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臨床現場での検査実現に向けた
体液からのエクソソーム及びmiRNA自動抽出精製装置の開発

第6回 JMACシンポジウム
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本開発項目において実現する診断スキーム

エクソソーム

血液や尿などの体液を採取 体液中エクソソーム内の
miRNAを抽出・精製

miRNAs

疾患関連miRNAを検出し、
疾患リスクを診断

検出反応セットアップ・エクソソームの単離
・miRNA抽出

miRNAの検出/解析
試料の
採取

http://www.nedo.go.jp/news/press/AA5_100275.html

ヒト体液サンプルをスタートとし、エクソソームの単離、miRNAの抽出、
増幅・検出までの工程を全自動化可能なシステムの開発を目指す
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検討・実施項目

１ ・対象とする疾患臓器由来の特定なエクソソームの分離・精製
・エクソソーム単離法の自動化及び標準化

２ 単離されたエクソソームからのmiRNA抽出

３ 高感度なmiRNA検出を可能とし、低コピー数のmiRNA検出を目標とするPCR法の開発

４ 多種類のmiRNAの同時検出及び解析を可能とする検出システムの開発

５ これらの工程の完全な自動化機器の開発、検査試薬のパッケージ化

検出反応セットアップ・エクソソームの単離
・miRNAの抽出

miRNA検出/解析
試料の
採取

簡便かつ全自動の検査工程を実現するために5項目の課題を設定

本における開発項目
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1．エクソソーム単離法の開発

脂質結合性ペプチドを使用した総エクソソーム単離法の開発

血清100 uLをサンプルとしてエクソソーム抽出をおこない、各評価に用いた。
A) 抽出エクソソーム9 uL分を泳動し、CD9抗体により検出した。
B) エクソソーム50 uLからmiRNAを抽出し、7500 Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems)を用いて

リアルタイムPCRをおこなった。
C) エクソソーム45 uLを使用し、DelsaMax Pro (BECKMAN COULTER)を用いて粒径測定をおこなった。
Western Blottingの評価結果から超遠心法と同等以上のエクソソームが回収できていることを確認した。
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1．エクソソーム単離法の開発

脂質結合性ペプチドを使用した総エクソソーム単離法の開発

B) リアルタイムPCR

血清100μLのサンプルからの抽出産物をWestern Blotting、リアルタイムPCR、粒形測定を
実施した結果、超遠心法と同等以上のエクソソームが回収できていることを確認した。



2．miRNA抽出試薬の開発

自社試薬をベースに他社試薬より効率よくmiRNA抽出ができる試薬を開発

Pre-filled reagent

(1) プレパック試薬 (2) Magtrationによる抽出工程の自動化

洗浄工程動作の変更により、miRNAの回収率が向上することを確認した。

(3) 抽出miRNAのリアルタイムPCR結果



3．miRNA検出用酵素の開発

・DNAポリメラーゼ活性、逆転写活性を持つ酵素の候補を見つけた。

・miRNA検出に使用可能かの検討を行い、特許申請を予定している。

miRNAのOne Step PCRを実現するための酵素の開発
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(A) DNAポリメラーゼ活性評価

Cel-miR-39              NC Cel-miR-39              NC

現行 A B C 現行 A B C 現行 A B C 現行 A B C

RT酵素のみ変更 qPCR酵素のみ変更

（B)逆転写活性評価



4．全自動機用プロトコル開発
多種類のmiRNAの同時検出及び解析を可能とする検出システムの開発

(A)

核酸抽出装置”magLEAD series”
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サンプル miRNA抽出
One-step real-

timePCR

(B)

サンプル エクソソーム単離

全自動遺伝子解析装置”geneLEAD VIII”



geneLEAD XII plusのレイアウト

5．全自動機用プロトコル開発

自動化機器の開発、検査試薬のパッケージ化

エクソソーム中miRNAの全自動解析

既存装置を利用したエクソソーム精製、miRNA精製の自動化プロトコルを開発
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サンプル エクソソーム単離 miRNA抽出 RT-PCR qPCR(C)
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検討・実施項目 実施状況

１ ・対象とする疾患臓器由来の特定なエクソソームの分離・精製
・エクソソーム単離法の自動化及び標準化

△

２ 単離されたエクソソームからのmiRNA抽出 〇

３ 高感度なmiRNA検出を可能とし、低コピー数のmiRNA検出を目標とするPCR
法の開発

△

４ 多種類のmiRNAの同時検出及び解析を可能とする検出システムの開発 〇

５ これらの工程の完全な自動化機器の開発、検査試薬のパッケージ化 〇

検出反応セットアップ・エクソソームの単離
・miRNAの抽出

miRNA検出/解析
試料の
採取

一部未達の課題 ⇒ 引き続き事業化に向け、開発を進める予定

本開発における成果



今後の予定

➢ エクソソーム精製工程及びmiRNA抽出工程の自動化に
ついて、既に市販されている製品との比較や外部評価
の実施

➢ 各種装置を用いた実用性評価の実施
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複数種類の自動化装置に搭載できる試薬を上市

エクソソーム、miRNA研究への貢献

臨床現場での検査実現


