）。細胞内でのｍｉＲＮＡの合成は酵素反応であり、それゆえ細胞質に存
在するダイサーなどの鍵を握る酵素の量に依存する。ダイサーは、乳癌細胞及び乳房腫瘍
においてダウンレギュレートされることが記載されている（Ｇｒｅｌｉｅｒ　ｅｔ　ａｌ
．，　２００９；　Ｍａｒｔｅｌｌｏ　ｅｔ　ａｌ．，　２０１０）。それゆえこれらの
癌細胞が合成し得るｍｉＲＮＡ量は、限られている。エクソソーム生成は連続工程である
ため、癌細胞は特異的ｐｒｅ－ｍｉＲＮＡをＲＬＣタンパク質と共に詰め込むことでエク
ソソーム中の成熟ｍｉＲＮＡを高濃度にし、同時に元の細胞内でこれらのｍｉＲＮＡのア
ップレギュレーションを維持すると推定される。オンコソームはＲＩＳＣ会合型の成熟ｍ
ｉＲＮＡが非常に豊富であり、標的細胞の表現型を形成する上で重要な生物学的枠割を担
う可能性がある。同時に本来の細胞は、有利な発癌性ｍｉＲＮＡの過剰発現を維持するが
、レシピエント細胞は、エクソソームを通したｐｒｅ－ｍｉＲＮＡの侵入で過飽和となっ
たバイオジェネシス経路を見ることはない。
【００４４】
　本研究は、癌性エクソソームがｍｉＲＮＡのサブセットを豊富に含むようになるＲＩＳ
Ｃ依存性メカニズムを明らかにしている。エクソソームｍｉＲＮＡの任意の減少は、ダイ
サー抑制による低レベルのｍｉＲＮＡの単なる反映の可能性があるため、癌細胞中のダイ
サーに対抗するｓｉＲＮＡ／ｓｈＲＮＡの使用は、エクソソーム中のｍｉＲＮＡ量を探査
するための実現可能な選択肢にはならなかった。それゆえ中和する抗体をエクソソームに
直接送達する電気穿孔法を開発した。この方法は、エクソソーム中のダイサー活性を効率
的に阻害してｐｒｅ－ｍｉＲＮＡのプロセシングを防止する働きがあった。
【００４５】
　特定のｍｉＲＮＡは、特異的腫瘍をアップレギュレートするが（Ｖｏｌｉｎｉａ　ｅｔ
　ａｌ．，　２００６）、ヒトの癌においては、ｍｉＲＮＡの全体的な減少が起こること
も報告されている（Ｋｕｍａｒ　ｅｔ　ａｌ．，　２００７；　Ｌｕ　ｅｔ　ａｌ．，　
２００５；　Ｍｅｌｏ　ｅｔ　ａｌ．，　２０１１；　Ｍｅｌｏ　ｅｔ　ａｌ．，　２０
１０；　Ｍｅｌｏ　ｅｔ　ａｌ．，　２００９；　Ｏｚｅｎ　ｅｔ　ａｌ．，　２００８
）。ダイサーは、癌細胞で抑制されることが記載されているが、腫瘍の成長を維持するの
に低レベルで十分である（Ｋｕｍａｒ　ｅｔ　ａｌ．，　２００９）。ｍｉＲ－１０３／
１０７を介した部分的なダイサーダウンレギュレーションは、細胞増殖に影響を及ぼすこ
となく癌細胞の侵襲性を増強する（Ｍａｒｔｅｌｌｏ　ｅｔ　ａｌ．，　２０１０）。ダ
イサーの完全な喪失は、細胞生存にとって有害である（Ｆｕｋａｇａｗａ　ｅｔ　ａｌ．
，　２００４）。一方で低レベルのダイサーは、肺及び卵巣癌患者の生存率低下に関連す
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る（Ｋａｒｕｂｅ　ｅｔ　ａｌ．，　２００５；　Ｍｅｒｒｉｔｔ　ｅｔ　ａｌ．，　２
００８）。同様にダイサーのヘテロ接合性喪失は、乳癌患者の転移に相関する（Ｍａｒｔ
ｅｌｌｏ　ｅｔ　ａｌ．，　２０１０）。ｍＲＮＡレベルは不変であるため、乳癌におけ
るダイサーのダウンレギュレーションは、転写後にも起こる（Ｇｒｅｌｉｅｒ　ｅｔ　ａ
ｌ．，　２００９；　Ｗｉｅｓｅｎ　ａｎｄ　Ｔｏｍａｓｉ，　２００９）。癌細胞にお
いてダイサー画分は、ＣＤ４３依存的にエンドソーム／ＭＶＢを標的化される。最終的に
ダイサーは、エクソソームを通して分泌される。エクソソームのバイオジェネシス経路の
成分であるＨｒｓ、ＢｉＧ２及びＴＳＧ１０１のダウンレギュレーションは、ダイサータ
ンパク質の細胞内局在化に劇的な変化をもたらす。癌細胞におけるダイサーレベル抑制の
１つの考えられる説明は、エクソソームを介した能動輸送を原因とする可能性がある。エ
クソソーム分泌経路が閉鎖されると、癌細胞がダイサータンパク質増加を感知して、ｍＲ
ＮＡ発現をダウンレギュレートする。加えて癌細胞は、成熟ｍｉＲＮＡの生成を援助し得
なくなると、ダイサータンパク質を核内コンパートメントに運搬する。これに関連して、
高悪性度の癌細胞におけるダイサーアップレギュレーションは。癌細胞を低悪性度にする
（Ｐａｒｋ　ｅｔ　ａｌ．，　２０１１）。
【００４６】
　ＣＤ４３は、白血球中に優勢に存在する膜貫通型タンパク質である。一部の癌細胞では
、切断されたＣＤ４３が、細胞質及び核内で観察される（Ｓｈｅｌｌｅｙ　ａｔ　ａｌ．
　２０１２）。ＣＤ４３は、特定の膜タンパク質をエクソソームに標的化させ得ることが
、これまでに示されている（Ｓｈｅｎ　ｅｔ　ａｌ．，　２０１１ａ）。同所性乳癌のマ
ウスモデルにおけるＣＤ４３の抑制は、腫瘍量を７６％減少させる（Ｓｈｅｌｌｅｙ　ｅ
ｔ　ａｌ．，　２０１２）。臨床試験により、ＣＤ４３発現が乳癌患者の生存率低下に相
関することが示唆されている（ｄｅ　Ｌａｕｒｅｎｔｉｉｓ　ｅｔ　ａｌ．，　２０１１
）。この報告から、ＣＤ４３がオンコソーム内へのダイサー誘導に機能的に関与すること
が確認される。
【００４７】
　近年の研究で、黒色腫由来エクソソームが転移において役割を担い、線維芽細胞由来の
エクソソームが乳癌細胞の遊走において役割を担うことが示されている（Ｌｕｇａ　ｅｔ
　ａｌ．，　２０１２；　Ｐｅｉｎａｄｏ　ｅｔ　ａｌ．，　２０１２）。癌細胞由来の
エクソソームは、ｍＲＮＡ及び血管形成促進性タンパク質の移動に関連した腫瘍化促進的
役割を有する（Ｌｕｇａ　ｅｔ　ａｌ．，　２０１２；　Ｐｅｉｎａｄｏ　ｅｔ　ａｌ．
，　２０１２；　Ｓｋｏｇ　ｅｔ　ａｌ．，　２００８）。癌細胞由来のエクソソームは
、ＥＧＦＲｖＩＩＩなどの発癌遺伝子の水平移動にも寄与する可能性がある（Ｓｋｏｇ　
ｅｔ　ａｌ．，　２００８）。オンコソームは、ＲＩＳＣ会合ｍｉＲＮＡを介して標的細
胞内で重要なトランスクリプトーム改変を媒介する。無数の生物学的工程が、標的細胞に
おいて影響を受け、増殖を誘導し、非腫瘍原性細胞を腫瘍形成細胞に変換する。それにも
かかわらず、レシピエント細胞に及ぼすオンコソームの潜在的インビボ作用は、複数の他
の環境パラメータ及びアクセスに対する障害物質（ａｃｃｅｓｓｉｂｉｌｉｔｙ　ｂａｒ
ｒｉｅｒｓ）に依存する。
【００４８】
　オンコソームは、間質線維芽細胞も活性化して、筋線維芽細胞の表現型を獲得する。一
例として、それぞれオンコソーム由来のｍｉＲ－２１及びｍｉＲ－１０ｂを介した腫瘍サ
プレッサＰＴＥＮ及びＨＯＸＤ１０をサイレンシングするオンコソームの能力が例証され
た（Ｍａ　ｅｔ　ａｌ．，　２００７；　Ｍａｅｈａｍａ，　２００７）。これらの結果
から、悪性腫瘍に達する癌細胞により採用されるコミュニケーションの複雑な性質が強調
される。これらのデータは、癌細胞がエクソソームを利用し、周囲の正常細胞を操作して
癌進行を促進し、反応性間質を動員する可能性を例証している。
【００４９】
　多くの研究で、線維芽細胞及び正常な上皮細胞も、明らかな突然変異を起こさずに腫瘍
サプレッサのダウンレギュレーション及び発癌遺伝子の活性化を呈することが示された。
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総括すると、本研究は、隣接する正常細胞をさらに支配して癌の発生及び進行に参画する
発癌性「フィールド効果」を導入する際に癌性エクソソームが担う可能な役割を解明して
いる。オンコソームは、発癌性経路の活性化を介して非腫瘍原性細胞を腫瘍形成細胞に変
換することが可能である。加えてオンコソームは、反応性間質の活性化の生成にも参画し
得る。これは、定義された遺伝子突然変異を必要とせずに起こる可能性があり、突然変異
した癌細胞が微細環境及び巨大環境からの支援を動員するアジェンダを拡大する方法の複
雑さを説明している。
【００５０】
ＩＩ．バイオマーカの検出
　当該技術分野で周知の様々な技術により、バイオマーカ又は遺伝子の発現を測定するこ
とができる。バイオマーカのメッセンジャーＲＮＡ（ｍＲＮＡ）のレベルを定量すること
を利用して、バイオマーカの発現を測定してもよい。あるいはバイオマーカのタンパク質
生成物レベルを定量することを利用して、バイオマーカの発現を測定してもよい。以下に
議論する方法に関連するさらなる情報は、Ａｕｓｕｂｅｌ　ｅｔ　ａｌ．　（２００３）
又はＳａｍｂｒｏｏｋ　ｅｔ　ａｌ．　（１９８９）に見出すことができる。パラメータ
を操作して該当するｍＲＮＡ又はタンパク質の検出を最適化し得ることは、当業者に公知
であろう。
【００５１】
　幾つかの実施形態において、前記の発現情報を得ることは、ＲＮＡの定量、例えばｃＤ
ＮＡマイクロアレイ、定量ＲＴ－ＰＣＲ、インサイシュハイブリダイゼーション、ノーザ
ンブロッティング、又はヌクレアーゼプロテクションを含んでいてもよい。前記の発現情
報を得ることは、タンパク質の定量を含んでいてもよく、例えばタンパク質定量には、免
疫組織化学，ＥＬＩＳＡ、放射免疫アッセイ（ＲＩＡ）、免疫放射線アッセイ、蛍光イム
ノアッセイ、化学発光アッセイ、生物発光アッセイ、ゲル電気泳動法、ウェスタンブロッ
ト分析、質量分析法、又はタンパク質マイクロアレイがある。
【００５２】
　核酸マイクロアレイを利用して、複数のバイオマーカの差次的発現を定量してもよい。
例えばアフィメトリックス・ジーンチップ（Ａｆｆｙｍｅｔｒｉｘ　ＧｅｎｅＣｈｉｐ）
（登録商標）技術（カリフォルニア州サンタクララ）又はインサイト社（カリフォルニア
州フリーモント）のマイクロアレイシステムを使用することなど、市販の装置を使用して
、製造業者のプロトコルに従い、マイクロアレイ分析を実施してもよい。例えば一本鎖核
酸（例えば、ｃＤＮＡ又はオリゴヌクレオチド）を、マイクロチップ基板上に配置又は配
列させてもよい。配列されたシークエンスを、その後、該当する細胞の特異的核酸ブロー
ブとハイブリダイズさせる。該当する細胞から抽出されたＲＮＡの逆転写により蛍光標識
されたデオキシヌクレオチドを取り込むことにより、蛍光標識されたｃＤＮＡプローブを
生成させてもよい。あるいはＲＮＡをインビトロ転写により増幅させてもよく、ビオチン
などのマーカで標識させてもよい。標識されたプローブを、その後、高ストリンジェント
条件下で、マイクロチップ上に固定された核酸にハイブリダイズする。ストリンジェント
な洗浄で非特異的に結合したプローブを除去した後、共焦点レーザ顕微鏡測定、又は別の
検出方法、例えばＣＣＤカメラにおより、チップをスキャンする。ハイブリダイゼーショ
ンファイルの蛍光強度の生データは、ロバストマルチチップアベレージ（ＲＭＡ）アルゴ
リズムで前処理して、発現値を作成する。
【００５３】
　定量リアルタイムＰＣＲ（ｑＲＴ－ＰＣＲ）を用いて、複数のバイオマーカの差次的発
現を測定することもできる。ｑＲＴ－ＰＣＲでは、ＲＮＡテンプレートは一般に、ｃＤＮ
Ａに逆転写され、その後、ＰＣＲ反応により増幅される。ＰＣＲ産物の量は、リアルタイ
ムでサイクルごとにたどるため、ｍＲＮＡの初期濃度を決定することができる。ＰＣＲ産
物の量を測定するために、二本鎖ＤＮＡに結合するＳＹＢＲグリーンなどの蛍光色素の存
在下で反応を実施させてもよい。反応は、増幅されるＤＮＡに特異的な蛍光レポータプロ
ーブを用いて実施してもよい。
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【００５４】
　蛍光レポータプローブの非限定的例には、タックマン（ＴａｑＭａｎ）（登録商標）プ
ローブ（アプライド・バイオシステムズ（Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ）。カ
リフォルニア州フォスターシティ所在）がある。クエンチャーがＰＣＲ延長サイクルの間
に除去されると、蛍光レポータプローブが蛍光を発する。マルチプレックスｑＲＴ－ＰＣ
Ｒは、それぞれが異なる発蛍光団を含む複数の遺伝子特異的レポータプローブを用いるこ
とにより実施することができる。蛍光値は、各サイクルの間に記録され、増幅反応でその
時点まで増幅された生成物の量を表す。誤差を最小限に抑えて任意の試料間変動を低減す
るために、参照標準を利用してｑＲＴ－ＰＣＲを実施してもよい。理想的な参照標準は、
異なる組織でも一定の値で表され、実験的処理による影響を受けない。適切な参照標準と
しては、ハウスキーピング遺伝子グリセルアルデヒド－３－リン酸デヒドロゲナーゼ（Ｇ
ＡＰＤＨ）及びβ－アクチン用のｍＲＮＡが挙げられるが、これらに限定されない。元の
試料のｍＲＮＡレベル又は各バイオマーカの発現の倍率変化を、当該技術分野で周知の計
算を利用して決定してもよい。
【００５５】
　免疫組織化学的染色を利用して、複数のバイオマーカの差次的発現を測定してもよい。
この方法は、タンパク質と特異的抗体との相互作用により組織切片の細胞におけるタンパ
ク質局在化を可能にする。このために、組織をホルマリン又は他の適切な固定剤で固定し
て、ワックス又はプラスチックに包埋し、ミクロトームを用いて薄切片（約０．１ｍｍ～
数ｍｍ厚）に切り出すことができる。あるいは組織を凍結し、クリオスタットを用いて薄
切片に切り出してもよい。組織切片を固体表面に配列させ、それに固定してもよい（即ち
、組織マイクロアレイ）。組織切片を、該当する抗原に対する一次抗体と共にインキュベ
ートして、洗浄し、非結合抗体を除去する。一次抗体を検出システムに結合させるか、又
は一次抗体を、検出システムに結合した二次抗体で検出してもよい。検出システムは、発
蛍光団であってもよく、又は基質を比色、蛍光、若しくは化学発光生成物に変換し得る西
洋ワサビペルオキシダーゼ若しくはアルカリホスファターゼなどの酵素であってもよい。
染色された組織切片は一般に、顕微鏡下でスキャンされる。癌対象から得た組織試料は、
異成分からなる、即ち一部の細胞が正常で他の細胞が癌性であり得るため、組織における
陽性染色細胞の割合を決定してもよい。この測定を、染色強度の測定と一緒に利用して、
バイオマーカの発現値を作成してもよい。
【００５６】
　酵素免疫測定法、即ちＥＬＩＳＡを利用して、複数のバイオマーカの差次的発現を測定
してもよい。ＥＬＩＳＡアッセイには多数の変法がある。全てが、固体表面、一般にはマ
イクロタイタープレートでの抗原又は抗体の固定化に基づいている。本来のＥＬＩＳＡ法
は、該当するバイオマーカタンパク質を含む試料を調製すること、マイクロタイターのウ
ェルを該試料でコーティングすること、各ウェルを特異的抗原を認識する一次抗体と共に
インキュベートすること、非結合抗体を洗い流すこと、その後、抗体－抗原複合体を検出
すること、を含む。抗体－抗原複合体は、直接検出してもよい。このために、一次抗体を
、検出可能な生成物を生成する酵素などの検出システムにコンジュゲートする。抗体－抗
原複合体を、間接的に検出してもよい。このためには一次抗体は、先に記載された検出シ
ステムにコンジュゲートされた二次抗体により検出される。マイクロタイタープレートを
その後、スキャンし、当該技術分野で公知の手段を利用して、強度の生データを発現値に
変換することができる。
【００５７】
　抗体マイクロアレイを利用して、複数のバイオマーカの差次的発現を測定してもよい。
このためには、複数の抗体を配列させて、マイクロアレイ又はバイオチップの表面に共有
結合させる。該当するバイオマーカタンパク質を含むタンパク質抽出物は、一般に、蛍光
色素又はビオチンで標識されている。標識されたバイオマーカタンパク質を、抗体マイク
ロアレイと共にインキュベートする。洗浄して非結合タンパク質を除去した後、マイクロ
アレイをスキャンする。蛍光強度の生データを、当該技術分野で公知の手段を利用して、
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発現値に変換することができる。
【００５８】
　ルミネックス・マルチプレキシング・マイクロスフェア（Ｌｕｍｉｎｅｘ　ｍｕｌｔｉ
ｐｌｅｘｉｎｇ　ｍｉｃｒｏｓｐｈｅｒｅｓ）を利用して、複数のバイオマーカの差次的
発現を測定してもよい。これらの微視的ポリスチレンビーズは、内部が蛍光色素でカラー
コードされているため、各ビーズは特有のスペクトルシグネチャを有する（そのうち最大
１００存在する）。同じシグネチャを有するビーズを、該当するターゲット（即ち、それ
ぞれバイオマーカｍＲＮＡ又はタンパク質）に結合する特異的オリゴヌクレオチド又は特
異的抗体でタグ付けする。その一方でターゲットは、蛍光レポータでタグ付けされている
。こうして、一方はビーズから、他方はターゲット上のレポータ分子から、という２種の
色素源が存在する。その後ビーズは、ターゲットを含む試料と共にインキュベートされ、
そのうち最大１００種が、１つのウェルで検出され得る。小さなサイズ／表面積のビーズ
及びターゲットへのビーズの三次元暴露により、結合反応の間にほぼ溶液相の反応速度が
得られる。捕捉されたターゲットは、アッセイの間に捕捉された各ビーズを同定する内部
色素及び任意のレポータ色素をレーザで励起するフローサイトメトリーに基づく高度の流
体工学により検出される。当該技術分野で公知の手段を用いて、取得ファイルからのデー
タを発現値に変換することができる。
【００５９】
　インサイチュハイブリダイゼーションを利用して、複数のバイオマーカの差次的発現を
測定してもよい。この方法は、組織切片の細胞において該当するｍＲＮＡの局在化を可能
にする。この方法では、組織を凍結するか、又は固定して包埋し、その後、薄切片に切り
出して、固体表面に配列及び付着させる。組織切片を、該当するｍＲＮＡとハイブリダイ
ズする、標識されたアンチセンスプローブと共にインキュベートする。ハイブリダイゼー
ション及び洗浄ステップは、一般に、高ストリンジェント条件下で実施される。プローブ
は、別のタンパク質又は抗体により検出され得る発蛍光団又は低分子タグ（ビオチン又は
ジゴキシゲニンなど）で標識してもよく、それにより標識されたハイブリッドを顕微鏡下
で検出及び視覚化してもよい。各アンチセンスプローブが識別可能な標識を有する場合に
は、複数のｍＲＮＡを同時に検出することができる。ハイブリッドされた組織アレイは、
一般に、顕微鏡下でスキャンされる。癌対象から得た組織試料は、異成分からなる、即ち
一部の細胞が正常で他の細胞が癌性であり得るため、組織における陽性染色細胞の割合を
決定してもよい。この測定を、染色強度の測定と一緒に利用して、各バイオマーカの発現
値を作成してもよい。
【００６０】
　さらなる実施形態において、マーカレベルを、対照のマーカレベルと比較してもよく、
その場合の対照が、特定の転移腫瘍を有する、若しくは特定の転移腫瘍を有さない、又は
それらの両方であると決定された１名以上の患者から採取された１つ以上の腫瘍試料を含
んでいてもよい。
【００６１】
　対照は、患者の個別のデータと同時に（例えば、同じハイブリダイゼーション実験で）
得られたデータを含んでいてもよく、又は保存された値若しくは値の組み合わせであって
もよく、例えばコンピュータ若しくはコンピュータ可読媒体に保存されていてもよい。後
者が利用される場合、初期又は追跡調査試料から得られた選択されたマーカ（複数可）に
関する新しい患者データを、さらなる対照実験を必要とせずに同じマーカ（複数可）の保
存データと比較することができる。
【００６２】
ＩＩＩ．定義
　本明細書で用いられる「生物学的試料を得ること」又は「血液試料を得ること」は、例
えば直接的又は間接的のいずれかで、生物学的試料又は血液試料を受け取ることを指す。
例えば幾つかの実施液体において、血液試料又は末梢血単核細胞（ＰＢＭＣ）を含む試料
などの生物学的試料は、生物学的試料を分析する実験室又は場所で、又はその付近で対象



(74) JP 2016-520803 A 2016.7.14

10

20

30

40

50

から直接得られる。他の実施形態において、生物学的試料は、第三団体により引き出され
、又は採取され、その後、例えば分析用の別の物体又は場所に輸送されてもよい。別の実
施形態において、試料は、ポイント・オブ・ケア試験を利用して、同じ場所で採取し、テ
ストしてもよい。これらの実施形態において、前記採取は、例えば患者から、実験室から
、診療所から、郵便物から、裁判所から、又は郵便局から、などにより試料を受け取るこ
とを指す。幾つかのさらなる態様において、該方法は、対象に、保険者、担当医師、薬剤
師、薬剤給付管理者、又は決定が該当し得る任意の人に、決定を報告することをさらに含
み得る。
【００６３】
　「対象」又は「患者」は、治療又は診断テストが望ましい任意の単一対象を意味する。
この場合、対象又は患者は、一般にヒトを指す。臨床試験に関与し、疾患の任意臨床兆候
を示さない任意の対象、又は疫学研究に関与する対象、又は対照として用いられる対象も
また、対象として含まれるものとする。
【００６４】
　本明細書で用いられる「発現増加」は、適切な対照（例えば、非癌性組織又は細胞試料
、参照標準）に比較して癌試料での発現レベルが上昇又は増加していて、遺伝子発現レベ
ルの上昇又は増加が統計学的に有意であること（ｐ＜０．０５）を指す。対照に比較した
癌試料での遺伝子発現の増加が統計学的に有意であるかどうかは、適切なｔ検定（例えば
、一標本ｔ検定、二標本ｔ検定、ウェルチのｔ検定）又は当業者に公知の他の統計学的検
定を用いて決定することができる。癌において過剰発現される遺伝子は、例えば癌で過剰
発現されることが公知である、又はこれまでに決定されている遺伝子であってもよい。
【００６５】
　本明細書で用いられる「発現減少」は、適切な対照（例えば、非癌性組織又は細胞試料
、参照標準）に比較して癌試料での発現レベルが低下又は減少していて、遺伝子発現レベ
ルの低下又は減少が統計学的に有意であること（ｐ＜０．０５）を指す。幾つかの実施形
態において、遺伝子発現レベルの低下又は減少は、遺伝子発現の完全な欠如又は発現レベ
ルゼロであってもよい。対照に比較した癌試料での遺伝子発現の減少が統計学的に有意で
あるかどうかは、適切なｔ検定（例えば、一標本ｔ検定、二標本ｔ検定、ウェルチのｔ検
定）又は当業者に公知の他の統計学的検定を用いて決定することができる。癌において過
小発現される遺伝子は、例えば癌で過小発現されることが公知である、又は過去に決定さ
れている遺伝子であってもよい。
【００６６】
　本明細書で用いられる用語「抗原結合フラグメント」は、広義に用いられており、具体
的にはモノクローナル抗体、ポリクローナル抗体、少なくとも２つのインタクト抗体から
形成される多重特異性抗体（例えば、二重特異性抗体）、及び抗体フラグメントを含む。
【００６７】
　本明細書で用いられる用語「プライマー」は、テンプレート依存性工程において新生核
酸の合成を刺激することが可能な任意の核酸を包含することを意味する。プライマーは、
１０～２０及び／又は３０塩基対の長さのオリゴヌクレオチドであってもよいが、より長
いシークエンスを用いることができる。プライマーは、二本鎖及び／又は一本鎖形態で提
供されてもよいが、一本鎖形態が好ましい。
【実施例】
【００６８】
ＩＶ．実施例
　以下の実施例は、本発明の好ましい実施形態を実証するために含まれる。以下の実施例
で開示された技術が本発明の実践において十分に機能するために本発明者により発見され
た技術を表し、つまり実践に好ましい様式を構成すると判断され得ることは、当業者に認
識されるはずである。しかし当業者は、本開示に照らせば、多くの変更を開示された特定
の実施形態に施すことができ、それでも尚、本発明の主旨及び範囲を逸脱することなく類
似又は同様の結果を得ることができることを認識するはずである。
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【００６９】
　　　　　　　　　　　　　　実施例１－　実験の手順
　エクソソームの単離及び精製。エクソソームを過去に記載された分画遠心法により精製
した（Ｔｈｅｒｙ　ｅｔ　ａｌ．，　２００６；　Ｌｕｇａ　ｅｔ　ａｌ．，　２０１２
）。手短に言えば、２４ｈ培養された細胞から得た上清を、８００ｇ及び２０００ｇの連
続遠心分離ステップに供して、培養瓶内で０．２μｍフィルターを用いて上清をろ過した
。エクソソームを、ＳＷ４０Ｔｉスイングバケットロータ（ベックマン）内で１００，０
００ｇで２時間、ペレット化した。上清を廃棄して、１時間の洗浄ステップのためにＰＢ
Ｓを添加した。ペレットをエクソソームについて分析した。ＲＮＡ抽出用のエクソソーム
は、トリゾール５００μｌに再懸濁させ、タンパク質抽出用のエクソソームは、溶解緩衝
液（８Ｍ尿素／２．５％ＳＤＳ、５μｇ／ｍｌロイペプチン、１μｇ／ｍｌペプスタチン
及び１ｍＭフッ化フェニルメチルスルホニル）２５０μｌに再懸濁させ、処置用のエクソ
ソームは、ＰＢＳに再懸濁させた。凍結させた血清試料を氷上で解凍し、５００μｌをＰ
ＢＳ　１２ｍＬに添加して、前述と同じ手順に従った。遠心分離により精製されたエクソ
ソームを、ＲＮａｓｅ不含水に溶解された５００ｇ／ｍＬプロテイナーゼＫ（シグマ－ア
ルドリッチ）で処置し（３７℃、６０分間）、その後、該プロテアーゼを熱失活させて（
６０℃、１０分間）、２ｇ／ｍＬプロテアーゼ不含ＲＮａｓｅＡ（シグマ－アルドリッチ
）と共にインキュベートして（３７℃、１５分間）、１０倍濃縮されたＲＮａｓｅ阻害剤
（アンビオン）を添加した。エクソソーム処置については、エクソソームを２本ずつ精製
し、一方のペレットをタンパク質精製に用いた。
【００７０】
　エクソソームのフローサイトメトリー分析。エクソソーム調製物（５～１０μｇ）を４
μｍ径アルデヒド／硫酸ラテックスビーズ（インターフェイシャル・ダイナミクス、オレ
ゴン州ポートランド所在）５μｌと共にインキュベートし、２％ＢＳＡを含むＰＢＳ　４
００μｌ中に再懸濁させた。エクソソームでコーティングしたビーズ（２０μｌ）を以下
の抗体：抗ＣＤ６３（サンタクルズ）、抗ＣＤ９（アブカム）、抗ＴＳＧ１０１（アブカ
ム）、抗フロチリン－１（サンタクルズ）と共に４℃で３０分間インキュベートし、次い
で必要であれば、ＦＩＴＣ－コンジュゲート二次抗体と共にインキュベートして、ＦＡＣ
Ｓキャリバー・フローサイトメータ（ＢＤバイオサイエンシズ）で分析した。
【００７１】
　エクソソームの電気泳動。総タンパク濃度１００μｇ（ブラッドフォードアッセイによ
り測定）のエクソソームと、ダイサー抗体５μｇ（ポリクローナルＳＣ－３０２２６、サ
ンタクルズ、カリフォルニア州所在）、アクチン抗体５μｇ、又はｐｒｅ－ｍｉＲＮＡ－
２１、－１０ｂ及びｃｅｌ１　１０μｇを、４００μＬの電気泳動緩衝液（１．１５ｍＭ
リン酸カリウムｐＨ７．２、２５ｍＭ塩化カリウム、２１％オプティプレップ）中に混合
し、ジーンパルサー・エックスクセル・エレクトロポレーションシステム（バイオラッド
）を用いて４ｍｍキュベット中で過去に記載された通り（Ａｌｖａｒｅｚ－Ｅｒｖｉｔｉ
　ｅｔ　ａｌ．，　２０１１）電気泳動した。電気泳動の後、エクソソームを、適宜、プ
ロテアーゼＫ及び／又はＲＮａｓｅで処置した。
【００７２】
　光散乱分光法（ＬＳＳ）。ＬＳＳスペクトルを、図１０Ｂに記載された実験システムを
利用して回収した。フィアニウムＳＣ－４５０－２広帯域スーパーコンティニウムレーザ
を、白色光源として用いた。スーパーコンティニウムレーザの光を、長焦点レンズにより
試料に集光させた。エクソソーム又はマイクロスフェアのいずれかの懸濁液からなる試料
を、特注の立方体形水晶サンプルホールダに入れた。バックグランドシグナルを、エクソ
ソーム又はマイクロスフェアを含まない溶媒試料から回収した。エクソソーム又はマイク
ロスフェアにより入射光に対して９０°で散乱された光を、他の長焦点レンズで回収して
、高効率性のアンドール・テクノロジー・イクソンＤＶ８８５ＥＭＣＣＤ（Ａｎｄｏｒ　
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　ｉＸｏｎ　ＤＶ８８５　ＥＭＣＣＤ）検出器に連結されたプリン
ストン・インスツルメンツ・アクトン２３００ｉイメージング・スペクトログラフ（Ｐｒ
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ｉｎｃｉｔｏｎ　Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔ　Ａｃｔｏｎ　２３００ｉ　ｉｍａｇｉｎｇ　ｓ
ｐｅｃｔｒｏｇｒａｐｈ）に送信した。検出は、４７０～８７０ｎｍ波長範囲で実施した
。検出器をコンピュータで制御して、データを送信、保存及び処理した。
【００７３】
　システムを較正し、波長よりも小さい場合がある粒子サイズの正確な検出能力を確立す
るために、名目直径２４ｎｍ～１００ｎｍのガラスマイクロスフェア及び名目直径１１９
ｎｍ、１７５ｎｍ、３５６ｎｍ及び４５７ｎｍのポリスチレンマイクロスフェアのリン酸
緩衝生理食塩水（ＰＢＳ）懸濁液からのシグナルを測定した。過去に開発された最小二乗
法による最小化法（Ｆａｎｇ　ｅｔ　ａｌ．，　２００３）を利用して、ミー理論から予
測されたスペクトルをデータにフィットさせた。実験でのスペクトル及び得られたフィッ
トを、名目直径１００ｎｍのガラスマイクロスフェア及び名目直径３５６ｎｍのポリスチ
レンマイクロスフェアについて、図１Ｅに示す。ここでは、波長の四乗を掛けたレイリー
散乱から得られた偏差を、ＬＳＳスペクトルの非レイリー挙動を強調するために示してい
る。マイクロスフェアに関してＬＳＳで得られたサイズ分布を製造業者が提供した仕様書
と比較することにより、ＬＳＳ法の正確度が１０ｎｍと推定されることが結論づけられた
。再建されたサイズ分布がマイクロスフェア及び溶媒の反射率に対して無感応であること
も推定された。ここでは、小分子の光散乱がそれらのサイズの六乗に比例することから、
５０ｎｍよりも小さな粒子を、より大きな粒子の存在下で検出するには、実験システムの
信号雑音比を実質的に上昇させる必要があることが指摘されなければならない。
【００７４】
　その後、エクソソームのＰＢＳ懸濁液を用いたＬＳＳ実験を実施した。エクソソームの
実験的ＬＳＳスペクトル及び対応するミーフィットを、図１Ｂに示す。再建されたスペク
トルのフィットは、優れている。上述の再建技術を利用して（Ｆａｎｇ　ｅｔ　ａｌ．　
２００３；　Ｉｔｚｋａｎ　ｅｔ　ａｌ．　２００７；　Ｆａｎｇ　ｅｔ　ａｌ．　２０
０７）、１０４ｎｍをピークとするエクソソームのサイズ分布が見出された（図１Ｒの右
グラフ及び挿入図）。この抽出されたサイズ分布を、類似のエクソソーム試料のＴＥＭ写
真により実施された形態計測法（図１Ａ）と比較した。ＴＥＭ写真での粒子数は、統計学
的に意義のある分布をプロットするのに十分多くないため、５０ｎｍよりも大きな平均粒
子サイズは、ＴＥＭ写真から計算して、９５ｎｍであることが見出された。つまり、ＬＳ
Ｓで再建されたサイズ分布とエクソソームのＴＥＭ写真で実施された形態測定法は、全て
のデータで一致している。
【００７５】
　Ｎ－Ｒｈ－ＰＥ処置。細胞を氷冷１×ハンクス緩衝液（インビトロジェン、カリフォル
ニア州カールスバッド所在）で希釈された８μＭ　Ｎ－Ｒｈ－ＰＥ（アバンティ・ポーラ
・リピッド、アラバマ州アラバスター所在）と共に氷上で１時間インキュベートすること
により、Ｎ－Ｒｈ－ＰＥで標識した。その後、細胞を氷冷ハンクス緩衝液で３回洗浄した
後、それらをＤＭＥＭ培地で平板培養した。Ｎ－Ｒｈ－ＰＥ細胞を、標識のおよそ２４ｈ
後に共焦点撮像に用いた。
【００７６】
　免疫金標識及び電子顕微鏡測定。最適な濃度の固定された標本を、３００メッシュのカ
ーボン／ホルムバールコーティンググリッドに滴下して、最低でも１分間、ホルムバール
に吸収させた。免疫金染色では、グリッドをブロック／易透過ステップ用のブロッキング
緩衝液中に１時間入れた。グリッドは、すすがずに直ちに適切に希釈された一次抗体に４
℃で一夜入れた（ポリクローナル抗ダイサー１：１０　ＳＣ－３０２２６、サンタクルズ
；モノクローナル抗ＣＤ９　１：１０、アブカム）。対照として、一部のグリッドを一次
抗体に暴露しなかった。翌日、グリッドの全てをＰＢＳですすぎ、その後、１０ｎｍ金粒
子（オーリオン、ペンシルバニア州ハットフィールド所在）を付着させた適切な二次抗体
の液滴に室温で２時間浮遊させた。グリッドをＰＢＳですすぎ、０．１Ｍリン酸緩衝液中
の２．５％グルタルアルデヒド中に１５分間入れた。ＰＢＳ及び蒸留水ですすいだ後、グ
リッドを乾燥させ、酢酸ウラニルで対比染色させた。試料をテクナイ・バイオ・ツイン透
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過型電子顕微鏡（ＦＥＩ、オレゴン州ヒルズボロ所在）で観察して、ＡＭＴ　ＣＣＤカメ
ラ（アドバンスト・マイクロスコピー・テクニック、マサチューセッツ州ダンバース所在
）で撮像した
【００７７】
　タンパク質ブロット及び抗体。内因性の遺伝子応答をモニタリングするために、細胞は
ＲＩＰＡ緩衝液に採取し、エクソソームは８Ｍ尿素／２．５％ＳＤＳ、５μｇ／ｍｌロイ
ペプシン、１μｇ／ｍｌペプスタチン及び１ｍＭフッ化フェニルメチルスルホニル緩衝液
に採取した。タンパク質をブラッドフォード定量法によりアクリルアミドゲルにロードし
、湿式電気泳動転写によりＰＶＤＦ膜（イモビロンＰ）に転写した。同位性異種移植片モ
デルから採取された血清エクソソームのタンパク質試料では、１５ｃｍ高の４％アクリル
アミドゲルを用いて、ヒト及びマウスダイサーのバンドを分解した。概して、ブロットを
ＰＢＳ／０．０５％ツイーン中の５％脱脂粉乳を用いて室温で１時間ブロックし、以下の
一次抗体と共に４℃で一夜インキュベートした：１：５００抗ダイサー（ＳＣ－３０２２
６）、サンタクルズ；１：１０００抗ユビキチニル化タンパク質、クローンＦＫ２ミリポ
ア；１：５００抗Ｆｌａｇ　Ｍ２－ペルオキシダーゼ　クローンＭ２、シグマ；１：５０
０抗ＣＤ４３　ａｂ９０８８、アブカム；１：５００抗ＰＴＥＮ、ａｂ３２１９９、アブ
カム；１：３００抗ＣＤ９　ａｂ９２７２６、アブカム；１：５００抗ＧＡＤＰＨ　ａｂ
９４８３、アブカム；１：２５０抗ＴＲＢＰ　ａｂ７２１１０、アブカム；１：３００抗
ＴＳＧ１０１　ａｂ８３、アブカム；１：４００抗ＡＧＯ２　ａｂ３２３８１、アブカム
；１：４０００抗β－アクチンペルオキシダーゼ　クローンＡＣ－１５、シグマ；１：５
００抗ＧＦＰ　ａｂ６５５６、アブカム；１：５００抗ＨＯＸＤ１０　ａｂ７６８９７、
アブカム。二次抗体を室温で１時間インキュベートした。抗体インキュベーション後の洗
浄を、１×ＰＢＳ０．０５％ツイーン２０と共にオービタルシェーカで１０分間隔で４回
実施した。ブロットを、ピアースの化学発光試薬を用いて発光させた。　
【００７８】
　リアルタイムＰＣＲ分析。トリゾール（インビトロジェン）での総ＲＮＡ精製に続いて
、ＭｕｌｔｉＳｃｒｉｂｅリバーストランスクリプターゼ（アプライド・バイオシステム
ズ）及びオリゴｄ（Ｔ）プライマーを用いて、ＤＮａｓｅ処置されたＲＮＡを、後方に転
写した。ｍＲＮＡのリアルタイムＰＣＲを、ＳＹＢＲ・グリーン・マスター・ミックス（
アプライド・バイオシステムズ）及び対照としてのβ－アクチンを用いて、ＡＢＩ　ＰＲ
ＩＳＭ　７３００ＨＴシークエンス・ディテクション・システム・インスツルメントで実
施した。プライマーを表１に列挙する。
【００７９】
　ｐｒｅ－ｍｉＲＮＡを、１５０ｎｇのＤＮａｓｅで処置されたＲＮＡ及びＳｕｐｅｒＳ
ｃｒｉｐｔ　ＩＩＩプラチナ・ワンステップ・ＲＴ－ｑＰＣＲキット（インビトロジェン
）を用いて定量した（Ｓｃｈｍｉｔｔｇｅｎ　ｅｔ　ａｌ．，　２００４）。プライマー
を表１に列挙する。
【００８０】
　ｍｉＲＮＡ発現分析では、ＲＮＡ　１０ｎｇを、特異的ｍｉＲＮＡプライマーを含むＴ
ａｑＭａｎマイクロＲＮＡリバーストランスクリプションキット試薬と混合して、製造業
者の使用説明書（アプライド・バイオシステムズ）に従って逆転写した。反応混合物を１
６℃で３０分間、４２℃で３０分間、及び８５℃で５分間インキュベートした。リアルタ
イムＰＣＲを、試験されている各ｍｉＲＮＡ用の市販のアッセイオンデマンド（アプライ
ド・バイオシステムズ）を利用し、ＡＢＩ　ＰＲＩＳＭ　７３００ＨＴシークエンス・デ
ィテクション・システム・インスツルメント（アプライド・バイオシステムズ）を用いて
実施した。ｍｉＲＮＡの発現を、ＲＮＡ量及びインテグリティの内部対照として働く１８
Ｓ　ｒＲＮＡ（ＴａｑＭａｎプレデベロップド・アッセイ・リージェント；アプライド・
バイオシステムズ）の発現に標準化させた。各測定は、三重測定で実施した。閾値サイク
ル（Ｃｔ）、つまり増幅されたターゲットの量が一定の閾値に達した部分サイクル数（ｆ
ｒａｃｔｉｏｎａｌ　ｃｙｃｌｅ　ｎｕｍｂｅｒ）を決定して、過去に報告された通り（
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Ｌｉｖａｋ　ａｎｄ　Ｓｃｈｍｉｔｔｇｅｎ，　２００１）、２－ΔＣｔ式を用いて発現
を測定した。
【表１－１】
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【表１－２】

【００８１】
　ノーザンブロット。成熟ｍｉＲＮＡに対する逆相補鎖の３’　Ｂｉｏ［ＴＥＧ］ＤＮＡ
オリゴヌクレオチドをプローブとして用いて、ノーザンブロットを実施した（表２参照）
。尿素／アクリルアミド１５％ゲルを用いて、エクソソームＲＮＡ（ＤＮａｓｅ処置）４
０μｇを１×ＲＮＡローディングダイと共に９５℃で２分間、その後、氷上で２分間ロー
ドした。マイクロＲＮＡマーカを、製造業者（Ｎ２１０２、ニューイングランド・バイオ
ラブズ）の使用説明書に従って使用した。ＴＢＥ　１Ｘを使用して、電気泳動を４℃で３
時間実施した。ワットマンブロッティングペーパー及びＢｒｉｇｈｔＳｔａｒ－Ｐｌｕｓ
正電化ナイロンメンブレン（アンビオン）を用い、ＴＢＥ　０．５Ｘと共に、転写を４℃
で２時間実施した。ＵＶトランスルミネータを用いて、ＲＮＡを膜に２０分間架橋させた
。アンビオンのＵＬＴＲＡｈｙｂ（登録商標）－Ｏｌｉｇｏハイブリダーゼーション溶液
（アンビオン）中、４２℃で１時間回転させることにより、膜をプレイハイブリダイズし
た。プローブを氷上で解凍して、９５℃で５分間インキュベートした後にハイブリダイゼ
ーション緩衝液１ｍＬあたりに、１５０ｎｇを添加し、その後、膜を４２℃で一晩回転さ
せた。以下の洗浄を実施した：２Ｘ　ＳＳＰＥ／０．５％ＳＤＳ　－　１５分間を２回；
０．２ＳＳＰＥ／０．５％ＳＤＳ　－　３０分間を２回、及び２Ｘ　ＳＳＰＥ　－　５分
間。これらの初期洗浄ステップの後、さらに洗浄し、その後、ブロットをＢｒｉｇｈｔＳ
ｔａｒ　ＢｉｏＤｅｔｅｃｔキットを用い、製造業者（アンビオン）の使用説明書に従っ
て発光させた。ブロットを２つの積層フィルムに一夜暴露した。ブロットを上手く剥離さ
せて、さらに２回再プローブした。
【表２】

【００８２】
　細胞培養、プラスミド、ｐｒｅ－ｍｉＲＮＡ及びｓｉＲＮＡ。ＭＣＦ１０Ａ、ＭＣＦ７
、ＭＤＡ－ＭＢ２３１、Ａ５４９、ＳＷ４８０及びＨｅＬａヒト細胞株と、ＮＭｕＭＧ、



(80) JP 2016-520803 A 2016.7.14

10

20

30

40

50

６７ＮＲ及び４Ｔ１マウス乳房細胞株を、ＤＭＥＭ　１０％ＦＢＳ中で培養した（細胞は
全て、アメリカン・タイプ・カルチャー・コレクション－ＡＴＣＣから得られた）。ｓｉ
ＲＮＡ用のリポフェクタミン２０００試薬（インビトロジェン）を用いて、トランスフェ
クションを実施した。合成ｐｒｅ－ｍｉＲＮＡトランスフェクションでは、ＲＮＡ　ｉＦ
ｅｃｔ（キアゲン）を、全ての細胞株で用いた。ｓｉＲＮＡのシークエンスを表３に列挙
する。
【表３】

【００８３】
　プラスミド。ｐ－ＣＭＶ－Ｔａｇ４Ｂ－ダイサー（Ｍｅｌｏ　ｅｔ　ａｌ．，　２００
９）；オリジーンのｐ－ＣＭＶ６－ＣＤ６３－ＧＦＰ（ＲＧ２１７２３８）；アドジーン
のＧＦＰ－ｈＡＧＯ２（プラスミド１１５９０）；オリジーンのｐＧＦＰ－ｓｈＢｉＧ２
（ＴＧ３１４６９７）；オリジーンのｐＧＦＰ－ｓｈダイサー（ＴＧ３０４９９１）；合
成ｐｒｅ－ｍｉＲ－１０ｂ、－２１及びｃｅｌ－１は、アンビオンから購入した；３’Ｕ
ＴＲ－ＷＴＰＴＥＮ、３’ＵＴＲ－ミュータント－ＰＴＥＮ（Ｄｒ．Ｊｏｓｈｕａ　Ｍｅ
ｎｄｅｌｌの実験室）、３’ＵＴＲ－ＷＴＨＯＸＤ１０及び３’ＵＴＲ－ミュータント－
ＨＯＸＤ１０（Ｄｒ．Ｒｏｂｅｒｔ　Ｗｅｉｎｂｅｒｇの実験室）は、アドジーンから購
入した。
【００８４】
　免疫細胞化学及び共焦点顕微鏡測定。カバースリップが挿入された１２ウェルプレート
に、細胞をほぼコンフルエントに播種して、一夜培養した。翌日、細胞を低温ＰＢＳ　１
Ｘで洗浄し、４％ＰＦＡ／ＰＢＳを用いて室温で２０分間固定した。スライドにＰＢＳ　
０．５％トリトンＸ－１００を室温で１０分間浸透させ、ＢＳＡ５％により室温で１時間
ブロックし、ＰＢＳＴ（ＰＢＳ、０．１％トリトン）　２％ＢＳＡ中の一次抗体：１：１
００抗ダイサー（ＳＣ－３０２２６）、サンタクルズ；１：５００抗Ｆｌａｇ、シグマ；
　１：５０抗ＣＤ４３　ａｂ９０８８（アブカム）；１：１００抗ＴＳＧ１０１　ａｂ８
３（アブカム）；１：５００抗ＧＦＰ　ａｂ６５５６（アブカム）；１：１００抗ＬＡＰ
Ｍ－１　ａｂ２５６３０（アブカム）；１：１００抗Ｈｒｓ　ａｂ５６４６８（アブカム
）；１：１００抗ＢｉＧ２　ａｂ７５００１（アブカム）；１：５００抗ビオチン　ａｂ
６６２３３（アブカム）と共に４℃で一夜インキュベートした。二次抗体のヤギ抗ウサギ
Ａｌｅｘａ５４３又はヤギ抗マウスＡｌｅｘａ－４８８を室温で１時間インキュベートし
、ＰＢＳＴ　２％ＢＳＡで１：２００に希釈した。ＤＡＰＩを用いて核を染色した。エク
ソソームの分析では、採取されたエクソソームをトリトンＸ－０．０５％と共に室温で１
５分間、次に５％ＢＳＡと共に室温で１時間インキュベートした。最初の一次抗体（抗Ｃ
Ｄ９、１：５０）を１００μｌ　ＰＢＳＴ中、４℃で一夜インキュベートし、二次抗体で
ある抗Ｆｌａｇ（１：５０）を翌日に添加し、室温で１時間インキュベートした。二次抗
体を連続して添加し、同じく室温で１時間インキュベートした。エクソソームを、４％Ｐ
ＦＡが入った１２ウェルプレート中のカバースリップ上部で４５分間平板培養し、低温Ｐ
ＢＳで洗浄した。同一設定を維持するためにリサイクルツールを利用して、ツァイスＬＳ
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Ｍ５１０アップライト・コンフォーカル・システムで画像を得た。エクソソームの凝集に
より、共焦点顕微鏡で可視となる２００ｎｍを超える構造が得られた。データ解析では、
少なくとも２つの独立した実験から得られたプールから画像を選択した。図は、代表的な
視野を示す。
【００８５】
　インビトロダイシングアッセイ。エクソソームタンパク質抽出物（１０μｇ）を、３ｍ
Ｍ　ＭｇＣｌ２、３０ｍＭ　ＮａＣｌ及び１００ｍＭ　Ｈｅｐｅｓ、ｐＨ　７．５の存在
下、３ｐｍｏｌのｐｒｅ－ｍｉＲ－１０ｂ、－２１及びｃｅｌ－１　ビオチンで内部標識
されたヘアピンと共に３７℃でインキュベートした。各反応物の最終容量は、１０μｌで
あった。ホルムアミドゲルローディング緩衝液１０μｌの添加により、反応を停止させた
。変性ポリアクリルアミドゲル電気泳動を利用してＲＮＡを分解し、ＢｒｉｇｈｔＳｔａ
ｒ　ＢｉｏＤｅｔｅｃｔキットを用い、製造業者（アンビオン）の使用説明書に従って発
光させた。
【００８６】
　細胞生存率及びコロニー形成アッセイ。細胞を９６ウェルプレートに播種して、採取さ
れたエクソソームを１００μｇ／ｍＬの濃度で１日目に添加した。細胞生存率を、３－（
４，５－ジメチル－２－チアゾリル）－２，５－ジフェニル－２Ｈ－テトラゾリウムブロ
ミド（ＭＴＴ）アッセイにより決定した。コロニー形成実験では、細胞を１２ウェルプレ
ートに播種して、エクソソームを１００μｇ／ｍＬの濃度で培養の１日目及び５日目に添
加した。８日後に、コロニーを固定して、ＭＴＴ試薬で染色した。
【００８７】
　イルミナ・ヒト－ＨＴ１２　ｍＲＮＡ発現アレイ。ＲＮＡをイルミナヒト－ＨＴ１２　
ｍＲＮＡ発現アレイ中でハイブリダイズした。Ｒパッケージ「ｌｉｍｍａ」により提示さ
れたｎｅｑｃルーチンを利用して、データを標準化した（Ｓｈｉ　ｅｔ　ａｌ．，　２０
１０）。遺伝子存在量を、１遺伝子あたりのプローブ数の中央値により決定した。遺伝子
（列）及び試料（行）のユークリット距離の算術平均により、クラスタリングを実施する
。
【００８８】
　ｍｉＲＮＡ発現アレイ。特注のｍｉＲＮＡアレイを、９に記載された通り使用した。ア
レイは、１８３３のヒトマイクロＲＮＡプローブ、１０８４のマウスマイクロＲＮＡプロ
ーブ、及びその他の７８の非コード化ＲＮＡプローブを含む。プローブは、二重にプリン
トした。各プローブに関連するＧｅｎｅＢａｎｋアクセションＩＤが含まれる。バイオイ
ンフォマティック分析を、Ｒ（バージョン２．１４．２）（ｒ－ｐｒｏｊｅｃｔ．ｏｒｇ
のワールドワイドウェブより）及びバイオコンダクター（ｂｉｏｃｏｎｄｕｃｔｏｒ．ｏ
ｒｇ／のワールドワイドウェブより）を用いて実施した。各プローブの生データの強度は
、バックグランド中央値を差し引いたピクセル強度の中央値特性である。オフセット１を
設定することで、データを対数変換した後、負の値が確実に存在しなくなる。データをク
ォンタイル標準化した後、ｌｏｇ２変換した。同じｍｉＲＮＡを測定するプローブからの
シグナルを平均した。ＬＩＭＭＡライブラリーの機能を利用して、解析を実施した。ｍａ
ｄｅ４ライブラリーのヒートプロット関数を利用して、ヒートマップを作成した。テクニ
カルレプリケートを実施すると、ヒートマップは、反復測定から得られた平均発現値を表
した。
【００８９】
　卵巣腫瘍、子宮内膜腫瘍及び乳房腫瘍の同所性異種移植片。４～６週齢の雌無胸腺ｎｕ
／ｎｕマウス（ハーラン）を、個別換気ケージにおいて１２時間の明暗周期で２１～２３
℃及び湿度４０～６０％で飼育した。マウスは自由に放射線照射飼料及び滅菌水に接近す
ることができた。全ての動物プロトコルを、スペイン施設内動物管理使用委員会（Ｓｐａ
ｎｉｓｈ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔｉｏｎａｌ　Ａｎｉｍａｌ　Ｃａｒｅ　ａｎｄ　Ｕｓｅ　Ｃ
ｏｍｍｉｔｔｅｅｓ）が再審査及び承認した。
【００９０】
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　原発性腫瘍標本を、Ｈｏｓｐｉｔａｌ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔａｒｉ　ｄｅ　Ｂｅｌｌｖ
ｉｔｇｅ　（Ｌ’Ｈｏｓｐｉｔａｌｅｔ　ｄｅ　Ｌｌｏｂｒｅｇａｔ，　スペイン、バル
セロナ所在）から入手した。治験審査委員会が、試験を認可した。記入されたインフォー
ムドコンセントを、患者から回収した。摘出された５つの代表的なヒト上皮性卵巣腫瘍（
ＥＯＣ）：漿液性、類内膜、明細胞腫瘍及び粘液性腫瘍から得た非壊死性組織片（約２～
３ｍｍ３）を選択して、１０％ＦＢＳ及びペニシリン／ストレプトマイシンを補充したＤ
ＭＥＭ（バイオウィッタカー）中、室温で平板培養した。イソフルランで誘導された麻酔
の下、動物を側部開腹術に供し、卵巣を露出させて、プロリーン７．０縫合糸で腫瘍片を
卵巣表面に固定した。さらに、ヒト乳房腫瘍及び子宮内膜腫瘍の切片を、それぞれ乳房脂
肪体及び子宮内膜壁に移植した
【００９１】
　同所性移植腫瘍を成長させて、殺処分の際に血液２ｍｌを心臓穿刺により麻酔下のマウ
スから得た。試料を１４，０００ｒｐｍで遠心分離して、－８０℃で凍結した。
【００９２】
　免疫沈降。細胞及びエクソソームを採取し、ＰＢＳで洗浄して、それぞれ遠心分離又は
超遠心分離して、ペレットを採取した。氷冷ＲＩＰＡ緩衝液又は８Ｍ尿素／ＳＤＳ緩衝液
を、それぞれ細胞及びエクソソームに添加した。懸濁液を細胞では４℃で１５分間、エク
ソソームでは４℃で２時間、穏やかに振とうした。ライセートを予め冷却された遠心分離
機において１４，０００ｇで１５分間遠心分離して、ペレットを廃棄した。プロテインＡ
又はＧアガロース／セファロースビーズを、ＰＢＳで２回洗浄し、ＰＢＳを含む５０％ス
ラリーで復元した。ビーズ／スラリーミックス（１００μｌ）を細胞ライセート１ｍＬ及
びエクソソームライセート５００μｌに添加して、４℃で１０分間インキュベートした。
１４，０００×ｇで４℃で１０分間遠心分離することによりビーズを除去して、ペレット
を廃棄した。ダイサー抗体（細胞５μｇ及びエクソソーム１０μｇ）を細胞ライセート５
００μｌ又はエクソソームライセート２５０μｌ（１μｇ／μｌ細胞、１０μｇ／μｌエ
クソソーム）に添加して、オービタルシェーカにより４℃で一夜インキュベートした。プ
ロテインＡ又はＧアガロース／セファロースビーズズラリー　１００μｌを添加して、４
℃で一夜放置した。遠心分離後、上清を廃棄して、ビーズを、細胞なら氷冷ＲＩＰＡ緩衝
液で、又はエクソソームなら尿素／ＳＤＳ緩衝液で、３回洗浄した。アガロース／セファ
ロースビーズを５分間煮沸して、免疫複合体をビーズから解離させた。ビーズを遠心分離
により回収して、タンパク質のブロットを上清で実施した。
【００９３】
　Ｃａ２＋イオノフォアＡ２３１８７の存在下での培養条件。細胞（８×１０７細胞）を
、ＤＭＥＭ中に５×１０５細胞／ｍｌで播種した。細胞を処置するために、Ａ２３１８７
（最終濃度２００ｎＭ、カルビオケム、カリフォルニア州ラホヤ所在）を４時間後に培養
物に添加した。処置又は非処置細胞の培地を回収して、エクソソームを採取した。
【００９４】
　ヌードマウスの細胞の同所性注射。過去に記載された通り（Ｗｅｌｃｈ，　１９９７）
、ＭＣＦ１０Ａ非腫瘍原性乳房上皮細胞、ＭＤＡ－ＭＢ２３１－由来エクソソームに暴露
されたＭＣＦ１０Ａ　非腫瘍性乳房上皮細胞、及びＭＤＡ－ＭＢ２３１乳癌細胞（ＰＢＳ
　０．２ｍｌ中の１×１０５細胞）を、３週齢雌無胸腺ヌードマウスの乳房脂肪体内に注
射することにより、同所性腫瘍の成長を測定した。腫瘍の長さ及び幅をキャリパーで測定
することにより、腫瘍の成長をモニタリングして、過去に記載された通り（Ｗｅｌｃｈ，
　１９９７）平均腫瘍直径として報告した。動物は全て、腫瘍細胞注射後２１日目に、安
楽死された。
【００９５】
　統計処理。エラーバーは、生物学的反復実験の間のＳ．Ｄ．を示す。各実験の技術的及
び生物学的三重測定を実施した。統計学的有意性は、スチューデントＴ検定により計算し
た。
【００９６】
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　　　　　　　　　　　　　　　実施例２　－　結果
　エクソソームの単離及び同定。癌細胞（ＭＤＡ－ＭＢ２３１トリプルネガティブヒト転
移性乳癌、ＭＣＦ７ヒト乳房腺癌、６７ＮＲマウス非転移性乳癌及び４Ｔ１マウス転移性
乳癌）から得たエクソソーム、及び対照細胞（ＭＣＦ１０Ａ非腫瘍原性ヒト上皮性乳房及
びＮＭｕＭＧ非腫瘍原性マウス上皮性乳房）を、確立された超遠心分離法を利用して単離
した（図１０Ａ）（Ｌｕｇａ　ｅｔ　ａｌ．，　２０１２；　Ｔｈｅｒｙ　ｅｔ　ａｌ．
，　２００６）。採取されたエクソソームは、透過型電子顕微鏡測定（ＴＥＭ）及び原子
間力顕微鏡測定（ＡＦＭ）により分析した。４０～１４０ｎｍサイズの粒子を、同定した
（図１Ａ～Ｂ）（Ｔｈｅｒｙ　ｅｔ　ａｌ．，　２００２）。さらに、２種のエクソソー
ムマーカ：ＴＳＧ１０１及びＣＤ９を検出することにより、エクソソームの同一性を確認
した（図１Ｃ）（Ｏｓｔｒｏｗｓｋｉ　ｅｔ　ａｌ．，　２０１０）。単離されたエクソ
ソームは、免疫金標識電子顕微鏡測定により分析すると、ＣＤ９マーカに関しても陽性で
あった（図１Ａ）。ラテックスビーズに結合されたエクソソームもフローサイトメトリー
により分析して、一般に用いられるエクソソームマーカであるテトラスパニン　ＣＤ９、
ＣＤ６３、ＴＳＧ１０１及びフロチリン１の表面発現を示した（図１Ｄ）。さらに、光散
乱分光法（ＬＳＳ）（Ｆａｎｇ　ｅｔ　ａｌ．，　２００７；　Ｉｔｚｋａｎ　ｅｔ　ａ
ｌ．，　２００７；　Ｂａｎｇ　ａｎｄ　Ｓｅｔａｂｕｔｒ，　２０１０；　Ｂｅｎｉｔ
ｅｚ－ｖｉｅｙｒａ　ｅｔ　ａｌ．，　２００９；　Ｋｈａｉｒｋａｒ　ｅｔ　ａｌ．，
　２０１０；　Ｍｉｎ　ｅｔ　ａｌ．，　２０１０）を用いて、単利された試料が直径１
０４ｎｍをピークとする狭いサイズ分布を呈することを示した（ＦＩＧ．１Ｅ、右パネル
）。ＬＳＳシステムは、異なる直径のガラスマイクロスフェアを内部対照として用いるこ
とにより、エクソソーム抽出物中の全ての粒子サイズの正確な検出を可能にした。ＬＳＳ
はまた、これらの単離物中のマイクロ小胞体及び細菌又は細胞破片の潜在的混入を排除し
た（図１Ｅ、右グラフの挿入図参照）。さらに、そしてＬＳＳデータと一致して、Ｎａｎ
ｏＳｉｇｈｔナノ粒子トラッキング分析から、直径１０５±１．０ｎｍをピークとするサ
イズ分布の粒子が明らかとなり（図１Ｆ）、ろ過されない場合に溶液中に存在する異なる
サイズ範囲の潜在的混入物の存在がさらに排除された（図１Ｆ、右グラフ）。アポトーシ
ス小体又はランダムな細胞破片が単離物に混入する可能性を排除するために、比色細胞生
存率アッセイ（ＭＴＴ）、ターミナルデオキシヌクレオチジルトランスフェラーゼを用い
たｄＵＴＰニックエンドラベリング（ＴＵＮＥＬ）アッセイ、アネキシンＶ及びヨウ化プ
ロピジニルのフローサイトメトリー分析、並びにエクソソームのチトクロムＣ免疫ブロッ
ト（図１０Ｃ～Ｅ）を利用して、エクソソーム抽出前の細胞生存率を示した。癌細胞から
単離されたエクソソームは、過去に定義された通り（Ｌｅｅ　ｅｔ　ａｌ．，　２０１１
）、集合的にオンコソームと称される。対照細胞から単離されたエクソソームは、集合的
にノルモソームと称される。
【００９７】
　オンコソームは、ノルモソームに比較して発癌性ｍｉＲＮＡが特異的に豊富に存在する
。オンコソーム及びノルモソームの全体的なｍｉＲＮＡ量を調査した。エクソソームから
単離されたＲＮＡのマイクロフルイディクス分析から、ノルモソームに比較した場合の、
オンコソームの低分子ＲＮＡ量増加が明らかとなった（図２Ｆ）。さらに、ノルモソーム
（ＭＣＦ１０Ａ由来）のｍｉＲＮＡレベルとオンコソーム（ＭＤＡ－ＭＢ－２３１由来）
のｍｉＲＮＡレベルの間に低い相関が観察され、Ｒ２値は０．３５であった（図２Ａ）。
全体的ｍｉＲＮＡアレイ分析から、ノルモソームと比較して、オンコソーム中でｍｉＲＮ
Ａ量が豊富であることが示された。この分析では、ノルモソームと比較した場合のオンコ
ソームの非常に異なるｍｉＲＮＡプロファイルも明らかとなった。ｍｉＲＮＡアレイデー
タは、オンコソームとノルモソームの間の３０５の差次的に発現されるｍｉＲＮＡ（表５
）と共に、ノルモソームと比較した場合のオンコソーム中のｍｉＲＮＡ量の全体的な増加
を示した。癌細胞は、非腫瘍原性細胞と比較して、総低分子ＲＮＡの全体量の減少を示し
たため、オンコソーム中でｍｉＲＮＡが豊富であったことは、癌細胞中のｍｉＲＮＡ増加
の単なる反映ではなかった（図１１Ａ）。それゆえエクソソーム中のｍｉＲＮＡの蓄積は
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、特異的で、標的化されていると思われる。
【００９８】
　癌細胞中と、オンコソームとノルモソーム間にあるｍｉＲＮＡアレイの差次的発現が見
出されたこれらの細胞由来のエクソソームの１５種のｍｉＲＮＡの発現を、さらに評価し
た（表４及び５）。癌進行において示唆されてきたこれらの採取物から得られた６種のｍ
ｉＲＮＡ（発癌性ｍｉＲＮＡ：ｍｉＲ－１０ａ、ｍｉＲ－１０ｂ、ｍｉＲ－２１、ｍｉＲ
－２７ａ、ｍｉＲ－１５５及びｍｉＲ－３７３）及び９種のｍｉＲＮＡは、腫瘍抑制機能
を有することが報告されており（腫瘍サプレッサｍｉＲＮＡ：ｌｅｔ７ａ、ｍｉＲ１５ｂ
、ｍｉＲ２６ａ、ｍｉＲ３１、ｍｉＲ１２５ａ、ｍｉＲ１２５ｂ、ｍｉＲ２００ａ、ｍｉ
Ｒ２００ｃ、ｍｉＲ３３５）、細胞、及びそれらの細胞由来のエクソソーム中で発現され
る（図１１Ｂ～Ｃ、及び表４）。エクソソーム中のｍｉＲＮＡの半減期を決定するために
、無細胞系を開発して、単離されたエクソソーム中のｍｉＲＮＡを試験した。細胞を含ま
ない精製されたエクソソームを培地に入れ、３７℃で２４ｈ又は７２ｈのいずれかの時間
、インキュベートした。インキュベーション時間の後、エクソソームをｍｉＲＮＡ量につ
いて分析して、それらの起源の細胞と比較した。２４ｈに比較して７２ｈでは、細胞に比
較してオンコソーム中でこれらのｍｉＲＮＡの相関値の減少が存在したが（Ｒ２＝０．６
０対Ｒ２＝０．４３）、ノルモソームとＭＣＦ１０Ａ細胞（ノルモソームを得るために用
いられた細胞）の間には、高い相関が維持された（Ｒ２＝０．９８対Ｒ２＝０．９８）（
図２Ｂ）。６種の分析された発癌性ｍｉＲＮＡの顕著なアップレギュレーションが、２４
ｈ培養のオンコソームに比較し、排他的に７２ｈ培養のオンコソームで観察され、ＭＤＡ
－ＭＢ２３１及び４Ｔ１由来オンコソームはの平均倍率変化はそれぞれ１７．６及び１３
．２であったことから、時間に伴うオンコソーム中ｍｉＲＮＡ量の特異的増加が裏づけら
れた（図２Ｃ中央及び下グラフ、並びに図１１Ｄ右、上及び下グラフ）。オンコソームを
２４ｈ又は７２ｈのいずれかで培養した場合に、腫瘍抑制ｍｉＲＮＡについて、有意でな
い差が認められた（図２Ｃ及び図１１Ｄ）。ノルモソームは、培養時間とは無関係に、ｍ
ｉＲＮＡ量の任意の差を示さなかった（図２Ｃ及び図１１Ｄ）。１５種のｍｉＲＮＡ全て
の存在が、７２ｈ培養のノルモソームとそれが得られた細胞とで同一であり、相関係数は
０．９３であった（図２Ｅ左）。ＭＤＡ－ＭＢ２３１及び４Ｔ１エクソソームの相関係数
は有意に低く（それぞれｒ２＝０．５６及び０．４２）、時間に伴うオンコソーム中ｍｉ
ＲＮＡレベルの特異的変化が裏づけられた（図２Ｅ中央及び右）。さらに、オンコソーム
をＭＣＦ７（ｒ２＝０．７６）、ＭＤＡ－ＭＢ２３１（ｒ２＝０．５６）、６７ＮＲ（ｒ
２＝０．６４）及び４Ｔ１（ｒ２＝０．４２）と比較すると、細胞株の悪性度上昇に伴い
相関レベルが低下する（図２Ｅ及び図１１Ｅ）。それゆえ、ノルモソームのｍｉＲＮＡ量
は、全ての時間で起源細胞を反映したが、オンコソームは、細胞に非依存的に時間に伴い
ｍｉＲＮＡ量が変化した。
【００９９】
　ＭＤＡ－ＭＢ２３１及び４Ｔ１オンコソームのｍｉＲＮＡ量をＭＣＦ１０Ａ及びＮＭｕ
ＭＧ細胞のノルモソームのそれと比較すると、２４ｈ培養されたオンコソーム中で発癌性
ｍｉＲＮＡが豊富であることが観察され、平均倍率変化がそれぞれ２．７及び２．０であ
った（図１１Ｂ）。７２ｈの時点では、それぞれＭＣＦ１０Ａ及びＮＭｕＭＧ由来ノルモ
ソームに比較して、ＭＤＡ－ＭＢ２３１及び４Ｔ１由来オンコソーム中の発癌性ｍｉＲＮ
Ａで、３０及び１８．２の平均倍率変化が検出された（図１１Ｂ）。ノーザンブロットで
、オンコソーム中で排他的に発癌性ｍｉＲ－１０ｂ及びｍｉＲ－２１のアップレギュレー
ションが確認され、ｍｉＲＮＡアレイ及びｑＰＣＲ分析の両方が裏づけられた（図２Ｄ）
。
【０１００】
　オンコソームは、ｐｒｅ－ｍｉＲＮＡ及びコアＲＬＣタンパク質を含む。単離されて間
もないオンコソームの無細胞培養ではｍｉＲＮＡの増加が得られ、エクソソームの活性バ
イオジェネシスが示唆された。さらにマイクロフルイディクス分析からも、より大きなＲ
ＮＡ分子の存在が示唆された（図２Ｆ）。それゆえノルモソーム及びオンコソーム調製物
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中のｐｒｅ－ｍｉＲＮＡの潜在的存在を模索した。単離後２４ｈ又は７２ｈのエクソソー
ムの無細胞培養を実施して、可能性のある任意の余分なエクソソームＲＮＡを消耗するた
めにＲＮＡｓｅ処置に供した。これに続いて、エクソソーム中のｐｒｅ－ｍｉＲＮＡを検
出した。分析されたｐｒｅ－ｍｉＲＮＡは、過去に評価された１５種の成熟ｍｉＲＮＡ（
表４）に対応するものであった。
【表４】

【０１０１】
　分析された１５種のｐｒｅ－ｍｉＲＮＡ全てが、エソソーム（ノルモソーム及びオンコ
ソーム）中に存在した（図３Ａ及び図１２Ａ）。ｍｉＲＮＡで観察された通り、オンコソ
ームは、発癌性ｐｒｅ－ｍｉＲＮＡ中では非常に豊富であったが、腫瘍抑制ｐｒｅ－ｍｉ
ＲＮＡは、提示未満であった（図３Ａ及び図１２Ａ）。エクソソームを２４ｈ又は７２ｈ
培養すると、２４ｈ培養されたオンコソームに比較して７２ｈ培養されたオンコソームで
、発癌性ｐｒｅ－ｍｉＲＮＡの有意なダウンレギュレーションが観察された。そのような
変動は、ノルモソームでは見出されなかった（図３Ｂ及び１２Ｂ）。腫瘍抑制ｐｒｅ－ｍ
ｉＲＮＡは、オンコソーム又はノルモソーム中で任意の差を示さなかった（図３Ｂ及び図
１２Ｂ）。その上、オンコソーム中で発癌性ｐｒｅ－ｍｉＲＮＡ量が減少し、ノルモソー
ムでは減少しないことが、培養の９６ｈ後に認められ、その時点で発癌性ｐｒｅ－ｍｉＲ
ＮＡレベルは、腫瘍抑制ｐｒｅ－ｍｉＲＮＡのレベルに達した（図３Ｅ及び１２Ｅ）。オ
ンコソーム中の発癌性ｐｒｅ－ｍｉＲＮＡのダウンレギュレーションを、ｐｒｅ－ｍｉＲ
１０ｂ及びｐｒｅ－ｍｉＲ２１についてのノーザンブロットにより確認した（図３Ｃ）。
次に、エクソソーム中のｐｒｅ－ｍｉＲＮＡ及びｍｉＲＮＡの経時的分析を実施した。単
離されたオンコソームを６ｈ、１２ｈ、２４ｈ、３６ｈ、４８ｈ、７２ｈ及び９６ｈ培養
することにより、６種の分析されたｐｒｅ－ｍｉＲＮＡのレベルが培養時間に伴い各ｍｉ
ＲＮＡに反比例することが観察された（図３Ｄ）。成熟ｍｉＲＮＡは、２４ｈ～７２ｈの
培養で量が増加し、その後、プラトーに達した（図３Ｄ）。それゆえ、オンコソームは、
時間が経過するとｐｒｅ－ｍｉＲＮＡ量を消耗し、同時に各成熟ｍｉＲＮＡが増加した。
この観察から、オンコソームがｍｉＲＮＡバイオジェネシスの能力を有するという仮説が
導びかれた。
【０１０２】
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　培養されたエクソソーム中のｐｒｅ－ｍｉＲＮＡのプロセシングが、直後ではなく２４
ｈ後に開始する理由を理解するために、エクスポーティン－５（ＸＰＯ５）に関してサイ
レンシングされたＭＤＡ－ＭＢ２３１細胞中の６種のｍｉＲＮＡ全てをモニタリングした
（図１２Ｃ及びＤ）。ＸＰＯ５は、核から細胞質へのｐｒｅ－ｍｉＲＮＡ輸送を担う（Ｙ
ｉ　ｅｔ　ａｌ．，　２００３）。ＸＰＯ５のサイレンシングは、核から細胞質へのｐｒ
ｅ－ｍｉＲＮＡの流れを妨害し、核から新しい細胞質ｐｒｅ－ｍｉＲＮＡのを導入せずに
細胞質ｐｒｅ－ｍｉＲＮＡのプロセシングの評価を可能にする。マイクロＲＮＡ－２１を
、遠心分離前後のＭＤＡ－ＭＢ２３１ｓｉＸＰＯ５細胞中でモニタリングし（図１２Ｃ及
びＤ）、それをエクソソーム単離の条件を模倣して４℃で３時間実施した。非遠心分離細
胞に対して遠心分離細胞の間に、ｍｉＲ－２１の有意なアップレギュレーションが同じ時
点で観察されなかったが、前者の細胞には２４ｈのラグタイムがある（図１２Ｃ及びＤ）
。つまり、細胞及びエクソソームの両方が、ｐｒｅ－ｍｉＲＮＡのプロセシングを開始す
るのに、４℃での遠心分離のストレスから回復する期間を必要とする。そのような順化は
、組織培養継代の後の培養細胞中の酵素活性に関して予測される。
【０１０３】
　オンコソームはコアＲＩＳＣ（ＲＬＣ）タンパク質を含む。オンコソームは、時間に伴
ってｐｒｅ－ｍｉＲＮＡ濃度を消耗し、同時に各成熟ｍｉＲＮＡを増加させる。このこと
により本発明者らは、エクソソーム中のｍｉＲＮＡバイオジェネシス及びｐｒｅ－ｍｉＲ
ＮＡプロセシング能力を検討することとなった。マイクロＲＮＡバイオジェネシスは、Ｒ
ＬＣ、ダイサー、ＴＲＢＰ及びＡＧＯ２といった鍵を握るタンパク質成分を必要とする（
Ｃｈｅｎｄｒｉｍａｄａ　ｅｔ　ａｌ．，　２００５）。ダイサー及びＴＲＢＰが、ダイ
サータンパク質に安定性をもたらす複合体を形成し、ＡＧＯ２が、バイオジェネシス経路
の後期に動員されて、鎖の選択及びＲＮＡ巻き戻しプロセスを支援することが、これまで
に示されている（Ｃｈｅｎｄｒｉｍａｄａ　ｅｔ　ａｌ．，　２００５）。ダイサータン
パク質は、ＭＣＦ７、ＭＤＡ－ＭＢ２３１、６７ＮＲ及び４Ｔ１癌細胞由来のオンコソー
ム中で検出された（図１Ｃ及び図４Ａ～Ｂ）。これまで記載された通り（Ｍｏｎｔｅｃａ
ｌｖｏ　ｅｔ　ａｌ．，　２０１２）、エクソソームタンパク質抽出の前にエクソソーム
調製物の全てをプロテイナーゼＫで処置することにより、混入している余分なエクソソー
ムダイサータンパク質を検出する可能性が排除された（図１Ｃ及び図４Ａ～Ｂ）。加えて
、Ａ５４９（ヒト肺癌）、ＳＷ４８０（ヒト大腸癌）、ＨｅＬａ（ヒト子宮頸癌）及び４
Ｔ０７（マウス乳癌）などの様々な癌細胞株もまた、ダイサー含有エクソソームを生成す
る（図１３Ｈ）。ダイサータンパク質は、ＭＣＦ１０Ａ（ヒト非腫瘍原性乳房上皮細胞）
及びＮＭｕＭＧ（マウス非腫瘍原性乳房上皮細胞）細胞株により生成されたノルモソーム
中では検出されなかった（図１Ｃ及び４Ａ）。透過型電子顕微鏡測定を利用したエクソソ
ームの免疫金標識は、オンコソーム中のダイサータンパク質の存在を確証したが、ノルモ
ソームではしなかった（図４Ｂ及び１３Ａ）。加えて、抗ＧＦＰ抗体を、免疫金標識実験
において別の陰性対照として用いたが、エクソソーム中には何も検出されなかった（図１
３Ｂ）。
【０１０４】
　ダイサータンパク質は、ＭＣＦ１０Ａ及びＭＤＡ－ＭＢ２３１細胞において、Ｎ末端Ｆ
ｌａｇタッグが過剰発現された（図１３Ｃ）。免疫ブロッティング及び共焦点顕微鏡測定
ではさらに、Ｆｌａｇ－ダイサータンパク質の存在がオンコソーム中で特異的に確認され
、ノルモソームではされなかった（図４Ｃ）。細胞内Ｃａ２＋レベルの上昇は、エクソソ
ーム分泌を刺激する（Ｓａｖｉｎａ　ｅｔ　ａｌ．，　２００３）。Ｃａ２＋イオノフォ
アＡ２３１８７を、ＭＣＦ１０Ａ及びＭＤＡ－ＭＢ２３１細胞の培地に添加して、エクソ
ソームを採取した。本発明者らは、ＣＤ９発現による判断としてエクソソーム生成の有意
な増加を観察した（図４Ｄ）。ダイサータンパク質は、オンコソーム中で検出されたが、
ノルモソームではされなかった（図４Ｄ）。これらの結果から、これがエクソソームの量
ではなく、内容物というよりむしろダイサー蓄積をもたらす特異的メカニズムを決定する
ことがさらに示唆された。加えて、ダイサー発現は、ＭＣＦ１０Ａ及びＭＤＡ－ＭＢ２３
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１細胞中の２つのショートヘアピン構築物の安定した発現を介して減少した（図１３Ｄ～
Ｅ）。ＭＤＡ－ＭＢ－２３１ｓｈダイサー細胞に由来するオンコソームは、免疫ブロッテ
ィング及び免疫金標識により検出されたｓｈスクランブル又は親ＭＤＡ－ＭＢ－２３１細
胞に比較して、有意に少ないダイサーを含んでいた（図４Ｅ～Ｆ）。同じくダイサーは、
ＭＣＦ１０Ａｓｈダイサー細胞由来のノルモソーム中では検出されなかった（図４Ｅ）。
【０１０５】
　加えてＲＬＣタンパク質、ＡＧＯ２及びＴＲＢＰもまた、オンコソーム中で検出され、
ノルモソームではされなかった（図４Ｇ～Ｈ）。エクソソームを、ＧＦＰがタッグされた
ＡＧＯ２でトランスフェクトされたＭＣＦ１０Ａ及びＭＤＡ－ＭＢ２３１細胞から抽出し
た（図４Ｉ）。抗ＧＦＰ抗体を使用して、ＧＦＰ－ＡＧＯ２の存在を、ＭＤＡ－ＭＢ２３
１－ＧＦＰ－ＡＧＯ２細胞から抽出されたエクソソーム中で検出した（図４Ｊ）。ＭＣＦ
１０Ａ及びＭＤＡ－ＭＢ２３１細胞中のＡＧＯ２のｓｉＲＮＡサイレンシングの際、ＭＤ
Ａ－ＭＢ２３１由来オンコソーム中のＡＧＯ２タンパク質のダウンレギュレーションが観
察された（図４Ｋ～Ｌ）。本発明者らは、ＡＧＯ２がオンコソーム中のダイサーに結合す
るが、両者ともノルモソームでは検出不能であることを、免疫沈降により示した（図４Ｍ
）。ダイサーの安定性を誘導してそのｐｒｅ－ｍｉＲＮＡ切断活性を支援する不可欠なパ
ートナーが、ＴＲＢＰである（Ｃｈｅｎｄｒｉｍａｄａ　ｅｔ　ａｌ．，　２００５；　
Ｍｅｌｏ　ｅｔ　ａｌ．，　２００９）。免疫沈降から、オンコソーム中のダイサー／Ｔ
ＲＢＰ複合体の存在が明らかとなったが、ノルモソームではならなかった（図４Ｎ）
【０１０６】
　坑ダイサー抗体を利用した免疫沈降により、ＡＧＯ２がオンコソーム中のダイサーに結
合するが、両者ともノルモソームでは検出不能であることが明らかとなった（図１３Ｆ）
。ダイサーの安定性を誘導してそのｐｒｅ－ｍｉＲＮＡ切断活性を支援する不可欠なパー
トナーが、ＴＲＢＰである（Ｃｈｅｎｄｒｉｍａｄａ　ｅｔ　ａｌ．，　２００５；　Ｍ
ｅｌｏ　ｅｔ　ａｌ．，　２００９）。坑ダイサー抗体を用いた免疫沈降から、オンコソ
ーム中のダイサー／ＴＲＢＰ複合体の存在が明らかとなったが、ノルモソームではならな
かった（図１３Ｇ）
【０１０７】
　オンコソームはＲＬＣを利用してｐｒｅ－ｍｉＲＮＡをプロセシングし、成熟ｍｉＲＮ
Ａを生成する。ｐｒｅ－ｍｉＲＮＡから成熟ｍｉＲＮＡを生成するために、オンコソーム
中のＲＬＣタンパク質（ダイシング及びサイレンシングの特性）の機能性を試験した。ダ
イサーが欠如したエクソソームを、ＭＣＦ１０Ａｓｈダイサー細胞、ＭＤＡ－ＭＢ２３１
ｓｈダイサー細胞及び４Ｔ１ｓｈダイサー細胞から抽出した（図１４Ａ）。ｐｒｅ－ｍｉ
ＲＮＡ及びｍｉＲＮＡ量から、ダイサーの任意の有意な変化が時間と共にエクソソームを
ダウンレギュレートすることは明らかにならず、オンコソーム中にダイサーが存在しなけ
れば、ｐｒｅ－ｍｉＲＮＡがプロセシングされてｍｉＲＮＡを生成することがないことが
示された（図５Ａ～Ｂ及び図１４Ｂ～Ｃ）。次に、電気穿孔により坑ダイサー及び坑ＴＲ
ＢＰ抗体をエクソソームに挿入して、エクソソームの外側での抗体の存在を回避するため
に電気穿孔後にプロテイナーゼＫで処置された坑アクチン対照抗体で電気穿孔されたオン
コソーム及びノルモソームと比較した（図５Ｃ）。対照坑アクチン抗体で電気穿孔された
オンコソームは、これまで言及された通りｐｒｅ－ｍｉＲＮＡ及びｍｉＲＮＡレベルで同
じ変動を示した（図５Ｄ～Ｅ及び図１４Ｄ～Ｅ）。坑ダイサー及び坑ＴＲＢＰ抗体を有す
るオンコソームにおいて、ｐｒｅ－ｍｉＲＮＡ及びｍｉＲＮＡレベルの有意でない変化が
、時間に伴って観察され、ｐｒｅ－ｍｉＲＮＡプロセシングの阻害が示唆された（図５Ｄ
～Ｅ及び図１４Ｄ～Ｅ）。７２ｈ無細胞培養後に、オンコソーム（ＭＤＡ－ＭＢ２３１由
来）、坑ダイサー抗体で電気穿孔されたオンコソーム（ＭＤＡ－ＭＢ２３１由来）、及び
ノルモソーム（ＭＣＦ１０Ａ由来）のｍｉＲＮＡ発現アレイにより、総ｍｉＲＮＡ量を評
価した。坑ダイサー抗体を有するオンコソームの総ｍｉＲＮＡ量は、ＭＤＡ－ＭＢ２３１
由来オンコソーム（Ｒ２＝０．４８）よりもＭＣＦ１０Ａノルモソームに（Ｒ２＝０．７
９）より類似していた。オンコソームを、坑ダイサー抗体を含むオンコソームと比較する
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と、１９８の差次的に発現されたｍｉＲＮＡが観察され、そのうち４８％は、有意にダウ
ンレギュレートされた（表６）。これらのうちの１９％は発癌性であり、１％だけが、過
去に発行された文献に基づき腫瘍抑制性を有することが報告されている（図１４Ｆ、表６
）。
【０１０８】
　ｐｒｅ－ｍｉＲＮＡを成熟ｍｉＲＮＡに変換する酵素反応が自然発生的であり、３種の
ＲＬＣタンパク質、組み込まれたｐｒｅ－ｍｉＲＮＡ、及びエクソソーム中に存在するタ
ンパク質Ｈｓｐ９０以外の任意の因子を必要としない（Ｍａｎｉａｔａｋｉ　ａｎｄ　Ｍ
ｏｕｒｅｌａｔｏｓ，　２００５；　ＭｃＣｒｅａｄｙ　ｅｔ　ａｌ．，　２０１０）。
これをさらに確認するために、オンコソームを、Ｈｓｐ９０活性を選択的に阻害する薬物
ゲルダナマイシンを用いて電気穿孔した（Ｍｉｙａｔａ，　２００５）。ゲルダナマイシ
ンの存在下で合成された成熟ｍｉＲＮＡの量の有意な減少が、対照との比較の際に見出さ
れた（図６Ａ）。成熟ｍｉＲＮＡ発現に及ぼすＨｓｐ９０タンパク質の影響は、２つの重
複する可能性があるプロセス：ｍｉＲＮＡバイオジェネシスにおいてＡＧＯ２を支援する
能動的役割、及びＲＩＳＣ中のＡＧＯ２タンパク質に結合した成熟ｍｉＲＮＡの安定性に
よって媒介される可能性がある。
【０１０９】
　オンコソームの特異的なｐｒｅ－ｍｉＲＮＡプロセシング能力をさらに確認するために
、合成ｐｒｅ－ｍｉＲＮＡ－１０ｂ及び－２１と、Ｃ．エレガンス前駆体ｐｒｅ－ｃｅｌ
－１　ｐｒｅ－ｍｉＲＮＡをエクソソーム中に電気穿孔して、それらのプロセシングを試
験した（図１５Ａ）。ｐｒｅ－ｍｉＲＮＡの有意なダウンレギュレーション及び各ｍｉＲ
ＮＡのアップレギュレーションが、７２ｈ培養後のオンコソーム中で観察された（図６Ｂ
～Ｃ）。ダイサー抗体を含むオンコソームからは、７２ｈ培養後のｐｒｅ－ｍｉＲＮＡ量
の差が明らかにならなかった（図６Ｂ～Ｃ）。ｓｈダイサー細胞由来のオンコソームから
は、７２ｈ培養後にｐｒｅ－ｍｉＲＮＡ量の差が明らかにならなかった（図６Ｂ～Ｃ）。
加えて、ｐｒｅ－ｍｉＲ－１０ｂ、－２１及び－ｃｅｌ－１を、ビオチン－デオキシチミ
ジン（ｄＴ）で標識して、それらをＭＣＦ１０Ａ細胞にトランスフェクトした。ｄＴ－で
修飾されたｐｒｅ－ｍｉＲＮＡをプロセシングして、成熟ｍｉＲＮＡを生成し、その標識
がプロセシング能力を改変しないことを確認した（図１５Ｂ～Ｃ）。修飾されたｐｒｅ－
ｍｉＲＮＡを「ダイシング」アッセイに用いて、ダイサーを含むエクソソームが特異的に
ｐｒｅ－ｍｉＲＮＡをプロセシングすることが可能であり、成熟ｍｉＲＮＡを生成するこ
とを示した（図６Ｄ～Ｆ）。
【０１１０】
　癌細胞内の細胞質ＣＤ４３はダイサーの動員に寄与する。多小胞体（ＭＶＢ）は、形質
膜との融合の際に最終的にエクソソームとして放出されるエクソソームを含む細胞内オル
ガネラである（Ｐａｎｔ　ｅｔ　ａｌ．，　２０１２）。ＲＩＳＣタンパク質をエンドソ
ームに動員させ、次にエクソソーム中に放出させる可能なメカニズムを探求した。最初に
、ダイサーが対照細胞と比較して癌細胞中のＭＶＢと会合するかについて探求した。ＭＶ
Ｂのマーカと併せたダイサーの細胞内分布、及びエクソソームのバイオジェネシス経路を
比較した。Ｈｒｓ及びＢｉＧ２は、早期エンドソームマーカであり、ＴＳＧ１０１は、Ｍ
ＶＢのマーカである（Ｒａｚｉ　ａｎｄ　Ｆｕｔｔｅｒ，　２００６；　Ｓｈｉｎ　ｅｔ
　ａｌ．，　２００４）。ダイサーは、ＭＤＡ－ＭＢ２３１及び４Ｔ１細胞内でＨｒｓ、
ＢｉＧ２及びＴＳＧ１０１と共局在化した（図１６Ａ）。外来的に送達されたＮ－ローダ
ミン標識ホスファチジルエタノールアミン（ＮＲｈＰＥ）は、細胞に取り込まれ、ＭＶＢ
内に保持される（Ｓｈｅｒｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，　２００３）。ＭＤＡ－ＭＢ２３１及び
４Ｔ１細胞内で染色されるダイサーは、大部分がＭＶＢ内でＮＲｈＰＥと共局在化し、最
終的にエクソソームを生成する。これらのデータは、ダイサー、ＴＲＢＰ及びＡＧＯ２が
後期エンドソーム／ＭＶＢ画分中に現れた、共画分試験における過去の観察と一致してい
る（Ｓｈｅｎ　ｅｔ　ａｌ．，　２０１３）。これに反して、対照細胞（ＮＭｕＭＧ及び
ＭＣＦ１０Ａ）中には、ダイサーとＨｒｓ、ＢｉＧ２、ＴＳＧ１０１又はＮＲｈＰＥとの
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共局在化が存在しなかった（図１６Ａ）。さらにＭＤＡ－ＭＢ２３１及びＭＣＦ１０Ａ細
胞において、Ｈｒｓ及びＴＳＧ１０１遺伝子を２つの異なるｓｉＲＮＡを用いてサイレン
シングし、ＢｉＧ２遺伝子を２つの異なるｓｈＲＮＡを用いてサイレンシグし、ダイサー
タンパク質発現を評価した（図１６Ｂ）。Ｈｒｓ、ＢｉＧ２及びＴＳＧ１０１のサイレン
シングは、ＭＶＢ形成を損傷し、エクソソーム生成のダウンレギュレーションをもたらし
た（図１６Ｃ～Ｅ）。ダイサータンパク質の増加が、ｓｉＨｒｓ、ｓｈＢｉＧ２又はｓｉ
ＴＳＧ１０１を有するＭＤＡ－ＭＢ２３１細胞の細胞質及び核内で観察された。同様の結
果が、４Ｔ１細胞をＭＤＡ－ＭＢ２３１細胞の代わりに用いた場合に得られた。Ｈｒｓ、
ＢｉＧ２又はＴＳＧ１０１遺伝子が、ＭＣＦ１０Ａ細胞においてサイレンシングされると
、ダイサータンパク質発現及び位置（細胞質）の改変が観察されなかった。興味深いこと
として、ダイサーｍＲＮＡ発現は、ｓｉＨｒｓ、ｓｈＢｉＧ２及びｓｉＴＳＧ１０１　Ｍ
ＤＡ－ＭＢ２３１及び４Ｔ１細胞において減少した（図１６Ｆ）。これにより、細胞中の
ダイサータンパク質量と転写レベルの間にあるネガティブフィードバックループを表すこ
とができる。これらの結果から、ダイサータンパク質のエクソソーム媒介輸送が潜在的に
癌細胞内のダイサーを消耗させる律速段階になることが示唆される。ＭＶＢ形成を損傷す
ることで、ダイサーの転写レベルを上昇させずに、細胞質及び核全体にダイサータンパク
質の蓄積を導いた。
【０１１１】
　ＭＶＢはまた、次のリソゾームによる分解のためにユビキチン化タンパク質を封鎖する
（Ｌｕｚｉｏ　ｅｔ　ａｌ．，　２００９）。本発明者らは、ダイサータンパク質がユビ
キチン化されず、リソゾーム用に広範に用いられるマーカ：ＬＡＭＰ－１と共局在化しな
いことを示した。これらの結果から、ダイサーが癌細胞内での分解のために標的化されず
、むしろエクソソームを介して分泌されることが示唆される（図１６Ｇ）。
【０１１２】
　タンパク質にＭＶＢ及びエクソソームを標的化させるシグナルは、大部分が未知である
。近年になり、ＣＤ４３などの様々な形質膜のアンカータンパク質が、ＭＶＢ及びエクソ
ソームへのタンパク質輸送の可能なメディエータとして推測された（Ｓｈｅｎ　ｅｔ　ａ
ｌ．，　２０１１ｂ）。ＣＤ４３は、主に癌細胞内で高度に発現される白血球膜貫通シア
ログリコプロテインである（Ｓｈｅｎ　ｅｔ　ａｌ．，　２０１２）。ＣＤ４３は、乳癌
をはじめとする多くの固形腫瘍で検出され、癌の進行及び転移と相関する（Ｓｈｅｌｌｅ
ｙ　ｅｔ　ａｌ．，　２０１２）。本発明者らはＣＤ４３がＭＶＢへのＲＩＳＣタンパク
質の輸送に寄与し得るかについて探求した。本発明者らは、ダイサーがＭＤＡ－ＭＢ２３
１細胞内でＣＤ４３タンパク質と共に免疫沈降することを示している（図９Ａ）。ＣＤ４
３が、ＭＣＦ１０Ａ及びＭＤＡ－ＭＢ２３１細胞内でｓｉＲＮＡを用いてダウンレギュレ
ートされる際に、ダイサーレベルがオンコソーム中で有意に減少し（図９Ｂ及び１６Ｈ）
、ダイサータンパク質は核及び細胞質に蓄積される。ダイサーｍＲＮＡ発現のダウンレギ
ュレーションは、ｓｉＨｒｓ、ｓｈＢｉＧ２及びｓｉＴＳＧ１０１を用いる前の観察と同
様に、ＭＤＡ－ＭＢ２３１ｓｉＣＤ４３癌細胞内で観察されたが、ＭＣＦ１０ＡｓｉＣＤ
４３非腫瘍原性細胞では観察されなかった（図１６Ｉ）。
【０１１３】
　オンコソームはダイサー依存的に標的細胞のトランスクリプトームを改変する。癌細胞
（ＭＤＡ－ＭＢ２３１細胞）は、エクソソームのマーカであるＣＤ６３－ＧＦＰでトラン
スフェクトされた（Ｅｓｃｏｌａ　ｅｔ　ａｌ．，　１９９８）。ＣＤ６３－ＧＦＰ　Ｍ
ＤＡ－ＭＢ２３１細胞を用いて、ＧＦＰ＋エクソソームを単離し、次にＭＣＦ１０Ａ細胞
と共にインキュベートした。ＭＤＡ－ＭＢ２３１－ＣＤ６３－ＧＦＰから得たエクソソー
ムは、緑色蛍光を発光する粒子を検出するレーザビームを補充されたＮａｎｏＳｉｇｈｔ
を用いることにより緑色になることが示された（図１７Ａ）。ＣＤ６３－ＧＦＰ＋オンコ
ソームは、ＭＣＦ１０Ａ細胞に侵入して、細胞質内に現れることが示された。ｍｉＲＮＡ
発現アレイを用いると、ＭＤＡ－ＭＢ２３１由来オンコソームに暴露されたＭＣＦ１０Ａ
細胞が、親ＭＣＦ１０Ａ細胞とは異なりＭＤＡ－ＭＢ２３１細胞と類似した新しいｍｉＲ
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ＮＡ発現プロファイルを獲得することが示された。ｍｉＲＮＡ発現アレイを用いると、Ｍ
ＤＡ－ＭＢ２３１由来オンコソームに暴露されたＭＣＦ１０Ａ細胞が、親ＭＣＦ１０Ａ細
胞とは異なる新しいｍｉＲＮＡ発現プロファイルを獲得することが示された。オンコソー
ムで処置されたＭＣＦ１０Ａの全体的トランスクリプトームのプロファイリングは、ＭＤ
Ａ－ＭＢ２３１細胞により類似している。ｍＲＮＡ発現プロファイルにおけるそのような
少なからぬ改変は、ＭＣＦ１０Ａ細胞がダイサー抗体を含むＭＤＡ－ＭＢ２３１オンコソ
ームに暴露された時に逆行され、発現パターンが、親ＭＣＦ１０Ａ細胞により再度クラス
タリングする。
【０１１４】
　親ＭＣＦ１０Ａ細胞と比較した、ＭＤＡ－ＭＢ２３１オンコソームに暴露されたＭＣＦ
１０Ａ細胞におけるｍｉＲＮＡ及びｍＲＮＡ発現プロファイルの綿密な分析から、処置さ
れたＭＣＦ１０Ａ細胞内での特定のｍｉＲＮＡの有意なアップレギュレーション、及び記
載されたｍＲＮＡターゲットのダウンレギュレーションが明らかとなった。例として、ｍ
ｉＲＮＡ－２１及び－１０ｂは、他の発癌性ｍｉＲＮＡと共に、処置されたＭＣＦ１０Ａ
細胞内でアップレギュレートされた（それぞれ４．６倍及び２．３倍）。マイクロＲＮＡ
－２１及び－１０ｂは、乳癌の進行、侵襲性及び転移において示唆された（Ｍａ　ｅｔ　
ａｌ．，　２００７；　Ｙａｎ　ｅｔ　ａｌ．，　２０１１）。以前に示された通り、ｍ
ｉＲ－２１及び－１０ｂは、ｐｒｅ－ｍｉＲＮＡから得たオンコソーム中で合成された。
ＰＴＥＮ及びＨＯＸＤ１０は、ｍｉＲ－２１及びｍｉＲ－１０ｂターゲットとして記載さ
れており、対照ＭＣＦ１０Ａ細胞と比較すると、オンコソームにより処置されたＭＣＦ１
０Ａ細胞の発現アレイ分析において抑制された。ウェスタンブロット分析から、ＰＴＥＮ
及びＨＯＸＤ１０レベルが、オンコソームに暴露されたＭＣＦ１０Ａ細胞において抑制さ
れていることが示された（図７Ａ～Ｂ）。オンコソーム中のｍｉＲ－２１及びｍｉＲ－１
０ｂがＭＣＦ１０Ａレシピエント細胞におけるＰＴＥＮ及びＨＯＸＤ１０をサイレンシン
グし得るかについて検査するために、ＭＣＦ１０Ａ細胞を、ｍｉＲ－２１及びｍｉＲ－１
０ｂへの結合が可能なＰＴＥＮ又はＨＯＸＤ１０遺伝子の野生型３’－ＵＴＲを含むルシ
フェラーゼレポータで一過性にトランスフェクトした。ＰＴＥＮ又はＨＯＸＤ１０ベクタ
ーの変異体３’ＵＴＲを、対照として用いた。ルシフェラーゼレポータ活性の低下が、オ
ンコソームと共にインキュベートされたＭＣＦ１０Ａ細胞で認められ、オンコソームから
レシピエント細胞へのｍｉＲＮＡの機能的送達が確認された（図７Ｃ）。オンコソームと
共にインキュベートされた細胞において、ＰＴＥＮ及びＨＯＸＤ１０発現レベルを異なる
時点で評価した。７２ｈ培養されたエクソソームによる細胞処置の直後に、ＰＴＥＮ及び
ＨＯＸＤ１０発現において有意な減少が検出された（図７Ａ～Ｂ）。ＰＴＥＮ及びＨＯＸ
Ｄ１０発現レベルは、単離されて間もないエクソソームで処置されたＭＣＦ１０Ａ細胞で
は極わずかの変動となり、十分な濃度の成熟ｍｉＲＮＡがこの時点で存在しなかったこと
が示唆される（図１７Ｂ～Ｃ）。坑ダイサー抗体と共に７２ｈ培養されたオンコソームで
処置されたＭＣＦ１０Ａ細胞は、ＰＴＥＮ及びＨＯＸＤ１０の有意でないダウンレギュレ
ーションを示した（図７Ｄ及び１７Ｇ）。加えて、ＭＤＡ－ＭＢ２３１由来オンコソーム
中で検出されなかったｍｉＲＮＡである、細胞中のｍｉＲ－１５のプロセシングは、ダイ
サー抗体を含むＭＤＡ－ＭＢ２３１エクソソームによるＭＣＦ１０Ａ細胞の処置により改
変せず、処置された細胞におけるダイサー抗体の有意でない影響が示された（図１７Ｄ）
。幾つかの報告では、エクソソームと共にインキュベートされた細胞内では、長時間培養
を必要とせずに、ｍｉＲＮＡターゲットのダウンレギュレーションが示されている（Ｋｏ
ｓａｋａ　ｅｔ　ａｌ．，　２０１３；　Ｎａｒａｙａｎａｎ　ｅｔ　ａｌ．，　２０１
３；　Ｐｅｇｔｅｌ　ｅｔ　ａｌ．，　２０１０）。ｍｉＲ－１８２－５ｐは、オンコソ
ーム処置によりＭＣＦ１０Ａ細胞においてアップレギュレートされたｍｉＲＮＡの１種で
あり、ｍｉＲ－１８２－５ｐターゲットであるＳｍａｄ４（Ｈｉｒａｔａ　ｅｔ　ａｌ．
，　２０１２）は、これらの細胞のオンコソーム処置によりダウンレギュレートされた遺
伝子の１種である（図７Ｅ）。培養時間中のｍｉＲ－１８２－５ｐのアップレギュレーシ
ョンは観察されず、ｐｒｅ－ｍｉＲ１８２－５ｐは、オンコソーム中で検出されなかった
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（図１７Ｅ）。それゆえオンコソームは、ｐｒｅ－ｍｉＲのプロセシングを必要とせずに
成熟ｍｉＲＮＡも含有している。そのような成熟ｍｉＲＮＡが関連の理論量で存在する場
合、それらは、これまで示された通りレシピエント細胞の遺伝子発現を調節することが可
能かもしれない（Ｉｓｍａｉｌ　ｅｔ　ａｌ．，　２０１３；　Ｋｏｇｕｒｅ　ｅｔ　ａ
ｌ．，　２０１１；　Ｋｏｓａｋａ　ｅｔ　ａｌ．，　２０１３；　Ｎａｒａｙａｎａｎ
　ｅｔ　ａｌ．，　２０１３；　Ｐｅｇｔｅｌ　ｅｔ　ａｌ．，　２０１０；　Ｖａｌａ
ｄｉ　ｅｔ　ａｌ．，　２００７；　Ｚｈａｎｇ　ｅｔ　ａｌ．，　２０１０）。しかし
、一部の成熟ｍｉＲＮＡが、エクソソーム中に存在せず、それらのｐｒｅ－ｍｉＲＮＡが
存在すれば、これらは成熟ＲＬＣ会合ｍｉＲＮＡにプロセシングされるため、ターゲット
に対して尚も生物学的影響を有し得る。
【０１１５】
　７２ｈ培養されたオンコソームで処置されたＭＣＦ１０Ａ細胞の細胞生存率及び増殖は
増加し、それは単離されて間もないオンコソームを用いた場合には観察されなかった（図
７Ｆ）。その差は、ＭＣＦ１０Ａ細胞を、坑ダイサー抗体を含むＭＤＡ－ＭＢ２３１由来
オンコソームで処置された場合には観察されなかった（図７Ｆ）。同じパターンが、オン
コソームで処置されたＭＣＦ１０Ａ細胞のコロニー形成能力についても当てはまる（図７
Ｇ及び１７Ｆ）。７２ｈ培養オンコソームで処置されたＭＣＦ１０Ａ細胞は、非処置細胞
と比較して、コロニーを形成する（図７Ｇ）。そのようなコロニー形成は、単離されて間
もないオンコソーム又はダイサー抗体を含むオンコソームを用いた場合には、観察されな
かった（図７Ｇ）。
【０１１６】
　オンコソームは非腫瘍原性上皮細胞の腫瘍形成を誘導し、線維芽細胞を活性化する。近
年の研究で、骨髄間葉系間質細胞由来のエクソソームが、多発性骨髄腫の細胞増殖を支持
することが示唆された（Ｒｏｃｃａｒｏ　ｅｔ　ａｌ．，　２０１３）。ＭＣＦ１０Ａ細
胞及び予めオンコソームに暴露されたＭＣＦ１０Ａ細胞（ＭＣＦ１０Ａ細胞－オンコソー
ム）の機能的な「発癌能力」について取り組むために、近年記載されたプロトコルと同様
に（Ｌｕｇａ　ｅｔ　ａｌ．，　２０１２）、これらの細胞を雌ｎｕ／ｎｕマウスの乳房
脂肪体に同位性に注射した。ＭＣＦ１０Ａ細胞は、以前の報告と同様に、これらのマウス
において腫瘍を形成しなかった（Ｍａｖｅｌ　ｅｔ　ａｌ．，　２００２；　Ｔｈｅｒｙ
　ｅｔ　ａｌ．，　２００２）（図７Ｈ）。ＭＣＦ１０Ａ細胞－オンコソームは、対照Ｍ
ＤＡ－ＭＢ２３１細胞と同様に、２１日後に腫瘍を形成した（図７Ｈ）。坑ダイサー抗体
（対照坑アクチン抗体ではなく）を含むオンコソームと共にインキュベートされたＭＣＦ
１０Ａ細胞は、腫瘍体積の有意な減少を示した（図７Ｈ）。これらの結果は、ダイサータ
ンパク質を含むオンコソームに暴露された場合のＭＣＦ１０Ａの発癌性変換を裏づけてい
る（図７Ｆ～Ｈ及び図１７Ｆ）
【０１１７】
　癌患者から得られた血清エクソソームはダイサーを含み、ｐｒｅ－ｍｉＲＮＡをプロセ
シングして成熟ｍｉＲＮＡを生成する。ヒト腫瘍のエクソソームを、ＲＩＳＣタンパク質
に関して検査した。癌細胞の特異性を得るために、単離されて間もないヒト原発性卵巣、
乳房及び子宮内膜の腫瘍片を、雌無胸腺ｎｕ／ｎｕマウスの適切な臓器に同所性移植した
（図１８Ａ～Ｂ）。これらのマウスの血清エクソソームを、電子顕微鏡により評価した（
図１８Ｃ）。これらのエクソソームから単離された内容物のサイズ排除タンパク質ブロッ
ティングから、排他的にヒト起源のダイサータンパク質（ｈｓａ－ダイサー）の存在が実
証された（図８Ａ及び図１８Ｄ）。４Ｔ１－由来エクソソーム及び４Ｔ１－細胞からのタ
ンパク質抽出物を、マウス起源で異なる分子量を呈するダイサー（ｍｍｕ－ダイサー）を
示す対照として用いた（図８Ａ）。
【０１１８】
　ＭＤＡ－ＭＢ２３１細胞からのオンコソームを、ヒト皮膚線維芽細胞（ＨＤＦ）と共に
インキュベートした。オンコソームとインキュベートされた線維芽細胞の全体的な遺伝子
発現プロファイリングは、対照と比較して、トランスクリプトームへの有意な影響が示す
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。α－ＳＭＡ（ＡＣＴＡ）（１８倍）、ＣＯＬ１Ａ１（１２倍）、ＴＧＦβ１（１５倍）
、ＣＴＧＦ（８倍）、Ｒａｓ（６倍）及びＥＲＫ（４倍）のアップレギュレーションが観
察された。オンコソームと共にインキュベートされた線維芽細胞は、高速で増殖した（図
８Ｉ）。これらの結果から、オンコソームが、筋線維芽細胞表現型と類似していてカルチ
ノマ結合線維芽細胞と関連する特徴的な性質を示す、間質線維芽を活性化し得ることが示
唆される。
【０１１９】
　次に、エクソソームを、健常な個体（Ｈ）８名及び乳癌患者（ＢＣ）１１名から得て間
もない血清試料１００μｌから単離した（図８Ｂ）。脂質二重層を、エクソソームの電子
顕微鏡測定により識別した（図８Ｃ）。乳癌患者の血清は、健常ドナーの血清と比較して
、有意に多量のエクソソームを含んでいた（図８Ｄ）。同数のエクソソームを培養物中に
２４ｈ及び７２ｈ入れると、６種のｐｒｅ－ｍｉＲＮＡが排他的に乳癌患者でダウンレギ
ュレートされ、各成熟ｍｉＲＮＡが７２ｈ培養後にアップレギュレートされることが見出
され、ｐｒｅ－ｍｉＲＮＡが乳癌患者の採取間もない血清から得たエクソソーム中で成熟
形態にプロセシングされ、健常対照ではプロセシングされないことが示唆された（図８Ｅ
～Ｆ）。次に、エクソソーム単独、又はＭＣＦ１０Ａ細胞と一緒にしたエクソソームを、
雌ｎｕ／ｎｕマウスの乳房脂肪体に同所性に注射した。ＭＣＦ１０Ａ細胞と一緒にした乳
癌患者由来の血清エクソソーム１１本のうち５本が腫瘍を形成したが、健常ドナーのエク
ソソーム又はエクソソーム単独では腫瘍を形成しなかった（図８Ｇ）。興味深いことに、
腫瘍を形成したエクソソームは、７２ｈ培養後に成熟ｍｉＲＮＡ量の最大倍率増加を有す
ることも示された（図８Ｅ～Ｆ）。
【０１２０】
　エクソソームを、さらに健常個体５名（Ｃ４６、Ｃ４５、Ｃ４４、Ｃ４３、及びＣ４１
）及び転移性乳癌患者４名（Ｍｅｔ２１９、Ｍｅｔ３５４、Ｍｅｔ２９９及びＭｅｔ３５
６）から得られた血清試料の新しい組み合わせから単離した。エクソソーム中のダイサー
発現は、転移性乳癌試料のみに観察され、健常な個体の血清のエクソソームでは観察され
なかった（図８Ｈ）。
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【０１２１】
　本開示を参照することにより、過剰な実験を行わなくとも、本明細書に開示及び請求さ
れた方法の全てを作成及び実行することができる。本発明の組成物及び方法は、好ましい
実施形態に関連して記載したが、本発明の概念、主旨及び範囲を逸脱することなく、本明
細書に記載された方法及びその方法のステップ又は一連のステップに変更を施し得ること
は、当業者に明白であろう。より具体的には、化学及び生理学の両方に関連する特定の薬
剤を、本明細書に記載された薬剤の代わりに使用してもよく、同様又は類似の結果が得ら
れることは明白であろう。当業者に明白なそのような同様の代用及び改良の全てが、添付
の特許請求の範囲に定義された本発明の主旨、範囲及び概念に含まれるものとする。
　　　　　　　　　　　　　　　　　参考資料
　以下の参考資料は、例示的手順、又は本明細書に示された事柄を補足する他の詳細を提
供する限りにおいて、参照により本明細書に取り込まれる。　　
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