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北海道歯誌　39：94 ─ 103，2019．

原　著

血漿エクソソーム由来 microRNA を用いた
グリオブラストーマ診断バイオマーカーの探索

山口　響子1，2）　　森口　徹生2）　　山下　大介3）　　大西　丘倫3）　　金子　貞男4）

　的場　　亮5）　　鄭　　漢忠1）　　近藤　　亨2）

抄　録：最も悪性度の高い脳腫瘍の１つであるグリオブラストーマ（GBM）は，標準治療（外科手術および化学
放射線療法）を施しても平均生存期間中間値（約15か月）が極めて短い難治性疾患である．この難治性の原因の１
つは，腫瘍細胞の強い組織浸潤能と増殖能により神経症状発症時には摘出不可能な範囲に腫瘍細胞が拡散している
ためである．つまり，簡便かつ検出感度の高いGBM診断用バイオマーカーがあれば，早期腫瘍摘出が可能となり，
予後の改善が期待できる．分泌小胞体エクソソームは，その産生細胞が発現しているmRNA，microRNA (miR)，
タンパクなどを含み，様々な体液中に安定に存在することから，新たなバイオマーカー探索の標的としてその解
析と利用が注目されている．今回，私たちはGBM患者と健常人の血漿中のエクソソームに含まれるmiRを比較分
析することで，診断マーカーとなりうるmiRの同定を目的として解析を行った．GBM患者６人の凍結血漿８検体

（同一患者の再発術前１検体と術後１検体を含む）と健常人２人の凍結血漿を用いて解析を行った．凍結血漿から
調整したエクソソーム内miRについて，RNA-seqを用いた網羅的な解析を行い，GBM患者血漿エクソソームに多
く含まれる34種のmiRと健常人血漿エクソソームに多く含まれる47種のmiRを同定した．GBM患者血漿エクソソー
ムに多く含まれていたmiRの中で，エクソソームバイオマーカーとして報告のないmiR-186とmiR-20aについて，定
量PCRを用いてGBM患者と健常人血漿エクソソーム内miR量を検討した．その結果，miR-20aはGBM患者と健常
人間で有意な差は認められなかったが，GBM患者５人中４人の血漿エクソソームにmiR-186が豊富に含まれている
ことを確認した．加えて，術後患者ではmiR-186量が健常人レベルまで減少していることを発見した．さらに，標
準治療を行った再発例においても，術前血漿エクソソーム内miR-186の上昇を認めた．これらの結果は，血漿エク
ソソーム内miR-186がGBMの病状に即した新規バイオマーカーである可能性を示唆している．

キーワード：グリオブラストーマ（GBM），エクソソーム，microRNA（miR），バイオマーカー

諸　　　　　言

　グリオブラストーマ（GBM）は，外科的切除・放射線
療法・化学療法を組み合わせた標準治療を施しても，平均
生存期間中間値（約15か月）が極めて短い悪性脳腫瘍の一
つである．GBMを含む悪性脳腫瘍細胞の特徴の一つは高
い組織浸潤能と増殖能であり，脳機能温存を考慮した外科
的切除では浸潤した全てのGBM細胞を取り除くことは不

可能であることから高頻度に再発がみられる．このため，
早期病変の診断が可能な検出感度の高いバイオマーカー
の発見は術後患者のQOLに多大な影響を及ぼす．実際に，
他臓器がんでは，PSA（前立腺がん），CA19-9（すい臓が
ん），AFPやPIVKA-II（肝臓がん）が簡便で低侵襲の血清
中バイオマーカーとして用いられ，罹患患者の予後因子の
ひとつとして利用されている1，2）．しかし，GBMを含む悪
性脳腫瘍に対する有用な診断バイオマーカーは未だ報告さ
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れていない．
　エクソソームは，細胞が分泌する顆粒径が50－150 nm
の膜小胞体を指し，mRNAやmicroRNA（miR）などの
核酸，タンパク質などを内包すると共に，膜表面にCD9，
CD63などの膜タンパク質を含む．エクソソームはこれら
膜表面タンパク質を介して，分泌した細胞の情報や機能を
他の細胞・組織ならびに個体間を伝搬する媒介体として
働くと考えられている3-5）．例えば，GBMでは恒常的活性
型上皮成長因子受容体（EGFRvⅢ）がエクソソームを介
して伝搬されることが報告されている6）．低酸素環境下に
おいてGBM分泌エクソソーム膜上に結合した組織因子が，
血管内皮細胞の細胞膜上に発現しているprotease-activated 
receptor-2（PAR-2）を活性化し，下流のシグナルを刺激
することで血管新生を誘導するという報告もある7）．ま
た，乳がん細胞が分泌するエクソソーム内miR-181cは血
液脳関門を破壊することで乳がんの脳転移に関与している
ことが明らかにされている8）．生物学的機能を有するエク
ソソームは体液中で比較的安定に存在し，分泌した細胞の
様々な情報（核酸やタンパク質）を保有していることが明
らかにされ，新たな機能・バイオマーカー探索の標的とし
て精力的に解析が進められている9-10）．
　今回，私たちはGBM患者と健常人の血漿中のエクソソ
ームに含まれるmiRを比較分析することで，診断マーカー
となりうるmiRの同定を目的として解析を行い，GBM患
者の病状に即した新規診断用バイオマーカーとなりうる
miR-186を発見した．

対 象 と 方 法

　本研究は北海道大学病院自主臨床研究審査委員会の承認
（13-0002），柏葉脳神経外科病院の臨床研究の承認（2015-
10），愛媛大学医学部付属病院臨床研究センターの承認のも
とに行った．

対　　　　　象

　2012年から2013年にかけて脳神経外科にて再発例も含め
てGBMと診断された患者６人（男性３人女性３人，31歳
から81歳，平均54.8歳）の凍結血漿を用いた．同じ患者で
期間内に再発の見られたものも含めて，術前（手術日より
起算し５か月前まで）に採取された血漿７検体と，術後

（手術日より１週間後）に採取された血漿１検体を加え，
全部で８検体とした．健常人コントロールとしてボランテ
ィア２人の凍結血漿を用いた．（表１）

エクソソーム回収法およびエクソソーム内miRの抽出方法
　血中エクソソームの調整においては，血清調整時に形成
する血餅が約50%の血中エクソソームを取り込むことが報

告されている11）．このため，本研究では，血漿エクソソー
ムを使用し，効率的に血中エクソソームを回収した．対象
患者と健常人の全血採取後，遠心して血漿を分離し，-80
℃で保管した．37 ℃温浴で血漿を溶解させたのち，300 g
×10分（4 ℃），1900 g×20分（4 ℃），10000 g×30分（4 
℃）で遠心し，上清を0.20 µmフィルターでろ過した．得
られた血漿2 mlずつからExocap Isolation and Enrichiment 
Kits for Serum Plasma（MBL社）を用いてプロトコール
に従ってエクソソームを回収した．回収したエクソソーム
からExocap Nucleic Acid Elution Buffer（MBL社）を用い
てプロトコールに従ってmiRNAを含むtotal RNAを抽出
し，27 µlのRNase free water に溶解した．
　細胞由来エクソソームmiRについては，当研究室で樹
立したGBM幹細胞（GIC）細胞株およびU251（GBM cell 
line）と正常神経幹細胞（NSC）の培養上清からExoMir 
Kit（BIOO SCIENTIFIC）を用いてエクソソーム内の
RNAを抽出した．グリオーマ幹細胞の樹立方法について
は文献12に準じて行った．
　GIC -E6の培養上清から超遠心法にてエクソソームを回
収し，電子顕微鏡にてその形態観察を行った．超遠心法に
ついては既存の報告の通り行った13）．超遠心機はOptima 
XPN-80（BECKMAN COULTER）を用いた．

透過型電子顕微鏡での観察
　染色液に0.25%モリブデン酸アンモニウムと1 M KOH
の混合液を用いたネガティブ染色にてGIC培養上清由来エ
クソソームをグリッド膜に吸着させ，透過型電子顕微鏡
JEM-1400（日本電子）を用いて形態観察を行った．

表1-A　RNA-seqに用いた対象の背景

表1-B　定量PCRに用いた対象の背景

表1-C　健常人ボランティアの年齢，性別
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ウェスタンブロッティング法
　定量PCRに用いた検体のうちGBM患者２人と健常人１
人の血漿各1 mlずつからExocap Isolation and Enrichiment 
Kits for Serum Plasma（MBL社）を用いて回収したエク
ソソームに1×Sample Bufferを加え，SDS-PAGEにて展開
した．展開後，PVDF膜（Amersham Hybond P ; GEヘ
ルスケアジャパン株式会社）に転写した．一次抗体とし
て，mouse ant-ihuman CD63（1 : 200 ; BD）を用い，goat 
anti-mouse IgG（1 : 10000 ; Santa Cruz Biotechnology）
が結合した二次抗体で処理し，ChemiDoc MP（BIORAD）
にて発光させた．

RNAシークエンス（RNA-seq）およびマイクロアレイ
　血漿エクソソーム由来total RNAのRNA-seqについては
DNAチップ研究所にて，シークエンス用ライブラリ作成，
Illumina社のHi-seqによるシークエンス，遺伝子プロファ
イルの網羅的な解析を行った．Fold change値は（GBM患
者の発現量（log2）／健常人の発現量の平均（log2））で求
めた．培養細胞の培養上清由来エクソソーム内total RNA
についてもDNAチップ研究所に委託しマイクロアレイ解析
を行った．Fold change値は（GIC細胞株の発現量（log2）／
NSCの発現量（log2））で求めた．

定量PCR
　Total RNA 5 µlからTaqman MicroRNA Reverse Transcription 
Kitを用いて逆転写を行いcDNAを合成したのち，Taqman 
Universal Master Mix II と Taqman microRNA assays

（Applied Biosystems）を用いたPCR反応によりリアルタ
イムPCR（ABI社Step One Plus）を行った．内在性コン
トロールとしてmiR-328を用いた．PCR反応の条件は50 ℃
２分，95 ℃10分の後95 ℃15秒，60 ℃60秒を45サイクルと
した．定量PCRは各回triplicateで行った．

統計学的処理
　２群間の比較検討にはStudent’s T testを用い，p<0.05
を統計学的有意とした．グラフは平均値±S.E.値で示した．

結　　　　　果

１．GBM特異的血漿エクソソームmiRの検討
　健常人とGBM患者血漿から調整したエクソソーム分
画について，エクソソームの代表的なマーカータンパク
質CD63に対するwestern blotting（図１）を用いてエク
ソソームの回収を確認した．RNA-seq解析により健常人
コントロールとGBM患者の血漿エクソソーム中に含ま
れるmiRを比較検討した．その結果，GBM患者血漿エク
ソソームに多く含まれるmiR（Fold change値≧2）34種
と有意に少ないmiR（Fold change値≦-2）47種を同定し

図１　Exocap Composite Kit(MBL)で回収した血漿中CD63陽性
エクソソームのウェスタンブロットでの解析像

　健常人（normal1）とGBM患者（GBM-3b, GBM-5a）の血漿
からエクソソームを濃縮し，ウェスタンブロットにて両者の血
漿中にCD63陽性エクソソームが含まれていることを確認した．

96

た．GBM患者血漿エクソソームに多く含まれるmiRには，
miR-320を含め10）文献報告されている複数のmiRが含まれ
ていたことから，本実験結果の信頼性は高いと判断した．
GBM患者血漿エクソソームに５倍以上のFold change値を
示す上位５種のmiRは，miR-144，-186，-27a，-20aと-208a
であった（図２）．GBM患者血漿エクソソーム中における
個々のmiRのリードカウントはmiR-144では８と非常に低
く，その他４種のmiRでは100以上であった．また，miR-
208aを除く４種の候補miRのグリオーマ形成における機能
は既に報告されていたが14-19），５種類の候補miRがGBM
患者血漿エクソソームに多く含まれるバイオマーカーで
あることを示した論文はない．しかし，miR-144，-27a，
-208aは他がん種を含む疾患患者血漿エクソソーム内バ
イオマーカー miRとして報告されていることから20-22），
GBMバイオマーカー miRとしての新規性を重視してmiR-
20aとmiR-186の解析を進めた．

図２　GBM患者血漿エクソソームに多く含まれるmiR群
　GBM患者（n=1）と健常人コントロール（n=2）について，
RNA-seqにより遺伝子プロファイルを網羅的に解析した。健
常人（normal 1，normal 2の平均値）と比較してGBM患者血
漿由来エクソソーム画分に含有量の高いmiR（Fold change値
>5）をグラフに示しており，miR-144-3p，miR-186，miR-27a-
3p，miR-20a-5p，miR-208aであった．
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図３　各サンプルにおけるmiR-20aの含有量
　GBM患者血漿エクソソーム中で特異的に多く含まれていた
miR-20aに着目し，残りの検体（n=6）について定量PCRを行っ
て含有量の差について検討した．
　normal 1を１としたときの相対定量値を示す．術前のサン
プルNo.1～5aのうち，No.3aと5aでmiR-20aの高い含有量を示し
た．（＊p<0.05）

　RNA-seqの結果を確認するために，GBM患者血漿エク
ソソーム７検体と健常人２検体から調整したtotal RNAを
用いてmiR-20aとmiR-186量について定量PCRにて検証し
た．その結果，miR-20a量はサンプルNo.3a，5aで顕著に
多かったが，それ以外の検体については健常人（normal 
1, normal 2とも）との差は見られなかった（図３）．一方，
miR-186量は１例（No.2）を除き，初発（No.4，5a）と再
発（No.1，3）患者の術前血漿において有意に増加してい
た（図４）．加えて，同一患者の術前と術後血漿（No.5aと
No.5b）を用いた実験結果を比較すると術後血漿エクソソ
ーム内のmiR-186が有意に減少していた（図5a，5b）．

２．血漿エクソソームmiRとGIC分泌エクソソームmiRの
比較

　GICはGBM発生と再発の根幹細胞であり，その存在数
は予後に影響を及ぼす．GICが分泌するエクソソーム（図
６）に含まれるmiRを患者体液サンプルから検出するこ

図４　各サンプルにおけるmiR-186の含有量
　GBM患者血漿エクソソーム中で特異的に多く含まれていた
miR-186に着目し、残りの検体（n=7）について定量PCRを行っ
て含有量の差について検討した．
　normal 1を１としたときの相対定量値を示す．術前のサンプ
ルNo.1～5aのうち，No.2以外のすべてのサンプルでmiR-186の
高い含有量を示した．（＊p<0.05）

図５　サンプルNo.5における術前術後のmiR量の比較
　術前術後におけるmiRの含有量を比較した．縦軸にnormal 1
を基準とした相対定量値を示す．（＊p<0.05）
a : miR-20aの含有量は術後に有意に低下し，健常人レベルと
なった．b : miR-186の含有量は術後に有意に低下し，健常人レ
ベルとなった．

図６　超遠心法で回収したGIC-E6由来エクソソームの透過型電
子顕微鏡での観察像（bar, 200 nm）．

とが出来れば，GBMの進行度や再発状況のモニタリング
が可能となる．そこで，血漿エクソソームmiR群とGICが
分泌するエクソソームmiR群を比較検討した．GIC5種，
GBM細胞株U251と正常神経幹細胞（NSC）から分泌され
たエクソソーム内miRについて，DNAマイクロアレイを
用いた解析を行った結果（図７），NSC分泌エクソソーム
とGIC分泌エクソソームに含まれるmiRは大きく異なるパ
ターンを示した．NSC分泌エクソソームmiRと比較して全
てのGIC分泌エクソソームに多く含まれる18種のmiRを同
定した（表２）．この中でmiR-144のみがGBM患者血漿と
GIC分泌エクソソームに共通して多く含まれていることを

ａ

ｂ
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図７　GICとNSCのマイクロアレイ解析によるmiRの分布
　ヒトGBMから樹立したGIC5株（GIC1，2，3，4，6)，GBM cell line U251とヒトNSCの培養上清から回収したエクソソームに含ま
れるmiRについてクラスター解析を行った．GICとNSC由来エクソソーム中のmiRは大きく異なるパターンを示したが，エクソソーム
miRプロファイルは由来細胞によってばらつきがみられた．

表２　GICとU251細胞株分泌エクソソーム内に多く含まれる
miR群

発見した．しかし，GBM患者血漿エクソソーム内miR-144
のRNA-seq解析でのリードカウントは非常に低く，定量
PCRでは検出できない可能性があった．その他のmiRは，
GBM患者血漿エクソソーム内では検出限界量以下か健常
人と変わらない含有量であった．
　次に，GBM患者血漿エクソソームに多く含まれていた5
種のmiRと今までに報告されていた6，10）３種のmiR（miR-
21，-320a，-574-3p）がGIC分泌エクソソームに含まれてい
るか検証した（表３）．miR-144はGICとGBM細胞株分泌
エクソソームに特異的に含有されていた．miR-208aは，
検討した８種類の細胞の分泌エクソソームに殆ど含まれて

　GICとU251細胞株分泌エクソソームに共通して多く含まれて
いたmiR 18個を示す．このうちmiR-144はGBM患者血漿エク
ソソームに多く含まれていた．NSCと比較した各種細胞のFold 
change値を示す．

表３　GBM患者血漿エクソソームに多く含まれるmiR群の
GIC，GBM細胞株，NSC分泌エクソソーム内での含有量

（Log2 [raw data]）

　miR-208aを除いた７種のmiRは，GIC，GBM細胞株，NSC分
泌エクソソームに多く含まれていた．

いなかったが，miR-186を含むその他の６種のmiRは全て
の細胞分泌エクソソームに存在した．
　これらの結果は，GICとNSC由来エクソソームに含ま
れるmiRプロファイルの比較検討から抽出したGIC特異的
miR-144がGBM患者血漿エクソソーム中でのシグナルは弱
いものの，共通に含まれていることを示した．

考　　　　　察

　GBMに対する様々な取り組みにも関わらず，過去数十
年にわたり劇的な改善がみられる治療法は開発されていな
い23-24）．発生臓器の重要性を鑑みて，病変が小さく神経症
状がないような早期に腫瘍を摘出することが出来れば，患
者にとって大きな福音となる．このために，GBMの発生
と再発過程をモニタリングできる感度の高いバイオマーカ
ーの同定は必要不可欠である．
　実用性の高いバイオマーカーを探索する上で必要な条件
は，（1）病態と関連していること，（2）試料採取が低侵襲
で簡便であること，（3）試料が比較的安定であること，（4）

｜ 12 ｜



血漿エクソソーム由来microRNAを用いたグリオブラストーマ診断バイオマーカーの探索 99

図８　正常組織におけるmiR-186の発現
　Human miRNA tissue atlasから，miR-186は副睾丸に若干の
発現（Raw expression 11程度）が認められる以外，検討した
全ての組織でその発現は低い．

高いS/N比の確保と考えられる．これらの条件を満たす候
補試料が，血液中で安定に存在するエクソソームに含ま
れる核酸である．その中でも，21-25塩基から構成される
miRは，長鎖核酸（mRNA，long non-coding RNA，DNA
断片）に比べて分解される可能性が低く，PCRによる増幅
も可能であることに加えて，その分布が分泌細胞の性状を
反映していることから，理想的なバイオマーカーといえ
る．
　我々は，新規GBM診断用バイオマーカーを探索するた
めに，RNA-seqを用いたGBM患者と健常人の血漿エクソ
ソームmiRのプロファイルの比較検討から，GBM患者血
漿エクソソームに多く含まれる５種類のmiRを同定した．
これら候補miRとGBMを含むグリオーマとの関連につい
ては， miR-186を除く４種のmiRについて以下のような機
能が報告されている．miR-144はc-Metを標的としてGBM
の増殖と浸潤能を抑制し14），miR-27aはForkhead box O3

（FOXO3）やBTG family member 2（BTG2）を標的とし
てGBMの増殖を抑制していた15，16）．miR-20aは，tissue-
inhibitor of matrix metalloprotease 2（TIMP2） を 阻 害
することでGBM細胞の組織浸潤を促進することやNK細
胞の活性化に関わる受容体（NKG2D）に結合するリガン
ド（NKG2DL）の発現を抑制することにより腫瘍免疫の
回避に働いているとされていた17，18）．また，miR-186は
X-linked inhibitor of apoptosis（XIAP） と p21 activated 
kinase 7（PAK7）を標的としてグリオーマ細胞株の生存・
増殖を抑制することが報告されている19）．このように，
GBM患者血漿中には腫瘍に対して抑制的又は促進的に働
くmiRを包含する多様なエクソソームが存在し，その分泌
細胞の同定が腫瘍全体像の理解と新たながん治療法の創出
に繋がる可能性がある．
　抜粋した５種のmiRがGBM患者血漿エクソソームに含
まれるバイオマーカー候補であることを示した論文は見
当たらないが，miR-144，-27a，-208aは遠隔虚血プレコン
ディショニング（RIPC），大腸がん，循環器疾患における
血漿エクソソーム内バイオマーカー miRとして既に報告
されていることから20-22），新規性を重要視してmiR-20aと
-186について複数のGBM患者と健常人血漿エクソソーム
を用いた確認を行った．その結果，miR-20aはサンプル間
でばらつきがあったものの，miR-186は６サンプル中５サ
ンプルでGBM患者血漿エクソソームに多く含まれている
ことを確認した．さらに，miR-186は初発と再発のGBM患
者の術前血漿エクソソームに多く含まれ，同一患者の術後
サンプルでは健常人レベルまで減少していることを発見
した．加えて，Human miRNA tissue atlas（https://ccb-
web.cs.uni-saarland.de/tissueatlas）を使用した検索から，
miR-186の発現は全ての正常組織で低レベルであることを
確認した（図８）．これらの結果は，血漿エクソソーム内
miR-186が前治療に関わらずGBM発生・再発をモニタリン

グできる病態に即した理想的なバイオマーカーである事を
示唆している．また，我々は，miR-186がヒトGICとNSC
が分泌したエクソソームに共通して多く含まれていること
を発見した．この結果はmiR-186が幹細胞性を有する細胞
が分泌するエクソソームに含まれている可能性を示し，そ
の機能と発現制御メカニズムは大変興味深い．
　病態に即したバイオマーカーとなるエクソソームmiRを
同定する目的として，健常人とGBM患者血漿エクソソー
ムmiRのプロファイルとNSCとGIC分泌エクソソームmiR
のプロファイルを比較検討した．その結果，これら２つの
miRプロファイルが大きく異なることを発見した．この結
果はGIC分泌エクソソームmiRが血中エクソソームmiRを
反映していないというManterolaらの報告と一致する10）．
その理由としては，GBM患者の全体細胞数に対するGIC
数は極めて少ないことからGIC由来の血中エクソソームも
微量であることが想像され，本研究で遂行した全血漿エク
ソソームから抽出したmiRを用いた解析では，GIC分泌エ
クソソームmiRの十分なシグナルを検出できていない可能
性が挙げられる．私たちは，今回の研究でGIC分泌エクソ
ソームに含まれるmiR-144を唯一GBM患者血漿エクソソー
ム内に検出した．患者血漿エクソソーム内のmiR-144シグ
ナルは非常に弱く，定量PCRで検出できない可能性があっ
たことから，現時点ではGBMバイオマーカーとしての有
用性に疑問が残る．最近の報告ではエクソソームの回収時
に，対象とする分泌細胞固有の膜タンパク質を標的とする
ことで特定の細胞由来のエクソソームを特定することが可
能であるといわれている．大腸がんではCD147とCD9共陽
性エクソソームを標的とし25），膵臓がんでは特異的膜タ
ンパク質glypican-1を標的とする26）ことで臓器特異的なエ
クソソームを捕捉することができるとし，さらにそのマー
カーとしての有意性は感度特異度ともに既存の血清マーカ
ーよりも高いとされている．GBMにおいてもそのような
GIC分泌エクソソーム膜タンパク質を同定・利用すること
により，GBM患者血漿中の微量なGIC分泌エクソソームを
濃縮してmiR-144を含むGIC分泌エクソソーム特異的miRを
GBM患者血漿中に検出することは可能と思われる．一方
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で，患者の病態に一致するバイオマーカー候補として同定
した血漿エクソソームmiR-186が，GICとNSC分泌エクソ
ソームにも豊富に含まれていることを発見した．この結果
は，幹細胞性を有する細胞が分泌するエクソソームmiRが
診断用バイオマーカーになりうる事を示唆している．
　腫瘍形成は，がん細胞自身の増殖とがん細胞とその周
辺細胞のコミュニケーションにより成立すると考えられ
る．エクソソームは細胞間コミュニケーション方法の１つ
であることから，腫瘍周辺細胞もエクソソームを放出し
ていることが予測される27，28）．今回同定した５つのGBM
患者血漿エクソソームmiRがGIC，GBM細胞株，NSC分
泌エクソソームに含まれているかを検討した結果，miR-
208aはこれら細胞分泌エクソソームには含まれていなかっ
た．これは，miR-208aが腫瘍に影響を受けた非腫瘍細胞
から分泌されたエクソソームに由来することを示唆してい
る．Human miRNA tissue atlas（https://ccb-web.cs.uni-
saarland.de/tissueatlas）を使用した検索から，miR-208a
の発現は，筋肉組織（特に心筋細胞）に限局し，その他の
組織では殆ど検出されない（図９）．これらの結果は，腫
瘍に影響を受けた細胞がmiR-208aを発現していることを
示唆し，その機能や発現制御機構については今後解析する
予定である．

図９　正常組織におけるmiR-208aの発現
　Human miRNA tissue atlasから，miR-208aは心筋に強い発現

（Raw expression 71程度），筋肉（Raw expression 11程度）に
弱い発現が検出される以外、その他の組織でその発現レベルは
極めて低い．

　miRは標的mRNAと1対1の制御ではなく，複数のmiRが
標的mRNAの制御に関わっているため，複数のmiRを組み
合わせてバイオマーカーとして応用することで信頼性が高
いマーカーとなると考えられる．今後検体数を増やし，こ
れらmiRがGBMの病態に即した診断マーカーであること
を確認する必要があると考えられる．

結　　　　　論

　健常人とGBM患者の血漿エクソソーム内miRとGBM形
成・再発に関わるGIC由来エクソソーム内miRの網羅的な
解析により，GBMの診断バイオマーカーとなりうるmiR-
186を同定した．
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ORIGINAL

Plasma exosomal microRNA as a potential biomarker
for glioblastoma multiform

Kyoko Yamaguchi1, 2), Tetsuo Moriguchi2), Daisuke Yamashita3), Takanori Ohnishi3),
Sadao Kaneko4), Ryo Matoba5), Kanchu Tei1) and Toru Kondo2)

ABSTRACT : Glioblastoma multiform (GBM), the most malignant brain tumor with a median survival rate of about 15 
months, frequently recurs despite multimodal treatment with surgery and chemo/radiotherapies. One of the reasons why 
GBM is incurable is that it is impossible to remove all of GBM cells invading into the large area of brain, when patients 
are diagnosed. It is, therefore, crucial to identify a simple and sensitive biomarker that diagnoses GBM at its earliest 
stage.

Exosomes are extracellular vesicles secreted by all cells including tumor cells. Since exosomes contain mRNA, 
microRNA (miR) and proteins specific for the cell of origin, and are relatively stable in body fluids including blood, they 
are attracting more attention as targets for identifying new biomarkers.

Here we addressed to identify new diagnostic exosomal miR in the plasma of GBM patients, by comparing with those of 
healthy volunteers. Plasma samples were collected from six GBM patients and two healthy controls. We have performed 
RNA sequence analysis, using plasma exosomes from one preoperative GBM patient and two healthy volunteers and 
identified that thirty four miRs were predominantly included in the plasma exosomes of GBM patients, while forty seven 
ones did in those of healthy volunteers. Among the GBM plasma exosome miRs, we focused on miR-186 and miR-20a, as 
they have not yet shown as exosome biomarkers. Using plasma exosomes from five GBM patients and two volunteers, we 
performed qRT-PCR and verified the increase amount of miR-186 in the GBM plasma exosomes, whereas miR-20a showed 
no significant difference between GBM plasma exosomes and control ones. It should be notable that miR-186 in the 
GBM plasma exosomes decreased after operation, and significantly increased in recurrence. Taken together, our results 
identified miR-186 as a potentially useful GBMdiagnostic biomarker.

Key Words : glioblastoma multiform (GBM), exosome, microRNA (miR), biomaker
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