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はじめに

本邦において、癌が死亡原因の第1位であり、癌好発年齢である中・高年者の増加と共に

著しい増加を示している。国民の2人に1人が癌に罹患し、3人に1人が癌で死亡するなか、

胃癌は、癌部位別死因の第2位であり、分子病態の解明に基づく、侵襲性の低い胃発癌リス

ク診断マーカーの同定は極めて重要な意義を有している。胃癌や慢性胃炎患者は多く（国内

だけでも数千万人を超える）、ピロリ菌除菌による胃癌予防効果、ABC検診や内視鏡診断に

は限界がある。斬新な着想や方法論による新しい視点で突破口を切り開く胃癌研究が急務で

ある。従って、生検を必要とせず、かつ胃を面として捉える診断マーカーに着目した。

目　的

エキソソームは生体内のさまざまな細胞および癌細胞から分泌される40 ～ 100nmの膜小

胞で、血液、尿、唾液、腹水などの体液に存在する1-3。エキソソームが酸性環境でも安定し

ていることに着目し、胃液からエキソソームを抽出し、エキソソーム機能分子の胃発癌に伴

う変化を明らかにし、エピジェネティックな異常およびmicroRNA（miRNA）異常を統合した

慢性胃炎の胃発癌リスク診断マーカーを開発する。それを基盤にH.pylori 感染および薬剤

感受性診断をも組み込んだ診断・治療・予防一体化統合臨床システムおよび発癌リスクに基

づく慢性胃炎の画期的個別化医療統合システムを構築することを目的とする。

方　法

１） 胃癌細胞株および胃癌患者の胃液からのエキソソーム抽出

ExoQuick-TC試薬等を用いて、プロトコールを改変、最適化し行った。
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２） エキソソームの確認

電子顕微鏡および抗CD9抗体等を用いたウェスタンブロットにより解析した。

　

３） エキソソームからのDNA、miRNA抽出

それぞれプロトコールを改変、最適化し行った。

４） DNAメチル化解析

DNAをバイサルファイト処理後、パイロシーケンスにより複数の遺伝子のDNAメチル化を

定量解析した。細胞株においては、エキソソーム由来DNAのメチル化と核DNAのメチル化を

比較した。胃液においては、エキソソーム由来DNAのメチル化と同一症例の胃癌組織パラフ

ィン切片から抽出したDNAを用いたメチル化を比較した。

５） miRNA発現解析

TaqManリアルタイム法により解析した。

結　果

１） 胃癌細胞株および胃癌患者の胃液からのエキソソーム抽出、確認

胃癌細胞株および胃癌患者の胃液からExoQuick試薬等を用いてエキソソームを沈殿させ

た。電子顕微鏡によって40 ～ 100nmの膜小胞を確認した。また、抗CD9抗体等を用いたウ

ェスタンブロットにより、エキソソームが抽出できたことを確認した。

２） エキソソームからのDNA抽出およびDNAメチル化の検出

エキソソームからDNAを抽出し、ゲル電気泳動解析したところ、long fragmentsを検出

することができた。細胞株における複数の遺伝子のDNAメチル化に関して、エキソソーム

DNAおよび核DNAを対象とした解析結果が相関していることを明らかにした。同様に胃液か

ら抽出したエキソソーム由来のDNAを用いたメチル化解析結果と同一症例の胃癌組織パラフ

ィン切片から抽出したDNAを用いたメチル化解析結果が相関していることを明らかにした。

３） エキソソームからのRNA抽出およびmiRNA発現の検出

エキソソーム由来RNAを対象に種々のmiRNA発現を解析することができた。

考　察

我々は、通常内視鏡検査時に廃棄される胃洗浄廃液から回収したDNAを診断ツールとして

用いる胃癌超早期診断法（胃洗浄廃液診断）を開発4し、更なる技術の発展として酸性環境で
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も安定しているエキソソーム1-3に着目した。本研究では、まず、胃癌細胞株培養上清およ

び胃液からエキソソームを抽出し、その機能分子（DNA、miRNA、蛋白質等）のバイオマーカ

ーとしての有用性を検討することとした。つまり、エピジェネティックな異常およびmiRNA

異常を統合した慢性胃炎の胃発癌リスク診断マーカーを開発することを目的とした。

胃癌細胞株培養上清からのエキソソーム抽出の報告はあるが、胃液からのエキソソーム抽

出の報告は認めない。従って、市販のエキソソーム抽出試薬のプロトコールを改変するなど

検討を重ね、胃液からのエキソソーム抽出を試みた。

エキソソームが抽出できているかの確認は、電子顕微鏡とウェスタンブロットにより、行

った。電子顕微鏡によって40 ～ 100nmの膜小胞を確認した。また、抗CD9抗体等を用いた

ウェスタンブロットにより、特異的バンドを検出した。以上により、胃液からの抽出物は、

エキソソームであると考えられた。

エキソソームからのRNA（miRNA）抽出に関しては、多数報告されているが、DNA抽出の報

告は少ない5-7。我々は、エキソソームからのDNA抽出に際し、プロトコールを改良すること

により、良質なDNAを抽出することができた。さらに、ゲル電気泳動解析したところ、long 

fragmentsを検出することができた。従って、次にDNAをバイサルファイト処理し、パイロ

シーケンシングによるDNAメチル化解析を試みた。

まず、細胞株において、複数の遺伝子のDNAメチル化を検出することができた。核DNAの

メチル化情報がエキソソームDNAに反映されているか、両者のDNAメチル化解析結果を比較

検討した。興味深いことに、核DNAとエキソソームDNAを対象としたDNAメチル化解析結果

が相関していることを明らかにした。従って、メチル化DNAが、エキソソーム内にパッケー

ジングされていると考えられた7。

同様に胃液から抽出したエキソソーム由来のDNAを用いたメチル化解析結果と同一症例の

胃癌組織パラフィン切片から抽出したDNAを用いたメチル化解析結果が相関していることを

明らかにした。従って、胃液エキソソームを用いたDNAメチル化解析は、有望なマーカーと

なりうると考えられた。エキソソーム内にパッケージングされたメチル化DNAの機能的意義

は今後の検討課題である8。

次にmiRNA発現の検討を行った。胃液エキソソーム由来RNAを対象にTaqManアッセイによ

るリアルタイムPCRを用いて、種々のmiRNA発現を解析することができた。しかしながら、

定量化したmiRNA発現を分子マーカーとして用いるには、比較するコントロールの選択の問

題もあり、容易ではない。胃癌組織で発現が亢進している癌遺伝子的miRNA（Oncomir）の発

現が、胃液エキソソーム由来miRNA発現に反映されているかなど今後、検討する必要がある。

今後、さらなる解析が必要であるが、本研究の知見を基盤とし、慢性胃炎の胃発癌リスク

診断マーカー開発が期待できる。さらにH.pylori 感染および薬剤感受性診断9をも組み込ん

だ診断・治療・予防一体化統合臨床システムおよび発癌リスクに基づく慢性胃炎の画期的個

別化医療統合システムの構築も期待できる。これらにより、国民とくに癌好発年齢である中・

高年者の保健・医療および福祉に大きく寄与することが望まれる。
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要　約

胃癌細胞株上清および胃癌患者の胃液からのエキソソーム抽出に成功した。さらにエキソ

ソームからのDNAおよびRNA抽出、DNAメチル化解析およびmiRNA発現解析に成功し、複数の

有望なマーカー候補を得た。今後、これらの知見を基盤とし、慢性胃炎の胃発癌リスク診断

マーカーの開発が期待できる。
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