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(57)【要約】
本発明は、ヒトの体液試料由来のエキソソームが染色体
全てにわたる二本鎖ゲノムＤＮＡを含有し、がんなどの
疾患における目的の遺伝子の変異状態を決定するために
使用することができることを提供する。さらに、本発明
は、治療用タンパク質を作製するためのエキソソームの
使用、および療法における治療用タンパク質の使用、な
らびに、がんを診断し、治療応答をモニタリングするた
めの、がん細胞由来エキソソームの検出を提供する。一
局面において、がん細胞由来エキソソームを単離する方
法が提供され、この方法は、（ａ）がん患者から体液試
料を得るステップと、（ｂ）上記体液試料のエキソソー
ム画分を単離するステップと、（ｃ）上記エキソソーム
画分からグリピカン１を含むエキソソームを単離し、そ
れにより、がん細胞由来エキソソームを単離するステッ
プとを含む。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　がん細胞由来エキソソームを単離する方法であって、
　（ａ）がん患者から体液試料を得るステップと、
　（ｂ）前記体液試料のエキソソーム画分を単離するステップと、
　（ｃ）前記エキソソーム画分からグリピカン１を含むエキソソームを単離し、それによ
り、がん細胞由来エキソソームを単離するステップと
を含む、方法。
【請求項２】
　前記がん細胞由来エキソソームからゲノム二本鎖ＤＮＡ、ＲＮＡ、またはタンパク質を
単離するステップをさらに含む、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記がん細胞由来エキソソームから単離されたＤＮＡ、ＲＮＡ、またはタンパク質を検
出するステップをさらに含む、請求項２に記載の方法。
【請求項４】
　前記ステップ（ｂ）または（ｃ）の単離が、免疫磁気捕捉、接着に基づく選別、磁気活
性化選別、または蛍光活性化選別（ＦＡＣＳ）を含む、請求項１に記載の方法。
【請求項５】
　前記患者におけるがん細胞由来エキソソームの数を定量化するステップをさらに含む、
請求項１に記載の方法。
【請求項６】
　前記がん細胞由来エキソソームについて遺伝子型決定するステップをさらに含む、請求
項１に記載の方法。
【請求項７】
　前記体液試料が、リンパ液、唾液、尿、脳脊髄液、骨髄吸引液、眼滲出液／涙、または
血清である、請求項１に記載の方法。
【請求項８】
　前記がんが、乳がん、肺がん、頭頸部がん、前立腺がん、食道がん、気管がん、脳がん
、肝がん、膀胱がん、胃がん、膵がん、卵巣がん、子宮がん、子宮頸がん、精巣がん、結
腸がん、直腸がんまたは皮膚がんである、請求項１に記載の方法。
【請求項９】
　患者におけるがんを診断する方法であって、
　（ａ）患者から体液試料を得るステップと、
　（ｂ）前記体液試料のエキソソーム画分を単離するステップと、
　（ｃ）前記エキソソーム画分中のグリピカン１の存在についてアッセイするステップで
あって、グリピカン１が存在している場合、前記患者はがんを有すると診断されるステッ
プと
を含む、方法。
【請求項１０】
　前記患者におけるグリピカン１を含有するエキソソームの数を定量化するステップをさ
らに含む、請求項９に記載の方法。
【請求項１１】
　前記方法が、がん患者における療法に対する応答をモニタリングする方法としてさらに
定義され、ここでグリピカン１を含有するエキソソームの数が時間をわたって減少する場
合、前記患者は、療法に対して陽性に応答していたといえる、請求項１０に記載の方法。
【請求項１２】
　前記患者が以前にがんと診断されておらず、前記方法が早期がん検出の方法である、請
求項９に記載の方法。
【請求項１３】
　前記患者が寛解状態にあり、前記方法が再発を検出する方法である、請求項９に記載の
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方法。
【請求項１４】
　前記患者に抗がん療法を施すステップをさらに含む、請求項９に記載の方法。
【請求項１５】
　前記体液試料が、リンパ液、唾液、尿、脳脊髄液、骨髄吸引液、眼滲出液／涙、または
血清である、請求項９に記載の方法。
【請求項１６】
　前記がんが、乳がん、肺がん、頭頸部がん、前立腺がん、食道がん、気管がん、脳がん
、肝がん、膀胱がん、胃がん、膵がん、卵巣がん、子宮がん、子宮頸がん、精巣がん、結
腸がん、直腸がんまたは皮膚がんである、請求項９に記載の方法。
【請求項１７】
　前記患者に関する前記診断を報告するステップをさらに含む、請求項９に記載の方法。
【請求項１８】
　報告するステップが、書面での報告書または電子報告書を作成することを含む、請求項
１７に記載の方法。
【請求項１９】
　前記報告書を前記患者、医師、病院または保険会社に提供するステップをさらに含む、
請求項１８に記載の方法。
【請求項２０】
　被験体からゲノム二本鎖ＤＮＡを単離する方法であって、
　（ａ）患者から試料を得るステップと、
　（ｂ）前記試料のエキソソーム画分を単離するステップと、
　（ｃ）前記エキソソーム画分からゲノム二本鎖ＤＮＡを単離するステップと
を含む、方法。
【請求項２１】
　ステップ（ｂ）が、グリピカン１を含むエキソソームを単離することをさらに含む、請
求項２０に記載の方法。
【請求項２２】
　前記ＤＮＡの配列解析を実施するステップをさらに含む、請求項２０に記載の方法。
【請求項２３】
　遺伝子の変異状態を決定するステップをさらに含む、請求項２２に記載の方法。
【請求項２４】
　前記遺伝子がＫＲＡＳまたはｐ５３である、請求項２３に記載の方法。
【請求項２５】
　前記遺伝子の前記変異状態が、がんバイオマーカーである、請求項２３に記載の方法。
【請求項２６】
　前記がんバイオマーカーを使用して、前記患者ががんを有すると診断する、請求項２５
に記載の方法。
【請求項２７】
　前記遺伝子の前記変異状態を報告するステップをさらに含む、請求項２３に記載の方法
。
【請求項２８】
　報告するステップが、書面での報告書または電子報告書を作成することを含む、請求項
２７に記載の方法。
【請求項２９】
　前記報告書を前記患者、医師、病院または保険会社に提供するステップをさらに含む、
請求項２８に記載の方法。
【請求項３０】
　前記試料が、リンパ液、唾液、尿、または血清である、請求項２０に記載の方法。
【請求項３１】
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　前記試料が、細胞を本質的に含まない、請求項２０に記載の方法。
【請求項３２】
　前記被験体が、がんを有する、請求項２０に記載の方法。
【請求項３３】
　前記がんが、乳がん、肺がん、頭頸部がん、前立腺がん、食道がん、気管がん、脳がん
、肝がん、膀胱がん、胃がん、膵がん、卵巣がん、子宮がん、子宮頸がん、精巣がん、結
腸がん、直腸がんまたは皮膚がんである、請求項３２に記載の方法。
【請求項３４】
　前記がんが膵管腺癌である、請求項３２に記載の方法。
【請求項３５】
　前記被験体が、がんについて以前に治療されている、請求項２０に記載の方法。
【請求項３６】
　前記被験体が、腫瘍の外科的除去を以前に受けている、請求項２０に記載の方法。
【請求項３７】
　被験体におけるがんバイオマーカーを同定する方法であって、
　（ａ）請求項２０に従ってゲノムＤＮＡを単離するステップと、
　（ｂ）前記ゲノムＤＮＡの配列解析を実施するステップと、
　（ｃ）少なくとも１種の遺伝子の変異状態を決定し、それにより、がんバイオマーカー
を同定するステップと
を含む、方法。
【請求項３８】
　ステップ（ｃ）が、少なくとも２種の遺伝子の前記変異状態を決定することを含む、請
求項３７に記載の方法。
【請求項３９】
　前記がんバイオマーカーの存在を使用して、前記患者ががんを有すると診断する、請求
項３７に記載の方法。
【請求項４０】
　前記がんが、乳がん、肺がん、頭頸部がん、前立腺がん、食道がん、気管がん、脳がん
、肝がん、膀胱がん、胃がん、膵がん、卵巣がん、子宮がん、子宮頸がん、精巣がん、結
腸がん、直腸がんまたは皮膚がんである、請求項３９に記載の方法。
【請求項４１】
　前記がんが膵管腺癌である、請求項３９に記載の方法。
【請求項４２】
　前記被験体が、がんについて以前に治療されている、請求項３７に記載の方法。
【請求項４３】
　前記被験体が、腫瘍の外科的除去を以前に受けている、請求項３７に記載の方法。
【請求項４４】
　前記遺伝子の前記変異状態を報告するステップをさらに含む、請求項３７に記載の方法
。
【請求項４５】
　報告するステップが、書面での報告書または電子報告書を作成することを含む、請求項
４４に記載の方法。
【請求項４６】
　前記報告書を前記患者、医師、病院または保険会社に提供するステップをさらに含む、
請求項４５に記載の方法。
【請求項４７】
　被験体におけるがんを治療する方法であって、請求項３７に従って被験体ががんバイオ
マーカーを有することを同定するステップと、前記被験体に抗がん療法を施すステップと
を含む、方法。
【請求項４８】
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　前記抗がん療法が、化学療法、放射線療法、ホルモン療法、標的化療法、免疫療法また
は外科療法である、請求項４７に記載の方法。
【請求項４９】
　前記被験体がヒトである、請求項４７に記載の方法。
【請求項５０】
　疾患の治療を必要とする患者における疾患を治療する方法であって、
　（ａ）試料からエキソソームを得るステップと、
　（ｂ）前記エキソソームに治療用タンパク質をコードする核酸をトランスフェクトする
ステップと、
　（ｃ）トランスフェクトされた前記エキソソームを患者に提供し、それにより、前記患
者における前記疾患を治療するステップと
を含む、方法。
【請求項５１】
　前記疾患が、がんである、請求項５０に記載の方法。
【請求項５２】
　治療用タンパク質の投与を必要とする患者に治療用タンパク質を投与する方法であって
、
　（ａ）試料からエキソソームを得るステップと、
　（ｂ）前記エキソソームに治療用タンパク質をコードする核酸をトランスフェクトする
ステップと、
　（ｃ）前記エキソソームを、前記治療用タンパク質を前記エキソソーム内で発現させる
ことを可能にする条件下でインキュベートするステップと、
　（ｄ）インキュベートした前記エキソソームを患者に提供し、それにより、治療用タン
パク質を前記患者に投与するステップと
を含む、方法。
【請求項５３】
　前記試料が、前記患者から得られる、請求項５２に記載の方法。
【請求項５４】
　被験体における疾患を治療する方法であって、請求項３７に従って被験体ががんバイオ
マーカーを有することを同定するステップと、請求項５２に従って前記被験体に治療用タ
ンパク質を投与するステップとを含む、方法。
【請求項５５】
　前記がんバイオマーカーがｐ５３変異であり、前記治療用タンパク質が野生型ｐ５３で
ある、請求項５４に記載の方法。
【請求項５６】
　組換えタンパク質を作製する方法であって、
　（ａ）試料からエキソソームを得るステップと、
　（ｂ）前記エキソソームに組換えタンパク質をコードする核酸をトランスフェクトする
ステップと、
　（ｃ）前記エキソソームを、前記組換えタンパク質を発現させることを可能にする条件
下でインキュベートし、それにより、前記組換えタンパク質を作製するステップと
を含む、方法。
【請求項５７】
　前記組換えタンパク質を精製するステップをさらに含む、請求項５６に記載の方法。
【請求項５８】
　それを必要とする患者に前記タンパク質を投与するステップをさらに含む、請求項５７
に記載の方法。
【請求項５９】
　それを必要とする患者にインキュベートした前記エキソソームを投与するステップをさ
らに含む、請求項５６に記載の方法。
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【請求項６０】
　インキュベートした前記エキソソームが、前記患者にとって自己由来である、請求項５
９に記載の方法。
【請求項６１】
　前記患者が、がんと診断されている、請求項５８または５９に記載の方法。
【請求項６２】
　前記試料が、組織培養培地試料である、請求項５０、５２または５７のいずれか一項に
記載の方法。
【請求項６３】
　前記試料が、体液試料である、請求項５０、５２または５７のいずれか一項に記載の方
法。
【請求項６４】
　前記体液試料が、リンパ液、唾液、尿、脳脊髄液、骨髄吸引液、眼滲出液／涙、または
血清である、請求項６３に記載の方法。
【請求項６５】
　前記体液試料が、前記患者から得られる、請求項６３に記載の方法。
【請求項６６】
　前記核酸がｍＲＮＡである、請求項５０、５２または５７のいずれか一項に記載の方法
。
【請求項６７】
　前記核酸がプラスミドである、請求項５０、５２または５７のいずれか一項に記載の方
法。
【請求項６８】
　請求項５６に記載の方法に従って作製された、精製された組換えタンパク質。
【請求項６９】
　患者における疾患の治療に使用するための、治療用タンパク質をコードする核酸をトラ
ンスフェクトしたエキソソームを含む組成物。
【請求項７０】
　前記疾患が、がんである、請求項６９に記載の組成物。
【請求項７１】
　前記エキソソームが、前記患者にとって自己由来である、請求項６９に記載の組成物。
【請求項７２】
　前記エキソソームが、前記治療用タンパク質を前記エキソソーム内で発現させることを
可能にする条件下でインキュベートされたものである、請求項６９に記載の組成物。
【請求項７３】
　請求項３７に従って、前記患者が、がんバイオマーカーを有すると同定されている、請
求項６９に記載の組成物。
【請求項７４】
　前記がんバイオマーカーがｐ５３変異であり、前記治療用タンパク質が野生型ｐ５３で
ある、請求項７３に記載の組成物。
【請求項７５】
　疾患を治療するための医薬品の製造における、治療用タンパク質をコードする核酸をト
ランスフェクトしたエキソソームの使用。
【請求項７６】
　前記疾患が、がんである、請求項７５に記載の使用。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　この出願は、２０１３年１２月４日に出願された米国仮特許出願第６１／９１１，８６
３号（これは、その全体が参考として本明細書に援用される）の利益を主張する。
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【０００２】
　１．発明の分野
　本発明は、一般に、遺伝学、タンパク質生化学、および腫瘍学の分野に関する。より詳
細には、本発明は、遺伝子解析および治療における、エキソソームのゲノムＤＮＡおよび
タンパク質の使用に関する。
【背景技術】
【０００３】
　２．関連技術の説明
　ＰＤＡＣ患者に関して、腫瘍が明白な切除縁（ｓｕｒｇｉｃａｌ　ｍａｒｇｉｎ）を伴
って早期に検出された場合には、膵頭十二指腸切除術（ウィップル手順）が治癒的なもの
になり得る。膵がんの診断の遅れに起因して、外科的に切除可能な腫瘍が見られるのは患
者のおよそ１５％のみである（Ｃｏｎｌｏｎら、１９９６年）。疾患の病期と外科手術後
の転帰を比較する試験では、疾患がより早い段階で診断されればＰＤＡＣの死亡率が低下
することが示唆されている（Ｂｉｌｉｍｏｒｉａら、２００７年）。
【０００４】
　サイトカインおよびケモカインなどの可溶性因子を介した直接の細胞間接触に加えて、
エキソソームが細胞間コミュニケーションにおいて中心的な役割を果たすという新たな証
拠が存在する（ＫａｈｌｅｒｔおよびＫａｌｌｕｒｉ、２０１３年）。エキソソームは、
サイズが４０～１５０ｎｍの、小さな、膜に結合した小胞である（Ｐａｎら、１９８５年
；Ｔｒａｍｓら、１９８１年）。エキソソームは、がん細胞、間葉細胞、栓球（Ｋａｈｌ
ｅｒｔおよびＫａｌｌｕｒｉ、２０１３年；Ｈｅｉｊｎｅｎら、１９９９年；Ｒａｐｏｓ
ｏら、１９９６年）、免疫細胞（Ｔｈｅｒｙら、２００９年）、血小板（Ｊａｎｏｗｓｋ
ａ－Ｗｉｅｃｚｏｒｅｋら、２００５年）、および内皮細胞（Ｈｅｒｇｅｎｒｅｉｄｅｒ
ら、２０１２年）などの多くの異なる細胞型から分泌される。エキソソーム生合成の第１
のステップは、後期エンドソームの境界膜から内向きに突き出ることを伴う（Ｔｒａｊｋ
ｏｖｉｃら、２００８年）。このプロセスの間に、エキソソームに親細胞由来のＲＮＡ分
子およびタンパク質がパッケージングされる（Ｔｒａｍｓら、１９８１年；Ｔｒａｊｋｏ
ｖｉｃら、２００８年）。細胞外空間に放出された後、腫瘍由来のエキソソームから、発
がん活性を有するタンパク質およびＲＮＡがレシピエント細胞に移行し得る（Ｋａｃｈａ
ｒｚｅｗｓｋａら、２０１２年；Ｇｒａｎｇｅら、２０１１年；Ｐｅｉｎａｄｏら、２０
１２年）。エキソソームは様々な条件下で非常に安定なため、それらの生物学的カーゴを
細胞外環境における分解および変性から保護することができる（ＴａｙｌｏｒおよびＧｅ
ｒｃｅｌ－Ｔａｙｌｏｒ、２００８年）。循環中のゲノムＤＮＡが主にエキソソームに含
有される（Ｋａｈｌｅｒｔら、２０１４年）。星状細胞および神経膠芽腫細胞由来のエキ
ソソームはミトコンドリアＤＮＡを担持する（Ｇｕｅｓｃｉｎｉら、２０１０年）。さら
に、神経膠芽腫細胞株由来のエキソソームは少量の一本鎖ＤＮＡならびに高レベルの転移
因子を含有することが示されている（Ｂａｌａｊら、２０１１年）。
【０００５】
　エキソソームは、血清、唾液、脳脊髄液、骨髄吸引液、眼滲出液／涙、および腹水など
の、がん患者の体液の全てにおいて見いだされる（Ｐｅｉｎａｄｏら、２０１２年；Ｌａ
ｕら、２０１３年；Ｃｈｏｉら、２０１１年）。そのようなものとして、エキソソームは
、がんにおける有望な診断用および予測用バイオマーカーである。しかし、がん患者由来
の循環ＤＮＡに対する遺伝子プロファイリング試験では、単離されたＤＮＡが体の全ての
細胞を代表していることから変異および遺伝的欠陥を難しくしているという事実のために
混乱している（Ｍｕｒｔａｚａら、２０１３年；Ｙｏｎｇ、２０１４年；Ｋｉｒｋ、２０
１３年；Ｃｏｒｗｌｅｙら、２０１３年）。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【０００６】
【非特許文献１】Ｃｏｎｌｏｎら、Ａｎｎａｌｓ　ｏｆ　Ｓｕｒｇｅｒｙ（１９９６）２
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２３：２７３～２７９
【非特許文献２】Ｂｉｌｉｍｏｒｉａら、Ａｎｎａｌｓ　ｏｆ　Ｓｕｒｇｅｒｙ（２００
７）２４６：１７３～１８０
【非特許文献３】ＫａｈｌｅｒｔおよびＫａｌｌｕｒｉ、Ｊ．Ｍｏｌ．Ｍｅｄ．（Ｂｅｒ
ｌ．）（２０１３）９１：４３１～４３７
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００７】
　いくつかのエキソソームマーカーが提唱されており、それらとして、テトラスパニンフ
ァミリーのメンバー（ＣＤ９、ＣＤ６３、ＣＤ８１）、輸送のために必要なエンドソーム
選別複合体のメンバー（ＥＳＣＲＴ；ＴＳＧ１０１、Ａｌｉｘ）、および熱ショックタン
パク質（Ｈｓｐ６０、Ｈｓｐ７０、Ｈｓｐ９０）が挙げられる（ＴａｙｌｏｒおよびＧｅ
ｒｃｅｌ－Ｔａｙｌｏｒ、２０１１年）。上皮腫瘍細胞は、上皮細胞接着分子（ＥｐＣＡ
Ｍ）を保有するエキソソームを分泌する（ＴａｙｌｏｒおよびＧｅｒｃｅｌ－Ｔａｙｌｏ
ｒ、２００８年；Ｓｉｌｖａら、２０１２年；Ｒｕｎｚら、２００７年）。黒色腫由来の
エキソソームは、腫瘍関連抗原Ｍａｒｔ－１およびチロシナーゼ関連タンパク質２（ＴＹ
ＲＰ２）を含有する（Ｐｅｉｎａｄｏら、２０１２年；Ｍｅａｒｓら、２００４年；Ａｎ
ｄｒｅら、２００２年）。胃がん、乳がん、および膵がんに由来するエキソソームは、ヒ
ト上皮増殖因子受容体（ＨＥＲ）ファミリーのメンバーを担持する（Ａｄａｍｃｚｙｋら
、２０１１年；Ｂａｒａｎら、２０１０年；Ｃｉｒａｖｏｌｏら、２０１２年）。しかし
、これらのマーカーはいずれもがん由来のエキソソームに特異的なものではなく、がんエ
キソソームを同定し、他の細胞によって産生されるエキソソームと区別するために使用す
ることができる特異的なマーカーがないために、がん患者の血清からエキソソームを特異
的に単離することは難しいままである。がん由来のエキソソームに対するマーカーにより
、循環中の低頻度の変異の検出の感度が有意に上昇する。したがって、循環中のがん細胞
由来エキソソームを特異的に検出し、単離する手順が必要とされている。
【課題を解決するための手段】
【０００８】
　したがって、本発明は、ヒト血清試料由来のエキソソームが、染色体全てにわたる二本
鎖ゲノムＤＮＡを含有し、例えば、ＫＲＡＳおよびｐ５３の変異状態を決定するために使
用することができることを提供する。さらに、本発明は、がん細胞由来エキソソームを、
例えば、エキソソーム表面マーカーグリピカン－１（ＧＰＣ１）に基づいてなどで同定し
、単離するための方法を提供する。さらに、本発明は、エキソソームを使用して、治療用
タンパク質または核酸（例えば、干渉ＲＮＡ）を作製し、疾患細胞に送達し得ることを提
供する。
【０００９】
　一実施形態では、本発明は、被験体からゲノム二本鎖ＤＮＡを単離する方法であって、
（ａ）患者から試料を得るステップと、（ｂ）試料のエキソソーム画分を単離するステッ
プと、（ｃ）エキソソーム画分からゲノム二本鎖ＤＮＡを単離するステップとを提供する
。一部の態様では、ステップ（ｂ）は、グリピカン１（ＧＰＣ１）を含むエキソソームを
単離することを含み得る。
【００１０】
　一部の態様では、方法は、ＤＮＡの配列解析を実施するステップ、例えば、遺伝子（例
えば、ＫＲＡＳまたはｐ５３）の変異状態を決定するステップを含み得る。一部の態様で
は、変異状態は、がんバイオマーカーであってよい。一部の態様では、がんバイオマーカ
ーの存在を使用して、患者ががんを有すると診断することができる。一部の態様では、方
法は、遺伝子の変異状態および／または患者に関する診断を報告するステップを含み得る
。一部の態様では、報告するステップは、書面での報告書または電子報告書を作成するこ
とを含み得る。一部の態様では、報告するステップは、報告書を患者、医師、病院または
保険会社に提供することを含み得る。
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【００１１】
　一部の態様では、試料は、リンパ液、唾液、尿、血清、または脳脊髄液であってよい。
一部の態様では、試料は、細胞を本質的に含まないものであってよい。
【００１２】
　一部の態様では、被験体は、乳がん、肺がん、頭頸部がん、前立腺がん、食道がん、気
管がん、脳がん、肝がん、膀胱がん、胃がん、膵がん、卵巣がん、子宮がん、子宮頸がん
（ｃｅｒｖｉｃａｌ　ｃａｎｃｅｒ）、精巣がん、結腸がん、直腸がんまたは皮膚がんな
どのがんを有してよい。一部の態様では、がんは、膵管腺癌であってよい。一部の態様で
は、被験体は、がんについて以前に治療され得る。一部の態様では、被験体は、腫瘍の外
科的除去を以前に受けていてよい。
【００１３】
　一実施形態では、本発明は、被験体におけるがんバイオマーカーを同定する方法であっ
て、（ａ）本発明の実施形態に従ってゲノムＤＮＡを単離するステップと、（ｂ）ゲノム
ＤＮＡの配列解析を実施するステップと、（ｃ）少なくとも１種の遺伝子の変異状態を決
定し、それにより、がんバイオマーカーを同定するステップとを含む方法を提供する。一
部の態様では、ステップ（ｃ）は、少なくとも２種の遺伝子の変異状態を決定することを
含み得る。
【００１４】
　一部の態様では、がんバイオマーカーの存在により、患者ががんを有すると診断するこ
とができる。がんは、乳がん、肺がん、頭頸部がん、前立腺がん、食道がん、気管がん、
脳がん、肝がん、膀胱がん、胃がん、膵がん、卵巣がん、子宮がん、子宮頸がん、精巣が
ん、結腸がん、直腸がんまたは皮膚がんなどの任意の型のがんであってよい。一態様では
、がんは、膵管腺癌であってよい。一部の態様では、被験体は、がんについて以前に治療
され得る。一部の態様では、被験体は、腫瘍の外科的除去を以前に受けていてよい。
【００１５】
　一部の態様では、方法は、遺伝子の変異状態および／または患者に関する診断を報告す
るステップを含み得る。一部の態様では、報告するステップは、書面での報告書または電
子報告書を作成することを含み得る。一部の態様では、報告するステップは、報告書を患
者、医師、病院または保険会社に提供することを含み得る。
【００１６】
　一実施形態では、本発明は、被験体におけるがんを治療する方法であって、本発明の実
施形態に従って被験体ががんバイオマーカーを有することを同定するステップ、および被
験体に抗がん療法を施すステップを含む方法を提供する。一部の態様では、抗がん療法は
、化学療法、放射線療法、ホルモン療法、標的化療法、免疫療法または外科療法であって
よい。一態様では、被験体は、ヒトであってよい。
【００１７】
　一実施形態では、本発明は、疾患の治療を必要とする患者における疾患を治療する方法
であって、（ａ）試料からエキソソームを得るステップと、（ｂ）エキソソームに治療用
タンパク質をコードする核酸をトランスフェクトするステップと、（ｃ）トランスフェク
トされたエキソソームを患者に提供し、それにより、患者における疾患を治療するステッ
プとを含む方法を提供する。一部の態様では、エキソソームは、患者にとって自己由来で
あってよい。一部の態様では、疾患はがんであってよい。
【００１８】
　一実施形態では、本発明は、治療用タンパク質の投与を必要とする患者に治療用タンパ
ク質を投与する方法であって、（ａ）試料からエキソソームを得るステップと、（ｂ）エ
キソソームに治療用タンパク質をコードする核酸をトランスフェクトするステップと、（
ｃ）エキソソームを、治療用タンパク質をエキソソーム内で発現させることを可能にする
条件下でインキュベートするステップと、（ｄ）インキュベートしたエキソソームを患者
に提供し、それにより、治療用タンパク質を患者に投与するステップとを含む方法を提供
する。一部の態様では、エキソソームは、患者にとって自己由来であってよい。



(10) JP 2017-501694 A 2017.1.19

10

20

30

40

50

【００１９】
　一実施形態では、本発明は、被験体における疾患を治療する方法であって、本実施形態
に従って被験体ががんバイオマーカーを有することを同定するステップと、本実施形態に
従って被験体に治療用タンパク質を投与するステップとを含む方法を提供する。一態様で
は、がんバイオマーカーはｐ５３変異であってよく、治療用タンパク質は野生型ｐ５３で
あってよい。別の態様では、がんバイオマーカーはＫＲＡＳ変異であってよく、治療用タ
ンパク質は野生型ＫＲＡＳであってよい。
【００２０】
　一実施形態では、本発明は、組換えタンパク質を作製する方法であって、（ａ）試料か
らエキソソームを得るステップと、（ｂ）エキソソームに組換えタンパク質をコードする
核酸をトランスフェクトするステップと、（ｃ）エキソソームを、組換えタンパク質を発
現させることを可能にする条件下でインキュベートし、それにより、組換えタンパク質を
作製するステップとを含む方法を提供する。
【００２１】
　一部の態様では、方法は、組換えタンパク質を精製するステップを含み得る。ある特定
の態様では、方法は、それを必要とする患者に、精製された、組換えタンパク質を投与す
るステップを含み得る。一部の態様では、方法は、それを必要とする患者に、インキュベ
ートしたエキソソームを投与するステップを含み得る。一部の態様では、エキソソームは
、患者にとって自己由来であってよい。一態様では、患者は、がんと診断され得る。
【００２２】
　実施形態の一部の態様では、試料は、組織培養培地試料であってよい。実施形態の他の
態様では、試料は、体液試料（例えば、リンパ液、唾液、尿、脳脊髄液、骨髄吸引液、眼
滲出液／涙、または血清）であってよい。ある特定の態様では、体液試料、したがって、
それから得られるエキソソームは、治療方法を受けている患者から得ることができる。
【００２３】
　実施形態の一部の態様では、核酸は、ｍＲＮＡであってよい。実施形態の一部の態様で
は、核酸は、プラスミドであってよい。
【００２４】
　一実施形態では、本発明は、実施形態の方法に従って作製された、精製された組換えタ
ンパク質を提供する。
【００２５】
　一実施形態では、本発明は、がん細胞由来エキソソームを単離する方法であって、（ａ
）がん患者から体液試料を得るステップと、（ｂ）体液試料のエキソソーム画分を単離す
るステップと、（ｃ）エキソソーム画分からグリピカン１を含むエキソソームを単離し、
それにより、がん細胞由来エキソソームを単離するステップとを含む方法を提供する。一
部の態様では、方法は、がん細胞由来エキソソームからゲノム二本鎖ＤＮＡ、ＲＮＡ、ま
たはタンパク質を単離するステップを含み得る。一部の態様では、方法は、がん細胞由来
エキソソームにおける特定のＤＮＡ配列、ＲＮＡ配列、またはタンパク質の存在を検出す
るステップを含み得る。一部の態様では、特定のＤＮＡ配列を検出するステップは、ＤＮ
Ａ配列における特定の変異または欠損を検出することを含み得る。一部の態様では、特定
のＤＮＡ配列を検出するステップは、ＤＮＡ配列の特定のエピジェネティック状態を検出
することを含み得る。一部の態様では、特定のＲＮＡ配列を検出するステップは、ＲＮＡ
配列における特定の変異または欠損を検出することを含む。一部の態様では、タンパク質
を検出するステップは、例えば、変異したタンパク質、付加変異タンパク質、欠失変異タ
ンパク質、改変タンパク質（例えば、翻訳後修飾の状態が変更されたタンパク質）、また
は短縮されたタンパク質などの、欠陥のあるタンパク質を検出することを含む。一部の態
様では、タンパク質を検出するステップは、エピジェネティック変化を検出することを含
み得る。
【００２６】
　ある特定の態様では、ステップ（ｂ）または（ｃ）の単離は、免疫磁気捕捉、接着に基
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づく選別、磁気活性化選別、または蛍光活性化選別（ＦＡＣＳ）を含み得る。一部の態様
では、方法は、患者におけるがん細胞由来エキソソームの数を定量化するステップを含み
得る。一部の態様では、方法は、がん細胞由来エキソソームについて遺伝子型決定するス
テップを含み得る。
【００２７】
　ある特定の態様では、体液試料は、リンパ液、唾液、尿、または血清であってよい。あ
る特定の態様では、がんは、乳がん、肺がん、頭頸部がん、前立腺がん、食道がん、気管
がん、脳がん、肝がん、膀胱がん、胃がん、膵がん、卵巣がん、子宮がん、子宮頸がん、
精巣がん、結腸がん、直腸がんまたは皮膚がんであってよい。
【００２８】
　一実施形態では、本発明は、患者におけるがんを診断する方法であって、（ａ）患者か
ら体液試料を得るステップと、（ｂ）体液試料のエキソソーム画分を単離するステップと
、（ｃ）エキソソーム画分中のグリピカン１の存在についてアッセイするステップであっ
て、グリピカン１が存在している場合、患者ががんを有すると診断するステップとを含む
方法を提供する。一部の態様では、方法は、患者におけるグリピカン１を含有するエキソ
ソームの数を定量化するステップを含み得る。患者におけるグリピカン１を含有するエキ
ソソームの数を定量化するステップは、例えば、免疫アフィニティ―捕捉、血球計算分析
（ｃｙｔｏｍｅｔｒｉｃ　ａｎａｌｙｓｉｓ）、またはＥＬＩＳＡを含み得る。
【００２９】
　一部の態様では、方法は、がん患者における療法に対する応答をモニタリングする方法
と定義することができ、ここでグリピカン１を含有するエキソソームの数が時間をわたっ
て減少すれば、患者が療法に対して陽性に応答しているといえる。一部の態様では、患者
は、がんを有すると以前に診断されていなくてもよく、方法は、早期がん検出の方法であ
ってよい。一部の態様では、患者は寛解の状態にあってよく、方法は、再発を検出する方
法であってよい。一態様では、方法は、患者に抗がん療法を施すステップを含み得る。
【００３０】
　ある特定の態様では、体液試料は、リンパ液、唾液、尿、脳脊髄液、骨髄吸引液、眼滲
出液／涙、または血清であってよい。ある特定の態様では、がんは、乳がん、肺がん、頭
頸部がん、前立腺がん、食道がん、気管がん、脳がん、肝がん、膀胱がん、胃がん、膵が
ん、卵巣がん、子宮がん、子宮頸がん、精巣がん、結腸がん、直腸がんまたは皮膚がんで
あってよい。
【００３１】
　一部の態様では、方法は、患者に関する診断を報告するステップを含み得る。一部の態
様では、報告するステップは、書面での報告書または電子報告書を作成することを含み得
る。一部の態様では、報告するステップは、報告書を患者、医師、病院または保険会社に
提供することを含み得る。
【００３２】
　一部の実施形態では、本発明は、試料からエキソソームを単離すること、エキソソーム
由来のゲノムＤＮＡを単離すること、がん細胞由来エキソソームを単離すること、試料お
よび／または患者におけるがん細胞由来エキソソームの数を定量化すること、エキソソー
ム内で組換えタンパク質を発現させること、エキソソーム内で発現させた組換えタンパク
質を用いて患者を治療すること、および／または組換えタンパク質を発現するエキソソー
ムを用いて患者を治療することにおいて使用するためのキットを提供し得る。
【００３３】
　一実施形態では、患者における疾患の治療に使用するための、治療用タンパク質をコー
ドする核酸をトランスフェクトしたエキソソームを含む組成物が提供される。一部の態様
では、疾患は、がんであってよい。一部の態様では、エキソソームは、患者にとって自己
由来であってよい。一部の態様では、エキソソームは、治療用タンパク質をエキソソーム
内で発現させることを可能にする条件下でインキュベートしたものであってよい。一部の
態様では、患者は、本実施形態に従って、がんバイオマーカーを有することが同定されて



(12) JP 2017-501694 A 2017.1.19

10

20

30

40

50

いてよい。一部の態様では、がんバイオマーカーはｐ５３変異であってよく、治療用タン
パク質は野生型ｐ５３であってよい。
【００３４】
　一実施形態では、疾患を治療するための医薬品の製造における、治療用タンパク質をコ
ードする核酸をトランスフェクトしたエキソソームの使用が提供される。一部の態様では
、疾患は、がんであってよい。
【００３５】
　本発明の方法および／または組成物の文脈において考察されている実施形態を本明細書
に記載されている任意の他の方法または組成物に関して使用することができる。したがっ
て、１つの方法または組成物に関するある実施形態を本発明の他の方法および組成物にも
同様に適用することができる。
【００３６】
　本明細書で使用される場合、「ａ（１つの）」または「ａｎ（１つの）」という特定は
、１つまたは複数を意味し得る。特許請求の範囲で使用される場合、「含む（ｃｏｍｐｒ
ｉｓｉｎｇ）」という単語と同時に使用される場合、「ａ（１つの）」または「ａｎ（１
つの）」という単語は、１つまたは１つ超を意味し得る。
【００３７】
　特許請求の範囲における「または」という用語の使用は、代替物のみを指すかまたは代
替物が相互排他的であることが明示されていなければ、「および／または」の意味を示す
ために使用されるが、本開示は、代替物のみ、ならびに「および／または」を指すという
定義を支持する。本明細書で使用される場合、「別の（ａｎｏｔｈｅｒ）」とは、少なく
とも第２のまたはそれ超を意味し得る。
【００３８】
　本出願全体を通して、「約」という用語は、値が、その値を決定するために使用される
デバイス、方法に固有の誤差の変動、または試験対象の中で存在する変動を含むことを示
すために使用される。
【００３９】
　本発明の他の目的、特徴および利点は、以下の発明の詳細な説明から明らかになるであ
ろう。しかし、この発明の詳細な説明から本発明の主旨および範囲内の様々な変化および
改変が当業者に明らかになるので、発明の詳細な説明および特定の実施例は、本発明の好
ましい実施形態を示すものであるが、単に例示として示されていることが理解されるべき
である。
【００４０】
　以下の図は本明細書の一部を形成し、本発明のある特定の態様をさらに実証するために
含まれる。本発明は、これらの図の１つまたは複数を、本明細書で提示されている特定の
実施形態の詳細な説明と組み合わせて参照することによってよく理解することができる。
【図面の簡単な説明】
【００４１】
【図１Ａ】図１Ａ～Ｆは、エキソソームが二本鎖ゲノムＤＮＡの長い断片を含有すること
を示す図である。図１Ａ～Ｂ、ヒト膵がん細胞株由来のエキソソームおよび膵がんを有す
る患者由来のヒト血清試料由来のエキソソームの存在および濃度を、ＮａｎｏＳｉｇｈｔ
（登録商標）ＬＭ１０（図１Ａ）および電子顕微鏡（図１Ｂ）を使用して決定した。図１
Ｃ、ウエスタンブロット法により、ＴＳＧ１０１のエキソソーム特異的発現によってエキ
ソソームを特徴付けた。図１Ｄ、エキソソーム溶解およびＤＮＡ抽出後のＲＮＡ汚染を排
除するために、２種の細胞株（Ｐａｎｃ－１およびＴ３Ｍ４）由来のＤＮＡ溶出液ならび
に対応するエキソソーム由来のＤＮＡ溶出液をＤＮａｓｅ　ＩおよびＲＮＡｓｅ　Ａで処
理した。その後、溶出液を２％アガロースゲルに流した。図１Ｅ、Ｐａｎｃ－１エキソソ
ーム由来の二本鎖ＤＮＡおよび膵がんを有する患者および有さない患者由来のヒト血清エ
キソソーム由来の二本鎖ＤＮＡの存在を二本鎖ＤＮＡ検出キットによって確認した（Ｐａ
ｎｃ－１由来のエキソソームＤＮＡ、健康なドナー１名由来のエキソソームＤＮＡ、およ
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び膵がんを有する患者１名由来のエキソソームＤＮＡについての代表図）。図１Ｆ、ウエ
スタンブロット法により、ＴＳＧ１０１およびＣＤ６３のエキソソーム特異的発現によっ
てエキソソームを特徴付けた。
【図１Ｂ】図１Ａ～Ｆは、エキソソームが二本鎖ゲノムＤＮＡの長い断片を含有すること
を示す図である。図１Ａ～Ｂ、ヒト膵がん細胞株由来のエキソソームおよび膵がんを有す
る患者由来のヒト血清試料由来のエキソソームの存在および濃度を、ＮａｎｏＳｉｇｈｔ
（登録商標）ＬＭ１０（図１Ａ）および電子顕微鏡（図１Ｂ）を使用して決定した。図１
Ｃ、ウエスタンブロット法により、ＴＳＧ１０１のエキソソーム特異的発現によってエキ
ソソームを特徴付けた。図１Ｄ、エキソソーム溶解およびＤＮＡ抽出後のＲＮＡ汚染を排
除するために、２種の細胞株（Ｐａｎｃ－１およびＴ３Ｍ４）由来のＤＮＡ溶出液ならび
に対応するエキソソーム由来のＤＮＡ溶出液をＤＮａｓｅ　ＩおよびＲＮＡｓｅ　Ａで処
理した。その後、溶出液を２％アガロースゲルに流した。図１Ｅ、Ｐａｎｃ－１エキソソ
ーム由来の二本鎖ＤＮＡおよび膵がんを有する患者および有さない患者由来のヒト血清エ
キソソーム由来の二本鎖ＤＮＡの存在を二本鎖ＤＮＡ検出キットによって確認した（Ｐａ
ｎｃ－１由来のエキソソームＤＮＡ、健康なドナー１名由来のエキソソームＤＮＡ、およ
び膵がんを有する患者１名由来のエキソソームＤＮＡについての代表図）。図１Ｆ、ウエ
スタンブロット法により、ＴＳＧ１０１およびＣＤ６３のエキソソーム特異的発現によっ
てエキソソームを特徴付けた。
【図１Ｃ】図１Ａ～Ｆは、エキソソームが二本鎖ゲノムＤＮＡの長い断片を含有すること
を示す図である。図１Ａ～Ｂ、ヒト膵がん細胞株由来のエキソソームおよび膵がんを有す
る患者由来のヒト血清試料由来のエキソソームの存在および濃度を、ＮａｎｏＳｉｇｈｔ
（登録商標）ＬＭ１０（図１Ａ）および電子顕微鏡（図１Ｂ）を使用して決定した。図１
Ｃ、ウエスタンブロット法により、ＴＳＧ１０１のエキソソーム特異的発現によってエキ
ソソームを特徴付けた。図１Ｄ、エキソソーム溶解およびＤＮＡ抽出後のＲＮＡ汚染を排
除するために、２種の細胞株（Ｐａｎｃ－１およびＴ３Ｍ４）由来のＤＮＡ溶出液ならび
に対応するエキソソーム由来のＤＮＡ溶出液をＤＮａｓｅ　ＩおよびＲＮＡｓｅ　Ａで処
理した。その後、溶出液を２％アガロースゲルに流した。図１Ｅ、Ｐａｎｃ－１エキソソ
ーム由来の二本鎖ＤＮＡおよび膵がんを有する患者および有さない患者由来のヒト血清エ
キソソーム由来の二本鎖ＤＮＡの存在を二本鎖ＤＮＡ検出キットによって確認した（Ｐａ
ｎｃ－１由来のエキソソームＤＮＡ、健康なドナー１名由来のエキソソームＤＮＡ、およ
び膵がんを有する患者１名由来のエキソソームＤＮＡについての代表図）。図１Ｆ、ウエ
スタンブロット法により、ＴＳＧ１０１およびＣＤ６３のエキソソーム特異的発現によっ
てエキソソームを特徴付けた。
【図１Ｄ】図１Ａ～Ｆは、エキソソームが二本鎖ゲノムＤＮＡの長い断片を含有すること
を示す図である。図１Ａ～Ｂ、ヒト膵がん細胞株由来のエキソソームおよび膵がんを有す
る患者由来のヒト血清試料由来のエキソソームの存在および濃度を、ＮａｎｏＳｉｇｈｔ
（登録商標）ＬＭ１０（図１Ａ）および電子顕微鏡（図１Ｂ）を使用して決定した。図１
Ｃ、ウエスタンブロット法により、ＴＳＧ１０１のエキソソーム特異的発現によってエキ
ソソームを特徴付けた。図１Ｄ、エキソソーム溶解およびＤＮＡ抽出後のＲＮＡ汚染を排
除するために、２種の細胞株（Ｐａｎｃ－１およびＴ３Ｍ４）由来のＤＮＡ溶出液ならび
に対応するエキソソーム由来のＤＮＡ溶出液をＤＮａｓｅ　ＩおよびＲＮＡｓｅ　Ａで処
理した。その後、溶出液を２％アガロースゲルに流した。図１Ｅ、Ｐａｎｃ－１エキソソ
ーム由来の二本鎖ＤＮＡおよび膵がんを有する患者および有さない患者由来のヒト血清エ
キソソーム由来の二本鎖ＤＮＡの存在を二本鎖ＤＮＡ検出キットによって確認した（Ｐａ
ｎｃ－１由来のエキソソームＤＮＡ、健康なドナー１名由来のエキソソームＤＮＡ、およ
び膵がんを有する患者１名由来のエキソソームＤＮＡについての代表図）。図１Ｆ、ウエ
スタンブロット法により、ＴＳＧ１０１およびＣＤ６３のエキソソーム特異的発現によっ
てエキソソームを特徴付けた。
【図１Ｅ】図１Ａ～Ｆは、エキソソームが二本鎖ゲノムＤＮＡの長い断片を含有すること
を示す図である。図１Ａ～Ｂ、ヒト膵がん細胞株由来のエキソソームおよび膵がんを有す
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る患者由来のヒト血清試料由来のエキソソームの存在および濃度を、ＮａｎｏＳｉｇｈｔ
（登録商標）ＬＭ１０（図１Ａ）および電子顕微鏡（図１Ｂ）を使用して決定した。図１
Ｃ、ウエスタンブロット法により、ＴＳＧ１０１のエキソソーム特異的発現によってエキ
ソソームを特徴付けた。図１Ｄ、エキソソーム溶解およびＤＮＡ抽出後のＲＮＡ汚染を排
除するために、２種の細胞株（Ｐａｎｃ－１およびＴ３Ｍ４）由来のＤＮＡ溶出液ならび
に対応するエキソソーム由来のＤＮＡ溶出液をＤＮａｓｅ　ＩおよびＲＮＡｓｅ　Ａで処
理した。その後、溶出液を２％アガロースゲルに流した。図１Ｅ、Ｐａｎｃ－１エキソソ
ーム由来の二本鎖ＤＮＡおよび膵がんを有する患者および有さない患者由来のヒト血清エ
キソソーム由来の二本鎖ＤＮＡの存在を二本鎖ＤＮＡ検出キットによって確認した（Ｐａ
ｎｃ－１由来のエキソソームＤＮＡ、健康なドナー１名由来のエキソソームＤＮＡ、およ
び膵がんを有する患者１名由来のエキソソームＤＮＡについての代表図）。図１Ｆ、ウエ
スタンブロット法により、ＴＳＧ１０１およびＣＤ６３のエキソソーム特異的発現によっ
てエキソソームを特徴付けた。
【図１Ｆ】図１Ａ～Ｆは、エキソソームが二本鎖ゲノムＤＮＡの長い断片を含有すること
を示す図である。図１Ａ～Ｂ、ヒト膵がん細胞株由来のエキソソームおよび膵がんを有す
る患者由来のヒト血清試料由来のエキソソームの存在および濃度を、ＮａｎｏＳｉｇｈｔ
（登録商標）ＬＭ１０（図１Ａ）および電子顕微鏡（図１Ｂ）を使用して決定した。図１
Ｃ、ウエスタンブロット法により、ＴＳＧ１０１のエキソソーム特異的発現によってエキ
ソソームを特徴付けた。図１Ｄ、エキソソーム溶解およびＤＮＡ抽出後のＲＮＡ汚染を排
除するために、２種の細胞株（Ｐａｎｃ－１およびＴ３Ｍ４）由来のＤＮＡ溶出液ならび
に対応するエキソソーム由来のＤＮＡ溶出液をＤＮａｓｅ　ＩおよびＲＮＡｓｅ　Ａで処
理した。その後、溶出液を２％アガロースゲルに流した。図１Ｅ、Ｐａｎｃ－１エキソソ
ーム由来の二本鎖ＤＮＡおよび膵がんを有する患者および有さない患者由来のヒト血清エ
キソソーム由来の二本鎖ＤＮＡの存在を二本鎖ＤＮＡ検出キットによって確認した（Ｐａ
ｎｃ－１由来のエキソソームＤＮＡ、健康なドナー１名由来のエキソソームＤＮＡ、およ
び膵がんを有する患者１名由来のエキソソームＤＮＡについての代表図）。図１Ｆ、ウエ
スタンブロット法により、ＴＳＧ１０１およびＣＤ６３のエキソソーム特異的発現によっ
てエキソソームを特徴付けた。
【図２－１】図２Ａ～Ｅは、エキソソームが、変異したＫＲＡＳおよびｐ５３　ＤＮＡを
含有することを示す図である。図２Ａ、ＫＲＡＳのエクソン２およびイントロン２にわた
る４６６ｂｐの断片ならびにｐ５３の４エクソンおよび３イントロンにわたる１５６４ｂ
ｐの断片をＰＣＲによって増幅した。図２Ｂ、Ｐａｎｃ－１細胞および対応するエキソソ
ーム由来のゲノムＤＮＡのサンガー配列決定法により、ＫＲＡＳのコドン１２における同
じヘテロ接合性変異（ＧＧＴからＧＡＴへ）およびｐ５３のコドン２７３における同様の
ホモ接合性変異（ＣＧＴからＣＡＴへ）が明らかになった。Ｔ３Ｍ４細胞および対応する
エキソソームでは、ｐ５３のコドン２２０における同じホモ接合性変異（ＴＡＴからＴＧ
Ｔへ）が示された。図２Ｃ、ＰＣＲ増幅により、膵がんを有する患者２名由来の循環エキ
ソソームにおけるＤＮＡの長い断片に関する証拠がもたらされた。ＫＲＡＳ　ＤＮＡの４
６６ｂｐの断片およびｐ５３　ＤＮＡのエクソン７および８ならびにイントロン７にわた
る６０９ｂｐの断片が回収された。エキソソームが枯渇した血清試料をＰＣＲに供したと
ころ、ＫＲＡＳアンプリコンもｐ５３アンプリコンも検出されなかった。図２Ｄ、血清エ
キソソーム由来ＤＮＡのサンガー配列決定法により、コドン２２にＫＲＡＳ変異を有する
ＤＮＡが検出された。第２の患者では、サンガー配列決定法により、コドン１２における
ＫＲＡＳ変異およびコドン２７３におけるｐ５３変異が明らかになった。図２Ｅ、ＰＣＲ
増幅により、健康なドナー２名および膵がんを有する患者２名由来の循環エキソソーム内
のＤＮＡの長い断片に関する証拠がもたらされた。
【図２－２】図２Ａ～Ｅは、エキソソームが、変異したＫＲＡＳおよびｐ５３　ＤＮＡを
含有することを示す図である。図２Ａ、ＫＲＡＳのエクソン２およびイントロン２にわた
る４６６ｂｐの断片ならびにｐ５３の４エクソンおよび３イントロンにわたる１５６４ｂ
ｐの断片をＰＣＲによって増幅した。図２Ｂ、Ｐａｎｃ－１細胞および対応するエキソソ
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ーム由来のゲノムＤＮＡのサンガー配列決定法により、ＫＲＡＳのコドン１２における同
じヘテロ接合性変異（ＧＧＴからＧＡＴへ）およびｐ５３のコドン２７３における同様の
ホモ接合性変異（ＣＧＴからＣＡＴへ）が明らかになった。Ｔ３Ｍ４細胞および対応する
エキソソームでは、ｐ５３のコドン２２０における同じホモ接合性変異（ＴＡＴからＴＧ
Ｔへ）が示された。図２Ｃ、ＰＣＲ増幅により、膵がんを有する患者２名由来の循環エキ
ソソームにおけるＤＮＡの長い断片に関する証拠がもたらされた。ＫＲＡＳ　ＤＮＡの４
６６ｂｐの断片およびｐ５３　ＤＮＡのエクソン７および８ならびにイントロン７にわた
る６０９ｂｐの断片が回収された。エキソソームが枯渇した血清試料をＰＣＲに供したと
ころ、ＫＲＡＳアンプリコンもｐ５３アンプリコンも検出されなかった。図２Ｄ、血清エ
キソソーム由来ＤＮＡのサンガー配列決定法により、コドン２２にＫＲＡＳ変異を有する
ＤＮＡが検出された。第２の患者では、サンガー配列決定法により、コドン１２における
ＫＲＡＳ変異およびコドン２７３におけるｐ５３変異が明らかになった。図２Ｅ、ＰＣＲ
増幅により、健康なドナー２名および膵がんを有する患者２名由来の循環エキソソーム内
のＤＮＡの長い断片に関する証拠がもたらされた。
【図２－３】図２Ａ～Ｅは、エキソソームが、変異したＫＲＡＳおよびｐ５３　ＤＮＡを
含有することを示す図である。図２Ａ、ＫＲＡＳのエクソン２およびイントロン２にわた
る４６６ｂｐの断片ならびにｐ５３の４エクソンおよび３イントロンにわたる１５６４ｂ
ｐの断片をＰＣＲによって増幅した。図２Ｂ、Ｐａｎｃ－１細胞および対応するエキソソ
ーム由来のゲノムＤＮＡのサンガー配列決定法により、ＫＲＡＳのコドン１２における同
じヘテロ接合性変異（ＧＧＴからＧＡＴへ）およびｐ５３のコドン２７３における同様の
ホモ接合性変異（ＣＧＴからＣＡＴへ）が明らかになった。Ｔ３Ｍ４細胞および対応する
エキソソームでは、ｐ５３のコドン２２０における同じホモ接合性変異（ＴＡＴからＴＧ
Ｔへ）が示された。図２Ｃ、ＰＣＲ増幅により、膵がんを有する患者２名由来の循環エキ
ソソームにおけるＤＮＡの長い断片に関する証拠がもたらされた。ＫＲＡＳ　ＤＮＡの４
６６ｂｐの断片およびｐ５３　ＤＮＡのエクソン７および８ならびにイントロン７にわた
る６０９ｂｐの断片が回収された。エキソソームが枯渇した血清試料をＰＣＲに供したと
ころ、ＫＲＡＳアンプリコンもｐ５３アンプリコンも検出されなかった。図２Ｄ、血清エ
キソソーム由来ＤＮＡのサンガー配列決定法により、コドン２２にＫＲＡＳ変異を有する
ＤＮＡが検出された。第２の患者では、サンガー配列決定法により、コドン１２における
ＫＲＡＳ変異およびコドン２７３におけるｐ５３変異が明らかになった。図２Ｅ、ＰＣＲ
増幅により、健康なドナー２名および膵がんを有する患者２名由来の循環エキソソーム内
のＤＮＡの長い断片に関する証拠がもたらされた。
【図３Ａ】図３Ａ～Ｂは、血清由来のエキソソームが、染色体全てにわたるゲノムＤＮＡ
を含有することを示す図である。患者２名からの血清由来のエキソソームＤＮＡおよび対
応する原発性腫瘍に対して全ゲノム配列決定を行った。ヒト染色体全てにわたるＢＩＣ－
ｓｅｑコントロールフリーｌｏｇ２コピー数プロファイル、ビンサイズ１０００ｂｐ；Ｒ
ＡＷプロファイル－黒色、分割－中央、灰色の線。プロファイルにより、体細胞染色体の
増加（アップ）および減少（ダウン）、ならびに正常な多型が実証される。第２の場合（
図３Ｂ）では、試料中のがん細胞が少数である可能性に起因して、ＰＤＡＣに関して予測
される構造的な染色体再編成の欠乏が説明される。配列決定により、循環エキソソームが
染色体全てにわたるゲノムＤＮＡを含有することが明らかになった。
【図３Ｂ】図３Ａ～Ｂは、血清由来のエキソソームが、染色体全てにわたるゲノムＤＮＡ
を含有することを示す図である。患者２名からの血清由来のエキソソームＤＮＡおよび対
応する原発性腫瘍に対して全ゲノム配列決定を行った。ヒト染色体全てにわたるＢＩＣ－
ｓｅｑコントロールフリーｌｏｇ２コピー数プロファイル、ビンサイズ１０００ｂｐ；Ｒ
ＡＷプロファイル－黒色、分割－中央、灰色の線。プロファイルにより、体細胞染色体の
増加（アップ）および減少（ダウン）、ならびに正常な多型が実証される。第２の場合（
図３Ｂ）では、試料中のがん細胞が少数である可能性に起因して、ＰＤＡＣに関して予測
される構造的な染色体再編成の欠乏が説明される。配列決定により、循環エキソソームが
染色体全てにわたるゲノムＤＮＡを含有することが明らかになった。
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【図４－１】図４Ａは、ＮａｎｏＳｉｇｈｔ（登録商標）技術を使用した粒子トラッキン
グ解析を示す図である。左側の画像は、エキソソームの動画のスナップショットを示す。
右側のグラフは、エキソソームのサイズ分布およびそれらの濃度の総合解析を示す。図４
Ｂは、培養培地から採取したエキソソームの画像を示す電子顕微鏡図である。
【図４－２】図４Ｃは、エキソソームマーカーである抗ＣＤ９抗体を使用した、培養培地
から採取したエキソソームの免疫金染色を示す図である。図４Ｄは、抗ＣＤ９抗体を使用
した、培養培地から採取したエキソソームのフローサイトメトリー分析を示すグラフであ
る。
【図４－３】図４Ｅは、いくつかの異なる細胞株から採取した培地におけるエキソソーム
の存在を示すために、ＣＤ９およびＣＤ６３エキソソームマーカーを使用した免疫ブロッ
ト分析を示す図である。
【図５－１】図５Ａは、異なる細胞株に由来するエキソソームのｔＲＮＡのノーザンブロ
ットを示す図である。図５Ｂは、異なる細胞株から抽出されたエキソソームにおけるアミ
ノ酸の存在を示す質量分析のヒートマップである。
【図５－２】図５Ｃは、異なる細胞株に由来するエキソソームにおける１８Ｓ　ｒＲＮＡ
および２８Ｓ　ｒＲＮＡの定量的ＲＴ－ＰＣＲを示すグラフである。説明文の各試料は、
上から下に、グラフ上の各棒を左から右の順で表す。図５Ｄは、異なるエキソソームのタ
ンパク質抽出物における真核生物翻訳開始因子３Ａ、４Ａ１および１Ａの免疫ブロット分
析を示す図である。ＣＤ９を、エキソソームの存在を示すためのエキソソームマーカーと
して使用した。
【図５－３】図５Ｅは、真核生物翻訳開始因子４Ａ１の免疫沈降、その後の真核生物翻訳
開始因子４Ａ１および３Ａの、エキソソームにおけるこれらの２種のタンパク質間の相互
作用を示す免疫ブロットを示す図である。
【図６－１】図６Ａは、エキソソームからのタンパク質抽出物および陽性対照として細胞
およびＧＦＰベクターを使用したｉｎ　ｖｉｔｒｏ翻訳アッセイを示す図である。ｉｎ　
ｖｉｔｒｏ翻訳アッセイキットからのタンパク質溶解物を第２の陽性対照として使用した
。ＧＡＤＰＨをローディング対照として使用した。図６Ｂは、ＧＦＰ抗体を使用した、Ｇ
ＦＰベクターを用いて電気穿孔したエキソソームの免疫金染色を示す図である。上のパネ
ルは陰性対照を示し、下のパネルはエキソソームにおけるＧＦＰ染色を示す。
【図６－２】図６Ｃは、［３５Ｓ］メチオニンと一緒に培養したエキソソームのオートラ
ジオグラフィーを示す図である。シクロヘキシミドおよび細胞をそれぞれ陰性対照および
陽性対照として使用した。
【図７】図７は、野生型ｐ５３タンパク質をコードするプラスミドをＭＤＡ－ＭＢ－２３
１由来のエキソソームに電気穿孔した。４８時間の無細胞培養後に、電気穿孔したエキソ
ソームを使用して、シクロヘキシミドを用いて前処理したＭＤＡ－ＭＢ－２３１細胞を処
理し、野生型ｐ５３機能の下流の標的としてｐ２１発現を評価した。
【図８－１】図８Ａは、Ｅ１０細胞、ＮＩＨ－３Ｔ３細胞、ＨＤＦ細胞、ＭＣＦ１０Ａ細
胞およびＭＤＡ－ＭＢ２３１細胞の培養培地由来のエキソソームにおけるグリピカン１に
関する質量分析の結果を示すグラフである。図８Ｂは、非腫瘍形成性乳房上皮細胞（ＭＣ
Ｆ１０Ａ）および乳がん細胞（ＭＣＦ７およびＭＤＡ－ＭＢ２３１）から抽出したエキソ
ソームのグリピカン１ウエスタンを示す図である。
【図８－２】図８Ｃは、非腫瘍形成性乳房上皮細胞（ＭＣＦ１０Ａ）に由来するエキソソ
ームおよび乳がん細胞（ＭＤＡ－ＭＢ２３１）に由来するエキソソームのフローサイトメ
トリー分析を示すグラフである。
【図９Ａ】図９Ａ～Ｅは、ＧＰＣ１が、がんエキソソームに特異的に存在することを示す
図である。図９Ａ、非腫瘍形成性細胞株由来のエキソソーム（ＨＭＬＥ）（左側のパネル
）および膵がん由来のエキソソーム（Ｔ３Ｍ４）（右側のパネル）におけるＧＰＣ１の免
疫金透過型電子顕微鏡写真。金粒子が黒色の点で示されている。右上の画像はデジタルズ
ームした挿入図を示す。図９Ｂ、エキソソームの表面上のＧＰＣ１のＦＡＣＳ分析の略図
。図９Ｃ、アルデヒド／硫酸塩ビーズとカップリングしたエキソソームの透過型電子顕微
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鏡写真（ＴＥＭ）（左側のパネル）。アルデヒド／硫酸塩ビーズとカップリングしたＴ３
Ｍ４およびＨＭＬＥエキソソームにおけるＧＰＣ１の免疫金標識（下の２つのパネル）。
金粒子が黒色の点で示されている。陰性対照を、二次抗体のみを使用して実施した（右上
）。図９Ｄ、がん細胞由来のＧＰＣ１＋エキソソーム（灰色）および非腫瘍形成性細胞由
来のＧＰＣ１＋エキソソーム（黒色）のパーセントを示すグラフ。図９Ｅ、超遠心分離に
よって単離した、ＨＭＬＥ、ＨＭＥＬ、ＭＤＡ－ＭＢ－２３１、Ｔ３Ｍ４、ＰＡＮＣ－１
、およびＭＩＡ　ＰａＣａ２由来の、アルデヒド／硫酸塩ビーズとカップリングしたＧＰ
Ｃ１＋エキソソームのＦＡＣＳ分析の代表的なヒストグラム。
【図９Ｂ】図９Ａ～Ｅは、ＧＰＣ１が、がんエキソソームに特異的に存在することを示す
図である。図９Ａ、非腫瘍形成性細胞株由来のエキソソーム（ＨＭＬＥ）（左側のパネル
）および膵がん由来のエキソソーム（Ｔ３Ｍ４）（右側のパネル）におけるＧＰＣ１の免
疫金透過型電子顕微鏡写真。金粒子が黒色の点で示されている。右上の画像はデジタルズ
ームした挿入図を示す。図９Ｂ、エキソソームの表面上のＧＰＣ１のＦＡＣＳ分析の略図
。図９Ｃ、アルデヒド／硫酸塩ビーズとカップリングしたエキソソームの透過型電子顕微
鏡写真（ＴＥＭ）（左側のパネル）。アルデヒド／硫酸塩ビーズとカップリングしたＴ３
Ｍ４およびＨＭＬＥエキソソームにおけるＧＰＣ１の免疫金標識（下の２つのパネル）。
金粒子が黒色の点で示されている。陰性対照を、二次抗体のみを使用して実施した（右上
）。図９Ｄ、がん細胞由来のＧＰＣ１＋エキソソーム（灰色）および非腫瘍形成性細胞由
来のＧＰＣ１＋エキソソーム（黒色）のパーセントを示すグラフ。図９Ｅ、超遠心分離に
よって単離した、ＨＭＬＥ、ＨＭＥＬ、ＭＤＡ－ＭＢ－２３１、Ｔ３Ｍ４、ＰＡＮＣ－１
、およびＭＩＡ　ＰａＣａ２由来の、アルデヒド／硫酸塩ビーズとカップリングしたＧＰ
Ｃ１＋エキソソームのＦＡＣＳ分析の代表的なヒストグラム。
【図９Ｃ】図９Ａ～Ｅは、ＧＰＣ１が、がんエキソソームに特異的に存在することを示す
図である。図９Ａ、非腫瘍形成性細胞株由来のエキソソーム（ＨＭＬＥ）（左側のパネル
）および膵がん由来のエキソソーム（Ｔ３Ｍ４）（右側のパネル）におけるＧＰＣ１の免
疫金透過型電子顕微鏡写真。金粒子が黒色の点で示されている。右上の画像はデジタルズ
ームした挿入図を示す。図９Ｂ、エキソソームの表面上のＧＰＣ１のＦＡＣＳ分析の略図
。図９Ｃ、アルデヒド／硫酸塩ビーズとカップリングしたエキソソームの透過型電子顕微
鏡写真（ＴＥＭ）（左側のパネル）。アルデヒド／硫酸塩ビーズとカップリングしたＴ３
Ｍ４およびＨＭＬＥエキソソームにおけるＧＰＣ１の免疫金標識（下の２つのパネル）。
金粒子が黒色の点で示されている。陰性対照を、二次抗体のみを使用して実施した（右上
）。図９Ｄ、がん細胞由来のＧＰＣ１＋エキソソーム（灰色）および非腫瘍形成性細胞由
来のＧＰＣ１＋エキソソーム（黒色）のパーセントを示すグラフ。図９Ｅ、超遠心分離に
よって単離した、ＨＭＬＥ、ＨＭＥＬ、ＭＤＡ－ＭＢ－２３１、Ｔ３Ｍ４、ＰＡＮＣ－１
、およびＭＩＡ　ＰａＣａ２由来の、アルデヒド／硫酸塩ビーズとカップリングしたＧＰ
Ｃ１＋エキソソームのＦＡＣＳ分析の代表的なヒストグラム。
【図９Ｄ】図９Ａ～Ｅは、ＧＰＣ１が、がんエキソソームに特異的に存在することを示す
図である。図９Ａ、非腫瘍形成性細胞株由来のエキソソーム（ＨＭＬＥ）（左側のパネル
）および膵がん由来のエキソソーム（Ｔ３Ｍ４）（右側のパネル）におけるＧＰＣ１の免
疫金透過型電子顕微鏡写真。金粒子が黒色の点で示されている。右上の画像はデジタルズ
ームした挿入図を示す。図９Ｂ、エキソソームの表面上のＧＰＣ１のＦＡＣＳ分析の略図
。図９Ｃ、アルデヒド／硫酸塩ビーズとカップリングしたエキソソームの透過型電子顕微
鏡写真（ＴＥＭ）（左側のパネル）。アルデヒド／硫酸塩ビーズとカップリングしたＴ３
Ｍ４およびＨＭＬＥエキソソームにおけるＧＰＣ１の免疫金標識（下の２つのパネル）。
金粒子が黒色の点で示されている。陰性対照を、二次抗体のみを使用して実施した（右上
）。図９Ｄ、がん細胞由来のＧＰＣ１＋エキソソーム（灰色）および非腫瘍形成性細胞由
来のＧＰＣ１＋エキソソーム（黒色）のパーセントを示すグラフ。図９Ｅ、超遠心分離に
よって単離した、ＨＭＬＥ、ＨＭＥＬ、ＭＤＡ－ＭＢ－２３１、Ｔ３Ｍ４、ＰＡＮＣ－１
、およびＭＩＡ　ＰａＣａ２由来の、アルデヒド／硫酸塩ビーズとカップリングしたＧＰ
Ｃ１＋エキソソームのＦＡＣＳ分析の代表的なヒストグラム。
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【図９Ｅ】図９Ａ～Ｅは、ＧＰＣ１が、がんエキソソームに特異的に存在することを示す
図である。図９Ａ、非腫瘍形成性細胞株由来のエキソソーム（ＨＭＬＥ）（左側のパネル
）および膵がん由来のエキソソーム（Ｔ３Ｍ４）（右側のパネル）におけるＧＰＣ１の免
疫金透過型電子顕微鏡写真。金粒子が黒色の点で示されている。右上の画像はデジタルズ
ームした挿入図を示す。図９Ｂ、エキソソームの表面上のＧＰＣ１のＦＡＣＳ分析の略図
。図９Ｃ、アルデヒド／硫酸塩ビーズとカップリングしたエキソソームの透過型電子顕微
鏡写真（ＴＥＭ）（左側のパネル）。アルデヒド／硫酸塩ビーズとカップリングしたＴ３
Ｍ４およびＨＭＬＥエキソソームにおけるＧＰＣ１の免疫金標識（下の２つのパネル）。
金粒子が黒色の点で示されている。陰性対照を、二次抗体のみを使用して実施した（右上
）。図９Ｄ、がん細胞由来のＧＰＣ１＋エキソソーム（灰色）および非腫瘍形成性細胞由
来のＧＰＣ１＋エキソソーム（黒色）のパーセントを示すグラフ。図９Ｅ、超遠心分離に
よって単離した、ＨＭＬＥ、ＨＭＥＬ、ＭＤＡ－ＭＢ－２３１、Ｔ３Ｍ４、ＰＡＮＣ－１
、およびＭＩＡ　ＰａＣａ２由来の、アルデヒド／硫酸塩ビーズとカップリングしたＧＰ
Ｃ１＋エキソソームのＦＡＣＳ分析の代表的なヒストグラム。
【図１０－１】図１０Ａ～Ｆは、腫瘍を有するマウスにおけるがん細胞に由来するＧＰＣ
１＋循環エキソソーム（ｃｒＥｘｏｓ）を示す図である。図１０Ａ、ＭＤＡ－ＭＢ－２３
１細胞を同所性に注射したヌードマウスからの縦断的血液採取の概略図。血液試料を、腫
瘍細胞を注射する前、ならびに腫瘍体積が３００ｍｍ３、５５０ｍｍ３、１０００ｍｍ３

、および１３５０ｍｍ３に到達した時に得た。図１０Ｂ、示されている体積のＭＤＡ－Ｍ
Ｂ－２３１腫瘍を有するヌードマウス由来のＧＰＣ１＋ｃｒＥｘｏｓのＦＡＣＳ分析につ
いての代表的な散布図。図１０Ｃ、ＭＤＡ－ＭＢ－２３１細胞を同所性に注射したヌード
マウスにおける腫瘍体積とＧＰＣ１＋ｃｒＥｘｏｓの百分率（％）の相関（ピアソン相関
検定、相関係数ｒ＝０．９８、Ｐ＝０．００４）。図１０Ｄ、ＭＤＡ－ＭＢ－２３１　Ｃ
Ｄ６３－ＧＦＰ細胞に由来するエキソソームに関する４８８レーザーと併せたＮａｎｏＳ
ｉｇｈｔ（登録商標）。黒い線は４８８レーザーを用いていないトラッキング解析を示し
、灰色の線は４８８レーザーを用いた解析を示す。図１０Ｅ、ＭＤＡ－ＭＢ－２３１－Ｃ
Ｄ６３－ＧＦＰを注射したマウス由来のｃｒＥｘｏｓについてのＮａｎｏＳｉｇｈｔ（登
録商標）。黒い線は４８８レーザーを用いていないトラッキング解析を示し、灰色の線は
４８８レーザーを用いたトラッキング解析を示す。図１０Ｆ、ｃｒＥｘｏｓにおけるＣＤ
６３－ＧＦＰとＧＰＣ１の重複発現についての共局在試験。ＦＡＣＳ分析により、陰性対
照としてＭＤＡ－ＭＢ－２３１細胞に由来するエキソソーム（左上のパネル）、陽性対照
としてＭＤＡ－ＭＢ－２３１　ＣＤ６３－ＧＦＰ細胞に由来するエキソソーム（中央上の
パネル）、およびＭＤＡ－ＭＢ－２３１　ＣＤ６３－ＧＦＰ細胞を注射したマウスに由来
するエキソソームを評価し、Ａｌｅｘａ５９４とコンジュゲートした二次抗体のみを陰性
対照として使用して分析した（右上のパネル）。ＦＡＣＳ分析により、ＭＤＡ－ＭＢ－２
３１　ＣＤ６３－ＧＦＰを同所性に注射したマウスに由来するＣＤ６３－ＧＦＰ＋エキソ
ソームの画分のみが、ＧＰＣ１陽性であることが示された（下の３つのグラフ）。
【図１０－２】図１０Ａ～Ｆは、腫瘍を有するマウスにおけるがん細胞に由来するＧＰＣ
１＋循環エキソソーム（ｃｒＥｘｏｓ）を示す図である。図１０Ａ、ＭＤＡ－ＭＢ－２３
１細胞を同所性に注射したヌードマウスからの縦断的血液採取の概略図。血液試料を、腫
瘍細胞を注射する前、ならびに腫瘍体積が３００ｍｍ３、５５０ｍｍ３、１０００ｍｍ３

、および１３５０ｍｍ３に到達した時に得た。図１０Ｂ、示されている体積のＭＤＡ－Ｍ
Ｂ－２３１腫瘍を有するヌードマウス由来のＧＰＣ１＋ｃｒＥｘｏｓのＦＡＣＳ分析につ
いての代表的な散布図。図１０Ｃ、ＭＤＡ－ＭＢ－２３１細胞を同所性に注射したヌード
マウスにおける腫瘍体積とＧＰＣ１＋ｃｒＥｘｏｓの百分率（％）の相関（ピアソン相関
検定、相関係数ｒ＝０．９８、Ｐ＝０．００４）。図１０Ｄ、ＭＤＡ－ＭＢ－２３１　Ｃ
Ｄ６３－ＧＦＰ細胞に由来するエキソソームに関する４８８レーザーと併せたＮａｎｏＳ
ｉｇｈｔ（登録商標）。黒い線は４８８レーザーを用いていないトラッキング解析を示し
、灰色の線は４８８レーザーを用いた解析を示す。図１０Ｅ、ＭＤＡ－ＭＢ－２３１－Ｃ
Ｄ６３－ＧＦＰを注射したマウス由来のｃｒＥｘｏｓについてのＮａｎｏＳｉｇｈｔ（登
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録商標）。黒い線は４８８レーザーを用いていないトラッキング解析を示し、灰色の線は
４８８レーザーを用いたトラッキング解析を示す。図１０Ｆ、ｃｒＥｘｏｓにおけるＣＤ
６３－ＧＦＰとＧＰＣ１の重複発現についての共局在試験。ＦＡＣＳ分析により、陰性対
照としてＭＤＡ－ＭＢ－２３１細胞に由来するエキソソーム（左上のパネル）、陽性対照
としてＭＤＡ－ＭＢ－２３１　ＣＤ６３－ＧＦＰ細胞に由来するエキソソーム（中央上の
パネル）、およびＭＤＡ－ＭＢ－２３１　ＣＤ６３－ＧＦＰ細胞を注射したマウスに由来
するエキソソームを評価し、Ａｌｅｘａ５９４とコンジュゲートした二次抗体のみを陰性
対照として使用して分析した（右上のパネル）。ＦＡＣＳ分析により、ＭＤＡ－ＭＢ－２
３１　ＣＤ６３－ＧＦＰを同所性に注射したマウスに由来するＣＤ６３－ＧＦＰ＋エキソ
ソームの画分のみが、ＧＰＣ１陽性であることが示された（下の３つのグラフ）。
【図１０－３】図１０Ａ～Ｆは、腫瘍を有するマウスにおけるがん細胞に由来するＧＰＣ
１＋循環エキソソーム（ｃｒＥｘｏｓ）を示す図である。図１０Ａ、ＭＤＡ－ＭＢ－２３
１細胞を同所性に注射したヌードマウスからの縦断的血液採取の概略図。血液試料を、腫
瘍細胞を注射する前、ならびに腫瘍体積が３００ｍｍ３、５５０ｍｍ３、１０００ｍｍ３

、および１３５０ｍｍ３に到達した時に得た。図１０Ｂ、示されている体積のＭＤＡ－Ｍ
Ｂ－２３１腫瘍を有するヌードマウス由来のＧＰＣ１＋ｃｒＥｘｏｓのＦＡＣＳ分析につ
いての代表的な散布図。図１０Ｃ、ＭＤＡ－ＭＢ－２３１細胞を同所性に注射したヌード
マウスにおける腫瘍体積とＧＰＣ１＋ｃｒＥｘｏｓの百分率（％）の相関（ピアソン相関
検定、相関係数ｒ＝０．９８、Ｐ＝０．００４）。図１０Ｄ、ＭＤＡ－ＭＢ－２３１　Ｃ
Ｄ６３－ＧＦＰ細胞に由来するエキソソームに関する４８８レーザーと併せたＮａｎｏＳ
ｉｇｈｔ（登録商標）。黒い線は４８８レーザーを用いていないトラッキング解析を示し
、灰色の線は４８８レーザーを用いた解析を示す。図１０Ｅ、ＭＤＡ－ＭＢ－２３１－Ｃ
Ｄ６３－ＧＦＰを注射したマウス由来のｃｒＥｘｏｓについてのＮａｎｏＳｉｇｈｔ（登
録商標）。黒い線は４８８レーザーを用いていないトラッキング解析を示し、灰色の線は
４８８レーザーを用いたトラッキング解析を示す。図１０Ｆ、ｃｒＥｘｏｓにおけるＣＤ
６３－ＧＦＰとＧＰＣ１の重複発現についての共局在試験。ＦＡＣＳ分析により、陰性対
照としてＭＤＡ－ＭＢ－２３１細胞に由来するエキソソーム（左上のパネル）、陽性対照
としてＭＤＡ－ＭＢ－２３１　ＣＤ６３－ＧＦＰ細胞に由来するエキソソーム（中央上の
パネル）、およびＭＤＡ－ＭＢ－２３１　ＣＤ６３－ＧＦＰ細胞を注射したマウスに由来
するエキソソームを評価し、Ａｌｅｘａ５９４とコンジュゲートした二次抗体のみを陰性
対照として使用して分析した（右上のパネル）。ＦＡＣＳ分析により、ＭＤＡ－ＭＢ－２
３１　ＣＤ６３－ＧＦＰを同所性に注射したマウスに由来するＣＤ６３－ＧＦＰ＋エキソ
ソームの画分のみが、ＧＰＣ１陽性であることが示された（下の３つのグラフ）。
【図１０－４】図１０Ａ～Ｆは、腫瘍を有するマウスにおけるがん細胞に由来するＧＰＣ
１＋循環エキソソーム（ｃｒＥｘｏｓ）を示す図である。図１０Ａ、ＭＤＡ－ＭＢ－２３
１細胞を同所性に注射したヌードマウスからの縦断的血液採取の概略図。血液試料を、腫
瘍細胞を注射する前、ならびに腫瘍体積が３００ｍｍ３、５５０ｍｍ３、１０００ｍｍ３

、および１３５０ｍｍ３に到達した時に得た。図１０Ｂ、示されている体積のＭＤＡ－Ｍ
Ｂ－２３１腫瘍を有するヌードマウス由来のＧＰＣ１＋ｃｒＥｘｏｓのＦＡＣＳ分析につ
いての代表的な散布図。図１０Ｃ、ＭＤＡ－ＭＢ－２３１細胞を同所性に注射したヌード
マウスにおける腫瘍体積とＧＰＣ１＋ｃｒＥｘｏｓの百分率（％）の相関（ピアソン相関
検定、相関係数ｒ＝０．９８、Ｐ＝０．００４）。図１０Ｄ、ＭＤＡ－ＭＢ－２３１　Ｃ
Ｄ６３－ＧＦＰ細胞に由来するエキソソームに関する４８８レーザーと併せたＮａｎｏＳ
ｉｇｈｔ（登録商標）。黒い線は４８８レーザーを用いていないトラッキング解析を示し
、灰色の線は４８８レーザーを用いた解析を示す。図１０Ｅ、ＭＤＡ－ＭＢ－２３１－Ｃ
Ｄ６３－ＧＦＰを注射したマウス由来のｃｒＥｘｏｓについてのＮａｎｏＳｉｇｈｔ（登
録商標）。黒い線は４８８レーザーを用いていないトラッキング解析を示し、灰色の線は
４８８レーザーを用いたトラッキング解析を示す。図１０Ｆ、ｃｒＥｘｏｓにおけるＣＤ
６３－ＧＦＰとＧＰＣ１の重複発現についての共局在試験。ＦＡＣＳ分析により、陰性対
照としてＭＤＡ－ＭＢ－２３１細胞に由来するエキソソーム（左上のパネル）、陽性対照
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としてＭＤＡ－ＭＢ－２３１　ＣＤ６３－ＧＦＰ細胞に由来するエキソソーム（中央上の
パネル）、およびＭＤＡ－ＭＢ－２３１　ＣＤ６３－ＧＦＰ細胞を注射したマウスに由来
するエキソソームを評価し、Ａｌｅｘａ５９４とコンジュゲートした二次抗体のみを陰性
対照として使用して分析した（右上のパネル）。ＦＡＣＳ分析により、ＭＤＡ－ＭＢ－２
３１　ＣＤ６３－ＧＦＰを同所性に注射したマウスに由来するＣＤ６３－ＧＦＰ＋エキソ
ソームの画分のみが、ＧＰＣ１陽性であることが示された（下の３つのグラフ）。
【図１１－１】図１１Ａ～Ｉは、ＧＰＣ１＋ｃｒＥｘｏｓが膵がんに対する非侵襲的なバ
イオマーカーであることを示す図である。図１１Ａ、膵がんを有する患者由来のｃｒＥｘ
ｏｓについてのＴＥＭ。右上の画像はデジタルズームした挿入図を示す。図１１Ｂ、ＣＤ
９について免疫金標識したｃｒＥｘｏｓのＴＥＭ画像。金粒子が黒色の点で示されている
。右上の画像はデジタルズームした挿入図を示す。図１１Ｃ、健康なドナー（ｎ＝１００
）、乳がん患者（ｎ＝３２）、および膵管腺癌を有する患者（ＰＤＡＣ；ｎ＝１９０）に
おけるＧＰＣ１＋ｃｒＥｘｏｓのＦＡＣＳ分析を表す散布図（分散分析（ＡＮＯＶＡ）、
＊＊＊＊Ｐ＜０．０００１）。図１１Ｄ、膵がんを有する患者４７名のＫＲＡＳの状態を
表す棒グラフ。図１１Ｅ、膵がんを有する患者３名由来のｃｒＥｘｏｓについてのＴＥＭ
。ＧＰＣ１の免疫金標識前に、ＦＡＣＳを使用してエキソソームをＧＰＣ１＋集団（左側
の列）とＧＰＣ１－集団（右側の列）に分離した。金粒子が黒色の点で示されている。図
１１Ｆ、ＦＡＣＳによってＧＰＣ１＋集団（＋；灰色）とＧＰＣ１－集団（－；黒色）に
分けられたエキソソームにおけるＫＲＡＳ　Ｇ１２Ｄ、ＫＲＡＳ野生型ｍＲＮＡ、および
１８Ｓ　ｒＲＮＡ発現（左側のパネル）またはＫＲＡＳ　Ｇ１２Ｖ、ＫＲＡＳ野生型ｍＲ
ＮＡ、および１８ｓ　ｒＲＮＡ発現（右側のパネル）を表す散布図。図１１Ｇ、健康なド
ナー（ｎ＝１００）、良性膵疾患を有する患者（ＢＰＤ；ｎ＝２６）、膵がん前駆病変を
有する患者（ＰＣＰＬ；ｎ＝７）およびＰＤＡＣを有する患者におけるＧＰＣ１＋ｃｒＥ
ｘｏｓのＦＡＣＳ分析についての代表的な散布図（ｎ＝１９０；分散分析（ＡＮＯＶＡ）
、＊＊ｐ＜０．０１、＊＊＊＊Ｐ＜０．０００１）。図１１Ｈ、図１１Ｅと同じ膵がんを
有する患者のコホートにおける血清ＣＡ　１９－９のＥＬＩＳＡアッセイを表す散布図（
ＡＮＯＶＡ、＊Ｐ＜０．０５、＊＊＊＊Ｐ＜０．０００１）。図１１Ｉ、膵がんを有する
患者（ｎ＝１９０）と、対照（健康なドナー（ｎ＝１００）および良性膵疾患を有する患
者（ｎ＝２６）、全部でｎ＝１２６）におけるＧＰＣ１＋ｃｒＥｘｏｓ（灰色の線）、Ｃ
Ａ　１９－９（灰色の破線）、エキソソーム濃度（黒い線）、およびエキソソームサイズ
（黒い破線）についての受信者動作特性（ＲＯＣ）曲線分析。略語：曲線下面積（ＡＵＣ
）、信頼区間（ＣＩ）、ナノメートル（ｎｍ）。
【図１１－２】図１１Ａ～Ｉは、ＧＰＣ１＋ｃｒＥｘｏｓが膵がんに対する非侵襲的なバ
イオマーカーであることを示す図である。図１１Ａ、膵がんを有する患者由来のｃｒＥｘ
ｏｓについてのＴＥＭ。右上の画像はデジタルズームした挿入図を示す。図１１Ｂ、ＣＤ
９について免疫金標識したｃｒＥｘｏｓのＴＥＭ画像。金粒子が黒色の点で示されている
。右上の画像はデジタルズームした挿入図を示す。図１１Ｃ、健康なドナー（ｎ＝１００
）、乳がん患者（ｎ＝３２）、および膵管腺癌を有する患者（ＰＤＡＣ；ｎ＝１９０）に
おけるＧＰＣ１＋ｃｒＥｘｏｓのＦＡＣＳ分析を表す散布図（分散分析（ＡＮＯＶＡ）、
＊＊＊＊Ｐ＜０．０００１）。図１１Ｄ、膵がんを有する患者４７名のＫＲＡＳの状態を
表す棒グラフ。図１１Ｅ、膵がんを有する患者３名由来のｃｒＥｘｏｓについてのＴＥＭ
。ＧＰＣ１の免疫金標識前に、ＦＡＣＳを使用してエキソソームをＧＰＣ１＋集団（左側
の列）とＧＰＣ１－集団（右側の列）に分離した。金粒子が黒色の点で示されている。図
１１Ｆ、ＦＡＣＳによってＧＰＣ１＋集団（＋；灰色）とＧＰＣ１－集団（－；黒色）に
分けられたエキソソームにおけるＫＲＡＳ　Ｇ１２Ｄ、ＫＲＡＳ野生型ｍＲＮＡ、および
１８Ｓ　ｒＲＮＡ発現（左側のパネル）またはＫＲＡＳ　Ｇ１２Ｖ、ＫＲＡＳ野生型ｍＲ
ＮＡ、および１８ｓ　ｒＲＮＡ発現（右側のパネル）を表す散布図。図１１Ｇ、健康なド
ナー（ｎ＝１００）、良性膵疾患を有する患者（ＢＰＤ；ｎ＝２６）、膵がん前駆病変を
有する患者（ＰＣＰＬ；ｎ＝７）およびＰＤＡＣを有する患者におけるＧＰＣ１＋ｃｒＥ
ｘｏｓのＦＡＣＳ分析についての代表的な散布図（ｎ＝１９０；分散分析（ＡＮＯＶＡ）
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、＊＊ｐ＜０．０１、＊＊＊＊Ｐ＜０．０００１）。図１１Ｈ、図１１Ｅと同じ膵がんを
有する患者のコホートにおける血清ＣＡ　１９－９のＥＬＩＳＡアッセイを表す散布図（
ＡＮＯＶＡ、＊Ｐ＜０．０５、＊＊＊＊Ｐ＜０．０００１）。図１１Ｉ、膵がんを有する
患者（ｎ＝１９０）と、対照（健康なドナー（ｎ＝１００）および良性膵疾患を有する患
者（ｎ＝２６）、全部でｎ＝１２６）におけるＧＰＣ１＋ｃｒＥｘｏｓ（灰色の線）、Ｃ
Ａ　１９－９（灰色の破線）、エキソソーム濃度（黒い線）、およびエキソソームサイズ
（黒い破線）についての受信者動作特性（ＲＯＣ）曲線分析。略語：曲線下面積（ＡＵＣ
）、信頼区間（ＣＩ）、ナノメートル（ｎｍ）。
【図１１－３】図１１Ａ～Ｉは、ＧＰＣ１＋ｃｒＥｘｏｓが膵がんに対する非侵襲的なバ
イオマーカーであることを示す図である。図１１Ａ、膵がんを有する患者由来のｃｒＥｘ
ｏｓについてのＴＥＭ。右上の画像はデジタルズームした挿入図を示す。図１１Ｂ、ＣＤ
９について免疫金標識したｃｒＥｘｏｓのＴＥＭ画像。金粒子が黒色の点で示されている
。右上の画像はデジタルズームした挿入図を示す。図１１Ｃ、健康なドナー（ｎ＝１００
）、乳がん患者（ｎ＝３２）、および膵管腺癌を有する患者（ＰＤＡＣ；ｎ＝１９０）に
おけるＧＰＣ１＋ｃｒＥｘｏｓのＦＡＣＳ分析を表す散布図（分散分析（ＡＮＯＶＡ）、
＊＊＊＊Ｐ＜０．０００１）。図１１Ｄ、膵がんを有する患者４７名のＫＲＡＳの状態を
表す棒グラフ。図１１Ｅ、膵がんを有する患者３名由来のｃｒＥｘｏｓについてのＴＥＭ
。ＧＰＣ１の免疫金標識前に、ＦＡＣＳを使用してエキソソームをＧＰＣ１＋集団（左側
の列）とＧＰＣ１－集団（右側の列）に分離した。金粒子が黒色の点で示されている。図
１１Ｆ、ＦＡＣＳによってＧＰＣ１＋集団（＋；灰色）とＧＰＣ１－集団（－；黒色）に
分けられたエキソソームにおけるＫＲＡＳ　Ｇ１２Ｄ、ＫＲＡＳ野生型ｍＲＮＡ、および
１８Ｓ　ｒＲＮＡ発現（左側のパネル）またはＫＲＡＳ　Ｇ１２Ｖ、ＫＲＡＳ野生型ｍＲ
ＮＡ、および１８ｓ　ｒＲＮＡ発現（右側のパネル）を表す散布図。図１１Ｇ、健康なド
ナー（ｎ＝１００）、良性膵疾患を有する患者（ＢＰＤ；ｎ＝２６）、膵がん前駆病変を
有する患者（ＰＣＰＬ；ｎ＝７）およびＰＤＡＣを有する患者におけるＧＰＣ１＋ｃｒＥ
ｘｏｓのＦＡＣＳ分析についての代表的な散布図（ｎ＝１９０；分散分析（ＡＮＯＶＡ）
、＊＊ｐ＜０．０１、＊＊＊＊Ｐ＜０．０００１）。図１１Ｈ、図１１Ｅと同じ膵がんを
有する患者のコホートにおける血清ＣＡ　１９－９のＥＬＩＳＡアッセイを表す散布図（
ＡＮＯＶＡ、＊Ｐ＜０．０５、＊＊＊＊Ｐ＜０．０００１）。図１１Ｉ、膵がんを有する
患者（ｎ＝１９０）と、対照（健康なドナー（ｎ＝１００）および良性膵疾患を有する患
者（ｎ＝２６）、全部でｎ＝１２６）におけるＧＰＣ１＋ｃｒＥｘｏｓ（灰色の線）、Ｃ
Ａ　１９－９（灰色の破線）、エキソソーム濃度（黒い線）、およびエキソソームサイズ
（黒い破線）についての受信者動作特性（ＲＯＣ）曲線分析。略語：曲線下面積（ＡＵＣ
）、信頼区間（ＣＩ）、ナノメートル（ｎｍ）。
【図１１－４】図１１Ａ～Ｉは、ＧＰＣ１＋ｃｒＥｘｏｓが膵がんに対する非侵襲的なバ
イオマーカーであることを示す図である。図１１Ａ、膵がんを有する患者由来のｃｒＥｘ
ｏｓについてのＴＥＭ。右上の画像はデジタルズームした挿入図を示す。図１１Ｂ、ＣＤ
９について免疫金標識したｃｒＥｘｏｓのＴＥＭ画像。金粒子が黒色の点で示されている
。右上の画像はデジタルズームした挿入図を示す。図１１Ｃ、健康なドナー（ｎ＝１００
）、乳がん患者（ｎ＝３２）、および膵管腺癌を有する患者（ＰＤＡＣ；ｎ＝１９０）に
おけるＧＰＣ１＋ｃｒＥｘｏｓのＦＡＣＳ分析を表す散布図（分散分析（ＡＮＯＶＡ）、
＊＊＊＊Ｐ＜０．０００１）。図１１Ｄ、膵がんを有する患者４７名のＫＲＡＳの状態を
表す棒グラフ。図１１Ｅ、膵がんを有する患者３名由来のｃｒＥｘｏｓについてのＴＥＭ
。ＧＰＣ１の免疫金標識前に、ＦＡＣＳを使用してエキソソームをＧＰＣ１＋集団（左側
の列）とＧＰＣ１－集団（右側の列）に分離した。金粒子が黒色の点で示されている。図
１１Ｆ、ＦＡＣＳによってＧＰＣ１＋集団（＋；灰色）とＧＰＣ１－集団（－；黒色）に
分けられたエキソソームにおけるＫＲＡＳ　Ｇ１２Ｄ、ＫＲＡＳ野生型ｍＲＮＡ、および
１８Ｓ　ｒＲＮＡ発現（左側のパネル）またはＫＲＡＳ　Ｇ１２Ｖ、ＫＲＡＳ野生型ｍＲ
ＮＡ、および１８ｓ　ｒＲＮＡ発現（右側のパネル）を表す散布図。図１１Ｇ、健康なド
ナー（ｎ＝１００）、良性膵疾患を有する患者（ＢＰＤ；ｎ＝２６）、膵がん前駆病変を
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有する患者（ＰＣＰＬ；ｎ＝７）およびＰＤＡＣを有する患者におけるＧＰＣ１＋ｃｒＥ
ｘｏｓのＦＡＣＳ分析についての代表的な散布図（ｎ＝１９０；分散分析（ＡＮＯＶＡ）
、＊＊ｐ＜０．０１、＊＊＊＊Ｐ＜０．０００１）。図１１Ｈ、図１１Ｅと同じ膵がんを
有する患者のコホートにおける血清ＣＡ　１９－９のＥＬＩＳＡアッセイを表す散布図（
ＡＮＯＶＡ、＊Ｐ＜０．０５、＊＊＊＊Ｐ＜０．０００１）。図１１Ｉ、膵がんを有する
患者（ｎ＝１９０）と、対照（健康なドナー（ｎ＝１００）および良性膵疾患を有する患
者（ｎ＝２６）、全部でｎ＝１２６）におけるＧＰＣ１＋ｃｒＥｘｏｓ（灰色の線）、Ｃ
Ａ　１９－９（灰色の破線）、エキソソーム濃度（黒い線）、およびエキソソームサイズ
（黒い破線）についての受信者動作特性（ＲＯＣ）曲線分析。略語：曲線下面積（ＡＵＣ
）、信頼区間（ＣＩ）、ナノメートル（ｎｍ）。
【図１１－５】図１１Ａ～Ｉは、ＧＰＣ１＋ｃｒＥｘｏｓが膵がんに対する非侵襲的なバ
イオマーカーであることを示す図である。図１１Ａ、膵がんを有する患者由来のｃｒＥｘ
ｏｓについてのＴＥＭ。右上の画像はデジタルズームした挿入図を示す。図１１Ｂ、ＣＤ
９について免疫金標識したｃｒＥｘｏｓのＴＥＭ画像。金粒子が黒色の点で示されている
。右上の画像はデジタルズームした挿入図を示す。図１１Ｃ、健康なドナー（ｎ＝１００
）、乳がん患者（ｎ＝３２）、および膵管腺癌を有する患者（ＰＤＡＣ；ｎ＝１９０）に
おけるＧＰＣ１＋ｃｒＥｘｏｓのＦＡＣＳ分析を表す散布図（分散分析（ＡＮＯＶＡ）、
＊＊＊＊Ｐ＜０．０００１）。図１１Ｄ、膵がんを有する患者４７名のＫＲＡＳの状態を
表す棒グラフ。図１１Ｅ、膵がんを有する患者３名由来のｃｒＥｘｏｓについてのＴＥＭ
。ＧＰＣ１の免疫金標識前に、ＦＡＣＳを使用してエキソソームをＧＰＣ１＋集団（左側
の列）とＧＰＣ１－集団（右側の列）に分離した。金粒子が黒色の点で示されている。図
１１Ｆ、ＦＡＣＳによってＧＰＣ１＋集団（＋；灰色）とＧＰＣ１－集団（－；黒色）に
分けられたエキソソームにおけるＫＲＡＳ　Ｇ１２Ｄ、ＫＲＡＳ野生型ｍＲＮＡ、および
１８Ｓ　ｒＲＮＡ発現（左側のパネル）またはＫＲＡＳ　Ｇ１２Ｖ、ＫＲＡＳ野生型ｍＲ
ＮＡ、および１８ｓ　ｒＲＮＡ発現（右側のパネル）を表す散布図。図１１Ｇ、健康なド
ナー（ｎ＝１００）、良性膵疾患を有する患者（ＢＰＤ；ｎ＝２６）、膵がん前駆病変を
有する患者（ＰＣＰＬ；ｎ＝７）およびＰＤＡＣを有する患者におけるＧＰＣ１＋ｃｒＥ
ｘｏｓのＦＡＣＳ分析についての代表的な散布図（ｎ＝１９０；分散分析（ＡＮＯＶＡ）
、＊＊ｐ＜０．０１、＊＊＊＊Ｐ＜０．０００１）。図１１Ｈ、図１１Ｅと同じ膵がんを
有する患者のコホートにおける血清ＣＡ　１９－９のＥＬＩＳＡアッセイを表す散布図（
ＡＮＯＶＡ、＊Ｐ＜０．０５、＊＊＊＊Ｐ＜０．０００１）。図１１Ｉ、膵がんを有する
患者（ｎ＝１９０）と、対照（健康なドナー（ｎ＝１００）および良性膵疾患を有する患
者（ｎ＝２６）、全部でｎ＝１２６）におけるＧＰＣ１＋ｃｒＥｘｏｓ（灰色の線）、Ｃ
Ａ　１９－９（灰色の破線）、エキソソーム濃度（黒い線）、およびエキソソームサイズ
（黒い破線）についての受信者動作特性（ＲＯＣ）曲線分析。略語：曲線下面積（ＡＵＣ
）、信頼区間（ＣＩ）、ナノメートル（ｎｍ）。
【図１２－１】図１２Ａ～Ｆは、ＧＰＣ１＋ｃｒＥｘｏｓがＫＲＡＳ　Ｇ１２Ｄ　ｍＲＮ
Ａを特異的に有することを示す図である。図１２Ａ、縦断的コホートにおける患者の血液
採取を例示するための概略図。血液試料を、外科手術の前（ｐｒｅ－ｏｐ）、および手術
後として外科手術後７日目に得た。図１２Ｂ、ＢＰＤ（ｎ＝４）、ＰＣＰＬ（ｎ＝４）、
またはＰＤＡＣ（ｎ＝２９）を有する縦断的コホートの患者における、切除後のＧＰＣ１
＋ｃｒＥｘｏｓのＦＡＣＳ分析の代表的な散布図（対応のある両側スチューデントｔ検定
、＊＊ｐ＜０．０１、＊＊＊＊Ｐ＜０．０００１）。図１２Ｃ、切除後にＧＰＣ１＋ｃｒ
Ｅｘｏｓの降下≧中央値の減少であった患者（上の線）およびＧＰＣ１＋ｃｒＥｘｏｓの
降下＜中央値の減少であった患者（下の線）の全生存を示すカプランマイヤー曲線（ログ
ランク検定）（Ｐ＝０．０１６）。図１２Ｄ、切除後にＧＰＣ１＋ｃｒＥｘｏｓの降下≧
中央値の減少であった患者（上の線）およびＧＰＣ１＋ｃｒＥｘｏｓの降下＜中央値の減
少であった患者（下の線）の疾患特異的生存を示すカプランマイヤー曲線（ログランク検
定）（Ｐ＝０．００７）。図１２Ｅ、０日目から７日目の間にＣＡ　１９－９の降下≧中
央値の減少であった患者（上の線）およびＣＡ　１９－９の降下＜中央値の減少であった
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患者（下の線）の全生存を示すカプランマイヤー曲線（ログランク検定）（Ｐ＝０．１２
０）。図１２Ｆ、０日目から７日目の間にＣＡ　１９－９の降下≧中央値の減少であった
患者（上の線）およびＣＡ　１９－９の降下＜中央値の減少であった患者（下の線）の疾
患特異的生存を示すカプランマイヤー曲線（ログランク検定）（Ｐ＝０．１８０）。
【図１２－２】図１２Ａ～Ｆは、ＧＰＣ１＋ｃｒＥｘｏｓがＫＲＡＳ　Ｇ１２Ｄ　ｍＲＮ
Ａを特異的に有することを示す図である。図１２Ａ、縦断的コホートにおける患者の血液
採取を例示するための概略図。血液試料を、外科手術の前（ｐｒｅ－ｏｐ）、および手術
後として外科手術後７日目に得た。図１２Ｂ、ＢＰＤ（ｎ＝４）、ＰＣＰＬ（ｎ＝４）、
またはＰＤＡＣ（ｎ＝２９）を有する縦断的コホートの患者における、切除後のＧＰＣ１
＋ｃｒＥｘｏｓのＦＡＣＳ分析の代表的な散布図（対応のある両側スチューデントｔ検定
、＊＊ｐ＜０．０１、＊＊＊＊Ｐ＜０．０００１）。図１２Ｃ、切除後にＧＰＣ１＋ｃｒ
Ｅｘｏｓの降下≧中央値の減少であった患者（上の線）およびＧＰＣ１＋ｃｒＥｘｏｓの
降下＜中央値の減少であった患者（下の線）の全生存を示すカプランマイヤー曲線（ログ
ランク検定）（Ｐ＝０．０１６）。図１２Ｄ、切除後にＧＰＣ１＋ｃｒＥｘｏｓの降下≧
中央値の減少であった患者（上の線）およびＧＰＣ１＋ｃｒＥｘｏｓの降下＜中央値の減
少であった患者（下の線）の疾患特異的生存を示すカプランマイヤー曲線（ログランク検
定）（Ｐ＝０．００７）。図１２Ｅ、０日目から７日目の間にＣＡ　１９－９の降下≧中
央値の減少であった患者（上の線）およびＣＡ　１９－９の降下＜中央値の減少であった
患者（下の線）の全生存を示すカプランマイヤー曲線（ログランク検定）（Ｐ＝０．１２
０）。図１２Ｆ、０日目から７日目の間にＣＡ　１９－９の降下≧中央値の減少であった
患者（上の線）およびＣＡ　１９－９の降下＜中央値の減少であった患者（下の線）の疾
患特異的生存を示すカプランマイヤー曲線（ログランク検定）（Ｐ＝０．１８０）。
【図１２－３】図１２Ａ～Ｆは、ＧＰＣ１＋ｃｒＥｘｏｓがＫＲＡＳ　Ｇ１２Ｄ　ｍＲＮ
Ａを特異的に有することを示す図である。図１２Ａ、縦断的コホートにおける患者の血液
採取を例示するための概略図。血液試料を、外科手術の前（ｐｒｅ－ｏｐ）、および手術
後として外科手術後７日目に得た。図１２Ｂ、ＢＰＤ（ｎ＝４）、ＰＣＰＬ（ｎ＝４）、
またはＰＤＡＣ（ｎ＝２９）を有する縦断的コホートの患者における、切除後のＧＰＣ１
＋ｃｒＥｘｏｓのＦＡＣＳ分析の代表的な散布図（対応のある両側スチューデントｔ検定
、＊＊ｐ＜０．０１、＊＊＊＊Ｐ＜０．０００１）。図１２Ｃ、切除後にＧＰＣ１＋ｃｒ
Ｅｘｏｓの降下≧中央値の減少であった患者（上の線）およびＧＰＣ１＋ｃｒＥｘｏｓの
降下＜中央値の減少であった患者（下の線）の全生存を示すカプランマイヤー曲線（ログ
ランク検定）（Ｐ＝０．０１６）。図１２Ｄ、切除後にＧＰＣ１＋ｃｒＥｘｏｓの降下≧
中央値の減少であった患者（上の線）およびＧＰＣ１＋ｃｒＥｘｏｓの降下＜中央値の減
少であった患者（下の線）の疾患特異的生存を示すカプランマイヤー曲線（ログランク検
定）（Ｐ＝０．００７）。図１２Ｅ、０日目から７日目の間にＣＡ　１９－９の降下≧中
央値の減少であった患者（上の線）およびＣＡ　１９－９の降下＜中央値の減少であった
患者（下の線）の全生存を示すカプランマイヤー曲線（ログランク検定）（Ｐ＝０．１２
０）。図１２Ｆ、０日目から７日目の間にＣＡ　１９－９の降下≧中央値の減少であった
患者（上の線）およびＣＡ　１９－９の降下＜中央値の減少であった患者（下の線）の疾
患特異的生存を示すカプランマイヤー曲線（ログランク検定）（Ｐ＝０．１８０）。
【図１３－１】図１３Ａ～Ｇは、ＧＰＣ１＋ｃｒＥｘｏｓにより、ＧＥＭＭにおける膵が
んが予測されることを示す図である。図１３Ａ、縦断的コホートにおけるＰｔｆ１ａｃｒ

ｅ／＋；ＬＳＬ－ＫｒａｓＧ１２Ｄ／＋；Ｔｇｆｂｒ２ｆｌｏｘ／ｆｌｏｘ（ＰＫＴ）マ
ウスおよび対照マウスからの血液採取を例示するための概略図。安楽死させる前に、４週
齢、５週齢、６週齢、７週齢、および８週齢の時点で血液試料を得た。図１３Ｂ、ＰＫＴ
マウス（Ｅ）および対照マウス（Ｃ）における、４週齢、５週齢、６週齢、７週齢、およ
び８週齢の時点で測定したＧＰＣ１＋ｃｒＥｘｏｓのＦＡＣＳ分析の代表的な散布図（分
散分析（ＡＮＯＶＡ）、＊＊＊＊Ｐ＜０．０００１）。図１３Ｃ、ＰＫＴマウスにおける
腫瘍体積とＧＰＣ１＋ｃｒＥｘｏｓの相関（ピアソン相関検定、相関係数ｒ＝０．６７、
Ｐ＝０．０００５）。図１３Ｄ、４週齢のＰＫＴマウス（ｎ＝７）と、対照（対照同腹仔
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（ｎ＝６）および急性膵炎を誘導したマウス（ｎ＝４；全部でｎ＝１０）における、ＧＰ
Ｃ１＋ｃｒＥｘｏｓ（灰色の線）、エキソソーム濃度（黒い線）、およびエキソソームサ
イズ（破線）についての受信者動作特性（ＲＯＣ）曲線分析。図１３Ｅ、横断的試験にお
けるＰＫＴマウスおよび対照マウスからの血液採取を例示するための概略図。安楽死させ
る前に、１６日齢または２０日齢の時点で血液試料を得た。図１３Ｆ、横断的試験のＰＫ
Ｔマウスおよび対照マウスにおけるＧＰＣ１＋エキソソームのＦＡＣＳ分析についての代
表的な散布図。マウスを１６日齢から２０日齢の間に屠殺した（対応のある両側スチュー
デントｔ検定、Ｐ＜０．０００１）。図１３Ｇ、ＰＫＴマウスおよび対照において、１６
日齢から２０日齢の間に診断されたＰａｎＩＮ病変の量についての代表的な散布図（左側
のパネル）。
【図１３－２】図１３Ａ～Ｇは、ＧＰＣ１＋ｃｒＥｘｏｓにより、ＧＥＭＭにおける膵が
んが予測されることを示す図である。図１３Ａ、縦断的コホートにおけるＰｔｆ１ａｃｒ

ｅ／＋；ＬＳＬ－ＫｒａｓＧ１２Ｄ／＋；Ｔｇｆｂｒ２ｆｌｏｘ／ｆｌｏｘ（ＰＫＴ）マ
ウスおよび対照マウスからの血液採取を例示するための概略図。安楽死させる前に、４週
齢、５週齢、６週齢、７週齢、および８週齢の時点で血液試料を得た。図１３Ｂ、ＰＫＴ
マウス（Ｅ）および対照マウス（Ｃ）における、４週齢、５週齢、６週齢、７週齢、およ
び８週齢の時点で測定したＧＰＣ１＋ｃｒＥｘｏｓのＦＡＣＳ分析の代表的な散布図（分
散分析（ＡＮＯＶＡ）、＊＊＊＊Ｐ＜０．０００１）。図１３Ｃ、ＰＫＴマウスにおける
腫瘍体積とＧＰＣ１＋ｃｒＥｘｏｓの相関（ピアソン相関検定、相関係数ｒ＝０．６７、
Ｐ＝０．０００５）。図１３Ｄ、４週齢のＰＫＴマウス（ｎ＝７）と、対照（対照同腹仔
（ｎ＝６）および急性膵炎を誘導したマウス（ｎ＝４；全部でｎ＝１０）における、ＧＰ
Ｃ１＋ｃｒＥｘｏｓ（灰色の線）、エキソソーム濃度（黒い線）、およびエキソソームサ
イズ（破線）についての受信者動作特性（ＲＯＣ）曲線分析。図１３Ｅ、横断的試験にお
けるＰＫＴマウスおよび対照マウスからの血液採取を例示するための概略図。安楽死させ
る前に、１６日齢または２０日齢の時点で血液試料を得た。図１３Ｆ、横断的試験のＰＫ
Ｔマウスおよび対照マウスにおけるＧＰＣ１＋エキソソームのＦＡＣＳ分析についての代
表的な散布図。マウスを１６日齢から２０日齢の間に屠殺した（対応のある両側スチュー
デントｔ検定、Ｐ＜０．０００１）。図１３Ｇ、ＰＫＴマウスおよび対照において、１６
日齢から２０日齢の間に診断されたＰａｎＩＮ病変の量についての代表的な散布図（左側
のパネル）。
【図１３－３】図１３Ａ～Ｇは、ＧＰＣ１＋ｃｒＥｘｏｓにより、ＧＥＭＭにおける膵が
んが予測されることを示す図である。図１３Ａ、縦断的コホートにおけるＰｔｆ１ａｃｒ

ｅ／＋；ＬＳＬ－ＫｒａｓＧ１２Ｄ／＋；Ｔｇｆｂｒ２ｆｌｏｘ／ｆｌｏｘ（ＰＫＴ）マ
ウスおよび対照マウスからの血液採取を例示するための概略図。安楽死させる前に、４週
齢、５週齢、６週齢、７週齢、および８週齢の時点で血液試料を得た。図１３Ｂ、ＰＫＴ
マウス（Ｅ）および対照マウス（Ｃ）における、４週齢、５週齢、６週齢、７週齢、およ
び８週齢の時点で測定したＧＰＣ１＋ｃｒＥｘｏｓのＦＡＣＳ分析の代表的な散布図（分
散分析（ＡＮＯＶＡ）、＊＊＊＊Ｐ＜０．０００１）。図１３Ｃ、ＰＫＴマウスにおける
腫瘍体積とＧＰＣ１＋ｃｒＥｘｏｓの相関（ピアソン相関検定、相関係数ｒ＝０．６７、
Ｐ＝０．０００５）。図１３Ｄ、４週齢のＰＫＴマウス（ｎ＝７）と、対照（対照同腹仔
（ｎ＝６）および急性膵炎を誘導したマウス（ｎ＝４；全部でｎ＝１０）における、ＧＰ
Ｃ１＋ｃｒＥｘｏｓ（灰色の線）、エキソソーム濃度（黒い線）、およびエキソソームサ
イズ（破線）についての受信者動作特性（ＲＯＣ）曲線分析。図１３Ｅ、横断的試験にお
けるＰＫＴマウスおよび対照マウスからの血液採取を例示するための概略図。安楽死させ
る前に、１６日齢または２０日齢の時点で血液試料を得た。図１３Ｆ、横断的試験のＰＫ
Ｔマウスおよび対照マウスにおけるＧＰＣ１＋エキソソームのＦＡＣＳ分析についての代
表的な散布図。マウスを１６日齢から２０日齢の間に屠殺した（対応のある両側スチュー
デントｔ検定、Ｐ＜０．０００１）。図１３Ｇ、ＰＫＴマウスおよび対照において、１６
日齢から２０日齢の間に診断されたＰａｎＩＮ病変の量についての代表的な散布図（左側
のパネル）。
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【図１３－４】図１３Ａ～Ｇは、ＧＰＣ１＋ｃｒＥｘｏｓにより、ＧＥＭＭにおける膵が
んが予測されることを示す図である。図１３Ａ、縦断的コホートにおけるＰｔｆ１ａｃｒ

ｅ／＋；ＬＳＬ－ＫｒａｓＧ１２Ｄ／＋；Ｔｇｆｂｒ２ｆｌｏｘ／ｆｌｏｘ（ＰＫＴ）マ
ウスおよび対照マウスからの血液採取を例示するための概略図。安楽死させる前に、４週
齢、５週齢、６週齢、７週齢、および８週齢の時点で血液試料を得た。図１３Ｂ、ＰＫＴ
マウス（Ｅ）および対照マウス（Ｃ）における、４週齢、５週齢、６週齢、７週齢、およ
び８週齢の時点で測定したＧＰＣ１＋ｃｒＥｘｏｓのＦＡＣＳ分析の代表的な散布図（分
散分析（ＡＮＯＶＡ）、＊＊＊＊Ｐ＜０．０００１）。図１３Ｃ、ＰＫＴマウスにおける
腫瘍体積とＧＰＣ１＋ｃｒＥｘｏｓの相関（ピアソン相関検定、相関係数ｒ＝０．６７、
Ｐ＝０．０００５）。図１３Ｄ、４週齢のＰＫＴマウス（ｎ＝７）と、対照（対照同腹仔
（ｎ＝６）および急性膵炎を誘導したマウス（ｎ＝４；全部でｎ＝１０）における、ＧＰ
Ｃ１＋ｃｒＥｘｏｓ（灰色の線）、エキソソーム濃度（黒い線）、およびエキソソームサ
イズ（破線）についての受信者動作特性（ＲＯＣ）曲線分析。図１３Ｅ、横断的試験にお
けるＰＫＴマウスおよび対照マウスからの血液採取を例示するための概略図。安楽死させ
る前に、１６日齢または２０日齢の時点で血液試料を得た。図１３Ｆ、横断的試験のＰＫ
Ｔマウスおよび対照マウスにおけるＧＰＣ１＋エキソソームのＦＡＣＳ分析についての代
表的な散布図。マウスを１６日齢から２０日齢の間に屠殺した（対応のある両側スチュー
デントｔ検定、Ｐ＜０．０００１）。図１３Ｇ、ＰＫＴマウスおよび対照において、１６
日齢から２０日齢の間に診断されたＰａｎＩＮ病変の量についての代表的な散布図（左側
のパネル）。
【図１４－１】図１４Ａ～Ｈは、エキソソームの単離を示す図である。図１４Ａ、Ｎａｎ
ｏＳｉｇｈｔ（登録商標）分析により、最頻サイズが１０５ナノメートル（ｎｍ）である
ＮＩＨ／３Ｔ３細胞、ＭＣＦ　１０Ａ細胞、ＨＤＦ細胞、ＭＤＡ－ＭＢ－２３１細胞およ
びＥ１０細胞のエキソソームサイズ分布および濃度が示される。図１４Ｂ、ＭＤＡ－ＭＢ
－２３１由来のエキソソームの透過型電子顕微鏡写真（ＴＥＭ）。右上の画像はデジタル
ズームした挿入図を示す。図１４Ｃ、ＣＤ９のＭＤＡ－ＭＢ－２３１由来のエキソソーム
の免疫金およびＴＥＭ。金粒子が黒色の点で示されている。右上の画像はデジタルズーム
した挿入図を示す。図１４Ｄ、Ｅ１０細胞、ＮＩＨ／３Ｔ３細胞、ＭＤＡ－ＭＢ－２３１
細胞、ＭＣＦ　１０Ａ細胞およびＨＤＦ細胞から抽出されたエキソソームタンパク質にお
けるフロチリン（ｆｌｏｔｉｌｌｉｎ）１およびＣＤ８１の免疫ブロット。図１４Ｅ、Ｈ
ＭＥＬ、ＨＤＦ、ＨＭＬＥ、ＭＣＦ７、ＭＤＡ－ＭＢ－２３１、Ｔ３Ｍ４、ＰＡＮＣ－１
、ＭＩＡ　ＰａＣａ２におけるＧＰＣ１　ｍＲＮＡのＲＴ－ｑＰＣＲ測定。結果は平均±
標準偏差として示されている（両側スチューデントｔ検定、Ｐ＜０．０５）。図１４Ｆ、
ＨＭＥＬ細胞株、ＨＤＦ細胞株、ＨＭＬＥ細胞株、ＭＣＦ７細胞株、ＭＤＡ－ＭＢ－２３
１細胞株、Ｔ３Ｍ４細胞株、ＰＡＮＣ－１細胞株およびＭＩＡ　ＰａＣａ２細胞株におけ
るＧＰＣ１の免疫ブロット（上のパネル）。β－アクチンをローディング対照として使用
した（下のパネル）。図１４Ｇ、非腫瘍形成性細胞株３種（ＨＤＦ、ＨＭＥＬ、ＨＭＬＥ
）および腫瘍形成性細胞株５種（ＭＣＦ７、ＭＤＡ－ＭＢ－２３１、Ｔ３Ｍ４、ＰＡＮＣ
－１、ＭＩＡ　ＰａＣａ２）に由来するエキソソームにおけるタンパク質の発現を示すた
めのＧＰＣ１の免疫ブロット（上のパネル）。ローディング対照としてフロチリン１の免
疫ブロット（下のパネル）。図１４Ｈ、ＭＤＡ－ＭＢ－２３１由来のエキソソームおよび
Ｔ３Ｍ４由来のエキソソームを供した異なる層のスクロース勾配でのフロチリン１の免疫
ブロット。
【図１４－２】図１４Ａ～Ｈは、エキソソームの単離を示す図である。図１４Ａ、Ｎａｎ
ｏＳｉｇｈｔ（登録商標）分析により、最頻サイズが１０５ナノメートル（ｎｍ）である
ＮＩＨ／３Ｔ３細胞、ＭＣＦ　１０Ａ細胞、ＨＤＦ細胞、ＭＤＡ－ＭＢ－２３１細胞およ
びＥ１０細胞のエキソソームサイズ分布および濃度が示される。図１４Ｂ、ＭＤＡ－ＭＢ
－２３１由来のエキソソームの透過型電子顕微鏡写真（ＴＥＭ）。右上の画像はデジタル
ズームした挿入図を示す。図１４Ｃ、ＣＤ９のＭＤＡ－ＭＢ－２３１由来のエキソソーム
の免疫金およびＴＥＭ。金粒子が黒色の点で示されている。右上の画像はデジタルズーム



(26) JP 2017-501694 A 2017.1.19

10

20

30

40

50

した挿入図を示す。図１４Ｄ、Ｅ１０細胞、ＮＩＨ／３Ｔ３細胞、ＭＤＡ－ＭＢ－２３１
細胞、ＭＣＦ　１０Ａ細胞およびＨＤＦ細胞から抽出されたエキソソームタンパク質にお
けるフロチリン（ｆｌｏｔｉｌｌｉｎ）１およびＣＤ８１の免疫ブロット。図１４Ｅ、Ｈ
ＭＥＬ、ＨＤＦ、ＨＭＬＥ、ＭＣＦ７、ＭＤＡ－ＭＢ－２３１、Ｔ３Ｍ４、ＰＡＮＣ－１
、ＭＩＡ　ＰａＣａ２におけるＧＰＣ１　ｍＲＮＡのＲＴ－ｑＰＣＲ測定。結果は平均±
標準偏差として示されている（両側スチューデントｔ検定、Ｐ＜０．０５）。図１４Ｆ、
ＨＭＥＬ細胞株、ＨＤＦ細胞株、ＨＭＬＥ細胞株、ＭＣＦ７細胞株、ＭＤＡ－ＭＢ－２３
１細胞株、Ｔ３Ｍ４細胞株、ＰＡＮＣ－１細胞株およびＭＩＡ　ＰａＣａ２細胞株におけ
るＧＰＣ１の免疫ブロット（上のパネル）。β－アクチンをローディング対照として使用
した（下のパネル）。図１４Ｇ、非腫瘍形成性細胞株３種（ＨＤＦ、ＨＭＥＬ、ＨＭＬＥ
）および腫瘍形成性細胞株５種（ＭＣＦ７、ＭＤＡ－ＭＢ－２３１、Ｔ３Ｍ４、ＰＡＮＣ
－１、ＭＩＡ　ＰａＣａ２）に由来するエキソソームにおけるタンパク質の発現を示すた
めのＧＰＣ１の免疫ブロット（上のパネル）。ローディング対照としてフロチリン１の免
疫ブロット（下のパネル）。図１４Ｈ、ＭＤＡ－ＭＢ－２３１由来のエキソソームおよび
Ｔ３Ｍ４由来のエキソソームを供した異なる層のスクロース勾配でのフロチリン１の免疫
ブロット。
【図１４－３】図１４Ａ～Ｈは、エキソソームの単離を示す図である。図１４Ａ、Ｎａｎ
ｏＳｉｇｈｔ（登録商標）分析により、最頻サイズが１０５ナノメートル（ｎｍ）である
ＮＩＨ／３Ｔ３細胞、ＭＣＦ　１０Ａ細胞、ＨＤＦ細胞、ＭＤＡ－ＭＢ－２３１細胞およ
びＥ１０細胞のエキソソームサイズ分布および濃度が示される。図１４Ｂ、ＭＤＡ－ＭＢ
－２３１由来のエキソソームの透過型電子顕微鏡写真（ＴＥＭ）。右上の画像はデジタル
ズームした挿入図を示す。図１４Ｃ、ＣＤ９のＭＤＡ－ＭＢ－２３１由来のエキソソーム
の免疫金およびＴＥＭ。金粒子が黒色の点で示されている。右上の画像はデジタルズーム
した挿入図を示す。図１４Ｄ、Ｅ１０細胞、ＮＩＨ／３Ｔ３細胞、ＭＤＡ－ＭＢ－２３１
細胞、ＭＣＦ　１０Ａ細胞およびＨＤＦ細胞から抽出されたエキソソームタンパク質にお
けるフロチリン（ｆｌｏｔｉｌｌｉｎ）１およびＣＤ８１の免疫ブロット。図１４Ｅ、Ｈ
ＭＥＬ、ＨＤＦ、ＨＭＬＥ、ＭＣＦ７、ＭＤＡ－ＭＢ－２３１、Ｔ３Ｍ４、ＰＡＮＣ－１
、ＭＩＡ　ＰａＣａ２におけるＧＰＣ１　ｍＲＮＡのＲＴ－ｑＰＣＲ測定。結果は平均±
標準偏差として示されている（両側スチューデントｔ検定、Ｐ＜０．０５）。図１４Ｆ、
ＨＭＥＬ細胞株、ＨＤＦ細胞株、ＨＭＬＥ細胞株、ＭＣＦ７細胞株、ＭＤＡ－ＭＢ－２３
１細胞株、Ｔ３Ｍ４細胞株、ＰＡＮＣ－１細胞株およびＭＩＡ　ＰａＣａ２細胞株におけ
るＧＰＣ１の免疫ブロット（上のパネル）。β－アクチンをローディング対照として使用
した（下のパネル）。図１４Ｇ、非腫瘍形成性細胞株３種（ＨＤＦ、ＨＭＥＬ、ＨＭＬＥ
）および腫瘍形成性細胞株５種（ＭＣＦ７、ＭＤＡ－ＭＢ－２３１、Ｔ３Ｍ４、ＰＡＮＣ
－１、ＭＩＡ　ＰａＣａ２）に由来するエキソソームにおけるタンパク質の発現を示すた
めのＧＰＣ１の免疫ブロット（上のパネル）。ローディング対照としてフロチリン１の免
疫ブロット（下のパネル）。図１４Ｈ、ＭＤＡ－ＭＢ－２３１由来のエキソソームおよび
Ｔ３Ｍ４由来のエキソソームを供した異なる層のスクロース勾配でのフロチリン１の免疫
ブロット。
【図１５－１】図１５Ａ～Ｃは、ヒト血清試料におけるＮａｎｏＳｉｇｈｔ（登録商標）
分析を示す図である。図１５Ａ、患者血清由来のエキソソームを供した異なる層のスクロ
ース勾配から抽出されたタンパク質のフロチリン１の免疫ブロット。図１５Ｂ、Ｎａｎｏ
Ｓｉｇｈｔ（登録商標）分析により、健康なドナー（ｎ＝１００）、乳がん患者（ｎ＝３
２）、およびＰＤＡＣを有する患者（ｎ＝１９０）に由来する循環エキソソームの濃度（
血清１ｍＬ当たりのエキソソームの数）が示される（分散分析（ＡＮＯＶＡ）、＊Ｐ＜０
．０５、＊＊＊＊Ｐ＜０．０００１）。図１５Ｃ、ＮａｎｏＳｉｇｈｔ（登録商標）分析
により、健康なドナー（ｎ＝１００）、乳がん患者（ｎ＝３２）、およびＰＤＡＣを有す
る患者（ｎ＝１９０）に由来する循環エキソソームのサイズが示される（分散分析（ＡＮ
ＯＶＡ）、＊＊＊ｐ＜０．００１）。
【図１５－２】図１５Ａ～Ｃは、ヒト血清試料におけるＮａｎｏＳｉｇｈｔ（登録商標）
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分析を示す図である。図１５Ａ、患者血清由来のエキソソームを供した異なる層のスクロ
ース勾配から抽出されたタンパク質のフロチリン１の免疫ブロット。図１５Ｂ、Ｎａｎｏ
Ｓｉｇｈｔ（登録商標）分析により、健康なドナー（ｎ＝１００）、乳がん患者（ｎ＝３
２）、およびＰＤＡＣを有する患者（ｎ＝１９０）に由来する循環エキソソームの濃度（
血清１ｍＬ当たりのエキソソームの数）が示される（分散分析（ＡＮＯＶＡ）、＊Ｐ＜０
．０５、＊＊＊＊Ｐ＜０．０００１）。図１５Ｃ、ＮａｎｏＳｉｇｈｔ（登録商標）分析
により、健康なドナー（ｎ＝１００）、乳がん患者（ｎ＝３２）、およびＰＤＡＣを有す
る患者（ｎ＝１９０）に由来する循環エキソソームのサイズが示される（分散分析（ＡＮ
ＯＶＡ）、＊＊＊ｐ＜０．００１）。
【図１６－１】図１６Ａ～Ｅは、腫瘍病期に特異的な分析を示す図である。図１６Ａ、上
皮内癌（ＣＩＳ）またはＩ期膵がんを有する患者（ｎ＝５）と、対照（健康なドナー（ｎ
＝１００）および良性膵疾患を有する患者（ｎ＝２６、全部でｎ＝１２６））におけるＧ
ＰＣ１＋ｃｒＥｘｏｓ（灰色の線）、ＣＡ　１９－９（灰色の破線）、エキソソーム濃度
（黒い線）、およびエキソソームサイズ（黒い破線）についての受信者動作特性（ＲＯＣ
）曲線分析。図１６Ｂ、ＩＩａ期膵がんを有する患者（ｎ＝１８）と、対照（健康なドナ
ー（ｎ＝１００）および良性膵疾患を有する患者（ｎ＝２６）、全部でｎ＝１２６）にお
けるＧＰＣ１＋ｃｒＥｘｏｓ（灰色の線）、ＣＡ　１９－９（灰色の破線）、エキソソー
ム濃度（黒い線）、およびエキソソームサイズ（黒い破線）についてのＲＯＣ曲線分析。
図１６Ｃ、ＩＩｂ期膵がんを有する患者（ｎ＝１１７）と、対照（健康なドナー（ｎ＝１
００）および良性膵疾患を有する患者（ｎ＝２６、全部でｎ＝１２６））における、ＧＰ
Ｃ１＋ｃｒＥｘｏｓ（灰色の線）、ＣＡ　１９－９（灰色の破線）、エキソソーム濃度（
黒い線）、およびエキソソームサイズ（黒い破線）についてのＲＯＣ曲線分析。図１６Ｄ
、ＩＩＩ期膵がんを有する患者（ｎ＝１１）と、対照（健康なドナー（ｎ＝１００）およ
び良性膵疾患を有する患者（ｎ＝２６、全部でｎ＝１２６））における、ＧＰＣ１＋ｃｒ
Ｅｘｏｓ（灰色の線）、ＣＡ　１９－９（灰色の破線）、エキソソーム濃度（黒い線）、
およびエキソソームサイズ（黒い破線）についてのＲＯＣ曲線分析。図１６Ｅ、ＩＶ期膵
がんを有する患者（ｎ＝４１）と、対照（健康なドナー（ｎ＝１００）および良性膵疾患
を有する患者（ｎ＝２６、全部でｎ＝１２６））における、ＧＰＣ１＋ｃｒＥｘｏｓ（灰
色の線）、ＣＡ　１９－９（灰色の破線）、エキソソーム濃度（黒い線）、およびエキソ
ソームサイズ（黒い破線）のＲＯＣ曲線分析（略語：曲線下面積（ＡＵＣ）、信頼区間（
ＣＩ）、ナノメートル（ｎｍ））。
【図１６－２】図１６Ａ～Ｅは、腫瘍病期に特異的な分析を示す図である。図１６Ａ、上
皮内癌（ＣＩＳ）またはＩ期膵がんを有する患者（ｎ＝５）と、対照（健康なドナー（ｎ
＝１００）および良性膵疾患を有する患者（ｎ＝２６、全部でｎ＝１２６））におけるＧ
ＰＣ１＋ｃｒＥｘｏｓ（灰色の線）、ＣＡ　１９－９（灰色の破線）、エキソソーム濃度
（黒い線）、およびエキソソームサイズ（黒い破線）についての受信者動作特性（ＲＯＣ
）曲線分析。図１６Ｂ、ＩＩａ期膵がんを有する患者（ｎ＝１８）と、対照（健康なドナ
ー（ｎ＝１００）および良性膵疾患を有する患者（ｎ＝２６）、全部でｎ＝１２６）にお
けるＧＰＣ１＋ｃｒＥｘｏｓ（灰色の線）、ＣＡ　１９－９（灰色の破線）、エキソソー
ム濃度（黒い線）、およびエキソソームサイズ（黒い破線）についてのＲＯＣ曲線分析。
図１６Ｃ、ＩＩｂ期膵がんを有する患者（ｎ＝１１７）と、対照（健康なドナー（ｎ＝１
００）および良性膵疾患を有する患者（ｎ＝２６、全部でｎ＝１２６））における、ＧＰ
Ｃ１＋ｃｒＥｘｏｓ（灰色の線）、ＣＡ　１９－９（灰色の破線）、エキソソーム濃度（
黒い線）、およびエキソソームサイズ（黒い破線）についてのＲＯＣ曲線分析。図１６Ｄ
、ＩＩＩ期膵がんを有する患者（ｎ＝１１）と、対照（健康なドナー（ｎ＝１００）およ
び良性膵疾患を有する患者（ｎ＝２６、全部でｎ＝１２６））における、ＧＰＣ１＋ｃｒ
Ｅｘｏｓ（灰色の線）、ＣＡ　１９－９（灰色の破線）、エキソソーム濃度（黒い線）、
およびエキソソームサイズ（黒い破線）についてのＲＯＣ曲線分析。図１６Ｅ、ＩＶ期膵
がんを有する患者（ｎ＝４１）と、対照（健康なドナー（ｎ＝１００）および良性膵疾患
を有する患者（ｎ＝２６、全部でｎ＝１２６））における、ＧＰＣ１＋ｃｒＥｘｏｓ（灰
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色の線）、ＣＡ　１９－９（灰色の破線）、エキソソーム濃度（黒い線）、およびエキソ
ソームサイズ（黒い破線）のＲＯＣ曲線分析（略語：曲線下面積（ＡＵＣ）、信頼区間（
ＣＩ）、ナノメートル（ｎｍ））。
【図１６－３】図１６Ａ～Ｅは、腫瘍病期に特異的な分析を示す図である。図１６Ａ、上
皮内癌（ＣＩＳ）またはＩ期膵がんを有する患者（ｎ＝５）と、対照（健康なドナー（ｎ
＝１００）および良性膵疾患を有する患者（ｎ＝２６、全部でｎ＝１２６））におけるＧ
ＰＣ１＋ｃｒＥｘｏｓ（灰色の線）、ＣＡ　１９－９（灰色の破線）、エキソソーム濃度
（黒い線）、およびエキソソームサイズ（黒い破線）についての受信者動作特性（ＲＯＣ
）曲線分析。図１６Ｂ、ＩＩａ期膵がんを有する患者（ｎ＝１８）と、対照（健康なドナ
ー（ｎ＝１００）および良性膵疾患を有する患者（ｎ＝２６）、全部でｎ＝１２６）にお
けるＧＰＣ１＋ｃｒＥｘｏｓ（灰色の線）、ＣＡ　１９－９（灰色の破線）、エキソソー
ム濃度（黒い線）、およびエキソソームサイズ（黒い破線）についてのＲＯＣ曲線分析。
図１６Ｃ、ＩＩｂ期膵がんを有する患者（ｎ＝１１７）と、対照（健康なドナー（ｎ＝１
００）および良性膵疾患を有する患者（ｎ＝２６、全部でｎ＝１２６））における、ＧＰ
Ｃ１＋ｃｒＥｘｏｓ（灰色の線）、ＣＡ　１９－９（灰色の破線）、エキソソーム濃度（
黒い線）、およびエキソソームサイズ（黒い破線）についてのＲＯＣ曲線分析。図１６Ｄ
、ＩＩＩ期膵がんを有する患者（ｎ＝１１）と、対照（健康なドナー（ｎ＝１００）およ
び良性膵疾患を有する患者（ｎ＝２６、全部でｎ＝１２６））における、ＧＰＣ１＋ｃｒ
Ｅｘｏｓ（灰色の線）、ＣＡ　１９－９（灰色の破線）、エキソソーム濃度（黒い線）、
およびエキソソームサイズ（黒い破線）についてのＲＯＣ曲線分析。図１６Ｅ、ＩＶ期膵
がんを有する患者（ｎ＝４１）と、対照（健康なドナー（ｎ＝１００）および良性膵疾患
を有する患者（ｎ＝２６、全部でｎ＝１２６））における、ＧＰＣ１＋ｃｒＥｘｏｓ（灰
色の線）、ＣＡ　１９－９（灰色の破線）、エキソソーム濃度（黒い線）、およびエキソ
ソームサイズ（黒い破線）のＲＯＣ曲線分析（略語：曲線下面積（ＡＵＣ）、信頼区間（
ＣＩ）、ナノメートル（ｎｍ））。
【図１７】図１７Ａ～Ｂは、縦断的ヒト試験。図１７Ａ、膵がんを有する患者におけるＧ
ＰＣ１＋ｃｒＥｘｏｓのＦＡＣＳ分析についての代表的な散布図（ＡＮＯＶＡ、＊Ｐ＜０
．０５）。図１７Ｂ、手術前日および手術後７日目の、良性膵疾患を有する縦断的コホー
トの患者（ＢＰＤ）（ｎ＝４）、膵がん前駆病変（ＰＣＰＬ）を有する縦断的コホートの
患者（ｎ＝４）、および膵管腺癌（ＰＤＡＣ）（ｎ＝２９）を有する縦断的コホートの患
者における、血清ＣＡ　１９－９（Ｕ／ｍＬ）のＥＬＩＳＡアッセイについての代表的な
散布図（対応のある両側スチューデントｔ検定、＊＊Ｐ＜０．０１）。
【図１８－１】図１８Ａ～Ｄは、ＰＤＡＣ　ＧＥＭＭ縦断的試験を示す図である。図１８
Ａ、ＰＫＴマウス（Ｅ）および対照マウス（Ｃ）における、４週齢、５週齢、６週齢、７
週齢、および８週齢の時点で測定したエキソソームサイズのＮａｎｏＳｉｇｈｔ（登録商
標）分析についての代表的な散布図（分散分析（ＡＮＯＶＡ）、＊Ｐ＜０．０５）。図１
８Ｂ、ＰＫＴマウス（Ｅ）および対照マウス（Ｃ）における、４週齢、５週齢、６週齢、
７週齢、および８週齢の時点で測定したエキソソーム濃度のＮａｎｏＳｉｇｈｔ（登録商
標）分析についての代表的な散布図（ＡＮＯＶＡ、＊Ｐ＜０．０５）．（略語：対照（Ｃ
）、実験的（Ｅ））。図１８Ｃ、個々のＰＫＴマウスにおける時間をわたっての、ＭＲＩ
によって測定された腫瘍体積および％ＧＰＣ１＋ｃｒＥｘｏｓを示すグラフ（破線を伴う
丸：腫瘍体積；実線を伴う四角：％ＧＰＣ１＋ｃｒＥｘｏｓ）。図１８Ｄ、対照マウス（
ｎ＝３）およびセルレイン（Ｃｅｒｕｌｉｎ）により誘導された急性膵炎を有するマウス
（ｎ＝４）におけるＧＰＣ１＋ｃｒＥｘｏｓのＦＡＣＳ分析についての代表的な散布図（
両側スチューデントｔ検定、ｎｓ＝Ｐ＞０．０５）。
【図１８－２】図１８Ａ～Ｄは、ＰＤＡＣ　ＧＥＭＭ縦断的試験を示す図である。図１８
Ａ、ＰＫＴマウス（Ｅ）および対照マウス（Ｃ）における、４週齢、５週齢、６週齢、７
週齢、および８週齢の時点で測定したエキソソームサイズのＮａｎｏＳｉｇｈｔ（登録商
標）分析についての代表的な散布図（分散分析（ＡＮＯＶＡ）、＊Ｐ＜０．０５）。図１
８Ｂ、ＰＫＴマウス（Ｅ）および対照マウス（Ｃ）における、４週齢、５週齢、６週齢、
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７週齢、および８週齢の時点で測定したエキソソーム濃度のＮａｎｏＳｉｇｈｔ（登録商
標）分析についての代表的な散布図（ＡＮＯＶＡ、＊Ｐ＜０．０５）．（略語：対照（Ｃ
）、実験的（Ｅ））。図１８Ｃ、個々のＰＫＴマウスにおける時間をわたっての、ＭＲＩ
によって測定された腫瘍体積および％ＧＰＣ１＋ｃｒＥｘｏｓを示すグラフ（破線を伴う
丸：腫瘍体積；実線を伴う四角：％ＧＰＣ１＋ｃｒＥｘｏｓ）。図１８Ｄ、対照マウス（
ｎ＝３）およびセルレイン（Ｃｅｒｕｌｉｎ）により誘導された急性膵炎を有するマウス
（ｎ＝４）におけるＧＰＣ１＋ｃｒＥｘｏｓのＦＡＣＳ分析についての代表的な散布図（
両側スチューデントｔ検定、ｎｓ＝Ｐ＞０．０５）。
【図１９】図１９、ＰＤＡＣ　ＧＥＭＭ横断的試験。ＦＡＣＳ選別によってＧＰＣ１＋集
団（＋；灰色）とＧＰＣ１－集団（－；黒色）に分けられたエキソソームにおけるＫＲＡ
Ｓ　Ｇ１２Ｄ、ＫＲＡＳ野生型および１８ｓ　ｍＲＮＡの発現についての代表的な散布図
。
【発明を実施するための形態】
【００４２】
　エキソソームは、多くの異なる細胞型によって放出される、エンドサトーシス起源の小
さな小胞（４０～１５０ｎｍ）である。腫瘍微小環境におけるエキソソームは、細胞間コ
ミュニケーションを容易にすることにおいて重要な役割を果たし得る。エキソソームは、
主にＲＮＡおよびタンパク質を含有することが報告されている。本明細書で教示する通り
、膵がん細胞由来のエキソソームおよび膵管腺癌を有する患者の血清由来のエキソソーム
は、ゲノムＤＮＡを含有する。
【００４３】
　本発明では、エキソソームは、二本鎖ゲノムＤＮＡの長い断片を含有することが見いだ
され、これは、循環ＤＮＡは高度に断片化されており、推定される長さはたった６０～１
００ｂｐであるという現在の見解と矛盾する（ＭｏｕｌｉｅｒｅおよびＴｈｉｅｒｒｙ、
２０１２年）。ＫＲＡＳおよびｐ５３の変異を、膵がん細胞株に由来するエキソソーム由
来のゲノムＤＮＡおよび膵がんを有する患者の血清に由来するエキソソーム由来のゲノム
ＤＮＡを使用して検出することができる。さらに、膵がんを有する患者由来の血清エキソ
ソームは、染色体全てにわたるゲノムＤＮＡを含有し、エキソソーム由来ＤＮＡは、それ
らの親のがん細胞または腫瘍と同一の変異を担持する。これらの結果は、ゲノムＤＮＡ変
異を決定して、がん患者の予後を予測し、個人向けの医学的手法による治療を改善するた
めに血清由来のエキソソームを使用することができ、それにより、治療を調整するために
特異的な変異の検出を使用することができることを示すものである。例として、ＫＲＡＳ
変異およびＥＧＦＲ増幅により、転移性結腸直腸がんの一部の場合に効率的であることが
証明されている薬物であるセツキシマブに対する耐性が予測される（Ｌｉｅｖｒｅら、２
００６年）。さらに、腫瘍にＫＲＡＳ変異を有するがん患者は、エルロチニブを使用した
ＥＧＦＲ標的化療法により悪化する。
【００４４】
　また、エキソソームは、ｍＲＮＡの転写およびタンパク質翻訳を行う能力を有すること
が見いだされた。エキソソームにｐ５３をコードするプラスミドをトランスフェクトした
ところ、エキソソームは、ｐ５３タンパク質を発現し、タンパク質をｐ５３欠損標的細胞
に送達することができ、それにより、ｐ２１発現が増加した。これらの結果は、治療用タ
ンパク質を疾患細胞において発現させ、かつ／または疾患細胞に送達するためにエキソソ
ームを使用することができることを示すものである。
【００４５】
　正常な細胞に由来するエキソソームおよびがん細胞に由来するエキソソームに対して超
高速液体クロマトグラフィー、続いて質量分析（ＵＰＬＣ－ＭＳ）を使用して、細胞表面
プロテオグリカンであるグリピカン－１が、がん細胞由来エキソソームの表面上に特異的
に濃縮されることが見いだされた。循環ＧＰＣ１＋エキソソーム（ＧＰＣ１＋ｃｒＥｘｏ
ｓ）をモニタリングし、フローサイトメトリー（ＦＡＣＳ）を使用してがん患者の血清お
よびがんを有するマウスの血清から単離した。ＧＰＣ１＋ｃｒＥｘｏｓは、膵がんを有す
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る患者の血清において絶対的な特異度および感度で検出され、これにより、健康な被験体
および良性膵疾患を有する患者と、初期膵がんおよび後期膵がんを有する患者とが区別さ
れる。腫瘍の外科的切除前後の患者からの血清の比較分析において、ＧＰＣ１＋ｃｒＥｘ
ｏｓのレベルは腫瘍量に対応した。膵臓特異的ＫＲＡＳＧ１２Ｄによって駆動される、自
然発生膵臓腫瘍を有する患者由来のＧＰＣ１＋ｃｒＥｘｏｓおよび遺伝子操作されたマウ
スモデル（ＧＥＭＭ）由来のＧＰＣ１＋ｃｒＥｘｏｓは、ＫＲＡＳＧ１２Ｄ変異を有する
ＲＮＡを特異的に含有した。ＧＰＣ１＋ｃｒＥｘｏｓは、ＭＲＩによるシグナルが陰性で
あるにもかかわらず初期ＰａｎＩＮ病変を検出するための信頼できるバイオマーカーとし
ての機能を果たした。ＧＰＣ１＋ｃｒＥｘｏｓは、循環中のがんエキソソームを特異的に
検出するために使用することができ、また、治癒的な外科療法の見込みを補助し得る、初
期の膵がんを検出するための非侵襲的な診断およびスクリーニングツールである。さらに
、グリピカン１陽性エキソソームの単離により、がん細胞由来のゲノムＤＮＡ、ＲＮＡ、
および／またはタンパク質を単離する手段がもたらされる。
【００４６】
　Ｉ．エキソソーム
　「微小胞」および「エキソソーム」という用語は、本明細書で使用される場合、直径（
または粒子が球状でない場合には最大寸法）が約１０ｎｍから約５０００ｎｍの間、より
一般には３０ｎｍから１０００ｎｍの間、最も典型的には約５０ｎｍから７５０ｎｍの間
の膜様粒子を指し、エキソソームの膜の少なくとも一部は、細胞から直接得られる。最も
一般的には、エキソソームのサイズ（平均直径）は、ドナー細胞のサイズの最大５％であ
る。したがって、特に意図されているエキソソームとして、細胞から発せられるものが挙
げられる。
【００４７】
　エキソソームは、例えば体液などの任意の適切な試料型から検出または単離することが
できる。本明細書で使用される場合、「試料」という用語は、本発明によって提供される
方法に適した任意の試料を指す。試料は、検出または単離に適したエキソソームを含む任
意の試料であってよい。試料の供給源としては、血液、骨髄、胸膜液、腹腔液（ｐｅｒｉ
ｔｏｎｅａｌ　ｆｌｕｉｄ）、脳脊髄液、尿、唾液、羊水、悪性腹水、気管支肺胞洗浄液
、滑液（ｓｙｎｏｖｉａｌ　ｆｌｕｉｄ）、母乳、汗、涙、滑液（ｊｏｉｎｔ　ｆｌｕｉ
ｄ）、および気管支洗浄液が挙げられる。一態様では、試料は、例えば、全血または任意
のその画分または成分を含めた血液試料である。本発明と共に使用するのに適した血液試
料は、例えば、静脈、動脈、末梢、組織、臍帯などの血液細胞またはその成分を含む公知
の任意の供給源から抽出することができる。例えば、試料は、周知の常套的な臨床的方法
（例えば、全血を抜き取り処理するための手順）を使用して入手し、処理することができ
る。一態様では、例示的な試料は、がんを有する被験体から抜き取られた末梢血であり得
る。
【００４８】
　エキソソームは、外科的試料、生検試料、組織、糞便、および培養細胞などの組織試料
から単離することもできる。エキソソームを組織供給源から単離する場合には、単一細胞
懸濁物を得るために組織を均質化し、その後に細胞を溶解してエキソソームを放出させる
ことが必要な場合がある。エキソソームを組織試料から単離する場合には、エキソソーム
の破壊をもたらさない均質化および溶解手順を選択することが重要である。本明細書にお
いて意図されているエキソソームは、生理的に許容される溶液、例えば、緩衝生理食塩水
、増殖培地、種々の水性培地などの中の体液から単離することが好ましい。
【００４９】
　エキソソームは、新しく採取した試料から単離することもでき、冷凍または冷蔵で保管
されている試料から単離することもできる。必要ではないが、体液試料を清澄化した後に
体積排除ポリマーを用いて沈殿させて試料に由来するあらゆる残屑を除去すると、より純
度の高いエキソソームを得ることができる。清澄化の方法としては、遠心分離、超遠心分
離、濾過、または限外濾過が挙げられる。最も典型的に、エキソソームは、当技術分野で
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周知の多数の方法によって単離することができる。１つの好ましい方法は、体液または細
胞培養上清からの分画遠心分離である。エキソソームを単離するための例示的な方法は、
（Ｌｏｓｃｈｅら、２００４年；ＭｅｓｒｉおよびＡｌｔｉｅｒｉ、１９９８年；Ｍｏｒ
ｅｌら、２００４年）に記載されている。あるいは、エキソソームは、（Ｃｏｍｂｅｓら
、１９９７年）に記載の通りフローサイトメトリーによって単離することもできる。
【００５０】
　エキソソームを単離するための許容されるプロトコールの１つとして、比較的低密度の
エキソソームを浮遊させるための、スクロース密度勾配またはスクロースクッション（ｓ
ｕｃｒｏｓｅ　ｃｕｓｈｉｏｎ）と組み合わせることも多い超遠心分離が挙げられる。逐
次的な分画遠心分離によるエキソソームの単離は、他の微小胞または高分子複合体とサイ
ズ分布が重複している可能性によって複雑になる。さらに遠心分離は、それらのサイズに
基づいて小胞を分離するための手段としては不十分となる可能性がある。しかし、逐次的
な遠心分離は、スクロース勾配超遠心分離と組み合わせれば、エキソソームの高濃縮を達
成することができる。
【００５１】
　別の選択肢は、超遠心分離経路に対する代替法を使用したサイズに基づくエキソソーム
の単離である。超遠心分離よりも時間がかからず、また、特別な設備を使用する必要がな
い限外濾過手順を使用したエキソソーム精製の成功が報告されている。同様に、流体を駆
動する陽圧を使用して１つのマイクロフィルターでの細胞、血小板、および細胞の残屑の
除去、ならびに第２のマイクロフィルターへの３０ｎｍよりも大きな小胞の捕捉を可能に
する市販のキットが利用可能である（ＥＸＯＭＩＲ（商標）、Ｂｉｏｏ　Ｓｃｉｅｎｔｉ
ｆｉｃ）。このプロセスに関しては、エキソソームは回収せず、それらのＲＮＡ内容物を
第２のマイクロフィルターに捕捉した材料から直接抽出し、次いでそのＲＮＡ内容物をＰ
ＣＲ分析に使用することができる。ＨＰＬＣに基づくプロトコールにより、高度に純粋な
エキソソームを得ることを潜在的に可能にすることができるが、これらのプロセスは専用
の設備を必要とし、スケールアップが難しい。重大な問題は、血液と細胞培養培地がどち
らも多数のナノ粒子（一部は非小胞）を同じサイズ範囲内にエキソソームとして含有する
ことである。例えば、一部のｍｉＲＮＡは、エキソソームではなく細胞外タンパク質複合
体内に含有され得るが、プロテアーゼ（例えば、プロテイナーゼＫ）を用いた処理を行っ
てあらゆる可能性のある「エキソソーム外」タンパク質による汚染を排除することができ
る。
【００５２】
　別の実施形態では、がん細胞由来エキソソームは、免疫特異性相互作用（例えば、免疫
磁気捕捉）を伴うものなどの、試料をエキソソームについて濃縮するために一般に使用さ
れる技法によって捕捉することができる。免疫磁気捕捉は、免疫磁気細胞分離としても公
知であり、一般には、特定の細胞型に見いだされるタンパク質に指向される抗体を小さな
常磁性ビーズに付着させることを伴う。抗体をコーティングしたビーズを血液などの試料
と混合すると、それらのビーズは特定の細胞に付着し、それを取り囲む。次いで、試料を
強力な磁場に置き、それにより、ビーズを一方の側面にペレット化させる。血液を除去し
た後、捕捉された細胞はビーズと共に保持される。この一般的な方法の多くの変形が当技
術分野で周知であり、エキソソームを単離するための使用に適する。一実施例では、エキ
ソソームを磁気ビーズ（例えば、アルデヒド／硫酸塩ビーズ）に付着させ、次いで、抗体
を混合物に添加して、ビーズに付着したエキソソームの表面上のエピトープを認識させる
ことができる。
【００５３】
　本明細書で使用される場合、分析は、エキソソームの直接または間接的な視覚化を可能
にし、ｉｎ　ｖｉｖｏにおけるものであってもｅｘ　ｖｉｖｏにおけるものであってもよ
い任意の方法を含む。例えば、分析としては、これだけに限定されないが、固体基質に結
合したエキソソームのｅｘ　ｖｉｖｏにおける顕微鏡または血球計算による検出および視
覚化、フローサイトメトリー、蛍光イメージングなどが挙げられる。例示的な態様では、
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グリピカン１に指向される抗体を使用してがん細胞由来エキソソームを検出し、その後、
固体基質に結合させ、顕微鏡または血球計算による検出を使用して視覚化する。
【００５４】
　ＩＩ．疾患の診断、予後判定、および治療
　本発明の方法を使用したがん細胞由来エキソソームの検出、単離、および特徴付けは、
がんの予後の評価において、および疾患の再発を導き得る治療失敗を早期検出するための
治療有効性のモニタリングにおいて有用である。さらに、本発明に従ったがん細胞由来エ
キソソーム分析により、治療過程が完了している前駆症状性患者における早期再発の検出
が可能になる。これは、がん細胞由来の存在が、ある期間にわたって腫瘍の進行および拡
散、療法に対する不十分な応答、疾患の再発、および／または生存の減少に伴う、かつ／
または相関する可能性があるので、可能である。したがって、がん細胞由来エキソソーム
の数え上げおよび特徴付けにより、患者を、療法に対する応答に基づいて最初のリスクお
よびその後のリスクを予測するベースライン特性について層別化する方法がもたらされる
。
【００５５】
　したがって、別の実施形態では、本発明は、被験体におけるがんの診断または予後判定
を行う方法を提供する。本発明に開示されている方法に従って単離されたがん細胞由来エ
キソソームを分析して、被験体におけるがんの診断または予後判定を行うことができる。
そのように、本発明の方法は、例えば、がん患者およびがんのリスクがある者を評価する
ために使用することができる。本明細書に記載されている診断または予後判定の方法のい
ずれにおいても、ゲノムの変異もしくはがん特異的エキソソーム表面マーカーなどのがん
の１つもしくは複数の指標、または任意の他の障害の１つもしくは複数の指標の、存在ま
たは非存在のいずれかを、診断または予後判定を行うために使用することができる。
【００５６】
　一態様では、本明細書に記載の通り血液試料を患者から抜き取り、がん細胞由来エキソ
ソームを検出し、かつ／または単離する。例えば、エキソソームをグリピカン１に結合す
る１つまたは複数の抗体で標識することができ、抗体には蛍光標識が共有結合していてよ
い。次いで、分析を実施して、試料中のがん細胞由来エキソソームの数および特徴付けを
決定することができ、この測定から、最初の血液試料中に存在するがん細胞由来エキソソ
ームの数を決定することができる。がん細胞由来エキソソームの数は、エキソソームを視
覚的に定量化し、特徴付けるための血球計算または顕微鏡による技法によって決定するこ
とができる。がん細胞由来エキソソームは、当技術分野で公知の他の方法（例えば、ＥＬ
ＩＳＡ）によって検出し、定量化することができる。
【００５７】
　種々の態様では、被験体のがん細胞由来エキソソームの数および特徴付けの分析は、被
験体の進行および病態を評価するために特定の時間経過にわたって、種々の間隔で行う。
例えば、分析は、がん細胞由来エキソソームのレベルおよび特徴付けを時間に応じて追跡
するために、１日、２日、３日、１週間、２週間、１カ月、２カ月、３カ月、６カ月、ま
たは１年などの定期的な間隔で実施することができる。現存するがん患者の場合では、こ
れにより、疾患の進行の有用な指示がもたらされ、医療実施者ががん細胞由来エキソソー
ムの増加、減少、または変化がないことに基づいて適切な治療上の選択を行う助けとなる
。がん細胞由来エキソソームの時間をわたっての２倍、５倍、１０倍またはそれ超の任意
の増加により、患者の予後が低下し、これは、患者が療法を変化させるべきであるという
早期指標である。同様に、２倍、５倍、１０倍またはそれ超の任意の増加により、患者が
、予後および療法に対する応答をさらに評価するためにイメージングなどのさらなる検査
を受けるべきであることが示される。がん細胞由来エキソソームにおける時間をわたって
の２倍、５倍、１０倍またはそれ超である任意の減少により、疾患の安定化および患者の
療法に対する応答が示され、これは、療法を変化させないことの指標である。がんのリス
クがある者については、検出されるがん細胞由来エキソソームの数が突発的に増加するこ
とにより、患者に腫瘍が発生しているという早期警告がもたらされ得、したがって、これ
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により、早期診断がもたらされる。一実施形態では、がん細胞由来エキソソームの検出は
、がんの病期分類と共に増加する。
【００５８】
　本明細書において提供される方法のいずれにおいても、追加的な臨床的評価をもたらす
ために、追加的な分析も実施してがん細胞由来エキソソームを特徴付けることができる。
例えば、画像解析およびバルク数測定に加えて、特定のがんマーカーに特異的なプライマ
ーを用いた多重化などのＰＣＲ技法を使用して、がん細胞由来エキソソームが由来する腫
瘍の型、転移の状態、および悪性疾患の程度などの情報を得ることができる。さらに、患
者のがんの特徴付けに関する追加的な情報を評価する手段として、ＤＮＡまたはＲＮＡ分
析、プロテオーム解析、またはメタボローム解析を実施することができる。
【００５９】
　例えば、追加的な分析により、特定の治療レジメンに対する被験体の応答性の決定を行
うため、またはがんの治療における候補薬剤の効果を決定するために十分なデータがもた
らされる。したがって、本発明は、本明細書に記載の通り被験体のがん細胞由来エキソソ
ームを検出／単離し、前記がん細胞由来エキソソームを分析することによって特定の治療
レジメンに対する被験体の応答性またはがんの治療における候補薬剤の効果を決定する方
法を提供する。例えば、薬物治療を患者に施したら、本発明の方法を使用して薬物治療の
有効性を決定することが可能である。例えば、薬物治療前に患者から取得した試料、なら
びに薬物治療と同時にまたはその後に患者から取得した１つまたは複数の試料を、本発明
の方法を使用して処理することができる。処理した試料それぞれの分析結果を比較するこ
とにより、薬物治療の有効性または薬剤に対する患者の応答性を決定することができる。
このように、失敗した化合物の早期同定を行うこともでき、有望な化合物の早期検証を行
うこともできる。
【００６０】
　本発明のある特定の態様は、エキソソームから単離したゲノムＤＮＡに見いだされる遺
伝子変異の存在に基づいて疾患または障害を予防または治療するために使用することがで
きる。本発明の他の態様は、組換えタンパク質を発現するエキソソームを用いたまたはエ
キソソームから単離された組換えタンパク質を用いた患者の治療を提供する。本発明の他
の態様は、患者試料中のがん細胞由来エキソソームの存在に基づいた疾患の診断を提供す
る。
【００６１】
　「被験体」という用語は、本明細書で使用される場合、本主題の方法が実行される任意
の個体または患者を指す。一般に、被験体はヒトであるが、当業者には理解される通り、
被験体は動物であってよい。したがって、げっ歯類（マウス、ラット、ハムスター、およ
びモルモットを含む）、ネコ、イヌ、ウサギ、農場動物（ウシ、ウマ、ヤギ、ヒツジ、ブ
タなどを含む）、および霊長類（サル、チンパンジー、オランウータン、およびゴリラを
含む）などの哺乳動物を含めた他の動物が被験体の定義の範囲内に含まれる。
【００６２】
　「治療」および「治療すること」とは、疾患または健康に関連する状態に関する治療的
利益を得るために治療剤を被験体に投与もしくは適用することまたは手順もしくはモダリ
ティを被験体に対して実施することを指す。例えば、治療は、化学療法、免疫療法、もし
くは照射療法を施すこと、外科手術を実施すること、またはそれらの任意の組合せを含み
得る。
【００６３】
　「治療的利益」または「治療的に有効」という用語は、本出願全体を通して使用される
場合、この状態の医学的治療に関して、被験体の健康（ｗｅｌｌ－ｂｅｉｎｇ）を促進ま
たは増強する任意のものを指す。これは、これだけに限定されないが、疾患の徴候または
症状の頻度または重症度の低下を含む。例えば、がんの治療は、例えば、腫瘍の侵襲性の
低下、がんの成長速度の低下、または転移の予防を伴い得る。がんの治療とは、がんを有
する被験体の生存の延長を指す場合もある。
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【００６４】
　「がん」という用語は、本明細書で使用される場合、固形腫瘍、転移性がん、または非
転移性のがんを記載するために使用することができる。ある特定の実施形態では、がんは
、膀胱、血液、骨、骨髄、脳、乳房、結腸、食道、十二指腸、小腸、大腸、結腸、直腸、
肛門、歯肉、頭部、腎臓、肝臓、肺、鼻咽頭、頸部、卵巣、膵臓、前立腺、皮膚、胃、精
巣、舌、または子宮において生じるものであり得る。
【００６５】
　がんは、具体的には以下の組織型のものであり得るが、これらに限定されない：新生物
、悪性；癌腫；癌腫、未分化；巨細胞および紡錘体細胞癌；小細胞癌；乳頭状癌；扁平上
皮癌；リンパ上皮癌；基底細胞癌；石灰化上皮腫（ｐｉｌｏｍａｔｒｉｘ　ｃａｒｃｉｎ
ｏｍａ）；移行上皮癌；乳頭状移行上皮癌；腺癌；ガストリノーマ、悪性；胆管癌；肝細
胞癌；混合型肝細胞癌および胆管癌；柱状腺癌（ｔｒａｂｅｃｕｌａｒ　ａｄｅｎｏｃａ
ｒｃｉｎｏｍａ）；腺様嚢胞癌；腺腫様ポリープ内腺癌；腺癌、大腸家族性ポリポーシス
；固形癌；カルチノイド腫瘍、悪性；細気管支肺胞腺癌（ｂｒａｎｃｈｉｏｌｏ－ａｌｖ
ｅｏｌａｒ　ａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ）；乳頭状腺癌；嫌色素性癌；好酸性癌；好
酸性腺癌；好塩基性癌；明細胞腺癌；顆粒細胞癌；濾胞性腺癌；乳頭状濾胞性腺癌；非被
包性硬化性癌；副腎皮質癌；類内膜癌（ｅｎｄｏｍｅｔｒｏｉｄ　ｃａｒｃｉｎｏｍａ）
；皮膚付属器癌；アポクリン腺癌；皮脂腺癌；耳道腺癌（ｃｅｒｕｍｉｎｏｕｓ　ａｄｅ
ｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ）；粘液性類表皮癌；嚢胞腺癌；乳頭状嚢胞腺癌；乳頭状漿液性
嚢胞腺癌；粘液性嚢胞腺癌；粘液性腺癌；印環細胞癌；浸潤性腺管癌；髄様癌；小葉癌；
炎症性癌；パジェット病、乳房；腺房細胞癌；腺扁平上皮癌；腺癌ｗ／扁平上皮化生；胸
腺腫、悪性；卵巣間質腫、悪性；莢膜細胞腫、悪性；顆粒膜細胞腫、悪性；アンドロブラ
ストーマ、悪性；セルトリ細胞癌；ライディッヒ細胞腫、悪性；脂質細胞腫、悪性；傍神
経節腫、悪性；乳房外傍神経節腫、悪性；褐色細胞腫；グロムス血管肉腫（ｇｌｏｍａｎ
ｇｉｏｓａｒｃｏｍａ）；悪性黒色腫；メラニン欠乏性黒色腫；表在拡大型黒色腫；巨大
色素性母斑における悪性黒色腫；類上皮細胞黒色腫；青色母斑、悪性；肉腫；線維肉腫；
線維性組織球腫、悪性；粘液肉腫；脂肪肉腫；平滑筋肉腫；横紋筋肉腫；胎児性横紋筋肉
腫；胞巣状横紋筋肉腫；間質肉腫；混合腫瘍、悪性；ミュラー管混合腫瘍；腎芽細胞腫；
肝芽腫；癌肉腫；間葉腫、悪性；ブレンナー腫瘍、悪性；葉状腫瘍、悪性；滑膜肉腫；中
皮腫、悪性；未分化胚細胞腫；胎生期癌；奇形腫、悪性；卵巣甲状腺腫、悪性；絨毛癌；
中腎腫、悪性；血管肉腫；血管内皮腫、悪性；カポジ肉腫；血管外皮細胞腫、悪性；リン
パ管肉腫；骨肉腫；傍骨性骨肉腫；軟骨肉腫；軟骨芽細胞腫、悪性；間葉性軟骨肉腫；骨
の巨細胞腫；ユーイング肉腫；歯原性腫瘍、悪性；エナメル芽細胞歯牙肉腫（ａｍｅｌｏ
ｂｌａｓｔｉｃ　ｏｄｏｎｔｏｓａｒｃｏｍａ）；エナメル上皮腫、悪性；エナメル上皮
線維肉腫；松果体腫、悪性；脊索腫；神経膠腫、悪性；上衣腫；星状細胞腫；原形質性星
状細胞腫；線維性星状細胞腫；星状芽細胞腫；神経膠芽腫；乏突起神経膠腫；乏突起膠芽
細胞腫；原始神経外胚葉性；小脳肉腫；神経節芽細胞腫；神経芽細胞腫；網膜芽細胞腫；
嗅神経原性腫瘍；髄膜腫、悪性；神経線維肉腫；神経鞘腫、悪性；顆粒細胞腫、悪性；悪
性リンパ腫；ホジキン病；ホジキン；側肉芽腫（ｐａｒａｇｒａｎｕｌｏｍａ）；悪性リ
ンパ腫、小リンパ球性；悪性リンパ腫、大細胞、びまん性；悪性リンパ腫、濾胞性；菌状
息肉腫；特定された他の非ホジキンリンパ腫；悪性組織球増殖症；多発性骨髄腫；肥満細
胞肉腫；免疫増殖性小腸疾患；白血病；リンパ性白血病；形質細胞性白血病；赤白血病；
リンパ肉腫細胞性白血病（ｌｙｍｐｈｏｓａｒｃｏｍａ　ｃｅｌｌ　ｌｅｕｋｅｍｉａ）
；骨髄性白血病；好塩基球性白血病；好酸球性白血病；単球性白血病；肥満細胞性白血病
；巨核芽球性白血病（ｍｅｇａｋａｒｙｏｂｌａｓｔｉｃ　ｌｅｕｋｅｍｉａ）；骨髄性
肉腫；およびヘアリー細胞白血病。
【００６６】
　「接触される」および「曝露される」という用語は、細胞に適用される場合、本明細書
では、治療剤を標的細胞に送達するまたは標的細胞の直接近位に置くプロセスを記載する
ために使用される。細胞死滅を達成するために、例えば、１つまたは複数の薬剤を、細胞
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を死滅させるまたは細胞が分裂するのを防ぐために有効な量で細胞に送達する。
【００６７】
　治療に対する患者の有効な応答または患者の「応答性」とは、疾患または障害のリスク
があるまたはそれに罹患している患者にもたらされる臨床的または治療的利益を指す。そ
のような利益としては、細胞応答または生物学的応答、完全奏効、部分奏効、安定病態（
進行も再発もない）、または後の再発を伴う応答を挙げることができる。例えば、有効な
応答は、がんと診断された患者における腫瘍サイズの縮小または無増悪生存であり得る。
【００６８】
　本明細書に記載の方法により、治療転帰を予測およびモニタリングし、かつ／またはそ
のような治療の利益を得る患者を同定または選択することができる。
【００６９】
　腫瘍性状態の治療に関しては、腫瘍性状態の病期に応じて、腫瘍性状態の治療は、以下
の療法のうちの１つまたはそれらの組合せを伴う：腫瘍性組織を除去するための外科手術
、放射線療法、および化学療法。他の治療レジメンを、抗がん剤、例えば、治療用組成物
および化学療法剤の投与と組み合わせることができる。例えば、そのような抗がん剤を用
いて治療される患者は、放射線療法も受けることができ、かつ／または外科手術も受ける
ことができる。
【００７０】
　疾患の治療に関して、治療用組成物の適切な投与量は、上で定義した治療される疾患の
型、重症度および疾患の経過、患者の臨床的な病歴および薬剤に対する応答、および主治
医の裁量に左右される。薬剤は、一度にまたは一連の治療にわたって患者に適切に投与さ
れる。
【００７１】
　治療的なおよび予防的な方法および組成物は、所望の効果を達成するために有効な組み
合わせた量でもたらすことができる。組織、腫瘍、もしくは細胞は、１つもしくは複数の
薬剤を含む１つもしくは複数の組成物もしくは薬理学的製剤（複数可）と接触させること
ができる、または組織、腫瘍、および／もしくは細胞を２つもしくはそれ超の別個の組成
物もしくは製剤と接触させる。また、そのような併用療法を化学療法、照射療法、外科療
法、または免疫療法と併せて使用することができることが意図されている。
【００７２】
　組み合わせでの投与としては、２つまたはそれ超の薬剤を同じ剤形で同時に投与するこ
と、別々の剤形で同時に投与すること、および別々に投与することが挙げられる。すなわ
ち、対象とする治療用組成物および別の治療剤を共に同じ剤形に製剤化し、同時に投与す
ることができる。あるいは、対象とする治療用組成物および別の治療剤を同時に投与する
ことができ、この場合、両剤は別々の製剤中に存在する。別の代替法では、治療剤が投与
され、直後に他の治療剤が投与され得るか、または逆もまた同じである。別々の投与プロ
トコールでは、対象とする治療用組成物および別の治療剤は、数分離して、または数時間
離して、または数日離して投与することができる。
【００７３】
　第１の抗がん治療（例えば、組換えタンパク質を発現するエキソソームまたはエキソソ
ームから単離された組換えタンパク質を有するエキソソーム）は、第２の抗がん治療より
も前に、その間に、その後に、または種々の組合せで投与することができる。投与は、同
時～数分～数日～数週間にわたる間隔であってよい。第１の治療を第２の治療と別々に患
者にもたらす実施形態では、一般に、各送達の時間の間に著しい期間が過ぎず、したがっ
て、２つの化合物がなお有利に組み合わさった効果を患者に対して発揮できることを確実
にする。そのような例では、患者に第１の療法と第２の療法を互いと約１２時間～２４時
間または７２時間以内に、より詳細には、互いと約６～１２時間以内にもたらすことが意
図されている。いくつかの状況では、それぞれの投与の間に数日（２日、３日、４日、５
日、６日、または７日）～数週間（１週間、２週間、３週間、４週間、５週間、６週間、
７週間、または８週間）が経過する場合に治療の期間を相当に延長することが望ましい。
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【００７４】
　ある特定の実施形態では、治療の過程は、１～９０日間またはそれ超（この範囲は間に
ある日を含む）続く。１つの薬剤を１日目～９０日目（この範囲は間にある日を含む）の
いずれかまたはそれらの任意の組合せの日にもたらすことができ、別の薬剤を１日目～９
０日目（この範囲は間にある日を含む）のいずれかまたはそれらの任意の組合せの日にも
たらすことが意図されている。１日の中で（２４時間の期間）、患者に薬剤（複数可）を
１回または多数回投与することができる。さらに、治療の過程後に、抗がん治療を投与し
ない期間があることが意図されている。この期間は、例えば患者の予後、耐久力、健康な
どの患者の状態に応じて１～７日、および／または１～５週間、および／または１～１２
カ月またはそれ超（この範囲は間にある日を含む）であり得る。治療サイクルを必要に応
じて繰り返すことが予想される。
【００７５】
　種々の組合せを使用することができる。以下の例に関しては第１の抗がん療法が「Ａ」
であり、第２の抗がん療法が「Ｂ」である：
【００７６】
【化１】

　本発明の任意の化合物または療法の患者への投与は、そのような化合物を投与するため
の一般的なプロトコールに従い、もしあれば、薬剤の毒性を考慮に入れる。したがって、
一部の実施形態では、併用療法に起因する毒性をモニタリングするステップが存在する。
【００７７】
　１．化学療法
　多種多様な化学療法剤を本発明に従って使用することができる。「化学療法」という用
語は、がんを治療するための薬物の使用を指す。「化学療法剤」とは、がんの治療におい
て投与される化合物または組成物を示すために使用される。これらの薬剤または薬物は、
細胞内でのそれらの活性の様式、例えば、それらが細胞周期に影響を及ぼすかどうか、お
よびどの段階に影響を及ぼすかによってカテゴリー化される。あるいは、薬剤は、ＤＮＡ
と直接架橋結合する能力、ＤＮＡにインターカレートする能力、または核酸合成に影響を
及ぼすことによって染色体異常および有糸分裂異常を誘導する能力に基づいて特徴付ける
ことができる。
【００７８】
　化学療法剤の例としては、アルキル化剤、例えば、チオテパおよびシクロホスファミド
（ｃｙｃｌｏｓｐｈｏｓｐｈａｍｉｄｅ）など；スルホン酸アルキル、例えば、ブスルフ
ァン、インプロスルファン、およびピポスルファンなど；アジリジン、例えば、ベンゾド
パ（ｂｅｎｚｏｄｏｐａ）、カルボコン、メツレドパ（ｍｅｔｕｒｅｄｏｐａ）、および
ウレドパ（ｕｒｅｄｏｐａ）など；アルトレタミン、トリエチレンメラミン、トリエチレ
ンホスホラミド（ｔｒｉｅｔｙｌｅｎｅｐｈｏｓｐｈｏｒａｍｉｄｅ）、トリエチレンチ
オホスホラミド（ｔｒｉｅｔｈｉｙｌｅｎｅｔｈｉｏｐｈｏｓｐｈｏｒａｍｉｄｅ）、お
よびトリメチルオロメラミン（ｔｒｉｍｅｔｈｙｌｏｌｏｍｅｌａｍｉｎｅ）を含めたエ
チレンイミンおよびメチルアメラミン（ｍｅｔｈｙｌａｍｅｌａｍｉｎｅ）；アセトゲニ
ン（特に、ブラタシンおよびブラタシノン）；カンプトテシン（合成類似体トポテカンを
含む）；ブリオスタチン；カリスタチン（ｃａｌｌｙｓｔａｔｉｎ）；ＣＣ－１０６５（
そのアドゼレシン合成類似体、カルゼレシン合成類似体およびビゼレシン合成類似体を含
む）；クリプトフィシン（特に、クリプトフィシン１およびクリプトフィシン８）；ドラ
スタチン；デュオカルマイシン（合成類似体、ＫＷ－２１８９およびＣＢ１－ＴＭ１を含
む）；エリュテロビン；パンクラチスタチン（ｐａｎｃｒａｔｉｓｔａｔｉｎ）；サルコ
ジクチイン（ｓａｒｃｏｄｉｃｔｙｉｎ）；スポンギスタチン（ｓｐｏｎｇｉｓｔａｔｉ
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ｎ）；ナイトロジェンマスタード、例えば、クロラムブシル、クロルナファジン（ｃｈｌ
ｏｒｎａｐｈａｚｉｎｅ）、クロロホスファミド（ｃｈｏｌｏｐｈｏｓｐｈａｍｉｄｅ）
、エストラムスチン、イホスファミド、メクロレタミン、メクロレタミンオキシド塩酸塩
（ｍｅｃｈｌｏｒｅｔｈａｍｉｎｅ　ｏｘｉｄｅ　ｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ）、メル
ファラン、ノベムビシン（ｎｏｖｅｍｂｉｃｈｉｎ）、フェネステリン（ｐｈｅｎｅｓｔ
ｅｒｉｎｅ）、プレドニムスチン、トロホスファミド、およびウラシルマスタードなど；
ニトロソ尿素（ｎｉｔｒｏｓｕｒｅａ）、例えば、カルムスチン、クロロゾトシン、フォ
テムスチン、ロムスチン、ニムスチン、およびラニムスチン（ｒａｎｉｍｎｕｓｔｉｎｅ
）など；抗生物質、例えば、エンジイン抗生物質（例えば、カリチアマイシン、特に、カ
リチアマイシンガンマＩＩおよびカリチアマイシンオメガＩＩ）など；ジネミシン（ｄｙ
ｎｅｍｉｃｉｎ）Ａを含めたジネミシン；ビスホスホネート、例えば、クロドロネートな
ど；エスペラミシン；ならびにネオカルジノスタチン発色団および関連する色素タンパク
質エンジイン抗菌性発色団、アクラシノマイシン、アクチノマイシン、オースラルナイシ
ン（ａｕｔｈｒａｒｎｙｃｉｎ）、アザセリン、ブレオマイシン、カクチノマイシン、カ
ルビシン（ｃａｒａｂｉｃｉｎ）、カルミノマイシン、カルジノフィリン、クロモマイシ
ン（ｃｈｒｏｍｏｍｙｃｉｎｉｓ）、ダクチノマイシン、ダウノルビシン、デトルビシン
、６－ジアゾ－５－オキソ－Ｌ－ノルロイシン、ドキソルビシン（モルホリノ－ドキソル
ビシン、シアノモルホリノ－ドキソルビシン、２－ピロリノ－ドキソルビシンおよびデオ
キシドキソルビシンを含む）、エピルビシン、エソルビシン（ｅｓｏｒｕｂｉｃｉｎ）、
イダルビシン、マルセロマイシン、マイトマイシン、例えば、マイトマイシンＣ、ミコフ
ェノール酸、ノガラマイシン（ｎｏｇａｌａｒｎｙｃｉｎ）、オリボマイシン、ペプロマ
イシン、ポトフィロマイシン（ｐｏｔｆｉｒｏｍｙｃｉｎ）、ピューロマイシン、クエラ
マイシン（ｑｕｅｌａｍｙｃｉｎ）、ロドルビシン（ｒｏｄｏｒｕｂｉｃｉｎ）、ストレ
プトニグリン、ストレプトゾシン、ツベルシジン、ウベニメクス、ジノスタチン、および
ゾルビシンなど；代謝拮抗薬、例えば、メトトレキサートおよび５－フルオロウラシル（
５－ＦＵ）など；葉酸類似体、例えば、デノプテリン、プテロプテリン、およびトリメト
レキサートなど；プリン類似体、例えば、フルダラビン、６－メルカプトプリン、チアミ
プリン（ｔｈｉａｍｉｐｒｉｎｅ）、およびチオグアニンなど；ピリミジン類似体、例え
ば、アンシタビン、アザシチジン、６－アザウリジン、カルモフール、シタラビン、ジデ
オキシウリジン、ドキシフルリジン、エノシタビン、およびフロクスウリジンなど；アン
ドロゲン、例えば、カルステロン、プロピオン酸ドロモスタノロン、エピチオスタノール
、メピチオスタン、およびテストラクトンなど；抗副腎剤（ａｎｔｉ－ａｄｒｅｎａｌ）
、例えば、ミトタンおよびトリロスタンなど；葉酸補充剤、例えば、フォリン酸（ｆｒｏ
ｌｉｎｉｃ　ａｃｉｄ）など；アセグラトン；アルドホスファミド配糖体；アミノレブリ
ン酸；エニルウラシル；アムサクリン；ベストラブシル（ｂｅｓｔｒａｂｕｃｉｌ）；ビ
サントレン（ｂｉｓａｎｔｒｅｎｅ）；エダトラキセート（ｅｄａｔｒａｘａｔｅ）；デ
フォファミン（ｄｅｆｏｆａｍｉｎｅ）；デメコルチン；ジアジクオン（ｄｉａｚｉｑｕ
ｏｎｅ）；エルフロルニチン（ｅｌｆｏｒｍｉｔｈｉｎｅ）；エリプチニウム酢酸塩（ｅ
ｌｌｉｐｔｉｎｉｕｍ　ａｃｅｔａｔｅ）；エポチロン；エトグルシド；硝酸ガリウム；
ヒドロキシウレア；レンチナン；ロニダイニン（ｌｏｎｉｄａｉｎｉｎｅ）；メイタンシ
ノイド、例えば、マイタンシンおよびアンサマイトシン（ａｎｓａｍｉｔｏｃｉｎ）；ミ
トグアゾン；ミトキサントロン；モピダモール（ｍｏｐｉｄａｎｍｏｌ）など；ニトラク
リン（ｎｉｔｒａｅｒｉｎｅ）；ペントスタチン；フェナメット（ｐｈｅｎａｍｅｔ）；
ピラルビシン；ロソキサントロン（ｌｏｓｏｘａｎｔｒｏｎｅ）；ポドフィリン酸；２－
エチルヒドラジド；プロカルバジン；ＰＳＫ多糖複合体；ラゾキサン；リゾキシン（ｒｈ
ｉｚｏｘｉｎ）；シゾフィラン；スピロゲルマニウム；テヌアゾン酸；トリアジクオン；
２，２’，２’’－トリクロロトリエチルアミン；トリコテセン（特に、Ｔ－２毒素、ベ
ラクリン（ｖｅｒｒａｃｕｒｉｎ）Ａ、ロリジン（ｒｏｒｉｄｉｎ）Ａおよびアングイジ
ン（ａｎｇｕｉｄｉｎｅ））；ウレタン；ビンデシン；ダカルバジン；マンノムスチン；
ミトブロニトール；ミトラクトール；ピポブロマン；ガシトシン（ｇａｃｙｔｏｓｉｎｅ
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）；アラビノシド（「Ａｒａ－Ｃ」）；シクロホスファミド；タキソイド、例えば、パク
リタキセルおよびドセタキセル・ゲムシタビン；６－チオグアニン；メルカプトプリン；
白金配位錯体、例えば、シスプラチン、オキサリプラチン、およびカルボプラチンなど；
ビンブラスチン；白金；エトポシド（ＶＰ－１６）；イホスファミド；ミトキサントロン
；ビンクリスチン；ビノレルビン；ノバントロン（ｎｏｖａｎｔｒｏｎｅ）；テニポシド
；エダトレキサート；ダウノマイシン；アミノプテリン；ゼローダ；イバンドロネート；
イリノテカン（例えば、ＣＰＴ－１１）；トポイソメラーゼ阻害剤ＲＦＳ２０００；ジフ
ルオロメチルオルニチン（ｄｉｆｌｕｏｒｏｍｅｔｌｈｙｌｏｒｎｉｔｈｉｎｅ）（ＤＭ
ＦＯ）；レチノイド、例えば、レチノイン酸など；カペシタビン；カルボプラチン、プロ
カルバジン、プリカマイシン（ｐｌｉｃｏｍｙｃｉｎ）、ゲムシタビン（ｇｅｍｃｉｔａ
ｂｉｅｎ）、ナベルビン、ファルネシル－タンパク質トランスフェラーゼ阻害剤、トラン
ス白金（ｔｒａｎｓｐｌａｔｉｎｕｍ）、および上記のいずれかの薬学的に許容される塩
、酸、または誘導体が挙げられる。
【００７９】
　２．照射療法
　ＤＮＡ損傷を引き起こすものであり、広範囲にわたって使用されている他の因子として
は、一般に、γ線、Ｘ線、および／または放射性同位元素の腫瘍細胞への指向性送達とし
て公知のものが挙げられる。マイクロ波、陽子線照射（米国特許第５，７６０，３９５号
および同第４，８７０，２８７号）、およびＵＶ照射などの他の形態のＤＮＡ損傷性因子
も意図されている。これらの因子は全て、ＤＮＡ、ＤＮＡの前駆体、ＤＮＡの複製および
修復、ならびに染色体の集合および維持に対する広範囲の損傷に影響を及ぼす可能性が最
も高い。Ｘ線の線量範囲は、長期間（３～４週間）にわたって５０～２００レントゲンの
１日線量から、２０００～６０００レントゲンの単回線量までにわたる。放射性同位元素
の投与量範囲は広範に変動し、同位元素の半減期、放出される放射線の強度および型、お
よび腫瘍性細胞による取り込みに左右される。
【００８０】
　３．免疫療法
　追加的な免疫療法を本発明の方法と組み合わせてまたは併せて使用することができるこ
とが当業者には理解されよう。がん治療の文脈において、免疫療法薬は、一般に、がん細
胞を標的化し破壊する免疫エフェクター細胞および分子の使用に依拠する。リツキシマブ
（Ｒｉｔｕｘａｎ（登録商標））がそのような例である。免疫エフェクターは、例えば、
腫瘍細胞の表面上のいくつかのマーカーに特異的な抗体であってよい。抗体は、単独では
、療法のエフェクターとしての機能を果たし得る、または他の細胞を動員して実際に細胞
死滅に影響を及ぼし得る。抗体はまた、薬物または毒素（化学療法薬、放射性核種、リシ
ンＡ鎖、コレラ毒素、百日咳毒素など）とコンジュゲートすることもでき、ただ単に標的
化薬剤として機能する。あるいは、エフェクターは、腫瘍細胞標的と直接または間接的に
相互作用する表面分子を有するリンパ球であってよい。種々のエフェクター細胞として、
細胞傷害性Ｔ細胞およびＮＫ細胞が挙げられる。
【００８１】
　免疫療法の一態様では、腫瘍細胞は、標的化に適している、すなわち、大多数の他の細
胞には存在しないマーカーをいくつか有するものでなければならない。多くの腫瘍マーカ
ーが存在し、これらはいずれも、本発明の文脈において、標的化するのに適し得る。一般
的な腫瘍マーカーとしては、ＣＤ２０、がん胎児性抗原、チロシナーゼ（ｐ９７）、ｇｐ
６８、ＴＡＧ－７２、ＨＭＦＧ、シアリルルイス抗原、ＭｕｃＡ、ＭｕｃＢ、ＰＬＡＰ、
ラミニン受容体、ｅｒｂ　Ｂ、およびｐ１５５が挙げられる。免疫療法の代替の態様は、
抗がん効果と免疫賦活効果を組み合わせることである。サイトカイン、例えば、ＩＬ－２
、ＩＬ－４、ＩＬ－１２、ＧＭ－ＣＳＦ、ガンマ－ＩＦＮなど、ケモカイン、例えば、Ｍ
ＩＰ－１、ＭＣＰ－１、ＩＬ－８など、および増殖因子、例えばＦＬＴ３リガンドなどを
含めた免疫賦活分子も存在する。
【００８２】
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　現在調査されているまたは使用されている免疫療法の例は、免疫アジュバント、例えば
、Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｂｏｖｉｓ、Ｐｌａｓｍｏｄｉｕｍ　ｆａｌｃｉｐａｒ
ｕｍ、ジニトロクロロベンゼン、および芳香族化合物（米国特許第５，８０１，００５号
および同第５，７３９，１６９号；ＨｕｉおよびＨａｓｈｉｍｏｔｏ、１９９８年；Ｃｈ
ｒｉｓｔｏｄｏｕｌｉｄｅｓら、１９９８年）；サイトカイン療法、例えば、インターフ
ェロンα、β、およびγ、ＩＬ－１、ＧＭ－ＣＳＦ、およびＴＮＦ（Ｂｕｋｏｗｓｋｉら
、１９９８年；Ｄａｖｉｄｓｏｎら、１９９８年；Ｈｅｌｌｓｔｒａｎｄら、１９９８年
）；遺伝子療法、例えば、ＴＮＦ、ＩＬ－１、ＩＬ－２、およびｐ５３（Ｑｉｎら、１９
９８年；Ａｕｓｔｉｎ－ＷａｒｄおよびＶｉｌｌａｓｅｃａ、１９９８年；米国特許第５
，８３０，８８０号および同第５，８４６，９４５号）；ならびにモノクローナル抗体、
例えば、抗ＣＤ２０、抗ガングリオシドＧＭ２、および抗ｐ１８５（Ｈｏｌｌａｎｄｅｒ
、２０１２年；Ｈａｎｉｂｕｃｈｉら、１９９８年；米国特許第５，８２４，３１１号）
である。１つまたは複数の抗がん療法を本明細書に記載されている抗体療法と共に使用す
ることができることが意図されている。
【００８３】
　４．外科手術
　がんを有する人のおよそ６０％が、予防的外科手術、診断的または病期分類外科手術、
治癒的外科手術、および待機的外科手術を含めた、何らかの型の外科手術を受ける。治癒
的外科手術は、がん性組織の全部または一部を物理的に除去する、切り取る、および／ま
たは破壊する切除を含み、本発明の治療、化学療法、照射療法、ホルモン療法、遺伝子療
法、免疫療法、および／または代替療法などの他の療法と併せて使用することができる。
腫瘍の切除とは、腫瘍の少なくとも一部を物理的に除去することを指す。腫瘍の切除に加
えて、外科手術による治療としては、レーザー外科手術、冷凍外科、電気外科、および顕
微鏡下手術（モース手術）が挙げられる。
【００８４】
　がん性細胞、組織、または腫瘍の一部または全部を切除すると、体内に腔が形成され得
る。追加的な抗がん療法を用いた、その領域への灌流、直接注射、または局所的な適用に
よって治療を達成することができる。そのような治療は、例えば、１日毎、２日毎、３日
毎、４日毎、５日毎、６日毎、もしくは７日毎に、または１週間毎、２週間毎、３週間毎
、４週間毎、および５週間毎に、または１カ月毎、２カ月毎、３カ月毎、４カ月毎、５カ
月毎、６カ月毎、７カ月毎、８カ月毎、９カ月毎、１０カ月毎、１１カ月毎、または１２
カ月毎に繰り返すことができる。これらの治療は、同様に投与量が変動するものである。
【００８５】
　５．他の薬剤
　他の薬剤を本発明のある特定の態様と組み合わせて使用して、治療の有効性を改善する
ことができることが意図されている。これらの追加的な薬剤としては、細胞表面受容体お
よびギャップ結合の上方制御に影響を及ぼす薬剤、細胞増殖抑制剤および分化誘導剤（ｄ
ｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ　ａｇｅｎｔ）、細胞接着阻害剤、過剰増殖性細胞のアポ
トーシス誘導因子への感受性を上昇させる薬剤、または他の生物学的薬剤が挙げられる。
ギャップ結合の数を増加させることによる細胞間シグナル伝達の増加により、近くの過剰
増殖性細胞集団に対する抗過剰増殖効果が増大する。他の実施形態では、細胞増殖抑制剤
または分化誘導剤を本発明のある特定の態様と組み合わせて使用して、治療の抗過剰増殖
の有効性を改善することができる。細胞接着阻害剤により本発明の有効性を改善すること
が意図されている。細胞接着阻害剤の例は、接着斑キナーゼ（ＦＡＫ）阻害剤およびロバ
スタチンである。さらに、抗体ｃ２２５などの、過剰増殖性細胞のアポトーシスに対する
感受性を増大させる他の薬剤を本発明のある特定の態様と組み合わせて使用して、治療有
効性を改善することができることが意図されている。
【００８６】
　ＩＩＩ．医薬組成物
　局所的に進行したがんまたは転移性がんを有するがん患者における腫瘍細胞の成長を阻
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害するため、最も好ましくは、がん細胞を死滅させるために、組換えタンパク質を発現す
るエキソソームまたはエキソソームから単離された組換えタンパク質を全身的にまたは局
所的に投与することができることが意図されている。これらは、静脈内、髄腔内、かつ／
または腹腔内に投与することができる。これらは、単独で、または抗増殖性薬と組み合わ
せて投与することができる。一実施形態では、これらを、外科手術または他の手順の前に
患者におけるがん負荷量を減少させるために投与する。あるいは、これらを外科手術後に
投与して、あらゆる残存するがん（例えば、外科手術で排除できなかったがん）が生存し
ないことを確実にすることができる。
【００８７】
　本発明は、治療用調製物の特定の性質によって限定されるとは意図されない。例えば、
そのような組成物は、生理的に許容される液体、ゲル、固体担体、希釈剤、または賦形剤
と共に製剤でもたらすことができる。これらの治療用調製物は、家畜動物を用いたものな
どの獣医学的な使用、および他の治療剤と同様にヒトにおける臨床使用に関して哺乳動物
に投与することができる。一般に、治療有効性のために必要な投与量は、使用の型および
投与形式、ならびに個々の被験体の特定の要件に応じて変動する。
【００８８】
　臨床的適用が意図されている場合、組換えタンパク質および／またはエキソソームを意
図された適用に適した形態で含む医薬組成物を調製することが必要な場合がある。一般に
、医薬組成物は、薬学的に許容される担体中に溶解または分散させた、有効量の１つまた
は複数の組換えタンパク質および／またはエキソソームまたは追加的な薬剤を含有する。
「薬学的または薬理学的に許容される」という句は、必要に応じて、例えばヒトなどの動
物に投与した際に有害な反応、アレルギー反応、または他の不都合な反応を生じさせない
分子実体および組成物を指す。本明細書に開示されている組換えタンパク質および／また
はエキソソームを含む医薬組成物、または追加的な活性成分の調製は、参照により本明細
書に組み込まれるＲｅｍｉｎｇｔｏｎ’ｓ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｓｃｉｅｎ
ｃｅｓ、第１８版、１９９０年に例示されている通り、本開示を考慮すれば当業者にとっ
て公知である。さらに、動物（例えば、ヒト）への投与に関しては、調製物は、ＦＤＡ　
Ｏｆｆｉｃｅ　ｏｆ　Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｓｔａｎｄａｒｄｓにより求められる無菌
性、発熱性、一般的な安全性、および純度の基準を満たすべきであることが理解されよう
。
【００８９】
　さらに本発明のある特定の態様によると、投与に適した組成物は、不活性な希釈剤を伴
ってまたは伴わずに、薬学的に許容される担体中でもたらすことができる。本明細書で使
用される場合、「薬学的に許容される担体」とは、当業者にとって公知であるような任意
のかつ全ての水性溶媒（例えば、水、アルコール／水溶液、エタノール、食塩溶液、非経
口ビヒクル、例えば、塩化ナトリウム、リンゲルデキストロースなど）、非水性溶媒（例
えば、脂肪、油、ポリオール（例えば、グリセロール、プロピレングリコール、および液
体ポリエチレングリコールなど）、植物油、および注射可能な有機エステル、例えばオレ
イン酸エチルなど）、脂質、リポソーム、分散媒、コーティング（例えば、レシチン）、
界面活性剤、抗酸化剤、防腐剤（例えば、抗細菌剤または抗真菌剤、抗酸化剤、キレート
化剤、不活性ガス、パラベン（例えば、メチルパラベン、プロピルパラベン）、クロロブ
タノール、フェノール、ソルビン酸、チメロサールまたはこれらの組合せ）、等張化剤（
ｉｓｏｔｏｎｉｃ　ａｇｅｎｔ）（例えば、糖および塩化ナトリウム）、吸収遅延剤（例
えば、モノステアリン酸アルミニウムおよびゼラチン）、塩、薬物、薬物安定剤、ゲル、
樹脂、充填剤、結合剤、賦形剤、崩壊剤、滑沢剤、甘味剤、香味剤、色素、流体および栄
養分補充剤、同様の材料およびこれらの組合せを含む。担体は、同化できるものであるべ
きであり、それらとして、液体担体、半固体担体、すなわちペースト剤、または固体担体
が挙げられる。さらに、所望であれば、組成物は、微量の補助物質、例えば、湿潤剤また
は乳化剤、安定化剤、またはｐＨ緩衝剤などを含有してよい。医薬組成物中の種々の成分
のｐＨおよび正確な濃度は、周知のパラメータに応じて調整する。適切な流動性は、例え
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ば、レシチンなどのコーティングを使用することによって、分散物の場合では必要な粒子
サイズを維持することによって、および界面活性剤を使用することによって維持すること
ができる。
【００９０】
　薬学的に許容される担体は、特に、ヒトへの投与用に製剤化されるが、ある特定の実施
形態では、非ヒト動物への投与用に製剤化されたものであり、ヒトへの投与は許容されな
い（例えば、政府の規制によって）薬学的に許容される担体を使用することが望ましい。
任意の従来の担体が活性成分と適合しない（例えば、レシピエントまたは担体に含有され
る組成物の治療効果に対して有害である）場合を除き、治療用組成物または医薬組成物へ
の担体の使用が意図されている。本発明のある特定の態様によると、組成物を担体と任意
の都合がよく実用的な様式で、すなわち、溶解、懸濁、乳化、混合、封入、吸収などによ
って組み合わせる。そのような手順は当業者には常套的なものである。
【００９１】
　本発明のある特定の実施形態は、それを固体形態で投与するか、液体形態で投与するか
、またはエアロゾル形態で投与するか、および、注射などの投与経路のために滅菌する必
要があるかどうかに応じて異なる型の担体を含み得る。組成物は、静脈内に、皮内に、経
皮的に、髄腔内に、動脈内に、腹腔内に、鼻腔内に、膣内に、直腸内に、筋肉内に、皮下
に、粘膜に、経口的に、局部的に（ｔｏｐｉｃａｌｌｙ）、局所的に（ｌｏｃａｌｌｙ）
、吸入（例えば、エアロゾル吸入）によって、注射によって、注入によって、持続注入に
よって、直接標的細胞を浸漬する限局的灌流によって、カテーテルを介して、洗浄を介し
て、脂質組成物（例えば、リポソーム）中で、または当業者に公知の他の方法または上記
の任意の組合せによって投与することができる（例えば、参照により本明細書に組み込ま
れるＲｅｍｉｎｇｔｏｎ’ｓ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ、第１
８版、１９９０年を参照されたい）。
【００９２】
　活性化合物は、非経口投与用に製剤化することができ、例えば、静脈内経路、筋肉内経
路、皮下経路、またはさらには腹腔内経路による注射用に製剤化することができる。一般
には、そのような組成物は、液体溶液または懸濁物として調製することができ、注射前に
液体を添加して溶液または懸濁物を調製するために使用するのに適した固体形態を調製す
ることもでき、調製物はまた、乳化されていてもよい。
【００９３】
　注射での使用に適した医薬形態は、滅菌した水溶液または分散物；ゴマ油、ピーナッツ
油、または水性プロピレングリコールを含めた製剤；および滅菌された注射用溶液または
分散物を即時調製するための滅菌粉末を含む。全ての場合において、形態は、滅菌しなけ
ればならず、容易に注射することができる程度に流体でなければならない。形態はまた、
製造および貯蔵の条件下で安定であるべきであり、細菌および真菌などの微生物の混入作
用から保護されなければならない。
【００９４】
　治療薬は、遊離塩基、中性、または塩の形態で組成物に製剤化することができる。薬学
的に許容される塩としては、酸付加塩、例えば、タンパク質様組成物の遊離のアミノ基を
用いて形成されるもの、または、例えば、塩酸もしくはリン酸などの無機酸、または酢酸
、シュウ酸、酒石酸、またはマンデル酸などの有機酸を用いて形成されるものが挙げられ
る。同様に、遊離のカルボキシ基を用いて形成される塩は、例えば、水酸化ナトリウム、
水酸化カリウム、水酸化アンモニウム、水酸化カルシウム、もしくは水酸化第二鉄などの
無機塩基、またはイソプロピルアミン、トリメチルアミン、ヒスチジン、またはプロカイ
ンなどの有機塩基に由来するものであってよい。製剤化されたら、溶液を投薬製剤（ｄｏ
ｓａｇｅ　ｆｏｒｍｕｌａｔｉｏｎ）と適合する様式で、治療的に有効な量で投与する。
製剤は、注射溶液などの非経口投与用に製剤化されたもの、または肺に送達するためのエ
アロゾル、または薬物放出カプセル剤などの食事による投与用に製剤化されたものなどの
種々の剤形で容易に投与される。
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【００９５】
　本発明の特定の実施形態では、組成物を半固体または固体担体と徹底的に組み合わせる
または混合する。混合は、粉砕などの任意の都合のよい様式で行うことができる。組成物
を治療的活性の喪失、すなわち、胃における変性から保護するために、混合プロセスに安
定化剤を加えることもできる。組成物に使用するための安定剤の例としては、緩衝液、グ
リシンおよびリシンなどのアミノ酸、デキストロース、マンノース、ガラクトース、フル
クトース、ラクトース、スクロース、マルトース、ソルビトール、マンニトールなどの炭
水化物が挙げられる。
【００９６】
　さらなる実施形態では、本発明は、１つまたは複数の脂質および水性溶媒を含む医薬脂
質ビヒクル組成物の使用に関し得る。本明細書で使用される場合、「脂質」という用語は
、特徴的に水に不溶性であり、有機溶媒を用いて抽出可能である広範囲の物質をいずれも
含むものと定義される。この広範なクラスの化合物は当業者には周知であり、「脂質」と
いう用語は、本明細書で使用される場合、任意の特定の構造に限定されない。例として、
長鎖脂肪族炭化水素およびそれらの誘導体を含有する化合物が挙げられる。脂質は、天然
に存在するものであっても合成されたもの（すなわち、人間が設計または作製したもの）
であってもよい。しかし、脂質は、通常、生物学的物質である。生物学的脂質は当技術分
野で周知であり、それらとして、例えば、中性脂肪、リン脂質、ホスホグリセリド、ステ
ロイド、テルペン、リゾ脂質（ｌｙｓｏｌｉｐｉｄ）、スフィンゴ糖脂質、糖脂質、スル
ファチド（ｓｕｌｐｈａｔｉｄｅ）、エーテルと連結した脂肪酸およびエステルと連結し
た脂肪酸を有する脂質、重合可能な脂質、およびこれらの組合せが挙げられる。当然、本
明細書に具体的に記載されているもの以外の、当業者に脂質であると理解される化合物も
組成物および方法に包含される。
【００９７】
　当業者は、組成物を脂質ビヒクル中に分散させるために使用することができる技法の範
囲に詳しいであろう。例えば、治療剤を、当業者に公知の任意の手段により、脂質を含有
する溶液に分散させること、脂質を用いて溶解させること、脂質を用いて乳化すること、
脂質と混合すること、脂質と組み合わせること、脂質と共有結合させること、脂質に懸濁
物として含有させること、ミセルまたはリポソームに含有させるもしくはそれと複合体を
形成すること、または他のやり方で脂質または脂質構造と結び付けることができる。分散
によりリポソームの形成がもたらされてもよく、もたらされなくてもよい。
【００９８】
　「単位用量」または「投与量」という用語は、被験体における使用に適した物理的に別
個の単位を指し、各単位は、その投与、すなわち、適切な経路および治療レジメンに伴っ
て上記で検討した所望の応答が生じるように算出された所定の量の治療用組成物を含有す
る。治療回数および単位用量の両方に応じて投与される量は、所望の効果に左右される。
患者または被験体に投与される本発明の組成物の実際の投与量は、被験体の体重、年齢、
健康、および性別などの身体的因子および生理的因子、治療される疾患の型、疾患の侵入
の程度、以前または同時の治療介入、患者の特発性疾患、投与経路、ならびに特定の治療
用物質の効力、安定性、および毒性によって決定することができる。例えば、用量は、投
与当たり約１μｇ／ｋｇ／体重～約１０００ｍｇ／ｋｇ／体重（この範囲は、間に入る用
量を含む）またはそれ超、およびその中で導き出せる任意の範囲を構成し得る。本明細書
において列挙されている数から導き出せる範囲の非限定的な例では、約５μｇ／ｋｇ／体
重～約１００ｍｇ／ｋｇ／体重、約５μｇ／ｋｇ／体重～約５００ｍｇ／ｋｇ／体重など
の範囲で投与することができる。いずれにしても、投与の責任がある実施者が、個々の被
験体に対する組成物中の活性成分（複数可）の濃度および適切な用量（複数可）を決定す
る。
【００９９】
　動物患者に投与される組成物の実際の投与量は、体重などの身体的因子および生理的因
子、状態の重症度、治療される疾患の型、以前または同時の治療介入、患者の特発性疾患
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、および投与経路によって決定することができる。投与量および投与経路に応じて、好ま
しい投与量および／または有効量の投与の回数は、被験体の応答に応じて変動し得る。い
ずれにしても、投与の責任がある実施者が、個々の被験体に対する組成物中の活性成分（
複数可）の濃度および適切な用量（複数可）を決定する。
【０１００】
　ある特定の実施形態では、医薬組成物は、例えば、少なくとも約０．１％の活性化合物
を含み得る。他の実施形態では、活性化合物は、単位の重量の約２％～約７５％、または
約２５％～約６０％、例えば、およびその中で導き出せる任意の範囲を構成し得る。当然
、治療的に有用な組成物それぞれの中の活性化合物（複数可）の量は、化合物の任意の所
与の単位用量で適切な投与量が得られるように調製することができる。溶解度、生物学的
利用能、生物学的半減期、投与経路、製品の貯蔵寿命、ならびに他の薬理学的考察事項な
どの因子が、そのような医薬製剤を調製する当業者により考慮され、したがって、種々の
投与量および治療レジメンが望ましい可能性がある。
【０１０１】
　他の非限定的な例では、用量は、投与当たり約１マイクログラム／ｋｇ／体重、約５マ
イクログラム／ｋｇ／体重、約１０マイクログラム／ｋｇ／体重、約５０マイクログラム
／ｋｇ／体重、約１００マイクログラム／ｋｇ／体重、約２００マイクログラム／ｋｇ／
体重、約３５０マイクログラム／ｋｇ／体重、約５００マイクログラム／ｋｇ／体重、約
１ミリグラム／ｋｇ／体重、約５ミリグラム／ｋｇ／体重、約１０ミリグラム／ｋｇ／体
重、約５０ミリグラム／ｋｇ／体重、約１００ミリグラム／ｋｇ／体重、約２００ミリグ
ラム／ｋｇ／体重、約３５０ミリグラム／ｋｇ／体重、約５００ミリグラム／ｋｇ／体重
から、約１０００ミリグラム／ｋｇ／体重またはそれ超まで、およびその中で導き出せる
任意の範囲も含み得る。本明細書において列挙されている数から導き出せる範囲の非限定
的な例では、上記の数に基づいて約５ミリグラム／ｋｇ／体重～約１００ミリグラム／ｋ
ｇ／体重、約５マイクログラム／ｋｇ／体重～約５００ミリグラム／ｋｇ／体重などの範
囲で投与することができる。
【０１０２】
　ＩＶ．核酸およびベクター
　本発明のある特定の態様では、治療用タンパク質をコードする核酸配列または治療用タ
ンパク質を含有する融合タンパク質をコードする核酸配列が開示され得る。どんな発現系
を使用するかに応じて、核酸配列を従来の方法に基づいて選択することができる。例えば
、それぞれの遺伝子またはその改変体は、ある特定の系において発現させるためにコドン
最適化することができる。目的のタンパク質を発現させるために、種々のベクターを使用
することもできる。例示的なベクターとしては、これだけに限定されないが、プラスミド
ベクター、ウイルスベクター、トランスポゾン、またはリポソームに基づくベクターが挙
げられる。
【０１０３】
　Ｖ．組換えタンパク質
　一部の実施形態は、組換えタンパク質およびポリペプチドに関する。特定の実施形態は
、少なくとも１つの治療的活性を示す組換えタンパク質またはポリペプチドに関する。別
の態様では、タンパク質またはポリペプチドを、血清中での安定性が増大するように修飾
することができる。したがって、本出願で「改変タンパク質」または「改変ポリペプチド
」の機能または活性に言及する場合、これは、例えば、修飾されていないタンパク質また
はポリペプチドに対して追加的な利点を有するタンパク質またはポリペプチドを含むこと
が当業者には理解されよう。「改変タンパク質」に関する実施形態は、「改変ポリペプチ
ド」について実施され得、逆もまた同じであることが明確に意図されている。
【０１０４】
　組換えタンパク質は、アミノ酸の欠失および／または置換を有し得、したがって、欠失
を有するタンパク質、置換を有するタンパク質、および欠失と置換を有するタンパク質は
、改変タンパク質である。一部の実施形態では、これらのタンパク質は、アミノ酸の挿入
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または付加をさらに含んでよく、例えば融合タンパク質またはリンカーを有するタンパク
質である。「改変欠失タンパク質」は、天然のタンパク質の１つまたは複数の残基を欠く
が、天然のタンパク質の特異性および／または活性を有し得る。「改変欠失タンパク質」
はまた、免疫原性または抗原性が低下したものであり得る。改変欠失タンパク質の例は、
少なくとも１つの抗原性領域、すなわち、改変タンパク質を投与することができる生物体
の型などの特定の生物体において抗原性であることが決定されたタンパク質の領域からア
ミノ酸残基が欠失したものである。
【０１０５】
　置換または置き換え改変体は、一般には、タンパク質内の１つまたは複数の部位におい
て１つのアミノ酸と別のアミノ酸の交換を含有し、ポリペプチドの１つまたは複数の性質
、特に、そのエフェクター機能および／または生物学的利用能を調節するために設計する
ことができるものである。置換は、保存的なもの、すなわち、１つのアミノ酸が形状およ
び電荷が同様のアミノ酸で置き換えられたものであってもよく、保存的なものでなくても
よい。保存的置換は当技術分野で周知であり、それらとして、例えば、アラニンからセリ
ンへの変化；アルギニンからリシンへの変化；アスパラギンからグルタミンまたはヒスチ
ジンへの変化；アスパラギン酸からグルタミン酸への変化；システインからセリンへの変
化；グルタミンからアスパラギンへの変化；グルタミン酸からアスパラギン酸への変化；
グリシンからプロリンへの変化；ヒスチジンからアスパラギンまたはグルタミンへの変化
；イソロイシンからロイシンまたはバリンへの変化；ロイシンからバリンまたはイソロイ
シンへの変化；リシンからアルギニンへの変化；メチオニンからロイシンまたはイソロイ
シンへの変化；フェニルアラニンからチロシン、ロイシン、またはメチオニンへの変化；
セリンからトレオニンへの変化；トレオニンからセリンへの変化；トリプトファンからチ
ロシンへの変化；チロシンからトリプトファンまたはフェニルアラニンへの変化；および
バリンからイソロイシンまたはロイシンへの変化が挙げられる。
【０１０６】
　欠失または置換に加えて、改変タンパク質は、残基の挿入を有し得、これは、一般には
、ポリペプチド内の少なくとも１つの残基の付加を伴う。これは、標的化ペプチドまたは
ポリペプチドまたは単に単一の残基の挿入を含む。融合タンパク質と称される末端付加を
以下に考察する。
【０１０７】
　「生物学的機能的に同等」という用語は、当技術分野においてよく理解され、本明細書
においてさらに詳細に定義される。したがって、タンパク質の生物活性が維持されること
を条件に、対照ポリペプチドのアミノ酸と同一であるまたは機能的に同等であるアミノ酸
を約７０％から約８０％の間、または約８１％から約９０％の間、またはさらには約９１
％から約９９％の間有する配列が含まれる。ある特定の態様では、組換えタンパク質は、
その天然の対応物と生物学的機能的に同等である。
【０１０８】
　アミノ酸および核酸配列は、追加的なＮ末端またはＣ末端アミノ酸または５’配列また
は３’配列などの追加的な残基を含んでよく、それでも、配列が、タンパク質の発現に関
する場合には生物学的なタンパク質の活性の維持を含めた、上記の基準を満たす限りは、
本明細書に開示されている配列のうちの１つに記載されているものと本質的に同様である
ことも理解されよう。末端配列の付加は、特に、例えば、コード領域の５’部分もしくは
３’部分のいずれかに隣接する種々の非コード配列を含み得る、または遺伝子内に存在す
ることが公知である種々の内部配列、すなわちイントロンを含み得る核酸配列に当てはま
る。
【０１０９】
　本明細書で使用される場合、タンパク質またはペプチドは、一般には、これだけに限定
されないが、約２００アミノ酸超、最大で遺伝子から翻訳される全長配列のタンパク質；
約１００アミノ酸超のポリペプチド；および／または約３アミノ酸から約１００アミノ酸
までのペプチドを指す。便宜上、「タンパク質」、「ポリペプチド」および「ペプチド」
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という用語は、本明細書では互換的に使用される。
【０１１０】
　本明細書で使用される場合、「アミノ酸残基」とは、当技術分野で公知の任意の天然に
存在するアミノ酸、任意のアミノ酸誘導体、または任意のアミノ酸模倣物を指す。ある特
定の実施形態では、タンパク質またはペプチドの残基は連続しており、いかなる非アミノ
酸によってもアミノ酸残基の配列が遮られていない。他の実施形態では、配列は１つまた
は複数の非アミノ酸部分を含んでよい。特定の実施形態では、タンパク質またはペプチド
の残基の配列は、１つまたは複数の非アミノ酸部分で遮られていてよい。
【０１１１】
　したがって、「タンパク質またはペプチド」という用語は、天然に存在するタンパク質
、または少なくとも１つの修飾されたまたは通常のものではないアミノ酸に見いだされる
２０種の共通のアミノ酸の少なくとも１つを含むアミノ酸配列を包含する。
【０１１２】
　本発明のある特定の実施形態は、融合タンパク質に関する。これらの分子は、Ｎ末端ま
たはＣ末端において異種ドメインと連結した治療用タンパク質を有し得る。例えば、融合
物に他の種由来のリーダー配列を使用して、異種宿主におけるタンパク質の組換え発現を
可能にすることもできる。別の有用な融合としては、融合タンパク質の精製を容易にする
ために切断可能であることが好ましい、血清アルブミンアフィニティータグもしくは６ヒ
スチジン残基などのタンパク質アフィニティータグ、または抗体エピトープなどの免疫学
的に活性なドメインの付加が挙げられる。非限定的なアフィニティータグとして、ポリヒ
スチジン、キチン結合性タンパク質（ＣＢＰ）、マルトース結合性タンパク質（ＭＢＰ）
、およびグルタチオン－Ｓ－トランスフェラーゼ（ＧＳＴ）が挙げられる。
【０１１３】
　特定の実施形態では、治療用タンパク質を、ＸＴＥＮポリペプチド（Ｓｃｈｅｌｌｅｎ
ｂｅｒｇｅｒら、２００９年）、ＩｇＧ　Ｆｃドメイン、アルブミン、またはアルブミン
結合性ペプチドなどの、ｉｎ　ｖｉｖｏ半減期を増大させるペプチドに連結することがで
きる。
【０１１４】
　融合タンパク質を生成する方法は当業者には周知である。そのようなタンパク質は、例
えば、完全な融合タンパク質の新規合成によって、または異種ドメインをコードするＤＮ
Ａ配列を付着させ、その後、インタクトな融合タンパク質を発現させることによって、作
製することができる。
【０１１５】
　親タンパク質の機能活性が回復する融合タンパク質の作製は、遺伝子を、タンデムに接
続したポリペプチド間でスプライスされるペプチドリンカーをコードする架橋ＤＮＡセグ
メントと接続することによって容易にすることができる。リンカーは、生じる融合タンパ
ク質の適切なフォールディングを可能にするのに十分な長さのものであってよい。
【０１１６】
　ＶＩ．タンパク質の精製
　タンパク質の精製技法は当業者には周知である。これらの技法は、１つのレベルでは、
細胞、組織、または器官をポリペプチド画分および非ポリペプチド画分に均質化および粗
分画することを伴う。別段の指定がない限り、部分的または完全な精製（または均質性ま
での精製）を達成するために、クロマトグラフィー技法および電気泳動技法を使用して目
的のタンパク質またはポリペプチドをさらに精製することができる。純粋なペプチドの調
製に特に適する分析方法は、イオン交換クロマトグラフィー、ゲル排除クロマトグラフィ
ー、ポリアクリルアミドゲル電気泳動、アフィニティークロマトグラフィー、イムノアフ
ィニティークロマトグラフィー、および等電点電気泳動である。ペプチド精製の特に効率
的な方法は、中高圧液体クロマトグラフィー（ｆａｓｔ－ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ　ｌｉ
ｑｕｉｄ　ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ）（ＦＰＬＣ）またはさらには高速液体クロマ
トグラフィー（ＨＰＬＣ）である。
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【０１１７】
　精製されたタンパク質またはペプチドとは、他の成分から単離可能な組成物を指すもの
とし、ここで、タンパク質またはペプチドは、その天然に得られる状態に対して任意の程
度まで精製される。したがって、単離または精製されたタンパク質またはペプチドとは、
それが天然に存在し得る環境から離れたタンパク質またはペプチドも指す。一般に、「精
製された」とは、分画に供して種々の他の成分を除去したタンパク質またはペプチド組成
物を指し、当該組成物は、その発現した生物活性を実質的に保持する。「実質的に精製さ
れた」という用語が使用される場合、この指定は、タンパク質またはペプチドが組成物の
主要な成分を形成する、例えば、組成物中のタンパク質の約５０％、約６０％、約７０％
、約８０％、約９０％、約９５％、またはそれ超を構成するなどの組成物を指す。
【０１１８】
　タンパク質の精製における使用に適した種々の技法は当業者には周知である。これらと
しては、例えば、硫酸アンモニウム、ＰＥＧ、抗体などを用いた沈殿、または熱変性、そ
の後の遠心分離によるもの；イオン交換クロマトグラフィー、ゲル濾過クロマトグラフィ
ー、逆相クロマトグラフィー、ヒドロキシアパタイトクロマトグラフィー、およびアフィ
ニティークロマトグラフィーなどのクロマトグラフィーステップ；等電点電気泳動；ゲル
電気泳動；ならびにこれらおよび他の技法の組合せが挙げられる。当技術分野で公知の通
り、種々の精製ステップを実施する順序は変化させることができる、またはある特定のス
テップを省くことができ、それでも実質的に精製されたタンパク質またはペプチドを調製
するために適した方法がもたらされると考えられる。
【０１１９】
　タンパク質またはペプチドの精製の程度を定量化するための種々の方法は、本開示に照
らして当業者に公知である。これらとしては、例えば、活性画分の比活性を決定すること
、または画分内のポリペプチドの量をＳＤＳ／ＰＡＧＥ分析によって評価することが挙げ
られる。画分の純度を評価するための好ましい方法は、画分の比活性を算出すること、そ
れを最初の抽出物の比活性と比較すること、したがって、画分中の純度の程度を算出し、
「精製の倍率数（－ｆｏｌｄ　ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｎｕｍｂｅｒ）」によって評
価することである。活性の量を表すために使用される実際の単位は、当然、精製の後に続
けるために選択される特定のアッセイ技法、および発現されたタンパク質またはペプチド
が検出可能な活性を示すがどうかに左右される。
【０１２０】
　一般に、タンパク質またはペプチドを常にその最も精製された状態でもたらす必要はな
い。実際に、ある特定の実施形態ではより程度が低くしか実質的に精製されていない産物
が有用であり得ることが意図されている。部分的な精製は、より少ない精製ステップを組
み合わせて使用することによって、または同じ一般的な精製スキームの異なる形態を利用
することによって達成することができる。例えば、ＨＰＬＣ機器を利用して陽イオン交換
カラムクロマトグラフィーを実施することにより、一般に、低圧クロマトグラフィーシス
テムを利用した同じ技法よりも高い精製「倍率」がもたらされることが理解される。相対
的な精製の程度が低い方法には、タンパク質産物の総回収に関して、または発現されたタ
ンパク質の活性の維持に関して利点があり得る。
【０１２１】
　ある特定の実施形態では、タンパク質またはペプチドを単離または精製することができ
る。例えば、精製を容易にするためにＨｉｓタグまたはアフィニティ―エピトープを組換
えタンパク質に含めることができる。アフィニティークロマトグラフィーは、単離される
物質とそれが特異的に結合する分子の間の特異的なアフィニティ―に依拠するクロマトグ
ラフィーの手順である。これは、受容体－リガンド型の相互作用である。結合パートナー
の一方を不溶性マトリックスに共有結合によりカップリングすることによってカラム材料
を合成する。その後、カラム材料は、溶液からの物質に特異的に吸着することができる。
溶出は、結合が起こらないように条件を変化させること（例えば、ｐＨ、イオン強度、温
度などの変更）によって行う。マトリックスは、いかなる有意な程度にも分子を吸着せず
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、広範囲の化学的安定性、物理的安定性、および熱安定性を有する物質であるべきである
。リガンドは、その結合特性に影響を及ぼさないようにカップリングするべきである。リ
ガンドはまた、比較的密接な結合をもたらすものであるべきである。試料もリガンドも破
壊せずに物質を溶出することが可能であるはずである。
【０１２２】
　サイズ排除クロマトグラフィー（ＳＥＣ）は、溶液中の分子をそれらのサイズ、より技
術的な用語では、それらの流体力学的体積に基づいて分離するクロマトグラフィー方法で
ある。ＳＥＣは、通常、タンパク質および工業用ポリマーなどの大きな分子または高分子
複合体に適用される。一般には、水溶液を使用してカラムを通して試料を輸送する場合に
は、技法はゲル濾過クロマトグラフィーとして公知であり、それに対して、ゲル浸透クロ
マトグラフィーという名称は、有機溶媒を移動相として使用する場合のものである。
【０１２３】
　ＳＥＣの根本原理は、サイズの異なる粒子が固定相を通って異なる速度で溶出する（濾
過される）というものである。これにより、粒子の溶液がサイズに基づいて分離される。
全ての粒子を同時にまたはほぼ同時にローディングすれば、同じサイズの粒子は一緒に溶
出するはずである。各サイズ排除カラムは、分離することができる分子量の範囲を有する
。排除限界により、この範囲の上限の分子量が規定され、そこが、分子が固定相に捕捉さ
れるには大きすぎるところである。浸透限界により、分離の範囲の下限の分子量が規定さ
れ、そこが、十分に小さなサイズの分子が固定相のポアに完全に浸透することが可能なと
ころであり、この分子質量を下回る分子は全て、単一バンドとして溶出するほどに小さい
。
【０１２４】
　高速液体クロマトグラフィー（または高圧液体クロマトグラフィー、ＨＰＬＣ）は、生
化学および分析化学において化合物を分離、同定、および定量化するために頻繁に使用さ
れるカラムクロマトグラフィーの形態である。ＨＰＬＣでは、クロマトグラフィー充填材
料（固定相）を保持するカラム、カラムを通して移動相（複数可）を移動させるポンプ、
および分子の保持時間を示す検出器を利用する。保持時間は、固定相、分析される分子、
および使用される溶媒（複数可）の間の相互作用に応じて変動する。
【０１２５】
　ＶＩＩ．キットおよび診断
　本発明の種々の態様では、体液からエキソソームを精製し、そこからゲノムＤＮＡを単
離するために必要な成分を含有するキットが構想される。キットは、標的ＤＮＡ配列の増
幅および／または標的ＤＮＡのセグメントの配列決定に使用するためのオリゴヌクレオチ
ドをさらに含有してよい。他の態様では、エキソソームを単離し、それに治療用タンパク
質をコードする核酸をトランスフェクトするために必要な成分を含有するキットが構想さ
れる。さらに他の態様では、エキソソームを単離し、単離されたエキソソーム内のがん細
胞由来エキソソーム特異的マーカーの存在を決定するために必要な成分を含有するキット
が構想される。
【０１２６】
　キットは、そのような成分のいずれかを含有する１つまたは複数の密閉されたバイアル
を含んでよい。一部の実施形態では、キットは、エッペンドルフチューブ、アッセイプレ
ート、シリンジ、ビン、またはチューブなどの、キットの成分と反応しない容器である適
切な容器手段も含んでよい。容器は、プラスチックまたはガラスなどの滅菌可能な材料か
ら作製されていてもよい。
【０１２７】
　キットは、本明細書に記載の方法の手順ステップの概要を示す指示書をさらに含んでよ
く、本明細書に記載されているまたは当業者に公知である実質的に同じ手順に従う。指示
情報は、コンピュータを使用して実行されると、試料からエキソソームを精製し、エキソ
ソームからゲノムＤＮＡを単離する、エキソソームにおいて組換えタンパク質を発現させ
る、またはエキソソーム上のがん細胞由来マーカーを同定する実際または仮想の手順が表
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示される機械可読指示を含有するコンピュータ可読媒体に入っていてよい。
【実施例】
【０１２８】
　ＶＩＩＩ．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
に開示されている技法は、本発明者により、本発明の実施においてよく機能することが発
見された技法であり、したがって、それを実施するための好ましい方式を構成するとみな
すことができることが当業者には理解されるべきである。しかし、当業者は、本開示に照
らして、開示されている特定の実施形態に多くの変更を行うことができ、それでもなお、
本発明の主旨および範囲から逸脱することなく同様または類似の結果が得られることを理
解するべきである。
【０１２９】
　材料および方法
　患者試料および組織採取。Ｅｔｈｉｃｓ　Ｃｏｍｍｉｔｔｅｅ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ｕｎｉ
ｖｅｒｓｉｔｙ　ｏｆ　Ｈｅｉｄｅｌｂｅｒｇにより、患者からの血清採取が認可された
。試験はＲｅｐｏｒｔｉｎｇ　Ｒｅｃｏｍｍｅｎｄａｔｉｏｎｓ　ｆｏｒ　Ｔｕｍｏｒ　
Ｍａｒｋｅｒ　Ｐｒｏｇｎｏｓｔｉｃ　Ｓｔｕｄｉｅｓ（ＲＥＭＡＲＫ）基準に従って行
った。膵がんを有する患者由来の血清試料および組織試料、ならびに良性膵疾患を有する
患者および急性または慢性疾患の証拠がなく、過去１２カ月以内に外科手術を受けていな
い健康なドナー由来の血清試料のみを、Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　ｏｆ　Ｈｅｉｄｅｌｂｅ
ｒｇのｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ　ｏｆ　Ｇｅｎｅｒａｌ，Ｖｉｓｃｅｒａｌ　ａｎｄ　Ｔｒ
ａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ　Ｓｕｒｇｅｒｙから受け取った。膵臓コホートには、膵臓
の腺癌（ＰＤＡＣ）を有する患者１９０名、膵炎を有する患者１８名、良性漿液性嚢胞腺
腫を有する患者８名、膵管内乳頭状粘液性腫瘍（ｉｎｔｒａｄｕｃｔａｌ　ｐａｐｉｌｌ
ａｒｙ　ｍｕｃｉｎｏｕｓ　ｎｅｏｐｌａｓｍ）（ＩＰＭＮ）を有する患者５名、および
膵上皮内腫瘍（ｐａｎｃｒｅａｔｉｃ　ｉｎｔｒａｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ　ｎｅｏｐｌａ
ｓｉａ）（ＰａＮＩＮ）Ｉｂを有する患者２名が含まれた。患者は、２００６年から２０
１２年の間にＤｅｐａｒｔｍｅｎｔ　ｏｆ　Ｇｅｎｅｒａｌ，Ｖｉｓｃｅｒａｌ，ａｎｄ
　Ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ　Ｓｕｒｇｅｒｙ、Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　ｏｆ　Ｈ
ｅｉｄｅｌｂｅｒｇにおいて外科手術を受けた患者であった。臨床情報には、年齢、性別
、ＡＪＣＣ腫瘍病期、腫瘍サイズ（ｐＴ）、リンパ節転移の存在および数（ｐＮ）、腫瘍
悪性度（Ｇ）、および（ｎｅｏ－）／アジュバント化学療法を用いた治療が含まれた。
【０１３０】
　乳がんを有する患者３２名由来の血清試料をＭＤ　Ａｎｄｅｒｓｏｎ　Ｃａｎｃｅｒ　
Ｃｅｎｔｅｒ、Ｈｏｕｓｔｏｎ、Ｔｅｘａｓにおいて採取した。臨床情報には、年齢、性
別、ＡＪＣＣ腫瘍病期、腫瘍サイズ（ｐＴ）、リンパ節転移の存在および数（ｐＮ）、腫
瘍悪性度、および（ｎｅｏ－）／アジュバント化学療法を用いた治療が含まれた。
【０１３１】
　血清試料採取および腫瘍試料採取に関する書面でのインフォームドコンセントを、全て
の患者から手術前に、および各健康なドナーから得た後に、潜在的な予後マーカーに関す
る分析計画の開示と共に採取を行った。患者の腫瘍を外科的に切除する前に、ネオアジュ
バント照射療法も化学療法も提供しなかった。外科手術日に、外科的切開の直前に１０ｍ
Ｌの血清分離器チューブを使用して、中心静脈カテーテルを通じて血液試料を採取した。
ブロッキング食塩水による希釈を防止するために、抜き取った血液の最初の５～７ｍＬを
廃棄した。次いで、血液試料を２．５００×ｇで１０分遠心分離して血清を抽出し、血清
を分析するまで－８０℃で保管した。同様に、膵臓の腺癌（ＰＤＡＣ）を有する患者２９
名、慢性膵炎を有する患者４名、および膵管内乳頭状粘液性腫瘍（ＩＰＭＮ）を有する患
者４名において、外科手術の７日後に血液試料を採取した。
【０１３２】
　動物試験。ヌードマウス（ｎｕ／ｎｕ）（Ｊａｃｋｓｏｎ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙから
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購入した）に、乳房パッド（ｂｒｅａｓｔ　ｐａｄ）当たり注射したＰＢＳ２０μＬ中５
０万個のＭＤＡ－ＭＢ－２３１細胞またはＭＤＡ－ＭＢ－２３１－ＣＤ６３ＧＦＰ細胞で
の乳房パッド注射を行った。ブプレノルフィンを外科手術前に１回、および手術後２４時
間にわたって８～１２時間ごとに皮下投与した（生理食塩水０．１ｍＬ中０．１ｍｇ／ｋ
ｇ）。注射前、および腫瘍体積が２５０ｍｍ３、５００ｍｍ３、１０００ｍｍ３、および
１５００ｍｍ３の時点で血液を後眼窩から採取し、エキソソームを単離した。腫瘍サイズ
が１５００ｍｍ３に達した時、または重症の疾患症状が存在した場合にマウスを安楽死さ
せた。
【０１３３】
　Ｐｔｆ１ａｃｒｅ／＋；ＬＳＬＫｒａｓＧ１２Ｄ／＋；Ｔｇｆｂｒ２ｆｌｏｘ／ｆｌｏ
ｘ（ＰＫＴ）マウスに関する疾患の進行および遺伝子型決定は以前に記載されている（Ｉ
ｊｉｃｈｉら、２００６年；Ｏｚｄｅｍｉｒら、２０１４年）。縦断的コホートにおいて
、４週齢、５週齢、６週齢、７週齢、および８週齢の時点で後眼窩血液採取を実施した。
８週齢の時点でまたは重症の疾患症状が存在した場合にマウスを安楽死させた。膵がんを
有さない対照同腹仔４匹において、セルレイン（Ｃｅｒｕｌｅａｎ）をｉ．ｐ．注射する
ことによって急性膵炎を誘導した（体重１ｋｇ当たり５０μｇ、５時間にわたって１時間
に１回（全部で５回注射））。注射に２４時間後にマウスを屠殺した。全てのマウスを、
ＭＤ　Ａｎｄｅｒｓｏｎ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｃｅｎｔｅｒ（ＭＤＡＣＣ）動物施設において
標準の収容条件下で収容し、動物手順は全て、ＭＤＡＣＣ　ｉｎｓｔｉｔｕｔｉｏｎａｌ
　ａｎｉｍａｌ　ｃａｒｅ　ａｎｄ　ｕｓｅ　ｃｏｍｍｉｔｔｅｅにより精査され認可さ
れた。
【０１３４】
　細胞株。以下のヒト細胞株を使用した：ＨＭＬＥ細胞（Ａｍｅｒｉｃａｎ　Ｔｙｐｅ　
Ｃｕｌｔｕｒｅ　Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ細胞（ＡＴＣＣ）、Ｍａｎａｓｓａｓ、ＶＡ）、
ＢＪ細胞（ＡＴＣＣ）、ＨＤＦ細胞（ＡＴＣＣ）、ＨＭＥＬ細胞（ＡＴＣＣ）、ＭＣＦ－
７細胞（ＡＴＣＣ）、ＭＤＡ－ＭＢ２３１細胞（ＡＴＣＣ）、ＰＡＮＣ－１細胞（ＡＴＣ
Ｃ）、ＳＷ４８０細胞（ＡＴＣＣ）、ＨＣＴ　１１６細胞（ＡＴＣＣ）、ＭＩＡ　ＰａＣ
ａ－２細胞（ＡＴＣＣ）、およびＴ３Ｍ４細胞（Ｃｅｌｌ　Ｂａｎｋ、ＲＩＫＥＮ　Ｂｉ
ｏＲｅｓｏｕｒｃｅ　Ｃｅｎｔｒｅ、Ｊａｐａｎ）。以下のマウス細胞株を使用した：Ｎ
ＩＨ／３Ｔ３細胞（ＡＴＣＣ）、Ｅ１０細胞（ＡＴＣＣ）、ＮＭｕＭＧ細胞（ＡＴＣＣ）
、４Ｔ１細胞（ＡＴＣＣ）、およびＢ１６－Ｆ１０細胞（ＡＴＣＣ）。ＨＤＦ細胞および
ＢＪ細胞は、２０％（ｖ／ｖ）ウシ胎仔血清（ＦＢＳ）、１００Ｕ／ｍＬのペニシリンお
よび１００μｇ／ｍＬのストレプトマイシンを補充したＤＭＥＭ中で培養した。ＨＭＬＥ
細胞およびＭＣＦ　１０Ａ細胞は、５％（ｖ／ｖ）ウマ血清、１００Ｕ／ｍＬのペニシリ
ン、１００μｇ／ｍＬのストレプトマイシン、２０ｎｇ／ｍＬのＥＧＦ、０．５ｍｇ／ｍ
Ｌのヒドロコルチゾン、１００ｎｇ／ｍＬのコレラ毒素、および１０μｇ／ｍＬのインス
リンを補充したＤＭＥＭ／Ｆ１２中で成長させた。ＨＭＥＬ細胞、ＭＣＦ７細胞、ＭＤＡ
－ＭＢ－２３１細胞、ＨＣＴ　１１６細胞、ＳＷ４８０細胞、４Ｔ１細胞、ＮＩＨ／３Ｔ
３細胞、Ｅ１０細胞、Ｕ－８７細胞、およびＢ１６　Ｆ１０細胞は、１０％（ｖ／ｖ）Ｆ
ＢＳ、１００Ｕ／ｍＬのペニシリンおよび１００μｇ／ｍＬのストレプトマイシンを補充
したＤＭＥＭ中で維持した。ＰＡＮＣ－１細胞、ＭＩＡ　ＰａＣａ－２細胞、およびＴ３
Ｍ４細胞は、１０％（ｖ／ｖ）ＦＢＳ、１００Ｕ／ｍＬのペニシリン、アンホテリシンＢ
、および１００μｇ／ｍＬのストレプトマイシンを補充したＲＰＭＩ－１６４０（Ｓｉｇ
ｍａ、Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ、ＭＯ）中で培養した。ＮＭＵＭＧ細胞は、１０％（ｖ／ｖ）Ｆ
ＢＳ、１００Ｕ／ｍＬのペニシリン、１００μｇ／ｍＬのストレプトマイシン、および１
０μｇ／ｍＬのインスリンを補充したＤＭＥＭ中で成長させた。すべての細胞株を加湿雰
囲気中、５％ＣＯ２、３７℃で維持した。ｓｉＲＮＡについて、Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉ
ｎｅ（登録商標）２０００試薬（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）を使用してトランスフェクショ
ンを実施した。ＧＰＣ１　ｓｉＲＮＡ（カタログ番号ＳＩ０００３２４４５、ＳＩ０００
３２４５９、ＳＩ０００３２４６６、ＳＩ０３０７１０３３）およびスクランブルｓｉＲ
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ＮＡはＱｉａｇｅｎ（Ｈｉｌｄｅｎ、Ｇｅｒｍａｎｙ）から購入した。
【０１３５】
　細胞からのエキソソームの単離。いくつかの改変を伴って以前に記載されている通り細
胞の上清からエキソソームを得た（Ｋａｈｌｅｒｔら、２０１４年）。簡単に述べると、
細胞をＴ２２５ｃｍ２のフラスコ中で８０％～９０％集密に達するまで成長させた。次に
、培地を採取し、８００×ｇで５分にわたって遠心分離し、その後、２０００×ｇで１０
分の遠心分離ステップを行って細胞のデトリタスを廃棄した。次いで、０．２μｍのポア
フィルター（シリンジフィルター、カタログ番号６７８６－１３０２、ＧＥ　Ｈｅａｌｔ
ｈｃａｒｅ、ＧＢ）を使用して培地を濾過した。その後、採取した培地を、４℃、１００
，０００×ｇで２時間にわたって超遠心分離した。エキソソームペレットを３５ｍＬの１
×ＰＢＳで洗浄し、その後、第２の超遠心分離のステップを４℃、１００，０００×ｇで
２時間にわたって行った。その後、上清を廃棄した。ＲＮＡ抽出のために使用するエキソ
ソームはＴＲＩｚｏｌ（登録商標）５００μＬに再懸濁させ、タンパク質抽出のために使
用するエキソソームは溶解緩衝液（８Ｍ尿素／２．５％ＳＤＳ、５μｇ／ｍＬのロイペプ
チン、１μｇ／ｍＬのペプスタチン、および１ｍＭのフッ化フェニルメチルスルホニル（
ＰＭＳＦ））２５０μＬに再懸濁させた。フローサイトメトリー分析（ＦＡＣＳ）、透過
型電子顕微鏡（ＴＥＭ）、および免疫金染色のために使用するエキソソームは、１００μ
Ｌの１×ＰＢＳに再懸濁させた。この試料１０マイクロリットルを１×ＰＢＳ中１：１０
０に希釈し、ＮａｎｏＳｉｇｈｔ（登録商標）ＬＭ１０（ＮａｎｏＳｉｇｈｔ　Ｌｔｄ．
、Ｍｉｎｔｏｎ　Ｐａｒｋ、Ａｍｅｓｂｕｒｙ、ＧＢ）を使用して分析した。
【０１３６】
　ヒト血清試料からのエキソソームの単離。以前に記載されている通り、無細胞血清試料
２５０μＬを氷上で解凍した（Ｋａｈｌｅｒｔら、２０１４年）。血清を１１ｍＬの１×
ＰＢＳ中に希釈し、０．２μｍのポアフィルターを通して濾過した。その後、試料を４℃
、１５０，０００×ｇで終夜超遠心分離した。次に、エキソソームペレットを１１ｍＬの
１×ＰＢＳで洗浄し、その後、第２の超遠心分離のステップを４℃、１５０，０００×ｇ
で２時間にわたって行った。その後、上清を廃棄した。ＲＮＡ抽出のために使用するエキ
ソソームはＴＲＩｚｏｌ（登録商標）５００μＬに再懸濁させ、タンパク質抽出のために
使用するエキソソームは溶解緩衝液（８Ｍ尿素／２．５％ＳＤＳ、５μｇ／ｍＬのロイペ
プチン、１μｇ／ｍＬのペプスタチン、および１ｍＭのＰＭＳＦ）２５０μＬに再懸濁さ
せた。ＦＡＣＳ、ＴＥＭ、および免疫金染色のために使用するエキソソームは、１００μ
Ｌの１×ＰＢＳに再懸濁させた。この試料１０マイクロリットルを１×ＰＢＳ中１：１０
０に希釈し、ＮａｎｏＳｉｇｈｔ（登録商標）ＬＭ１０（ＮａｎｏＳｉｇｈｔ　Ｌｔｄ．
、Ｍｉｎｔｏｎ　Ｐａｒｋ、Ａｍｅｓｂｕｒｙ、ＧＢ）を使用して分析した。
【０１３７】
　エキソソームのフローサイトメトリー分析。エキソソームを、４μｍのアルデヒド／硫
酸塩ラテックスビーズ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ、Ｃａｒｌｓｂａｄ、ＣＡ、ＵＳＡ）に、
１００μＬ体積のビーズ中エキソソーム約３０μｇを室温で１時間にわたって混合するこ
とによって付着させた。この懸濁物を、１×ＰＢＳを用いて１ｍＬまで希釈し、１×ＰＢ
Ｓ中１００ｍＭのグリシンおよび２％ＢＳＡを使用して反応を停止させた。エキソソーム
が結合したビーズを１×ＰＢＳ／２％ＢＳＡ中で洗浄し、２％ＢＳＡを用いてブロッキン
グし、ＦＡＣＳのために抗グリピカン－１（ＧＰＣ１；ＰＩＰＡ５２８０５５、Ｔｈｅｒ
ｍｏ－Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ）を用いて染色した。二次抗体Ａｌｅｘａ－４８８またはＡ
ｌｅｘａ－５９４（Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ、ＮＹ、ＵＳＡ）を使用した。
【０１３８】
　Ｃａｎｃｅｒ　Ａｎｔｉｇｅｎ　ＣＡ１９－９ヒトＥＬＩＳＡ。膵がんを有する患者、
膵がん前駆病変を有する患者、良性膵疾患を有する患者、および健康なドナーにおける血
清Ｃａｎｃｅｒ　Ａｎｔｉｇｅｎ　ＣＡ　１９－９を、Ｃａｎｃｅｒ　Ａｎｔｉｇｅｎ　
ＣＡ１９－９　Ｈｕｍａｎ　ＥＬＩＳＡ　Ｋｉｔ（Ａｂｃａｍ、ａｂ１０８６４２）を製
造者のプロトコールに従って使用して評価した。
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【０１３９】
　細胞からのＤＮＡ抽出。細胞をＴ２２５ｃｍ２のフラスコ中で６０％～７０％集密に達
するまで２～３日間成長させた。次に、細胞を無血清培地で４８時間培養した。培地を採
取し、１０００ｒｐｍで５分にわたって遠心分離し、その後、３０００ｒｐｍで１０分の
遠心分離ステップを行って細胞デトリタスを廃棄した。その後、０．２２μｍのポアフィ
ルター（Ｔｈｅｒｍｏ　Ｆｉｓｈｅｒ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ、Ｗａｌｔｈａｍ、ＭＡ、
ＵＳＡ）を使用して培地を濾過した。馴化培地を合計２２５ｍＬ採取し、４℃で２時間超
遠心分離した。上清を廃棄し、追加的な２２５ｍＬの馴化させ、濾過した培地を４℃で２
時間超遠心分離した。各超遠心分離ステップのエキソソームペレットをプールし、ＤＮａ
ｓｅ　Ｉ（１Ｕ／μＬ、カタログ番号Ｍ６１０１、Ｐｒｏｍｅｇａ、ＵＳＡ）１０μＬと
一緒に３７℃で３０分インキュベートした。その後、ＤＮａｓｅ　Ｓｔｏｐ　Ｓｏｌｕｔ
ｉｏｎ（カタログ番号Ｍ１９９Ａ、Ｐｒｏｍｅｇａ、ＵＳＡ）５０μＬを添加し、試料を
ウォーターバス中、６５℃で５分加熱した。次に、プールしたエキソソームペレットをＰ
ＢＳで洗浄し、第２の超遠心分離のステップを４℃、１５０，０００×ｇで２時間にわた
って実施した。上清を吸引した後、ペレットを２００μＬのＰＢＳに懸濁させた。この試
料５マイクロリットルを得、１：１００に希釈し、ＮａｎｏＳｉｇｈｔ（登録商標）ＬＭ
１０を使用したさらなる分析のために－２０℃で保管した。残りのエキソソームペレット
のＤＮＡを、市販のＤＮＡ抽出キット（ＤＮｅａｓｙ（登録商標）Ｂｌｏｏｄ＆Ｔｉｓｓ
ｕｅ　Ｋｉｔ、カタログ番号６９５０６、Ｑｉａｇｅｎ、Ｇｅｒｍａｎｙ）を製造者の説
明書に従って使用して抽出した。最後に、ＤＮＡをＡＥ緩衝液５０μＬ中に溶出させ、処
理するまで－２０℃で保管した。Ａｇｉｌｅｎｔ　ＤＮＡ　７５００　Ｒｅａｇｅｎｔ　
Ｋｉｔ（カタログ番号５０６７－１５０７、Ａｇｉｌｅｎｔ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ
、ＵＳＡ）を使用して二本鎖ＤＮＡを解析した。
【０１４０】
　ヒト血清試料からのＤＮＡ抽出。血清試料を解凍した後、血清５００μＬ（Ｂｉｏａｎ
ａｌｙｚｅｒ分析の場合には血清５ｍＬ）を１１ｍＬの１×ＰＢＳ中に希釈し、０．２２
μｍのポアシリンジフィルター（カタログ番号６７８６－１３０２、ＧＥ　Ｈｅａｌｔｈ
ｃａｒｅ、ＧＢ）を通して濾過し、４℃、１５０，０００×ｇで終夜超遠心分離した。そ
の後、エキソソーム枯渇血清を採取し、さらに処理するまで－８０℃で保管し、一方、エ
キソソームペレットはＤＮａｓｅ　Ｉ（１Ｕ／μＬ、カタログ番号Ｍ６１０１、Ｐｒｏｍ
ｅｇａ、ＵＳＡ）１μＬと一緒に３７℃で３０分インキュベートした。その後、ＤＮａｓ
ｅ　Ｓｔｏｐ　Ｓｏｌｕｔｉｏｎ（カタログ番号Ｍ１９９Ａ、Ｐｒｏｍｅｇａ、ＵＳＡ）
５μＬを添加し、試料をウォーターバス中、６５℃で５分加熱した。次に、エキソソーム
ペレットを１１ｍＬの１×ＰＢＳで洗浄し、第２の超遠心分離のステップを４℃、１５０
，０００×ｇで２時間にわたって実施した。上清を吸引した後、ペレットを２００μＬの
ＰＢＳに懸濁させた。この試料５マイクロリットルを１：１００に希釈し、ＮａｎｏＳｉ
ｇｈｔ（登録商標）ＬＭ１０を使用したさらなる分析のために－２０℃で保管した。残り
のエキソソームペレットのＤＮＡを、市販のＤＮＡ抽出キット（ＤＮｅａｓｙ（登録商標
）Ｂｌｏｏｄ＆Ｔｉｓｓｕｅ　Ｋｉｔ、カタログ番号６９５０６、Ｑｉａｇｅｎ、Ｇｅｒ
ｍａｎｙ）を製造者の説明書に従って使用して抽出した。最後に、ＤＮＡをＡＥ緩衝液５
０μＬ中に溶出させ、処理するまで－２０℃で保管した。
【０１４１】
　ヒト原発性膵がんからのＤＮＡ抽出。切除後すぐに、膵腫瘍試料を液体窒素で急速凍結
し、さらに処理するまで－８０℃で保管した。腫瘍組織および近接する腫瘍間質の割合を
評価するために、標準の方法により、各試料の参照切片１０μｍを切り取り、ヘマトキシ
リンおよびエオシンで染色した。腫瘍間質の割合が３０％を超える試料をこの試験に含め
た。市販のＤＮＡ抽出キット（ＤＮｅａｓｙ（登録商標）Ｂｌｏｏｄ＆Ｔｉｓｓｕｅ　Ｋ
ｉｔ、カタログ番号６９５０６、Ｑｉａｇｅｎ、Ｇｅｒｍａｎｙ）を使用して製造者のプ
ロトコールに従ってＤＮＡ単離を実施した。Ｎａｎｏｄｒｏｐ（登録商標）１０００　ｓ
ｐｅｃｔｒｏｐｈｏｔｏｍｅｔｅｒ（Ｔｈｅｒｍｏ　Ｆｉｓｈｅｒ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉ
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ｃ、Ｗｉｌｍｉｎｇｔｏｎ、ＤＥ、ＵＳＡ）を使用して腫瘍試料由来のＤＮＡの量を定量
化した。
【０１４２】
　細胞およびエキソソームからのＲＮＡ抽出。ＴＲＩｚｏｌ（登録商標）Ｐｌｕｓ　ＲＮ
Ａ精製キット（Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ、カタログ番号１２１８３５５５）
を製造者のプロトコールに従って使用して細胞およびエキソソームのＲＮＡを単離した。
Ｎａｎｏｄｒｏｐ（登録商標）ＮＤ－１０００（Ｔｈｅｒｍｏ　Ｆｉｓｃｈｅｒ　Ｓｃｉ
ｅｎｔｉｆｉｃ）を使用してＲＮＡを定量化した。
【０１４３】
　ウエスタンブロット分析および抗体。ＴＳＧ１０１および他のタンパク質のエキソソー
ムでの発現をモニタリングするために、５μｇ／ｍＬのロイペプチン、１μｇ／ｍＬのペ
プスタチン、および１ｍＭのＰＭＳＦを含有する８Ｍ尿素／２．５％ＳＤＳ緩衝液中にエ
キソソームを収集し、５μｇ／ｍＬのロイペプチン、１μｇ／ｍＬのペプスタチン、およ
び１ｍＭのＰＭＳＦを含有するＲＩＰＡ緩衝液中に細胞を溶解させた。ブラッドフォード
法による定量化に従って試料をローディングし、アクリルアミドゲルを使用して分析した
。湿式電気泳動転写（ｗｅｔ　ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｔｉｃ　ｔｒａｎｓｆｅｒ）を
使用してゲル内のタンパク質をＰＶＤＦ膜（Ｉｍｍｏｂｉｌｏｎ－Ｐ）に転写した。タン
パク質ブロットを、１×ＰＢＳ中５％脱脂粉乳および０．０５％Ｔｗｅｅｎ（登録商標）
２０を用いて室温で１時間にわたってブロッキングし、以下の一次抗体と一緒に４℃で終
夜インキュベートした：１：３００の抗ＴＳＧ１０１（抗ａｂ８３；Ａｂｃａｍ）、１：
３００の抗ＧＰＣ１（ＰＩＰＡ５２８０５５；Ｔｈｅｒｍｏ－Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ）；
１：３００の抗β－アクチン（Ａ３８５４；Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ）；１：３００
の抗ＣＤ８１（ｓｃ－１６６０２９；Ｓａｎｔａ－Ｃｒｕｚ）；１：３００の抗フロチリ
ン１（ｓｃ－２５５０６；Ｓａｎｔａ－Ｃｒｕｚ）。二次抗体を室温で１時間にわたって
インキュベートした。抗体をインキュベートした後、１×ＰＢＳおよび０．０５％Ｔｗｅ
ｅｎ（登録商標）２０を用いた洗浄をオービタルシェーカーにおいて１０分間隔で４回実
施した。Ｐｉｅｒｃｅからの化学発光試薬を使用してブロットを発光（ｄｅｖｅｌｏｐ）
させた。
【０１４４】
　ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）。細胞由来のＤＮＡの量および細胞培地由来のエキソ
ソーム由来のＤＮＡの量を、Ｎａｎｏｄｒｏｐ（登録商標）１０００　ｓｐｅｃｔｒｏｐ
ｈｏｔｏｍｅｔｅｒ（Ｔｈｅｒｍｏ　Ｆｉｓｈｅｒ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ、Ｗｉｌｍｉ
ｎｇｔｏｎ、ＤＥ、ＵＳＡ）を使用して定量化した。ヒト血清由来のエキソソーム由来の
ＤＮＡの量を、ＰｉｃｏＧｒｅｅｎ（登録商標）（Ｑｕａｎｔ－ｉＴ（商標）ＰｉｃｏＧ
ｒｅｅｎ（登録商標）ｄｓＤＮＡ　Ａｓｓａｙ　Ｋｉｔ、カタログ番号Ｐ１１４９６、Ｌ
ｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ、ＵＳＡ）を使用して定量化した。１０μＬの鋳型Ｄ
ＮＡ、１μＭの各プライマー、２．５ｍＭの各ｄＮＴＰ、２．５　１０×ＰＣＲ緩衝液、
２５ｍＭのＭｇ溶液、０．５μＬのＨ２Ｏ、および２．５μＬのＴａｑポリメラーゼを含
有する２５μＬの反応チューブでＰＣＲを実施した。Ｔ１００サーモサイクラー（Ｂｉｏ
－Ｒａｄ）において以下の条件下で増幅を行った：９４℃で１分間；９４℃で１０秒、６
７℃で３０秒、７０℃で３０秒を２サイクル；９４℃で１０秒、６４℃で３０秒、７０℃
で３０秒を２サイクル；９４℃で１０秒、６１℃で３０秒、７０℃で３０秒を２サイクル
；９４℃で１０秒、５９℃で３０秒、７０℃で３０秒を３５サイクル；および４℃で最終
的な保持。ＫＲＡＳ分析を以下のプライマーを使用して実施した：フォワード５’－ＡＡ
ＧＧＣＣＴＧＣＴＧＡＡＡＡＴＧＡＣＴＧ－３’（配列番号１）、リバース５’－ＴＣＡ
ＣＡＡＴＡＣＣＡＡＧＡＡＡＣＣＣＡＴ－３’（配列番号２）。Ｐ５３分析を以下のプラ
イマーを使用して実施した：ｐ５３エクソン７－８ｐ（６０９ｂｐ）：フォワード５’－
ＴＣＣＴＡＧＧＴＴＧＧＣＴＣＴＧＡＣ－３’（配列番号３）、リバース５’－ＣＣＴＧ
ＣＴＴＧＣＴＴＡＣＣＴＣＧＣＴ－３’（配列番号４）；ｐ５３エクソン５－８（１５６
４ｂｐ）：フォワード５’－ＴＴＣＣＴＣＴＴＣＣＴＡＣＡＧＴＡＣＴＣＣ－３’（配列
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番号５）、リバース５’－ＣＣＴＧＣＴＴＧＣＴＴＡＣＣＴＣＧＣＴ－３’（配列番号６
）。ＰＣＲ産物をＱＩＡｑｕｉｃｋ（登録商標）ＰＣＲ精製キット（Ｑｉａｇｅｎ、Ｈｉ
ｌｄｅｎ、Ｇｅｒｍａｎｙ）を使用して精製した。その後、配列決定反応をＢｉｇＤｙｅ
（登録商標）ターミネーターキット（ｖ３．１、Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ、
ＵＳＡ）を製造者の説明書に従って使用して実施した。配列決定には以下のプライマーを
使用した：ＫＲＡＳ、フォワード５’－ＡＡＧＧＣＣＴＧＣＴＧＡＡＡＡＴＧＡＣＴＧ－
３’（配列番号７）およびリバース５’－ＡＧＡＡＴＧＧＴＣＣＴＧＣＡＣＣＡＧＴＡＡ
－３’（配列番号８）；ｐ５３エクソン５～８、フォワード５’－ＴＣＴＴＣＣＴＡＣＡ
ＧＴＡＣＴＣＣＣＣＴ－３’（配列番号９）およびリバース５’－ＧＣＴＴＧＣＴＴＡＣ
ＣＴＣＧＣＴＴＡＧＴ－３’（配列番号１０）；ｐ５３エクソン７～８、フォワード５’
－ＴＡＧＧＴＴＧＧＣＴＣＴＧＡＣＴＧＴ－３’（配列番号１１）およびリバース５’－
ＧＣＴＴＧＣＴＴＡＣＣＴＣＧＣＴＴＡＧＴ－３’（配列番号１２）。配列決定産物をＡ
ＢＩ　３７３０自動シーケンサー（Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ、ＵＳＡ）で分
離した。ＫＲＡＳ変異状態をＦｉｎｃｈ　ＴＶ（Ｇｅｏｓｐｉｚａ、Ｉｎｃ．、Ｓｅａｔ
ｔｌｅ、ＷＡ、ＵＳＡ）を使用して評価した。
【０１４５】
　定量的リアルタイムＰＣＲ（ｑＲＴ－ＰＣＲ）。ｑＲＴ－ＰＣＲを、ＤＮａｓｅで処理
したＲＮＡを用い、７３００　Ｓｅｑｕｅｎｃｅ　Ｄｅｔｅｃｔｏｒ　Ｓｙｓｔｅｍ（Ａ
ｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ）においてＳｕｐｅｒＳｃｒｉｐｔ（登録商標）Ｉ
ＩＩ　Ｐｌａｔｉｎｕｍ（登録商標）Ｏｎｅ－Ｓｔｅｐ　Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ　Ｒ
Ｔ－ＰＣＲ　Ｓｙｓｔｅｍ（カタログ番号１１７３２－０８８、Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ、
Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ、Ｇｒａｎｄ　Ｉｓｌａｎｄ、ＮＹ、ＵＳＡ）を製
造者の推奨に従って使用して実施した。ＫＲＡＳ　Ｇ１２Ｄ　ｍＲＮＡに対するプライマ
ーおよびＫＲＡＳ　Ｇ１２Ｖ　ｍＲＮＡに対するプライマー（どちらもＳｉｇｍａ－Ａｌ
ｄｒｉｃｈ　Ｃｏｒｐ．、Ｓｔ．　Ｌｏｕｉｓ、ＭＯ、ＵＳＡ）を以前報告されている通
り設計した（Ｒａｃｈａｇａｎｉら、２０１１年）。簡単に述べると、フォワードプライ
マーの３’末端におけるＫＲＡＳ　Ｇ１２Ｄの塩基の変更およびＫＲＡＳ　Ｇ１２Ｖ変異
を保持した。変異体ＫＲＡＳ対立遺伝子の増幅の特異性を増大させるために、ＫＲＡＳ変
異の２つ前の位置に追加的な塩基変異を含めた。
【０１４６】
【化２】

ＫＲＡＳ野生型ｍＲＮＡに対するフォワードプライマー配列：Ｆ－５’－ＡＣＴＴＧＴＧ
ＧＴＡＧＴＴＧＧＡＧＣＴＧＧ－３’（配列番号１５）。全てのＫＲＡＳに対するリバー
スプライマー：Ｒ－５’－ＴＴＧＧＡＴＣＡＴＡＴＴＣＧＴＣＣＡＣＡＡ－３’（配列番
号１６）。ＧＰＣ１　ｍＲＮＡプライマー対（カタログ番号ＰＰＨ０６０４５Ａ）および
１８ｓ　ｍＲＮＡプライマー対（カタログ番号ＱＦ００５３０４６７）はＱｉａｇｅｎ（
Ｈｉｌｄｅｎ、Ｇｅｒｍａｎｙ）から購入した。閾値サイクル（Ｒｏｔｈｓｔｅｉｎら、
２００１年）（Ｃｔ）（すなわち、増幅された標的の量が固定閾値に達する分別サイクル
数）を決定し、発現を、以前報告されている通り２－ΔＣｔ式を使用して測定した（Ｌｉ
ｖａｋおよびＳｃｈｍｉｔｔｇｅｎ、２００１年）。
【０１４７】
　電子顕微鏡。試料を、ポリ－Ｌ－リシンを用いて１時間処理した、４００メッシュのホ
ルムバールでコーティングした銅グリッドに置いた。過剰な試料を濾紙を用いてブロット
し、次いで、Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅで濾過した水性１％酢酸ウラニルを用いて１分にわたっ
て陰性染色した。濾紙を用いて染料をグリッドからブロット乾燥し、試料を乾燥させた。
次いで、試料を、ＪＥＭ　１０１０透過型電子顕微鏡（ＪＥＯＬ，ＵＳＡ，Ｉｎｃ．、Ｐ
ｅａｂｏｄｙ、ＭＡ）を８０Ｋｖの加速電圧で使用して検査した。ＡＭＴ　Ｉｍａｇｉｎ
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ｇ　Ｓｙｓｔｅｍ（Ａｄｖａｎｃｅｄ　Ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ　Ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ　
Ｃｏｒｐ．、Ｄａｎｖｅｒｓ、ＭＡ）を使用してデジタル画像を得た。
【０１４８】
　免疫金標識。最適な濃度で固定した検体を４００メッシュの炭素／ホルムバールでコー
ティングしたグリッドに置き、最低でも１分間ホルムバールに吸収させた。免疫金染色の
ために、グリッドをブロッキング／透過処理ステップのためのブロッキング緩衝液に１時
間入れた。グリッドを、すすがずにすぐに適切な希釈度の一次抗体に４℃で終夜（１：３
００の抗ＣＤ９（ａｂ９２７２６、Ａｂｃａｍ）および抗ＧＰＣ１（ＰＩＰＡ５２８０５
５、Ｔｈｅｒｍｏ－Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ））に入れた。対照として、一部のグリッドは
一次抗体に曝露させなかった。次の日に、グリッドの全てをＰＢＳですすぎ、次いで、１
０ｎｍの金粒子（ＡＵＲＩＯＮ、Ｈａｔｆｉｅｌｄ、ＰＡ）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のリン酸緩衝液
中２．５％グルタルアルデヒドに１５分入れた。ＰＢＳおよび蒸留水ですすいだ後、グリ
ッドを乾燥させ、酢酸ウラニルを使用して対比のために染色した。試料をＴｅｃｎａｉ（
商標）ＢｉｏＴｗｉｎ透過型電子顕微鏡（ＦＥＩ、Ｈｉｌｌｓｂｏｒｏ、ＯＲ）を用いて
調べ、ＡＭＴ　ＣＣＤ　Ｃａｍｅｒａ（Ａｄｖａｎｃｅｄ　Ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ　Ｔｅ
ｃｈｎｉｑｕｅｓ　Ｃｏｒｐ．）を用いて画像を取得した。
【０１４９】
　スクロース勾配。エキソソームをさらに特徴付けるために、スクロース密度勾配を実施
した。簡単に述べると、エキソソームをＨＥＰＥＳ／スクロースストック溶液（２．５Ｍ
のスクロース、２０ｍＭのＨＥＰＥＳ／ＮａＯＨ溶液、ｐＨ７．４）２ｍＬに再懸濁させ
た。エキソソーム懸濁物を、ＳＷ４１チューブ（Ｂｅｃｋｍａｎ）中で直線的なスクロー
ス勾配（２．０～０．２５Ｍのスクロース、２０ｍＭのＨＥＰＥＳ／ＮａＯＨ、ｐＨ７．
４）の上に置いた。勾配を４℃、２１０，０００×ｇで１６時間にわたって超遠心分離し
た。次いで、勾配画分１ｍＬを頂部から底部に採取した。屈折計を使用して密度を評価し
た。次に、エキソソームペレットを１×ＰＢＳで洗浄し、その後、第２の超遠心分離のス
テップを４℃、１５０，０００×ｇで２時間にわたって行った。さらなる免疫ブロッティ
ングおよびＦＡＣＳ分析のために、エキソソームペレットをＬａｅｍｍｌｉ緩衝液および
／またはＰＢＳに再懸濁させた。
【０１５０】
　全ゲノムショットガン配列決定。全ゲノム配列決定を、エキソソームおよび対応する腫
瘍試料において、ＴｈｒｕＰＬＥＸ（登録商標）－ＦＤライブラリープレップテクノロジ
ー（カタログ番号Ｒ４００４８、Ｒｕｂｉｃｏｎ　Ｇｅｎｏｍｉｃｓ、Ａｎｎ　Ａｒｂｏ
ｒ、ＭＩ）をＩｌｌｕｍｉｎａ（登録商標）ＨｉＳｅｑ２０００配列決定プラットフォー
ム、ペアエンド２×５１ｂｐと組み合わせて使用して、網羅度（ｃｏｖｅｒａｇｅ）深さ
４×まで実施した。コピー数プロファイルを評価し、構造的再配列に関する追加的な洞察
を得るために、ＢＩＣ－ｓｅｑと称されるアルゴリズムを利用した（Ｘｉら、２０１１年
）。
【０１５１】
　ＭＲＩイメージング。７Ｔ小動物ＭＲシステムを使用してＭＲＩ試験を行った。Ｂｉｏ
Ｓｐｅｃ（登録商標）ＵＳＲ７０／３０（Ｂｒｕｋｅｒ　Ｂｉｏｓｐｉｎ　ＭＲＩ、Ｂｉ
ｌｌｅｒｉｃａ、ＭＡ）は、口径３０ｃｍおよび冷凍・冷蔵を備えた能動的に遮蔽された
７Ｔ磁石に基づく。このシステムは、最大勾配磁場９５０ｍＴ／ｍを送達する６ｃｍの内
径勾配を備える。内径３．５ｃｍの直線状バードケージコイルによりＭＲシグナルを送受
信する。画像撮像のために、Ｔ２強調、呼吸同期、マルチスライイメージングを、腹部の
モーションアーチファクトを最小限にするために呼吸を毎分２５呼吸に保持して実施した
。マウスに関しては、脂肪シグナルによってＴ２強調画像が遮蔽される場合には、脂肪抑
制パルスモジュールを利用した。撮像パラメータは、Ｓｃｈｍｉｄら（２０１３年）から
最低限に改変した。ＲＡＲＥ－Ｔ２強調パルスシーケンスを、５６ｍｓの有効なＴｅを含
み、総ＴＲが２２６５ｍｓになるように改変した。マウス当たり１８枚から２０枚の間の



(55) JP 2017-501694 A 2017.1.19

10

20

30

40

50

冠状スライスをスライス厚０．７５ｍｍおよびスライス間隔１ｍｍで撮像した。平面では
、平面内部分体積効果（ｉｎ　ｐｌａｎｅ　ｐａｒｔｉａｌ　ｖｏｌｕｍｅ　ｅｆｆｅｃ
ｔ）を最小限にし、腹部を網羅するために十分なＦＯＶを維持しながら、実験に十分な処
理量ももたらされるように、画素サイズ０．１５６ｍｍ×０．１５６ｍｍ、マトリックス
サイズ２５６×１９２（４０ｍｍ×３０ｍｍ　ＦＯＶ）を選択した。腫瘍量を測定するた
めに、画像強度を正規化した後、各スライスに関して、疑わしい病変の領域にブラインド
を引いた。体積を、ｍｍ２×１ｍｍスライス距離で描かれた関心領域を加算することによ
って算出した。
【０１５２】
　統計解析。ＧｒａｐｈＰａｄ　Ｐｒｉｓｍバージョン６．０（ＧｒａｐｈＰａｄ　Ｓｏ
ｆｔｗａｒｅ、Ｌａ　Ｊｏｌｌａ、ＣＡ、ＵＳＡ）およびＭｅｄＣａｌｃ統計ソフトウェ
アバージョン１３．０（ＭｅｄＣａｌｃ　Ｓｏｆｔｗａｒｅ　ｂｖｂａ、Ａｃａｃｉａｌ
ａａｎ　２２、Ｏｓｔｅｎｄ、Ｂｅｌｇｉｕｍ）を全ての算出に使用した。スチューデン
トｔ検定を適用してｑＰＣＲ結果の発現差異を算出した。分散分析（ＡＮＯＶＡ）検定を
実施して、マウス血清試料およびヒト血清試料における多数の血清因子の差異を算出した
。ＡＮＯＶＡ検定が陽性であった場合、サブグループのペアワイズ比較にチューキー・ク
レーマー検定を適用した。対応のある両側スチューデントｔ検定を適用して、手術前血液
試料と手術後の検体の間の、縦断的コホートにおけるＧＰＣ１＋集団およびＣＡ　１９－
９の差異を算出した。Ｄｅｌｏｎｇ方法（ＤｅＬｏｎｇら、１９８８年）を使用して血清
因子の感度、特異度、陽性的中度、陰性的中度、および曲線下面積（ＡＵＣ）を決定し、
比較するために受信者動作特性（ＲＯＣ）曲線を使用した。Ｙｏｕｄｅｎ－Ｉｎｄｅｘを
使用してカットオフ値を決定した。膵がんを有する患者の縦断的コホートにおける疾患特
異的生存（診断からがんに関連した死亡または最後の経過観察までの時間）を視覚化する
ため（カプランマイヤー曲線）および評価するために、ログランク検定による単変量解析
を行った。コックス比例ハザード回帰モデルを使用した多変量解析を実施して、年齢（連
続変数）、ＡＪＣＣ腫瘍病期、および腫瘍悪性度（Ｇ）およびＣＡ　１９－９（Ｕ／ｍＬ
）に加えてＧＰＣ１＋集団の減少の効果を評価した。マウス腫瘍量とＧＰＣ１＋エキソソ
ームの間の相関分析を、スピアマン相関検定を使用して実施した。ＧｒａｐｈＰａｄ　Ｐ
ｒｉｓｍ（ＧｒａｐｈＰａｄ　Ｓｏｆｔｗａｒｅ、Ｌａ　Ｊｏｌｌａ、ＣＡ、ＵＳＡ）お
よびＭｅｄＣａｌｃ統計ソフトウェアバージョン１３．０（ＭｅｄＣａｌｃ　Ｓｏｆｔｗ
ａｒｅ　ｂｖｂａ、Ａｃａｃｉａｌａａｎ　２２、Ｏｓｔｅｎｄ、Ｂｅｌｇｉｕｍ）を使
用することによって図面を作成した。示されているＰ値は全て両側性であり、Ｐ値＜０．
０５を統計的に有意であるとみなした。
【０１５３】
　（実施例１）
　エキソソームは、二本鎖ゲノムＤＮＡの１０ｋｂ未満の断片を含有する
　細胞のエキソソームを２種のヒト膵がん細胞株（Ｐａｎｃ－１およびＴ３Ｍ４）ならび
に膵がんを有する患者の血清から単離した（Ｌｕｇａら、２０１２年；Ｔｈｅｒｙら、２
００６年）。外部ＤＮＡ汚染を減少させるために、以前に記載されている通り（Ｂａｌａ
ｊら、２０１１年）、ＤＮＡ抽出前にエキソソームをＤＮａｓｅ　Ｉで広範囲にわたって
処理した。ＮａｎｏＳｉｇｈｔ（登録商標）ＬＭ１０を使用して、がん細胞株および血清
試料の両方からエキソソームの存在およびそれらの濃度を確認した（図１Ａ）。さらに、
エキソソームを同種の集団として電子顕微鏡によって（図１Ｂ）、およびエキソソームマ
ーカー、ＴＳＧ１０１およびＣＤ６３の発現によって（図１ＣおよびＦ）同定した。さら
に、エキソソームＤＮＡをがん細胞株から抽出した後、溶出液をＲＮａｓｅ　Ａに供して
ＲＮＡを排除した。その後、前処理した溶出液を２％アガロースゲルで分析した（図１Ｄ
）。これにより、ＲＮＡを伴わないエキソソーム中にＤＮＡの長い断片が存在することが
明らかになった。二本鎖ＤＮＡ検出キットを使用することによって、膵がん細胞由来のエ
キソソームおよび血清試料由来のエキソソームがゲノム二本鎖ＤＮＡを含有することが示
された（図１Ｅ）。
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【０１５４】
　（実施例２）
　エキソソームは、変異したＫＲＡＳおよびｐ５３　ＤＮＡを含有する
　ＫＲＡＳおよびｐ５３は、膵管腺癌において最も頻繁に変異した遺伝子である（Ｂｉａ
ｎｋｉｎら、２０１２年）。細胞株およびその細胞株に由来するエキソソームから単離し
たＤＮＡの両方から、エクソン２およびイントロン２の一部をコードするＫＲＡＳの４６
６ｂｐの断片、ならびにイントロン５、６、および７を含む、エクソン５からエクソン８
までにわたるｐ５３の１５６４ｂｐの断片を増幅した（図２Ａ）。Ｐａｎｃ－１およびＴ
３Ｍ４におけるＫＲＡＳ変異およびｐ５３変異は、以前に記載されている（Ｍｏｏｒｅら
、２００１年）。Ｐａｎｃ－１は、コドン１２においてヘテロ接合性ＫＲＡＳ変異（グリ
シンからアスパラギン酸へ）およびコドン２７３においてホモ接合性ｐ５３変異（アルギ
ニンからヒスチジンへ）を示す（Ｍｏｏｒｅら、２００１年）。Ｔ３Ｍ４細胞は、野生型
ＫＲＡＳを含有するが、コドン２２０においてホモ接合性ｐ５３変異（チロシンからシス
テインへ）を示す（Ｍｏｏｒｅら、２００１年）。ＰＣＲ増幅されたＤＮＡのサンガー配
列決定法により、Ｐａｎｃ－１細胞に由来するエキソソームから単離したＤＮＡにおいて
同一のＫＲＡＳ変異およびｐ５３変異が検出され、また、Ｔ３Ｍ４細胞に由来するエキソ
ソームから単離したＤＮＡにおいて同一のｐ５３変異が検出された（図２Ｂ）。Ｔ３Ｍ４
細胞においてもそれから単離されたエキソソームにおいてもＫＲＡＳ　ＤＮＡにおける変
異は検出されなかった。
【０１５５】
　細胞株を使用した観察に基づいて、膵がんを有する患者由来の循環血清エキソソームも
ＫＲＡＳ　ＤＮＡおよびｐ５３　ＤＮＡを含有し得ることが仮定された。エクソン２およ
びイントロン２の一部をコードするＫＲＡＳの４６６ｂｐの断片を増幅した。その後、全
てのヒト試料においてエクソン７および８ならびにイントロン７が重複している６０９ｂ
ｐのｐ５３のＤＮＡ断片を単離した（図２ＣおよびＥ）。エキソソームが枯渇した血清試
料中のＤＮＡの存在を評価するために、当該血清試料を使用したＫＲＡＳおよびｐ５３に
ついてのＰＣＲも実施した。しかし、エキソソーム枯渇血清ではＫＲＡＳ　ＰＣＲ産物も
ｐ５３　ＰＣＲ産物も増幅されなかった（図２ＣおよびＥ）。エキソソームから単離した
ＤＮＡからのＰＣＲアンプリコンをサンガー配列決定法に供した。サンガー配列決定法に
より、膵がんを有する患者の血清試料においてＫＲＡＳ変異を有するＤＮＡが検出された
（図２Ｄ）。１つのＫＲＡＳ変異はコドン１２に位置し、ＧＧＴからＴＧＴへの塩基変化
を特徴とするものであった。第２のＫＲＡＳ変異はコドン２２において見いだされ、ＣＡ
ＧからＣＴＧへの塩基変化を伴うものであった。さらに、膵がんを有する患者１名におい
て、コドン２７３において、ＣＧＴからＣＡＴへの塩基変化を伴うｐ５３変異が検出され
た（図２Ｄ）。
【０１５６】
　（実施例３）
　ＰＤＡＣ患者の末梢血由来の循環エキソソームは、全染色体にわたる二本鎖ゲノムＤＮ
Ａを含有する
　２つの膵がん試料を、対になった血清エキソソームＤＮＡおよび対応する腫瘍試料を使
用して調査した。約１６０ｂｐの推定ライブラリー挿入断片サイズを用いて４×全ゲノム
配列網羅度が達成された。ヒトゲノムにマッピングされた読み取りのパーセントはおよそ
９６％であった。腫瘍ゲノムＤＮＡとエキソソームゲノムＤＮＡの間の適正に対になった
百分率読み取りは約９２％であった。固有の読み取り数としての配列の複雑性は全ての試
料において９×１０８を超えた。血清由来のエキソソームの大部分が、核ゲノムＤＮＡと
同様に全ての染色体に均一にわたるＤＮＡを含有した（図３Ａおよび３Ｂ）。
【０１５７】
　（実施例４）
　哺乳動物のエキソソームはタンパク質を産生する
　エキソソームが網状赤血球分化の副産物として最初に発見されてから（Ｒａｐｏｓｏお
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よびＳｔｏｏｒｖｏｇｅｌ、２０１３年；Ｈａｒｄｉｎｇら、１９８４年）、エキソソー
ムは、もう使われていないタンパク質の細胞排除の主に不活性な形態であると広範に考え
られていた。しかし、まもなく、エキソソームがほとんど全ての哺乳動物細胞から分泌さ
れ、ほとんどの体液において実際に見いだされることが明らかになった（Ｅｌ－Ａｎｄａ
ｌｏｕｓｓｉら、２０１３年）。エキソソームは、現在、細胞間コミュニケーションにお
いて多数の機能を有し、抗原の提示と同程度に多様なプロセス（Ｒａｐｏｓｏら、１９９
６年；Ｚｅｅｌｅｎｂｅｒｇら、２００８年）、ＨＩＶおよびマラリアなどの病原体の拡
散（ＷｉｌｅｙおよびＧｕｍｍｕｌｕｒｕ、２００６年；Ｒｅｇｅｖ－Ｒｕｄｚｋｉら、
２０１３年）、線維症の発症（Ｂｏｒｇｅｓら、２０１３年）、およびおそらくとりわけ
、がんの進行および転移（ＫａｈｌｅｒｔおよびＫａｌｌｕｒｉ、２０１３年；Ｓｋｏｇ
ら、２００８年；Ｌｕｇａら、２０１３年；Ｐｅｉｎａｄｏら、２０１２年）に関与する
ことが公知である。それらはそのような幅広い病態に関与するので、エキソソーム生物学
および内容物のより深い理解が不可避になっている。結果として、特に、がんの文脈にお
いて、いくつかの試験により、エキソソームの核酸またはタンパク質プロファイルが疾患
の進行と相関し得ることが実証された（Ｓｋｏｇら、２００８年；Ｓｉｌｖａら、２０１
２年；ＴａｙｌｏｒおよびＧｅｒｃｅｌ－Ｔａｙｌｏｒ　２００８年；Ｊｉら、２０１３
年）。結腸直腸がん細胞由来のエキソソームのプロテオミクスクラスタリングを伴うその
ような最近のプロファイルの１つにより、タンパク質生合成の数種の構成成分が同定され
た（Ｃｈｏｉら、２０１２年）。これにより、真核生物開始因子、ＡＤＰリボシル化因子
、およびリボソームタンパク質などの、エキソソームにおけるタンパク質翻訳機構の構成
成分を同定した以前の質量分析試験が確認される（Ｖａｌａｄｉら、２００７年；Ｐｉｓ
ｉｔｋｕｎら、２００４年）。これにより、ｍＲＮＡおよびそれらの対応するタンパク質
が同じエキソソームの内側にパッケージングされて見いだされ得るという観察と同様に、
エキソソームが、それらのドナー細胞とは独立して核酸をタンパク質に翻訳することがで
きるという興味深い可能性が生じる。
【０１５８】
　エキソソームを、異なるマウスおよびヒト細胞株（正常な線維芽細胞および不死化線維
芽細胞、ＨＤＦおよびＮＩＨ　３Ｔ３；肺上皮細胞、Ｅ１０；非腫瘍形成性ヒト上皮乳房
、ＭＣＦ１０Ａ；三重陰性ヒト転移性乳癌（ｂｒｅａｓｔ　ｃａｒｃｉｎｏｍａ）、ＭＤ
Ａ－ＭＢ－２３１；およびマウス転移性乳癌（ｍａｍｍａｒｙ　ｃａｒｃｉｎｏｍａ）、
４Ｔ１）から、確立された超遠心分離技法（Ｂｏｒｇｅｓら、２０１３年；Ｔｈｅｒｙら
、２００６年）を使用して単離した。ＮａｎｏＳｉｇｈｔ（登録商標）（Ｓｏｏら、２０
１２年）ナノ粒子トラッキング解析により、サイズ分布のピークが直径１０４±１．５ｎ
ｍである粒子が明らかになった（図４Ａ）。エキソソーム抽出物を透過型電子顕微鏡（Ｔ
ＥＭ）によってさらに分析し、それにより、脂質二重層を有し、サイズが５０～１５０ｎ
ｍである構造が明らかになった（図４Ｂ）。さらに、ＣＤ９抗体を使用した免疫金標識に
より、エキソソーム表面におけるテトラスパニンの発現が明らかになった（図４Ｃ）。エ
キソソームの正体を確認するために、エキソソームテトラスパニン表面マーカーＣＤ９の
発現を示すフローサイトメトリー分析も実施した（図４Ｄ）。エキソソームタンパク質抽
出物の免疫ブロット分析によってＣＤ９マーカー、ＣＤ６３マーカー、およびＴＳＧ１０
１マーカーの発現も確認した（図４Ｅ）。
【０１５９】
　選択された細胞株から収集されたエキソソームの正体および純度が確認されたので、エ
キソソーム内のタンパク質翻訳機構の成分の存在を決定した。エキソソームにはｍＲＮＡ
だけでなく、ｍｉＲＮＡおよびｔＲＮＡ断片を含めた小さな非コードＲＮＡも濃縮されて
いる（Ｎｏｌｔｅ－‘ｔ　Ｈｏｅｎら、２０１２年）。ノーザンブロット分析により、一
連の細胞株から収集されたエキソソーム由来のＲＮＡ抽出物におけるメチオニン、セリン
、グリシン、バリン、およびロイシンに対するｔＲＮＡの存在を同定した（図５Ａ）。さ
らに、エキソソームからのタンパク質抽出物の高速液体クロマトグラフィー（ＨＰＬＣ）
分析により、それらが遊離アミノ酸を含有することが示された（図５Ｂ）。エキソソーム
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がリボソームＲＮＡを含有することが、以前にハイスループット配列決定（ＲＮＡ－Ｓｅ
ｑ）技法を使用して示されている。エキソソームＲＮＡ抽出物の定量的ＰＣＲ分析を使用
してリボソームＲＮＡの存在を確認し、それにより、全てのエキソソームにおいてｒＲＮ
Ａ断片１８ｓおよび２８ｓの存在が示された（図５Ｃ）。エキソソームにおけるリボソー
ムタンパク質の存在が同定された、以前公開されたプロテオミクスデータと共に、これに
より、エキソソーム内に機能的なリボソームサブユニットが存在することが示唆される。
翻訳が行われるためには、ｍＲＮＡを認識し、翻訳を開始するために真核生物開始因子（
ｅＩＦ）が４０ｓリボソームサブユニットおよびメチオニンとカップリングしたｔＲＮＡ
と複合体を形成する必要がある。ｅＩＦ４Ａ、ｅＩＦ４Ｅ、およびｅＩＦ４Ｇを含有する
ｅＩＦ４複合体は、真核生物ｍＲＮＡに存在する５’キャップ構造を認識するので、特に
重要である。以前の質量分析試験により、エキソソームにおける異なるｅＩＦの存在が同
定された（Ｖａｌａｄｉら、２００７年；Ｐｉｓｉｔｋｕｎら、２００４年）。免疫ブロ
ット分析を使用してエキソソームにおけるｅＩＦ４Ａ１、ｅＩＦ３Ａ、およびｅＩＦ１Ａ
の発現を確認した（図５Ｄ）。さらに、開始因子ｅＩＦ４ＡおよびｅＩＦ３Ａが免疫共沈
降し、それにより、エキソソーム内に開始複合体が存在することが示唆された（図５Ｅ）
。総合すると、これらのデータにより、エキソソーム内で活性なタンパク質翻訳が起こり
得るという興味深い可能性がもたらされる。
【０１６０】
　エキソソームの翻訳能力を決定するために、ｉｎ　ｖｉｔｒｏ翻訳アッセイにおいて、
ＭＣＦ１０Ａ由来のエキソソームのタンパク質抽出物およびＭＤＡ－ＭＢ－２３１由来の
エキソソームのタンパク質抽出物を、哺乳動物細胞では発現しない緑色蛍光タンパク質（
ＧＦＰ）をコードするｍＲＮＡと一緒にインキュベートした。タンパク質抽出物のウエス
タンブロット分析により、ＧＦＰのｍＲＮＡと一緒にインキュベートした後にＧＦＰの発
現が示され、これにより、タンパク質形成が確認される（図６Ａ）。以前公開された技法
（Ｅｌ－Ａｎｄａｌｏｕｓｓｉら、２０１２年）を使用して、インタクトなエキソソーム
にＧＦＰをコードするプラスミドを電気穿孔することにより、インタクトなエキソソーム
における同じ翻訳コンピテンシーを調査した。電気穿孔したエキソソームを、タンパク質
合成が起こるのを可能にするために３７℃で４８時間インキュベートした。電気穿孔した
エキソソームのＮａｎｏＳｉｇｈｔ（登録商標）粒子トラッキング解析により、以前に記
載された同じピーク１００ｎｍが明らかになり、これにより、エキソソーム完全性が電気
穿孔プロセスによって損なわれないことが実証される。しかし、４８８ｎｍレーザーを用
いた粒子トラッキング解析を使用して、電気穿孔したエキソソームのみが検出され、これ
により、ＧＦＰタンパク質の発現が示される。金標識した抗体を用いたエキソソームの電
子顕微鏡分析により、電気穿孔したエキソソームにおけるＧＦＰ発現がさらに示された（
図６Ｂ）。ウエスタンブロット分析により、電気穿孔したエキソソームにおけるＧＦＰ発
現が確認され、タンパク質翻訳阻害剤シクロヘキシミドを使用すると観察されなかった。
ドナー細胞からのタンパク質抽出物を再度陽性対照として使用し、ＧＦＰプラスミドを電
気穿孔した細胞において観察されたエキソソームにおいて見られたものと同等のサイズの
ＧＦＰバンドが伴った。新規タンパク質合成の存在を探索するために、ＭＣＦ１０Ａ由来
のエキソソームおよびＭＤＡ－ＭＢ－２３１由来のエキソソームを［３５Ｓ］メチオニン
と一緒にインキュベートした。［３５Ｓ］メチオニンの存在下で培養したエキソソームか
らのタンパク質抽出物のオートラジオグラフィーにより、新しく形成されたタンパク質へ
の当該アミノ酸の組み入れが確認された（図６Ｃ）。［３５Ｓ］メチオニンの組み入れは
、タンパク質翻訳の公知の阻害剤であるシクロヘキシミドを添加することにより阻害する
ことができた。陽性対照として、対応するドナー細胞も［３５Ｓ］メチオニンと一緒にイ
ンキュベートし、［３５Ｓ］メチオニンの組み入れが示された（図６Ｃ）。さらに、エキ
ソソームに、ホタルルシフェラーゼを５’キャップ依存的様式で発現し、ウミシイタケル
シフェラーゼをキャップ非依存的様式で発現するバイシストロン性プラスミドを電気穿孔
した。発光分析により、電気穿孔したエキソソームにおけるホタルルシフェラーゼ活性が
実証され、これにより、電気穿孔したエキソソームが古典的な真核生物キャップ依存的翻
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訳の能力を有することが実証される。
【０１６１】
　エキソソームの、それらの元の細胞とは独立してタンパク質を新規に合成する能力が実
証されたので、次に、これにより、新しく形成された機能的なタンパク質のレシピエント
細胞への送達がもたらされ得るかどうかを決定した。予めＧＦＰプラスミドで電気穿孔し
たエキソソームを、シクロヘキシミドで処理し、したがって、それらの翻訳能力が損なわ
れた正常なヒト線維芽細胞と一緒にインキュベートした。エキソソームで処理した線維芽
細胞を共焦点顕微鏡で観察することにより、細胞を、ＧＦＰを電気穿孔したエキソソーム
を用いて処理した場合には緑色のシグナルが検出されたが、対照エキソソームを用いた場
合には検出されなかった。これにより、エキソソームにおいて新しく合成されたタンパク
質をレシピエント細胞に送達することができることが確認された。エキソソームにおいて
翻訳されたタンパク質が、レシピエント細胞に送達された際に機能的に活性であることを
さらに確認するために、ＭＤＡ－ＭＢ－２３１細胞を用いた試験を実施した。この細胞株
は、変異体不活性型の腫瘍抑制因子遺伝子ｐ５３を発現することが公知である（Ｇａｒｔ
ｅｌら、２００３年）。ｐ５３は、ＤＮＡ損傷に応答して作用して、ｐ２１の発現を誘導
し、それにより、細胞周期の停止を導き得る（ＺｉｌｆｏｕおよびＬｏｗｅ、２００９年
）。ＭＤＡ－ＭＢ－２３１細胞由来のエキソソームを、野生型のｐ５３をコードするプラ
スミドを用いて電気穿孔し、翻訳が起こるのを可能にするために４８時間インキュベート
した。電気穿孔したエキソソームをまたドナーＭＤＡ－ＭＢ－２３１細胞と一緒にインキ
ュベートすることにより、ｐ２１遺伝子発現の増加がもたらされた（図７）。これにより
、エキソソームにおいて新しく翻訳された機能的な形態のｐ５３が細胞に送達されたこと
が示唆される。したがって、哺乳動物細胞由来のエキソソームは、機能的なタンパク質を
翻訳し、それらをレシピエント細胞に送達する能力を有する。
【０１６２】
　血小板は、刺激に応答して巨核球分化の後に残ったｍＲＮＡからタンパク質を産生する
能力を有する（Ｗｅｙｒｉｃｈら、２００４年）。神経生物学では、シナプス領域に沿っ
て、大きなニューロンの樹状突起棘上にポリリボソームおよびｍＲＮＡ結合性タンパク質
を含む小さな翻訳の巣が観察されている（ＳｔｅｗａｒｄおよびＬｅｖｙ、１９８２年；
Ｗｅｌｌｓ、２００６年）。したがって、いくつかの生物学的構造は、それらの生物学的
機能を支持するために、細胞の遺伝学的中心から離れた獲得生合成能を有する。しかし、
これは、細胞外タンパク質翻訳に関する最初で唯一の報告である。これは、エキソソーム
内の予想外のレベルの生物活性を示唆する他の最近の観察の結果として生じたものである
。ウシ白血病ウイルスに感染したウシ乳由来のエキソソームが、例えば、逆転写酵素活性
を有することが最近示された（Ｙａｍａｄａら、２０１３年）。最近のデータにより、が
ん細胞に由来するエキソソームがｍｉＲＮＡの前駆体からｍｉＲＮＡを生成可能であるこ
とがさらに示されている。エキソソーム内でのタンパク質翻訳が存在することの生物学的
意義はまだ解明されていない。しかし、細胞がｍＲＮＡをエキソソームに選択的に組み入
れることが可能であることが公知である（ＲａｐｏｓｏおよびＳｔｏｏｒｖｏｇｅｌ、２
０１３年）。これにより、起源の細胞では発現が抑圧されるｍＲＮＡをエキソソーム内に
選択的にパッケージングし、それをタンパク質に翻訳することができるという興味深い可
能性が生じる。これには、バイオマーカー評価ならびにエキソソームの治療的利用に関す
る潜在的意味があり得る。
【０１６３】
　（実施例５）
　ＧＰＣ１は、がん細胞由来のエキソソーム上の特異的な表面タンパク質である
　がん細胞に由来するエキソソームには存在するが、正常細胞に由来するエキソソームに
は存在しない表面マーカーであるタンパク質マーカーグリピカン１を使用して、がん細胞
由来エキソソームを特異的に同定した。がん性および非腫瘍形成性の両方の種々の細胞株
に由来するエキソソームに対して質量分析を実施した。グリピカン１タンパク質の存在は
、がん細胞由来エキソソームにおいて排他的に認められ、その他では認められなかった（
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図８Ａ）。免疫ブロット分析を実施し、がん由来のエキソソームでは、グリピカン１タン
パク質の発現が示され、非腫瘍形成性細胞由来エキソソームではそれが示されなかった（
図８Ｂ）。フローサイトメトリー分析を実施し、がん由来のエキソソームの表面でグリピ
カン１発現が示された（図８Ｃ）。
【０１６４】
　がん細胞（ＭＤＡ－ＭＢ－２３１、三重陰性ヒト転移性乳癌）、線維芽細胞（ＨＤＦ、
ヒト皮膚線維芽細胞；ＮＩＨ／３Ｔ３、マウス胚線維芽細胞）、および非腫瘍形成性上皮
細胞（ＭＣＦ　１０Ａ、ヒト乳房上皮細胞；Ｅ１０、マウス肺上皮細胞）由来のエキソソ
ームを、確立された超遠心分離法（Ｌｕｇａら、２０１２年；Ｔｈｅｒｙら、２００６年
）を使用して単離した。収集したエキソソームをＮａｎｏＳｉｇｈｔ（登録商標）ナノ粒
子トラッキング解析および透過型電子顕微鏡（ＴＥＭ）によって分析し、これにより、そ
れぞれ１０５±５ｎｍおよび１１２±４ｎｍの範囲の直径が明らかになった（図１４Ａ～
Ｂ）（Ｔｈｅｒｙら、２００２年）。エキソソーム純度を、免疫金標識およびＴＥＭによ
るＣＤ９の検出（図１４Ｃ）、フロチリン１およびＣＤ８１についてはウエスタンブロッ
ト分析（図１４Ｄ）を使用して評価した（Ｔｈｅｒｙら、２００２年）。超高速液体クロ
マトグラフィー－質量分析（ＵＰＬＣ－ＭＳ）を使用してエキソソームプロテオームを評
価した（Ｗｉｌｓｏｎら、２００５年）。全ての細胞型（ＨＤＦ、ＮＩＨ／３Ｔ３、Ｅ１
０、ＭＣＦ　１０Ａ、およびＭＤＡ－ＭＢ－２３１）由来の全てのエキソソームにおいて
、エキソソームマーカーＴＳＧ１０１、ＣＤ９、およびＣＤ６３（各エキソソーム型にお
けるタンパク質の総数は、ＨＤＦ＝２６１、ＮＩＨ／３Ｔ３＝１７１、Ｅ１０＝２３２、
ＭＣＦ　１０Ａ＝２１４、およびＭＤＡ－ＭＢ－２３１＝２４２であった）を含めた、合
計１１２０種のタンパク質が見いだされた。Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ分析により、
４８種のタンパク質（２５種の細胞質タンパク質、７種の核内タンパク質、５種の膜貫通
タンパク質、１種の膜アンカータンパク質、および７種分泌タンパク質）ががん細胞由来
エキソソーム（ＭＤＡ－ＭＢ－２３１；表１）に排他的に存在することが明らかになった
。これらの中で、グリピカン－１（ＧＰＣ１）は、唯一の膜アンカータンパク質として現
れ、これはまた、乳がんおよび膵がんを含めた様々ながんにおいて過剰発現すると報告さ
れている（表１）（Ｍａｔｓｕｄａら、２００１年；Ｋｌｅｅｆｆら、１９９８年；Ｓｕ
ら、２００６年）。ＧＰＣ１発現は、いくつかの乳がん細胞株および膵がん細胞株におい
て、非腫瘍形成性細胞と比較して上昇した（図１４Ｅ～Ｆ）。非腫瘍形成性細胞株に由来
するエキソソームとは対照的に、ＧＰＣ１タンパク質は、免疫ブロット分析によってがん
細胞由来エキソソームにおいてのみ検出された（図１４Ｇ）。さらに、免疫金ＴＥＭによ
り、ＧＰＣ１＋エキソソームはがんエキソソーム（Ｔ３Ｍ４膵がん株）では検出されたが
、非がんエキソソームでは検出されなかった（ＨＭＬＥ；図９Ａ）。アルデヒド／硫酸塩
ビーズとカップリングしたエキソソームのＦＡＣＳ分析を使用して、エキソソームの表面
にＧＰＣ１タンパク質が検出された（図９Ｂ）。免疫金およびＴＥＭにより、ビーズの表
面にＧＰＣ１発現を伴うがんエキソソームが示されたが、非腫瘍形成性エキソソームでは
ＧＰＣ１発現は示されなかった（図９Ｃ）。さらに、細胞株からスクロース勾配を使用し
て得られたエキソソームでは、ＧＰＣ１発現はがんエキソソームでは同定されたが、非腫
瘍形成性細胞株に由来するエキソソームでは同定されなかった（図９Ｂ～Ｄおよび図１４
Ｈ）。異なるエキソソーム精製方法により、ＧＰＣ１が、多様ながん細胞株から単離され
たがんエキソソームに特異的に存在することが確認された（図９Ｅ）。
【０１６５】
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【表１－１】

【０１６６】
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【表１－２】

　腫瘍を有するマウスの体循環からＧＰＣ１＋エキソソームを単離することができるかど
うかを決定するために、ＭＤＡ－ＭＢ－２３１ヒト乳がん細胞をヌードマウスの乳房脂肪
パッドに埋め込んだ。マウスから、がん細胞を接種する前に採血し、腫瘍の平均体積が３
００ｍｍ３、５５０ｍｍ３、１０００ｍｍ３、および１３５０ｍｍ３に達した時に繰り返
して採血し、循環エキソソーム（ｃｒＥｘｏｓ）をＧＰＣ１の存在について評価した（図
１０Ａ）。ＧＰＣ１＋ｃｒＥｘｏｓの相対的な百分率は腫瘍の成長に比例して上昇し、腫
瘍量と相関した（図１０Ｂ～Ｃ；ｒ＝０．９８、Ｐ＝０．００４）。がん細胞起源のＧＰ
Ｃ１＋ｃｒＥｘｏｓをさらに確認するために、ＭＤＡ－ＭＢ－２３１細胞を、確立された
エキソソームのマーカーであるＣＤ６３のプロモーターの下でＧＦＰが安定に発現される
ように操作した（Ｔｈｅｒｙら、２００６年）。培養物中でこれらの細胞（ＭＤＡ－ＭＢ
－２３１－ＣＤ６３ＧＦＰ）から分泌されるがんエキソソームはＧＦＰについて陽性であ
った（図１０Ｄ）。ヌードマウスへのＭＤＡ－ＭＢ－２３１－ＣＤ６３ＧＦＰ細胞の同所
性埋め込み後、腫瘍のサイズが約１５００ｍｍ３であるマウスからｃｒＥｘｏｓを採取し
た。ｃｒＥｘｏｓの選択された集団は、ＧＦＰ＋であることが見いだされ（図１０Ｅ）、
また、ＧＰＣ１はＧＦＰ－ｃｒＥｘｏｓでは検出されなかったので、がん細胞特異的ＧＦ
Ｐ＋ｃｒＥｘｏｓのみがＧＰＣ１について陽性であった（図１０Ｆ）。
【０１６７】
　（実施例６）
　ＧＰＣ１＋エキソソームはがんの存在に対するバイオマーカーである
　がん細胞株に由来するエキソソームおよび腫瘍を有するマウス由来の循環エキソソーム
は、ＧＰＣ１について１００％陽性であった（図９Ｄおよび図１０Ｆ）。次に、ｃｒＥｘ
ｏｓを、乳がんを有する患者（ｎ＝３２）、膵管腺癌を有する患者（ＰＤＡＣ、ｎ＝１９
０）、および健康なドナー（ｎ＝１００）（患者データは表２に示されている）から単離
した。超遠心分離によって血清から精製したｃｒＥｘｏｓのＴＥＭ分析により、脂質二重
層ならびにＣＤ９陽性が明らかになった（図１１Ａ～Ｂ）。スクロース勾配単離によって
精製したｃｒＥｘｏｓでもエキソソームマーカーフロチリン１の発現が示された（図１５
Ａ）（Ｔｈｅｒｙら、２００２年；Ｔｈｅｒｙら、２００６年）。興味深いことに、ｃｒ
Ｅｘｏｓの相対的な濃度は、がん患者の血清において健康な個体と比較して有意に高く（
図１５Ｂ）、また、ＰＤＡＣ　ｃｒＥｘｏｓの平均サイズは、他のｃｒＥｘｏｓの全て（
乳がん患者および健康なドナー、図１５Ｃ）と比較して有意に小さかった。健康な個体由
来の血清の分析により、ｃｒＥｘｏｓにおけるＧＰＣ１についての０．３％から４．７％
までにわたる（平均２．３％）ベースライン陽性が明らかになった。乳がん患者３２名の
うち２４名（７５％）では、ｃｒＥｘｏｓ　ＧＰＣ１＋レベルが健康な個体で認められる
ベースラインレベルに勝ることが実証された（Ｐ＜０．０００１；図１５Ｃ）。対照的に
、１９０のＰＤＡＣ　ｃｒＥｘｏｓでは全て、ＧＰＣ１＋ｃｒＥｘｏｓのレベルが健康な
個体のレベルを勝ることが示された（Ｐ＜０．０００１；図１５Ｃ）。これらの結果によ
り、ＧＰＣ１＋ｃｒＥｘｏｓと、がん、特にＰＤＡＣの強力な相関が示される。
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【０１６８】
【表２－１】
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【０１６９】
【表２－２】
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　（実施例７）
　ＧＰＣ１＋ｃｒＥｘｏｓは、発がん性ＫＲＡＳＧ１２ＤをコードするｍＲＮＡを特異的
に含有する
　エキソソームは、ＤＮＡおよびＲＮＡを含有し得る（ＫａｈｌｅｒｔおよびＫａｌｌｕ
ｒｉ、２０１３年）。ＫＲＡＳは、膵がんにおいて頻繁に変異する遺伝子であり、変異し
た転写物が循環中に見いだされている（Ｓｋｏｇら、２００８年；Ｍｏｒｒｉｓら、２０
１０年；Ｃｈｅｎら、２０１３年）。ＰＤＡＣを有する患者４７名からの原発性腫瘍試料
について配列決定して、発がん性ＫＲＡＳの状態を評価した。１６個のＰＤＡＣ腫瘍が野
生型ＫＲＡＳ対立遺伝子のみを含有し、１４個のＰＤＡＣ腫瘍がＧ１２Ｄ変異した対立遺
伝子を有し、１１個のＰＤＡＣ腫瘍がＧ１２Ｖ変異した対立遺伝子を有し、５個のＰＤＡ
Ｃ腫瘍がＧ１２Ｒ変異した対立遺伝子を有し、そして１個のＰＤＡＣ腫瘍がＧ１２Ｖ／Ｃ
変異を含有した（図１１Ｄ）。十分な量の対応する血清がＫＲＡＳＧ１２Ｄ変異を有する
患者１０名およびＫＲＡＳＧ１２Ｖ変異を有する患者５名から入手可能であった。これら
の患者由来のＧＰＣ１＋ｃｒＥｘｏｓおよびＧＰＣ１－ｃｒＥｘｏｓを、免疫金ＴＥＭに
供して特異的なＧＰＣ１発現を確認した（図１１Ｅ）。発がん性ＫＲＡＳ変異が検証され
た腫瘍を有するＧＰＣ１＋ｃｒＥｘｏｓ１５個全てで、特異的なプライマーを使用したエ
キソソームｍＲＮＡのｑＰＣＲ分析により、同一の変異が明らかになった（図１１Ｆ）。
野生型ＫＲＡＳ　ｍＲＮＡはＧＰＣ１＋ｃｒＥｘｏｓおよびＧＰＣ１－ｃｒＥｘｏｓのど
ちらにおいても見いだされた（図１１Ｆ）。
【０１７０】
　（実施例８）
　ＧＰＣ１＋循環エキソソームにより初期膵がんが検出される
　組織学的に検証された膵がん前駆病変（ＰＣＰＬ）を有する患者７名からの血清、およ
び組織学的に検証された良性膵疾患（ＢＰＤ）を有する患者２６名からの血清のさらなる
分析から、ＧＰＣ１＋ｃｒＥｘｏｓのレベルにより、ＰＣＰＬを有する患者を健康な個体
およびＢＰＤを有する患者と区別できることが示された（図１１Ｇ）。具体的には、ＰＣ
ＰＬ群（ＰａＮＩＮ、ｎ＝２；ＩＰＭＮ、ｎ＝５）のＧＰＣ１＋ｃｒＥｘｏｓは常に健康
なドナー群よりも高く（Ｐ＝０．００６１）、同様に、ＢＰＤ群（慢性膵炎を有する患者
１８名および嚢胞性腺腫を有する８名を含む；図１１Ｇ）におけるＧＰＣ１＋ｃｒＥｘｏ
ｓよりも有意に高い。ＢＰＤ群では、健康なドナーと比較して同様のＧＰＣ１＋ｃｒＥｘ
ｏｓレベル（平均２．１％のＧＰＣ１＋ｃｒＥｘｏｓ）が示された（図１１Ｇ）。
【０１７１】
　ＧＰＣ１＋ｃｒＥｘｏｓの特異度および感度を、膵臓腺癌を有する患者に対する腫瘍マ
ーカーとして現在使用されている循環タンパク質であるＣＡ　１９－９と比較した（Ｄｅ
ｌ　Ｖｉｌｌａｎｏら、１９８３年）。ＣＡ　１９－９レベルはＰＤＡＣを有する患者の
血清において健康なドナーと比較して上昇したが、ＣＡ１９－９レベルは良性膵疾患を有
する患者の血清においても有意に上昇した（Ｐ＜０．０００１；図１１Ｈ）。重要なこと
に、ＣＡ　１９－９血清レベルでは、ＰＣＰＬを有する患者を健康なドナーと区別するこ
とはできなかった（図１１Ｈ）。受信者動作特性（ＲＯＣ）曲線から、ＧＰＣ１＋ｃｒＥ
ｘｏｓにより、膵がんＩ期～ＩＶ期を有する患者と健康なドナーおよび良性膵疾患を有す
る患者を比較した場合にＡＵＣが１．０（９５％ＣＩ：０．９８８～１．０）、感度が１
００％（９５％ＣＩ：９８．１～１００％）、特異度が１００％（９５％ＣＩ：９７．１
～１００％）、陽性的中度が１００％（９５％ＣＩ：９８．１～１００％）、および陰性
的中度が１００％（９５％：８６．８～１００％；図１１Ｉ）である、ほぼ完全な分類子
が明らかになることが示された（図１１Ｉおよび１６Ａ～Ｅ；表３～８）。対照的に、Ｃ
Ａ　１９－９は、膵がんを有する患者と健康な対照の区別では劣る（ＡＵＣが０．７３９
、９５％ＣＩ：７０．２～８２．６％、ｐ＜０．００１；図１１Ｉおよび１６Ａ～Ｅ；表
３～８）。注目すべきことに、エキソソームの濃度もエキソソームのサイズも、膵がんを
有する患者を対照と比較して層別化するための有効なパラメータではなかった（図１１Ｇ
、１１Ｉ、および１６Ａ～Ｅ；表３～８）。ＧＰＣ１＋ｃｒＥｘｏｓは膵がんの各病期（
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上皮内癌、Ｉ期ならびにＩＩ～ＩＶ期）において１００％の感度および特異度を示し、こ
れにより、膵がん進行の全ての病期におけるその有用性が裏付けられ、膵がんの早期検出
におけるその潜在的役割が強調される。
【０１７２】
【表３】

【０１７３】
【表４】

【０１７４】
【表５】

【０１７５】
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【表６】

【０１７６】
【表７】

【０１７７】
【表８】

　（実施例９）
　ＧＰＣ１＋循環エキソソームにより膵がん負荷量についての情報が得られる
　ＧＰＣ１＋ｃｒＥｘｏｓレベルは、マウスにおける腫瘍量と相関した（図１０Ｂ～Ｃ）
。したがって、ＧＰＣ１＋ｃｒＥｘｏｓレベルにより、ＰＤＡＣを有する患者の転移性疾
患負荷量についての情報が得られるかどうかを評価した。遠隔転移性疾患を有するＰＤＡ
Ｃ患者のＧＰＣ１＋ｃｒＥｘｏｓでは、リンパ節に限定された転移性疾患を有する患者（
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平均５０．５％）または転移が分かっていない患者（平均３９．９％；図１７Ａ）と比較
して有意に高い百分率のＧＰＣ１＋ｃｒＥｘｏｓ（平均５８．５％）が示された。さらに
、外科手術前の段階および外科手術後の段階（手術後７日目；ＰＤＡＣ、ｎ＝２９、ＰＣ
ＰＬ、ｎ＝４、およびＢＰＤ、ｎ＝４；図１２Ａ）のＰＤＡＣ患者の血清におけるＧＰＣ
１＋ｃｒＥｘｏｓを評価した。縦断的血液採取を受けたＰＤＡＣ患者２９名のうち２８名
およびＰＣＰＬ患者全員で、外科的切除後にＧＰＣ１＋ｃｒＥｘｏｓレベルの有意な低下
が示された（ＰＤＡＣ：Ｐ＜０．０００１；ＰＣＰＬ：ｐ＜０．００１；図１２Ｂ）。対
照的に、ＣＡ　１９－９レベルは、ＰＤＡＣ患者２９名のうち１９名においてのみ低下し
、ＰＣＰＬ患者では低下しなかった（ＰＤＡＣ：Ｐ＝０．００３；ＰＣＰＬ：Ｐ＝０．８
１；図１７Ｂ）。ＢＰＤ患者では、ＧＰＣ１＋ｃｒＥｘｏｓおよびＣＡ　１９－９のどち
らにも切除前と切除後で差異は示されなかった（図１２Ｂおよび１７Ｂ）。
【０１７８】
　縦断的試験コホートにおけるＧＰＣ１＋ｃｒＥｘｏｓの予後の関連性を決定するために
、患者を２つの群に分けた。群１は、ＧＰＣ１＋ｃｒＥｘｏｓの減少がＧＰＣ１＋ｃｒＥ
ｘｏｓの中央値の減少よりも大きいまたはそれと同等であること（≧）によって定義され
、群２は、ＧＰＣ１＋ｃｒＥｘｏｓの減少がＧＰＣ１＋ｃｒＥｘｏｓの中央値の減少より
も小さいこと（＜）によって定義された。群１では、群２（全生存および疾患特異的生存
のどちらも１５．５カ月）と比較して全生存（２６．２カ月）および疾患特異的生存（２
７．７カ月）の改善が示され、これにより、外科手術後のＧＰＣ１＋ｃｒＥｘｏｓの減少
が大きいことが生存の増大に関連することが示される（図１２Ｃ～Ｄ）。ＣＡ　１９－９
レベルの低下は切除前の採血と切除後の採血を比較した場合に認められるが、この低下は
、全生存および疾患特異的生存と有意には関連しない（図１２Ｅ～Ｆおよび１７Ｂ）。Ｇ
ＰＣ１＋ｃｒＥｘｏｓの降下、年齢の中央値、ＡＪＣＣ病期、腫瘍悪性度、およびＣＡ　
１９－９レベルを含めるための多変量検定についてコックス回帰モデルを使用して、ＧＰ
Ｃ１＋ｃｒＥｘｏｓのみが、疾患特異的生存に対する独立した予後および予測マーカーで
あることが明らかになった（ハザード比：８．２３、ＣＩ：２．３７～２８．５４、Ｐ＝
０．００１；表９および１０）。
【０１７９】

【表９】

【０１８０】
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【表１０】

　（実施例１０）
　ＧＰＣ１＋ｃｒＥｘｏｓを使用して初期ＰａｎＩＮ病変を検出することができる
　膵がんにおけるＧＰＣ１＋ｃｒＥｘｏｓの特異度が高く感度の高い検出を踏まえて、Ｇ
ＰＣ１＋ｃｒＥｘｏｓ出現の時間経過を血清において膵腫瘍量に対して評価した。この目
的のために、ＰＤＡＣについて遺伝子操作したマウスモデル（ＧＥＭＭ）を使用した。Ｐ
ｔｆ１ａｃｒｅ／＋；ＬＳＬ－ＫｒａｓＧ１２Ｄ／＋；Ｔｇｆｂｒ２ｆｌｏｘ／ｆｌｏｘ

マウス（ＰＫＴマウス）（Ｏｚｄｅｍｉｒら、２０１４年）では、ヒト疾患の臨床的特徴
および病理組織学的特徴が確実に再現される、完全な浸透度を伴うＰＤＡＣが発生する（
Ｏｄｅｍｉｒら、２０１４年；Ｉｊｉｃｈｉら、２００６年）。このマウスは、４．５週
齢で膵上皮内腫瘍（ＰａｎＩＮ）から一貫して進行し、８週齢でＰＤＡＣにより死亡する
（Ｏｄｅｍｉｒら、２０１４年；Ｉｊｉｃｈｉら、２００６年）。縦断的試験において、
ＰＫＴおよび同腹仔対照マウスから４週齢、５週齢、６週齢、７週齢、および８週齢の時
点で繰り返し採血した（ｎ＝７のＰＫＴマウスおよびｎ＝６の対照マウス；図１３Ａ）。
ＰＫＴマウス７匹のうち３匹を、対照６匹のうち４匹と共に、第７週までに安楽死させ、
ＰＫＴマウス３匹および対照２匹は第８週に安楽死させた。４週齢の時点で、ＰＫＴマウ
スでは平均８．４％のＧＰＣ１＋ｃｒＥｘｏｓが示され、これは時間（および腫瘍量）に
比例して上昇したが、対照マウスでは平均１．２％のＧＰＣ１＋ｃｒＥｘｏｓが示され、
このレベルは時間と共に一定に保たれた（図１３Ｂおよび１８Ａ～Ｂ）。ＰＤＡＣの評価
に使用される確立されたイメージングモダリティである磁気共鳴画像法（ＭＲＩ）（Ｌｅ
ｅおよびＬｅｅ、２０１４年）を、ＧＰＣ１＋ｃｒＥｘｏｓを測定するためにマウスの採
血を行ったのと同時点で（例えば、４週、５週、６週、および７週に）実施した。群とし
て評価すると、ＧＰＣ１＋ｃｒＥｘｏｓレベルは、ＭＲＩにより検出可能な膵臓腫瘤より
も前に現れた（図１３Ｃおよび１８Ｃ）。ＧＰＣ１＋ｃｒＥｘｏｓのサイズおよび濃度は
、膵がんと最小限にしか相関せず（図１８Ａ～Ｂ）、一方、ＧＰＣ１＋ｃｒＥｘｏｓレベ
ルは、ＭＲＩにより決定された腫瘍体積と相関し、腫瘍の成長に先立つようだった（ピア
ソン相関検定、ｒ＝０．６７、Ｐ＝０．０００５、９５％ＣＩ：０．３５０４～０．８４
６２；図１３Ｃおよび１８Ｃ）。重要なことに、セルレインにより誘導された急性膵炎を
有するマウスにおいてＧＰＣ１＋ｃｒＥｘｏｓの上昇は認められず、これにより、ＧＰＣ
１＋ｃｒＥｘｏｓの上昇が膵がん特異的なものであることが裏付けられる（図１８Ｄ）。
ＧＰＣ１＋ｃｒＥｘｏｓについてのＲＯＣ曲線分析により、評価した全ての年齢において
、健康な同腹仔対照マウスと比較して、ＰＫＴマウスにおいて１．０のＡＵＣ（９５％Ｃ
Ｉ：０．７５～１．０）が示された（図１３Ｄおよび表１１～１２）。
【０１８１】
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【表１１】

【０１８２】
【表１２】

　１６日齢および２０日齢ほどの早期のＰＫＴマウスにおける腫瘍量およびＧＰＣ１＋ｃ
ｒＥｘｏｓをアッセイするために横断的試験も開始した（図１３Ｅ）。マウスをＭＲＩに
より画像化し、採血し、マウスが前ＰａｎＩＮ～初期ＰａｎＩＮ病変を示した、これらの
早期時点で安楽死させた（図１３Ｅ）。全てのＰＫＴマウスでＧＰＣ１＋ｃｒＥｘｏｓが
検出された（ＰＫＴ：平均８．３％、対照：平均１．８％；図１３Ｆ）。ＰＫＴマウスの
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組織学的分析により、ＰＫＴマウス７匹のうち３匹において前ＰａｎＩＮ病変が確認され
、それにもかかわらず、ＰＫＴマウス７匹のうち４匹では組織学的病変は観察されず、Ｇ
ＰＣ１＋ｃｒＥｘｏｓにより将来の膵がん出現が予測された（図１３Ｇ）。さらに、１６
日齢および２０日齢のＰＫＴマウスにおいてＭＲＩによって膵臓関連腫瘤は観察されなか
った。注目すべきことに、組織学的病変が観察されなかったＰＫＴマウス７匹のうち４匹
では、リン酸化ＥＲＫ（ｐＥＲＫ）などのＫｒａｓ活性化のための下流のシグナルが膵臓
組織において検出された（図１３Ｇ）。ＧＰＣ１－ｃｒＥｘｏｓと比較してＧＰＣ１＋ｃ
ｒＥｘｏｓにおける変異体ＫＲＡＳＧ１２ＤｍＲＮＡの排他的な検出も観察された（図１
９）。
【０１８３】
　本明細書において開示され、特許請求されている方法は全て、本開示に照らして、過度
な実験を伴わずに作製し実行することができる。本発明の組成物および方法は好ましい実
施形態に関して記載されているが、本発明の概念、主旨および範囲から逸脱することなく
、本明細書に記載の方法および方法のステップまたは一連のステップに変形を適用するこ
とができることが当業者には明らかになろう。より詳細には、化学的にかつ生理的に関連
するある特定の薬剤で本明細書に記載されている薬剤を置換することができるが、同じま
たは同様の結果が達成されることが明らかになろう。当業者に対して明らかであるそのよ
うな同様の置換および改変は全て、添付の特許請求の範囲によって定義される本発明の主
旨、範囲および概念の範囲内であるとみなされる。
【０１８４】
　参考文献
　以下の参考文献は、本明細書に記載されている事項を補足する例示的な手続き上のまた
は他の詳細をもたらす範囲で、参照により本明細書に具体的に組み込まれる。
【０１８５】
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