
腎ラブドイド腫瘍における Exosomal miR-214-3p の 

新規バイオマーカーとしての可能性 

 

 

 

 

 

 

日本大学大学院医学研究科博士課程 

生理系機能生理学専攻 

 

山岡 敏 

修了年 2022 年 

指導教員 越永從道 



腎ラブドイド腫瘍における Exosomal miR-214-3p の 

新規バイオマーカーとしての可能性 

 

 

 

 

 

 

日本大学大学院医学研究科博士課程 

生理系機能生理学専攻 

 

山岡 敏 

修了年 2022 年 

指導教員 越永從道 



目次 

 

概要・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・1 

緒言・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・5 

目的・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・8 

対象と方法・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・9 

結果・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・15 

考察・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・17 

まとめ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・21 

謝辞・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・22 

表・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・23 

図・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・24 

図説・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・26 

引用文献・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・28 

研究業績・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・39 



 1 

＜概要＞ 

はじめに 

 小児腎腫瘍のうち, 稀で極めて予後不良なものとして, 腎ラブドイド腫瘍が挙

げられる. 腎ラブドイド腫瘍を含む小児腎腫瘍には特異的なバイオマーカーが

存在しないため, それぞれの鑑別や, 副腎を好発部位とする神経芽腫との鑑別

は困難である. 診断には組織学的検査が必要であるが, 腫瘍生検は手技中の腫

瘍散布のリスクのため極力避けられる. 腫瘍生検を避けた上での初期診断や再

発の早期発見により, 適切な治療を行うことにより予後を改善させるため, 腎

ラブドイド腫瘍の新たなバイオマーカーが強く求められている. 

 Exosome はほとんどの細胞で分泌され, 血液や尿などの体液中に観察される細

胞外小胞であり , 新たなバイオマーカーとして注目を集めている . また , 

exosomeに内包される miRNA (exosomal miRNA)の発現様式には exosomeを放出

した細胞の状態が反映されると言われ, 低侵襲かつ簡便に測定できることから, 

悪性腫瘍の新たなバイオマーカーとして大きな可能性を持つ. しかし, 腎ラブ

ドイド腫瘍に関わる exosomal miRNAについての報告はない. 

 

目的 

 本研究では, 細胞株を用いて腎ラブドイド腫瘍特異的 exosomal miRNA の候補

を同定し, さらに, 候補 exosomal miRNAが腎ラブドイド腫瘍モデルマウスの血

清から検出可能かを検討することにより, 候補 exosomal miRNAの腎ラブドイド
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腫瘍のバイオマーカーとしての可能性を評価することを目的とした. 

 

対象と方法 

 ヒト腎ラブドイド腫瘍細胞株(WT-CLS1, G401)およびコントロールのヒト正常

胎児腎由来細胞株(HEK293T)の培養上清から exosomal RNAを抽出し, 次世代シ

ークエンシングによる miRNAの網羅的発現解析を行い, 腎ラブドイド腫瘍特異

的な exosomal miRNAの候補を絞り込んだ. 次に, 候補 exosomal miRNAについ

て qRT-PCR を行い, ヒト神経芽腫細胞株(Kelly, SH-SY5Y)も含めた細胞株間で

の発現を比較検討した．さらに, 腎ラブドイド腫瘍モデルマウスを作成し, その

血清中の候補 exosomal miRNAの発現を qRT-PCRによって解析した. 

 

結果 

 次世代シークエンシングの結果, 腎ラブドイド腫瘍細胞株(WT-CLS1, G401)に

おいて, HEK293Tと比較して高発現であった 10個の miRNAのうち, WT-CLS1, 

G401 でともに最も高発現であった miR-214-3p を腎ラブドイド腫瘍特異的

exosomal miRNA の候補とした. qRT-PCR によって各種細胞株培養上清中の

exosomal miR-214-3p の発現を比較したところ, 腎ラブドイド腫瘍細胞株(WT-

CLS1, G401)において, HEK293T, 神経芽腫細胞株(Kelly, SH-SY5Y)と比較し, 培

養上清中の exosomal miR-214-3p が有意に高発現であった. さらに, 腎ラブドイ

ド腫瘍モデルマウスを作成し, 血清中の exosomal miR-214-3pの発現を qRT-PCR
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によってコントロールマウスと比較した. その結果, 腎ラブドイド腫瘍モデル

マウス血清中の exosomal miR-214-3pが有意に高発現であった. 

 

考察 

 本研究により, exosomal miR-214-3pが腎ラブドイド腫瘍の新規バイオマーカー

として可能性を持つことが示唆された. 

 腎ラブドイド腫瘍患者では高頻度に転移や再発を来し, 予後は極めて不良であ

る. 血清中の Exosomal miR-214-3pを腎ラブドイド腫瘍の新規バイオマーカーと

して用いることで, 低侵襲かつ簡便な初期診断や再発の早期発見が可能となり, 

適切な治療法の選択による予後の改善に繋がる. 

 miR-214-3pは筋や神経の発生に関与すると報告されている. 腎ラブドイド腫瘍

の起源は不詳であるが, 悪性ラブドイド腫瘍が筋もしくは神経を起源とすると

いう報告がある. これらのことより, 腎ラブドイド腫瘍において miR-214-3p が

高発現であることは矛盾しない結果であるといえる. 

 また, miR-214-3pは, 他の腫瘍において, がん促進因子として働く場合と, がん

抑制因子として働く場合の双方が報告されている. miR-214-3p の腎ラブドイド

腫瘍における機能は現在当研究室で検討中である. 

 miR-214-3p は肝細胞癌や乳癌などの悪性腫瘍の新たなバイオマーカーとして

の可能性が報告されている. 臨床応用には課題が残るが, miR-214-3pは腎ラブド

イド腫瘍を含む様々な悪性腫瘍のバイオマーカーとして有用となりうる. 
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 本研究の limitationとして, 他の小児腎腫瘍との exosomal miR-214-3pの発現量

比較が行えていないことや, 患者の血清サンプルを用いた発現解析が行えてい

ないことが挙げられ, 感度や特異度を考慮した適切なカットオフ値の検討を含

め, 臨床応用へ向けた課題となる. 

 

結語 

 本研究により, exosomal miR-214-3pが腎ラブドイド腫瘍細胞株において有意に

高発現であり, さらに腎ラブドイド腫瘍モデルマウス血清中においても有意に

高発現であることが示された. これらの結果により, exosomal miR-214-3pが腎ラ

ブドイド腫瘍の新規バイオマーカーとしての可能性を持つことが示唆された. 

臨床応用に向けて, 患者血清サンプルを用いたさらなる検討が必要である. 
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＜緒言＞ 

小児腎腫瘍 

小児腎腫瘍は小児悪性腫瘍の約 7%を占める(1). 最も頻度が高いのは腎芽腫で

あり, 小児腎腫瘍の約 90%を占め(2), その全生存率は 90%(1)と予後良好である. 

その他の稀な腫瘍として腎明細胞肉腫, 腎ラブドイド腫瘍, 腎細胞癌, 先天性間

葉芽腎腫などが存在する. 小児腎腫瘍にはバイオマーカーが存在せず, それぞ

れの鑑別は困難である. また, 特異的な画像所見もないため, 副腎に好発する小

児悪性固形腫瘍である神経芽腫との鑑別が困難であることがある(3). 小児腎腫

瘍では原則, 初期治療として腫瘍の一期的切除を行うが, 転移症例や切除困難

症例には術前化学療法を行う(4). 組織型により化学療法の強度が異なるため, 

適切な治療の選択には治療開始前の鑑別診断が必要となる. バイオマーカーが

存在しないため, 診断には組織学的検査が必要だが, 腫瘍生検は手技中の腫瘍

散布のリスクのため極力避けられる. 

 

腎ラブドイド腫瘍 

腎ラブドイド腫瘍は hSNF5/INI1 遺伝子の変異を特徴とし(5), 小児腎腫瘍の約

2%を占める稀な疾患である(6). 稀な小児腎腫瘍のうち, 腎ラブドイド腫瘍は特

に進行が早く, 診断から再発までの期間の中央値は 8ヶ月, 5年生存率は 26%(7)

と極めて予後不良である. 24-29%の患者において診断時に転移を来しており(7, 

8), 肺に最も転移しやすく, 肝や骨, 脳へも転移しうる(9). 腎ラブドイド腫瘍に
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は有効な治療法が確立されておらず, 腎芽腫などと比較し, より強力な化学療

法が必要とされる. 初診時には肉眼的もしくは顕微鏡的血尿, 発熱などが出現

することが多く(9), 高カルシウム血症を認めることがある(10, 11)が, 特異的な

症状やバイオマーカーは存在しない. 腫瘍生検によるリスクを避けた上での正

確な初期診断による適切な治療法の選択や, 再発や転移のモニタリング, 早期

発見によって予後を改善させるため, 腎ラブドイド腫瘍の特異的なバイオマー

カーが強く求められている. 

 

Exosome 

 Exosomeはほとんどの細胞で分泌される直径30-200nmの細胞外小胞であり(12), 

悪性腫瘍のバイオマーカーとして注目されている. Exosome は血清や血漿, 尿, 

精液といった体液から低侵襲に検出することができる(13). Exosome 中には

microRNA (miRNA)を含む RNAが存在し, それらの発現様式には, exosomeを放

出した細胞の状態が反映される(14). 

 

microRNA 

 miRNAは 18-25塩基長の 1本鎖非コード RNAであり, 真核生物において遺伝

子の転写後発現調節に関与する(15). 体液中に存在する miRNA は circulating 

miRNA と呼ばれ, 様々な悪性腫瘍において, 診断や予後予測, 再発や転移のモ

ニタリングのためのバイオマーカーとして有用である可能性が報告されている
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(16-18). Circulating miRNAのうち, Exosomeに内包されて血中に存在する miRNA 

(exosomal miRNA)は RNase による分解を回避するため, より髙い安定性を持つ

(19-22). 測定の簡便さやその安定性により, exosomal miRNA は悪性腫瘍の低侵

襲な新規バイオマーカーとして大きな可能性を持つ. しかし, 腎ラブドイド腫

瘍に関連する exosomal miRNAについての報告はない. 
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＜目的＞ 

 本研究では, 細胞株を用いて腎ラブドイド腫瘍特異的な exosomal miRNA を同

定し, その候補 exosomal miRNAが腎ラブドイド腫瘍モデルマウスの血清から検

出可能かを検討することにより, 候補 exosomal miRNAの腎ラブドイド腫瘍のバ

イオマーカーとしての可能性を評価することを目的とした. 
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＜対象と方法＞ 

各種細胞株の培養 

 細胞株は, ヒト腎ラブドイド腫瘍細胞株 WT-CLS1, G401, ヒト正常胎児腎由来

細胞株 HEK293T, およびヒト神経芽腫細胞株 Kelly, SH-SY5Yを使用した. かつ

て WT-CLS1 と G401 はともに腎芽腫が起源とされていたが, 近年, 組織学的お

よび遺伝学的解析により腎ラブドイド腫瘍由来細胞株に再分類された(23, 24). 

WT-CLS1 と G401 はそれぞれ Cell Lines Service (Eppelheim, Germany)と Health 

Science Research Resources Bank (Osaka, Japan)から購入した . HEK293T は

Invitrogen (Waltham, MA)から購入した. Kelly, SH-SY5Y はそれぞれ DS Pharma 

Biomedical (Osaka, Japan), American Type Culture Collection(Manassas, VA)から購入

した . WT-CLS1 は 10%ウシ胎児血清 (Nichirei Bioscience, Tokyo, Japan), 1% 

HEPES(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA)含有の DMEM培地(Nacalai Tesque, 

Kyoto, Japan)で培養し , G401 は 10%ウシ胎児血清含有の McCoy’s 5A 培地

(Invitrogen)で培養した. HEK293Tは 10%ウシ胎児血清含有の DMEM培地で培養

した. Kellyは 10%ウシ胎児血清含有の RPMI 1640培地(Nacalai Tesque)で培養し, 

SH-SY5Y は 10%ウシ胎児血清, 0.1mM nonessencial amino acids(Thermo Fisher 

Scientific), 5 mM sodium pyruvate(Thermo Fisher Scientific)含有のMEM培地(Nacalai 

Tesque)で培養した. すべての培地は 100 IU/mLの penicillin(Nacalai Tesque)と 100 

μL/mLの streptomycin (Nacalai Tesque)を含有している. すべての細胞は 37℃, 5% 

CO2の条件下で培養した. 
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培養上清, 血清からの Exosomeの抽出 

 各種細胞株を 100 mm dish で培養し , 70-80 % confluent となった時点で , 

phosphate-buffered saline(PBS)で 2 回洗浄し, 培地を 5mL のウシ胎児血清不含有

培地に交換した. 48 時間培養した後, 培養上清を回収し, 3,000 g で 15 分間遠心

し, 0.22 μm フィルターで濾過して debrisを除去した. debrisを除去した培養上清

に 2mLの ExoQuick-TC(System Biosciences, Palo Alto, CA)を加え, 4℃で 1晩静置

し, 15,300 gで 30分間遠心した. さらに 1,500 gで 5分間遠心し, 上清を吸引し

て除去し, exosomeの pelletを精製した. 

 血清を 3,000 gで 15分間遠心して debrisを除去し, 分離した血清 250 μLあたり

63 μLの ExoQuick (System Biosciences)を加え, 4℃で 30分間静置した. 1,500 gで

30分間遠心し, 上清を破棄し, さらに 1,500 gで 5分間遠心し, exosomeの pellet

を精製した. 

 

透過型電子顕微鏡による形態観察 

 抽出した exosomeの pelletをPBS 100 μLで懸濁したもののうち 3 μLを, collodion

支持膜を張った copper gridsにマウントした. Gridsを 4%  uranium acetateで 10

秒間染色し, カーボン蒸着を行い, 透過型電子顕微鏡(JEMI1200EX; JEOL, Tokyo, 

Japan)にて加速電圧 80KVで観察した. 
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Western blottingによる Exosomeマーカーの検出 

各種細胞とその培養上清から抽出した exosome を, それぞれ protease inhibitor 

cocktail (Nacalai Tesuque)含有の radioimmunoprecipitation assay (RIPA) buffer 

(Thermo Fisher Scientific)で溶解し, Bio-Rad DC kits (Bio-Rad, Hercules, CA)を用い

て蛋白濃度を測定した. 蛋白量を 10 μg / laneに調整し, NuPAGE 4%-12% Bis-Tris 

gels (Life Technologies)の各 lane にアプライして電気泳動し , polyvinylidene 

difluoride (PVDF) membranes (Thermo Fisher Scientific)に wet 法で転写した . 

Blocking One (Nacalai Tesque)を用いて 1 時間ブロッキングした後, 1 次抗体は

exosomeマーカーとして rabbit anti-HSP70 antibody (System Biosciences), 小胞体膜

を含む細胞内小器官の混入がないことを示すマーカーとして rabbit anti-Calnexin 

antibody (Cell Signaling Technology, Danvers, MA)をそれぞれ Can Get Signal 

Immunoreaction Enhancer Solution 1 (GE Healthcare, Tokyo, Japan)で 1 : 1,000の濃

度に希釈し, 4℃で 1晩反応させた. 0.1 % Tween 20含有 Tris-buffered saline (TBS-

T)で洗浄し, 2次抗体は horseradish peroxidase (HRP)-conjugated secondary antibody 

to rabbit IgG (System Biosciences)を 1 : 2,000で TBS-Tにて希釈して室温で 1時間

反応させ, Chemi-Lumi One Super (Nacalai Tesque)で化学発光させたのち Bioimage 

Analyser LAS-4000 Mini (Fujifilm, Tokyo, Japan)で可視化した. 

 

Total RNAの抽出 

 Exosome からの total RNA の抽出は, SeraMir Exosome RNA Amplification Kit 
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(System Biosciences)を用いて推奨プロトコールに則って行った. RNAの濃度は分

光光度計 (NanoDrop ND-1000; Thermo Fisher Scientific)で測定した. 

 

次世代シークエンシングによる miRNAの網羅的発現解析 

 腎ラブドイド腫瘍細胞株(WT-CLS1, G401), コントロールとしての HEK293Tか

ら抽出した Exosomal total RNA を対象として次世代シークエンシングによる網

羅的発現解析を行い, 細胞株間で miRNA の発現量を比較した. Agilent 2100 

Bioanalyzer (Agilent Technologies, Inc., Santa Clara, CA), 分光光度計 (Nano Drop 

One; Thermo Fisher Scientific)を用いてサンプルのクオリティーチェックを行った

後, 5ngの total RNAで, QIA seqTM miRNA Library Kit (QIAGEN, Hiden, Germany)

を用いてシークエンシング用のライブラリー作成を行った. シークエンシング

は HiSeqにて 75 bp single-end read modeで行った. FastQCによって FASTQファ

イルに記録された raw data のクオリティーを評価し, さらに QIAGEN の data 

analysis center で解析した . シークエンシングデータをリファレンスゲノム 

(UCSC Human hg 19)にアライメントし, Unique Molecular Index (UMI)を用いて

PCR duplicateを除去した. miRbase Release 21に準拠してそれぞれの miRNAにア

ノテーションを付与し, Trimmed mean of M-value normalization (TMM)法でデータ

を正規化し, サンプル間の発現変動を算出した. 上記のうち, サンプルのクオリ

ティーチェック以降の行程は, DNA Chip Research Inc. (Tokyo, Japan)に委託した. 
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Quantitative RT-PCR (qRT-PCR) 

 miRNA-specific reverse transcription stem-loop primer, TaqMan microRNA Reverse 

Transcription Kit (Thermo Fisher Scientific)を用いて, 各サンプルから抽出した 10 

ngの exosomal RNAを逆転写し, 最終濃度10 ng/μLの complementary DNA (cDNA)

を作成した. PCR 反応は, TaqMan Universal Master Mix Ⅱ (Applied Biosystems, 

Walthum, MA)と specific stem-loop primer has-miR-214-3p (assay ID 002306; Applied 

Biosystems)を用いて, 95℃で 10分間の熱変性, 続いて 95℃で 15秒間, 60℃で 60

秒間を 40サイクルの設定で Thermal Cycler Dice Real Time System TP800 (Takara 

Bio Inc., Shiga, Japan)にて行った. 発現量は ΔΔCt法で U6 snRNA (assay ID 001973; 

Applied Biosystems)を内在性コントロールとして相対定量法で算出した. PCR は

n=3もしくは n=4で行った. 

 

動物実験 

 腫瘍群ではそれぞれ 1.0 × 107個の腎ラブドイド腫瘍細胞株(WT-CLS1, G401)と

Matrigel (BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ)の混合液, コントロール群では PBS

と Matrigel の混合液を, 腫瘍群は各 7 頭, コントロール群 14 頭の週令 5, 雌の

BALB/c-nuマウスの右背部に皮下注射し, 腫瘍モデルマウスを作成した. 腫瘍が

生着したマウスについて, 腫瘍径を測定し, 腫瘍体積 (V=π/6 × L × W × H)が 100 

mm3を超えた時点で isofluraneによる全身麻酔下に心臓穿刺による採血を行った. 

全血を 3,000 rpm, 4℃で 10分間遠心し, 分離した血清を-80 ℃で保存した. 腫瘍
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細胞をマウスの体幹部に皮下注射して腫瘍モデルマウスを作成する手法につい

ては, Nagasaki-Maeokaらの報告(25)を参照した. 動物実験は日本大学動物実験委

員会の承認を得て行った (承認番号 : APMED19MED021-1). 

 

統計学的解析 

 統計学的解析は EZR (Saitama Medical Center, Jichi Medical University, Saitama, 

Japna)を用いて行った. 2 群間の有意差検定は Student’s t検定で行い, 多群間では

one-way analysis of variance (ANOVA)で比較し, Tukey-Kramer法で有意差検定を

行った. p <0.05を統計学的有意差ありとした. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 15 

＜結果＞ 

抽出した exosomeの形態観察, Western blottingによる exosomeマーカーの検出 

抽出産物が exosome であることを確認するため, 透過型電子顕微鏡による観察

と Western blotting を行った. 透過型電子顕微鏡により, 各種細胞株からの抽出

産物中に, exosome に矛盾しない直径 40 – 200 nm の小胞を確認した(図 1A). 

Western blotting では, 各種細胞株からの抽出産物において, exosome マーカーで

ある HSP70 が検出され, calnexin が検出されなかったことにより, 抽出産物が

exosomeであり, 細胞内小器官の混入がないことを確認した(図 1B). 

 

腎ラブドイド腫瘍特異的 exosomal miRNAの絞り込み 

次世代シークエンシングにより, 腎ラブドイド腫瘍細胞株(WT-CLS1, G401), 

コントロールとしての HEK293Tから抽出した exosomal miRNAの網羅的発現解

析を行い, 発現量を比較した. 解析は n=1 で行い, 各サンプルとも 1,000 万リー

ド以上得られた. その結果, 1,366個の miRNAが検出され, HEK293Tと比較して

WT-CLS1, G401 でともに高発現であったもののうち, 20 以上の発現変動倍率を

示した 10個の miRNAを抽出した(表 1). 発現変動倍率がWT-CLS1 vs HEK293T

で 2140.82, G401 vsHEK293Tで 1309.15と, 腎ラブドイド腫瘍細胞株においてと

もに最も高発現であった miR-214-3p を腎ラブドイド腫瘍特異的 exosomal 

miRNAの候補とした. 
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各種細胞株における exosomal miR-214-3pの発現量比較 

 各種細胞株由来の exosomal miR-214-3p の発現量を比較するため, qRT-PCR を

行った. WT-CLS1, G401における発現量の差を考慮し, それぞれ個別にコントロ

ール, 神経芽腫細胞株との発現量を比較した. その結果, それぞれの腎ラブドイ

ド腫瘍細胞株(WT-CLS1, G401)において, コントロールのHEK293T, 神経芽腫細

胞株(Kelly, SH-SY5Y)と比較し, exosomal miR-214-3pが有意に高発現であった(図

2). 

 

腎ラブドイド腫瘍モデルマウス血清中の exosomal miR-214-3pの発現解析 

 in vivoで血清中の exosomal miR-214-3pが検出可能かを検討するため, 腎ラブド

イド腫瘍モデルマウスを作成した. 腫瘍の生着率は WT-CLS1 群では 6/7 頭 

(85.7%), G401 群では 4/7 頭 (57.1%)であった. 腫瘍が生着したマウスについて, 

qRT-PCRにより, その血清中の exosomal miR-214-3pの発現解析を行った. その

結果, コントロール群 10 頭と比較し, 腎ラブドイド腫瘍群 10 頭において血清

中の exosomal miR-214-3pは有意に高発現であった(腫瘍群: 1.95 ± 1.04 vs. コン

トロール群: 1.13 ± 0.62, p < 0.05) (図 3). 
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＜考察＞ 

 本研究では, exosomal miR-214-3p を腎ラブドイド腫瘍特異的 exosomal miRNA

の候補として同定し, HEK293T や神経芽腫細胞株と比較し, 腎ラブドイド腫瘍

細胞株において有意に高発現であることを確認した. また, 腎ラブドイド腫瘍

モデルマウス血清中の exosomal miR-214-3pが有意に高発現であることが示され

た. いくつかの小児悪性固形腫瘍において, exosomal miRNA がバイオマーカー

となりうることが報告されている(26-29)が, 腎ラブドイド腫瘍についての報告

はない. 本研究の結果は, exosomal miR-214-3pの腎ラブドイド腫瘍における低侵

襲な新規バイオマーカーとして可能性を持つことを示している. 

 

 腎ラブドイド腫瘍患者の予後は極めて不良であり, 適切な治療を選択するため

の正しい初期診断が必要である. しかし, 腎ラブドイド腫瘍を含む, 腎芽腫以外

の小児腎腫瘍の約 25%において正確な病理診断が得られていないという報告も

あり(30), その鑑別は困難である. Exosomal miRNAは体液から簡便かつ低侵襲に

検出でき, 小児腎腫瘍の新たな診断ツールとしての可能性をもつ. 血清中の

exosomal miR-214-3p を腎ラブドイド腫瘍の診断に用いることにより, 腫瘍生検

による腫瘍散布のリスクを避けた上で, 適切な治療を選択することが可能とな

る. また, 腎ラブドイド腫瘍は高頻度かつ早期に再発を来すため(7), その予後

改善のためには再発の早期発見による適切な治療介入が必要とされる. Xu らは, 

鼻咽頭癌において, 血漿中の miR-9-3p, miR-124-3p, miR-892b, miR-3676-3pの経
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時的な変化によって再発や転移をモニタリングできる可能性があると報告して

いる(17). Exosomal miR-214-3pを腎ラブドイド腫瘍の病勢のモニタリングや再発

の早期発見に利用できれば, 予後の改善に繋がる可能性がある. 

 

 miR-214-3p は miR-214 と同義であり, 遺伝子座 1q24.3 の Dynamin-3 遺伝子

(DNM3)の intron 14に存在する miR-214遺伝子にコードされている(31, 32). miR-

214-3p がマウスの筋芽細胞において N-ras がん原遺伝子を標的として細胞周期

からの逸脱を促進することにより筋の分化に関わるという報告(33)や, 神経前

駆細胞において Quaking を標的として神経発生を促進するという報告があり, 

筋発生や神経発生において重要な役割をもつ. 腎ラブドイド腫瘍の起源は不詳

であるが, Tsokosら(34), Otaら(35), Sugimotoら(36)により, 腎ラブドイド腫瘍細

胞において, NSE, S-100, neurofilamentといった神経マーカーや, 筋のマーカーで

ある myoglobin や desmin が検出されたことが報告されており, 腎ラブドイド腫

瘍が神経や筋を起源とする可能性が示唆されている. miR-214-3p が神経や筋の

発生に関わっており, さらに, 腎ラブドイド腫瘍が神経や筋を起源とする可能

性があることを考慮すると, miR-214-3p が腎ラブドイド腫瘍において高発現で

あることは矛盾しない結果である. 

 

 miR-214-3p はがん促進因子やがん抑制因子として様々な腫瘍に関わっている

(37-43). 例として, miR-214-3pは骨肉腫で高発現であり(43), CADM1遺伝子を標
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的として腫瘍の増殖, 遊走, 浸潤を促進している(37). 一方で, 子宮体癌では低

発現であり, 腫瘍の増大, 遊走や浸潤を促進する NEAT1 遺伝子と負の相関をも

つ(38). miR-214-3p は腎ラブドイド腫瘍において高発現であることから, 骨肉腫

などと同様にがん促進因子として作用していると予想されるが, その腎ラブド

イド腫瘍における標的遺伝子や機能は明らかではなく, 現在当研究室で検討中

である. 

 

 体液中のmiR-214-3pは肝細胞癌(44), 乳癌(45), 上咽頭癌(46), 膀胱癌(47), 前立

腺癌(48), 骨肉腫(49)において, 診断, 予後の新規バイオマーカーとしての可能

性が報告されている. miR-214-3pが高発現である腫瘍(44-47, 49)と低発現である

腫瘍(48)があり, また, 高発現である腫瘍においてその発現量は腫瘍の進展度や

所属リンパ節転移の広がりと相関する(45, 46). 臨床応用には課題が残るが, miR-

214-3p は腎ラブドイド腫瘍を含む様々な悪性腫瘍のバイオマーカーとして有用

となりうる. 

 

 本研究の limitation として, まず, 細胞株の入手が困難であり, 腎芽種をはじめ

とした他の小児腎腫瘍との exosomal miR-214 の発現量比較が行えていない点が

挙げられる. 他の小児腎腫瘍と比較して exosomal miR-214-3pが高発現であるこ

とを確認するため, さらなる検討が必要である. さらに, 患者の血清サンプルを

用いて exosomal miR-214-3pの発現解析を行えていないことが挙げられる. 腎ラ
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ブドイド腫瘍が極めて稀な疾患であり, 統計学的解析に十分な数の患者サンプ

ルを得ることが困難であるため, 腫瘍モデルマウスを用いて検討を行った. 本

研究では腎ラブドイド腫瘍モデルマウス群において血清中の exosomal miR-214-

3p が有意に高発現であったが, このことは, 腫瘍モデルマウスを用いた検討が

希少癌の新規バイオマーカーについての研究に有用であることを示している. 

しかしながら, 本研究を礎として, exosomal miR-214-3pの腎ラブドイド腫瘍のバ

イオマーカーとしての臨床的な有用性を示すためには, 患者血清サンプルを用

いた, 感度や特異度を考慮した適切なカットオフ値の検討が必要である. 

 

 本研究により, exosomal miR-214-3pが腎ラブドイド腫瘍細胞株において有意に

高発現であり, さらに腎ラブドイド腫瘍モデルマウス血清中においても有意に

高発現であることが示された. これらの結果により, exosomal miR-214-3pが腎ラ

ブドイド腫瘍の新規バイオマーカーとしての可能性を持つことが示唆された. 

臨床応用に向けて, 患者血清サンプルを用いたさらなる検討が必要である. 
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＜まとめ＞ 

 細胞株を用いて, 腎ラブドイド腫瘍特異的な exosomal miRNAとして miR-214-

3p を同定した. 腎ラブドイド腫瘍モデルマウス血清を用いた解析において, 

exosomal miR-214-3pが有意に高発現であることを確認した. 以上より, exosomal 

miR-214-3p が腎ラブドイド腫瘍の新規バイオマーカーとしての可能性を持つこ

とが示唆された. 
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＜表＞ 

miRNA miRbase No. 
WT-CLS1 vs. HEK293T 

(Fold Change) 

G401 vs. HEK293T 

(Fold Change) 

miR-214-3p MIMAT0000271 2140.82 1309.15 

miR-432-5p MIMAT0002814 963.33 40.30 

miR-127-3p MIMAT0000446 280.46 29.86 

miR-199b-3p MIMAT0004563 188.25 56.10 

miR-199a-3p MIMAT0000232 145.19 55.58 

miR-4301 MIMAT0016850 96.60 30.75 

miR-409-5p MIMAT0001638 38.87 73.14 

miR-365b-5p MIMAT0022833 28.20 73.14 

miR-887-3p MIMAT0004951 27.44 28.36 

miR-5003-3p MIMAT0021026 20.58 25.38 

表 1 : 腎ラブドイド腫瘍細胞株(WT-CLS1, G401)において HEK293Tと比較し高

発現(発現変動倍率; fold change>20)であった miRNA 
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＜図＞ 

 

図 1 : 各種細胞株培養上清から抽出した exosome の電子顕微鏡像(A), Western 

blottingによる exosomeマーカーの検出(B) 

 

 

 

図 2 : 腎ラブドイド腫瘍細胞株と神経芽腫細胞株における exosomal miR-214-3p

の発現解析 
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図 3 : 腎ラブドイド腫瘍モデルマウス血清中の exosomal miR-214-3pの発現解析 
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＜図説＞ 

図 1 : 各種細胞株培養上清から抽出した exosome の電子顕微鏡像(A), Western 

blottingによる exosomeマーカーの検出(B) 

 透過型電子顕微鏡による観察, Western blotting による exosome マーカーの検出

により, 各種細胞株培養上清からの抽出産物が exosome であることを確認した. 

透過型電子顕微鏡によって, 抽出産物中に直径 40 – 200 nmの exosomeに矛盾し

ない小胞を確認した(A). Western blottingでは, 抽出産物において exosomeマーカ

ーである HSP70が検出され, calnexinが検出されなかったことより, 抽出産物が

exosomeであり, 細胞内小器官の混入がないことを確認した(B). 

 

図 2 : 腎ラブドイド腫瘍細胞株と神経芽腫細胞株における exosomal miR-214-3p

の発現解析 

 腎ラブドイド腫瘍細胞株と神経芽腫細胞株の培養上清中 exosomal miR-214-3p

の発現解析のため, qRT-PCRを行った. WT-CLS1 (A), G401 (B)それぞれにおいて, 

コントロールのHEK243T, 神経芽腫細胞株のKelly, SH-SY5Yと比較し, exosomal 

miR-214-3pが有意に高発現であることを確認した(* p<0.01). 

 

図 3 : 腎ラブドイド腫瘍モデルマウス血清中の exosomal miR-214-3pの発現解析 

 腎ラブドイド腫瘍モデルマウスとコントロールマウスの血清中 exosomal miR-

214-3p の発現解析のため, qRT-PCR を行った. 腎ラブドイド腫瘍群 10 頭(WT-
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CLS1 : 6 頭, G401 : 4 頭)とコントロール群 10 頭を比較し, 腎ラブドイド腫瘍群に

おいて exosomal miR-214-3pが有意に高発現であった(* p<0.05). 
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