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本記事は , 文部科学省ナノテクノロジープラットフォーム事業 秀でた利用成果について紹介するものです .
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１．はじめに

　生体の様々な機能調整において microRNA（miRNA）
が重要な役割を果たしていることが明らかとなり，その
詳細な機能解明のための研究が盛んに行われている [1]．
20-25 塩基の non-cording RNA の一種である miRNA は，
messenger RNA（mRNA）と結合してタンパク質の発現
を調整や，細胞外で細胞間コミュニケーションツールと
して機能することが明らかとなっている [2]．近年，体液
中に放出された miRNA の配列や量ががんなどの疾患と関
係していることが明らかになりつつあり [3]，体液中 cell-
free miRNA を新規疾病バイオマーカーとして利用する研
究が進められている [4]．
　体液中 cell-free miRNA の中でも，非侵襲かつ簡便に採
集できる尿中 cell-free miRNA がバイオマーカーとして注
目を集めているが，尿中 cell-free miRNA は非常に不安定
かつ低濃度であり直接回収することが困難であるため，
miRNA を内包している尿中細胞外小胞が注目を集めてい
る．細胞外小胞とは細胞から放出される直径 20-200nm
の膜小胞の一種であり，血液・唾液・汗・尿・精液・リ
ンパ液・脳骨髄液などあらゆる体液中に存在している．

この細胞外小胞に内包された miRNA は体液中に含まれて
いる RNase の影響を受けにくく遊離している miRNA と
比べて非常に安定であるため，尿中 miRNA の回収を行
うためには尿中の細胞外小胞を分離し，内包されている
miRNA の抽出を行うことが有効であるといわれている．
　尿中細胞外小胞の回収には，超遠心法や凝集試薬法な
どが用いられているが，様々な問題点のため，尿中の細
胞外小胞由来 miRNA を用いた疾病診断の実現は困難を極
めている．例えば超遠心法では，十分な量の細胞外小胞
を採取するために 20mL 以上の尿サンプル量が必要であ
りこと，分離に 4-5 時間を要すること，大型の超遠心装
置が必要であることなどの問題点がある．凝集試薬法に
おいては，高価な試薬が必要であること，分離に 12 時間
以上かかることなどの問題点がある．したがって，これ
らの手法を用いて膨大な数の患者検体から細胞外小胞を
回収し，疾病診断を行うことは困難である状況である．
　本研究では，尿中細胞外小胞の迅速な高効率回収とそ
こに内包される miRNA 抽出を目標とし，ナノワイヤ空間
をマイクロ流路中に有するナノワイヤデバイスを開発し
た．開発したナノワイヤデバイスでは 1mL の尿から十分
な量の細胞外小胞の回収が可能であり，20mL 以上必要
である超遠心法と比較すると大幅な必要な尿サンプル量
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の削減に成功した．また，ナノワイヤデバイスでは 20 分
で高効率な細胞外小胞の回収が可能であり，4-5 時間要す
る超遠心法や 12 時間以上要する凝集試薬法と比較すると
回収時間の短縮に成功した．さらに，ナノワイヤデバイ
スに細胞外小胞を破砕する破砕液を導入することで，in 
situ での miRNA 抽出が可能であり，細胞外小胞の再回収
などに伴うサンプル損失のリスクを減らすことに成功し
た．これら成果より，ナノワイヤデバイスを用いた細胞
外小胞の高効率回収・in situ miRNA の抽出を実現した．
ナノワイヤデバイスは溶液の送液のみという簡便な操作
で 1mL の尿から細胞外小胞由来 miRNA の高速・高効率
回収を行うことが可能であり，将来的には，本デバイス
による尿を用いた非侵襲な疾病診断への展開が考えられ
る．
　本研究を開始した直後，試作したデバイスの性能評価
のために必要な設備が足りないという事態に直面した．
その時，兼ねてより存在を耳にしていたナノテクプラッ
トフォーム事業を利用すべく，超解像顕微鏡などの細胞
外小胞観察に適した装置を多く保有している名古屋大学
へ協力を依頼したところ，相談開始からわずか数ヶ月と
いう短期間で本成果を得ることができた．我々と同様に
試作したデバイスの評価設備が不足して困っている特に
若手研究者の方々へ，本稿がナノテクプラットフォーム
利用のきっかけとなったら幸いである．

 

２．ナノワイヤデバイスによる尿中細胞外 
小胞由来 miRNA 抽出

２．１　ナノワイヤデバイスの作製

２．１．１　ナノワイヤ

　本研究では，ポリジメチルシロキサン（PDMS）に末端
を埋め込んだ酸化亜鉛ナノワイヤを水熱合成法で作製す
ることで，ナノワイヤデバイスを作製した．細胞外小胞
の破砕液に含まれる界面活性剤が，ナノワイヤと基板の
間のヘテロ界面に入り込むことでナノワイヤ剥離を生じ
させる可能性があったため，ナノワイヤ末端を PDMS に
埋め込むことを選択した．ナノワイヤをマイクロ流路中
に埋め込むことで，大きな流速にも耐えられる強固なナ
ノワイヤとなり，迅速な細胞外小胞捕捉および miRNA 抽
出が達成された．酸化亜鉛ナノワイヤは尿の pH（6 ～ 8）
において，自身の等電点により表面が正に帯電するため，
尿中で表面が負に帯電している細胞外小胞を静電相互作
用により捕捉することが可能であった．

２．１．２　ナノワイヤの作製

　ナノワイヤ作製の手順を図 1に示す．シリコン基板上
に幅 2mm，長さ 2cm の流路をポジ型フォトレジストで
パターニングし，そこに金属層をスパッタリングにより
作製した後，レジストを除去した．その後，金属層を焼
成させ，水熱合成法により酸化亜鉛ナノワイヤの選択的
成長を行った．酸化亜鉛ナノワイヤ成長における金属層

（Cr と Ti の二種類）と焼成温度条件（200℃，300℃，
400℃）の検討を行ったところ（図 2），Cr 層を 400℃焼

図 1　ナノワイヤデバイス作製手順
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成した時が最もナノワイヤの密度が高くなることが明ら
かとなった．以後のナノワイヤは，Cr 層を 400℃焼成し
た金属層を用いた．次に，Cr 層を 400℃焼成した金属層
より水熱合成成長させた酸化亜鉛ナノワイヤに未硬化の
PDMS を流し込み，硬化後に剥離することで Si 基板上の
酸化亜鉛ナノワイヤを折り取って PDMS に埋没させた．
PDMS に埋没した酸化亜鉛ナノワイヤをナノワイヤ成長
の結晶核とし，水熱合成を行うことで PDMS 埋め込み型
ナノワイヤを作製した．

２．１．３　ナノワイヤデバイスの作製

　 ナ ノ ワ イ ヤ を 成 長 さ せ た PDMS に， 幅 2mm， 長 さ
2cm，高さ 50μm の PDMS 流路を接着することで，ナノ
ワイヤデバイスを作製した．埋め込み型ナノワイヤ作製
のそれぞれの段階における Si 基板と PDMS の SEM 観察
画像を図 3に示す．これら観察画像よりシリコン基板上
に成長していたナノワイヤの大部分が PDMS に埋没して

図 2　各金属層条件下でのナノワイヤ成長の様子．
（a）Cr 層，200℃　（b）Cr 層，300℃　（c）Cr 層，400℃，

（d）Ti 層，200℃　（e）Ti 層，300℃　（f）Ti 層，400℃

いること，さらに，埋没したナノワイヤよりナノワイヤ
が成長していることが明らかとなった．

２．２　ナノワイヤデバイスによる尿中細胞外小胞の
高効率捕捉と尿中細胞体小胞由来 miRNA 抽出

２．２．１　ナノワイヤデバイスによる尿中細胞外小胞の
高効率捕捉

　本ナノワイヤデバイスは，酸化亜鉛ナノワイヤにより
1mL の尿サンプルを送液するだけで細胞外小胞の高効率
捕捉を行うことが可能であった．名古屋大学ナノテクプ
ラットフォームの設備を用いて，健常者の尿サンプル中
細胞外小胞を超遠心法で濃縮し，その表面電位を測定し
たところ，ほとんどの細胞外小胞は表面が負に帯電して
いることを確認した．また，この尿サンプル中の細胞外
小胞濃度をナノワイヤデバイスへの送液前後で比較した
ところ，濃度の減少が確認され，ナノワイヤ空間による
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細胞体小胞の高効率回収に成功した．

２．２．２　ナノワイヤデバイスによる捕捉された尿中 
細胞外小胞由来 miRNA の抽出

　尿中細胞外小胞が捕捉されたナノワイヤデバイスに細
胞外小胞破砕液 1mL をシリンジポンプにより導入し，細
胞体小胞から in situ で内包されている miRNA 抽出を行
なった．名古屋大学ナノテクプラットフォームの設備を用
い，本手法と既存手法（超遠心・凝集試薬）の必要試料
量・時間を比較したものを表 1に示す．この表より本手
法は既存手法と比べ，迅速・省サンプルに細胞外小胞捕捉・
miRNA 抽出を行えることが明らかである．ナノワイヤデ
バイスで細胞体小胞から in situ 抽出した miRNA 溶液，既
存手法である超遠心法を用いて 20mL の尿サンプルから
抽出した miRNA 溶液，および凝集試薬法を用いて 1mL
の尿サンプルから抽出した miRNA 溶液を精製した後，マ
イクロアレイによってそこに含まれる miRNA 種の同定と
それぞれの抽出量を分析した．抽出傾向の比較を行うた

め，マイクロアレイにて蛍光が観察された miRNA 種に対
し，ナノワイヤデバイスで抽出されたものを Y 軸に，既
存手法で抽出されたものを X 軸にとって各 miRNA の蛍光
強度を手法別にプロットした．これらのプロットにおい
て近似曲線を引いたところ，その傾きはナノワイヤ - 超遠
心法間で 4.88，ナノワイヤ - 凝集試薬法間で 3.65 であっ
た．この結果より両者で抽出された miRNA 種全体の抽出
効率を平均化すると，ナノワイヤデバイスが超遠心法と
比べ 4.88 倍，凝集試薬法と比べ 3.65 倍 miRNA 抽出効率
が高いことが明らかになった．次に，上述の miRNA 種に
おいて，各手法により検出された miRNA 種より蛍光強度
が閾値より大きい miRNA 種の数を比較した．検出された
miRNA 種類の数はナノワイヤデバイスが最も多く，そし
て，既存手法で検出された miRNA 種の大部分はナノワイ
ヤデバイスによっても検出されていた．これら結果より，
ナノワイデバイスは尿中細胞外小胞を高効率に捕捉でき
ること，そして，その高効率捕捉が検出 miRNA 種の増加
に大きな影響を与えていることが明らかとなった．

表 1　ナノワイヤデバイスと既存手法の性能比較

図 3　（a）Si 基板上に成長したナノワイヤ
（b）PDMS に埋没したナノワイヤ

（c）ナノワイヤを PDMS に転写した後の Si 基板
（d）PDMS に埋没したナノワイヤから成長させたナノワイヤ．ナノワイヤを黄色，PDMS を青色で着色
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２．２．３　健常者・がん患者尿サンプル中 miRNA の比較

　ナノワイヤデバイスの臨床における有効性を調べるた
めに健常者，がん（肺がん・膵がん・肝がん・前立腺が
ん・膀胱がん）患者の尿サンプルからナノワイヤデバイ
スを用いて miRNA の抽出を行い，マイクロアレイによっ
て miRNA 種の同定と抽出量の比較を行った．この結果を
もとに各サンプルから検出された miRNA 種より，蛍光強
度が閾値よりも大きい miRNA 種の数を比較した．がん患
者のみ・健常者のみで特異的に検出される miRNA 種が確
認された．そのいくつかはがん患者体液中で増加・減少
する血清中 miRNA としても報告されており，ナノワイヤ
デバイスを用いた尿中 miRNA 抽出による疾病診断の可能
性が示された．

 ３．おわりに

　ナノワイヤデバイスを用いることで，尿中に含まれる
新規バイオマーカーである細胞外小胞由来 miRNA を高速
かつ高効率に抽出することに成功した [5]．ナノワイヤデ
バイスは送液のみという簡便な操作で，1mL の尿中から
40min で細胞外小胞由来 miRNA の抽出を行うことが可能
であり，その抽出効率は既存手法より高いことが明らか
となった．さらに，名古屋大学ナノテクプラットフォー
ムの利用を通して，本手法で健常者とがん患者の尿中か
ら細胞外小胞由来 miRNA を抽出し，検出 miRNA の比較
を行ったところ，それぞれのサンプル間でその発現プロ
ファイルが異なることが判明した．本結果より，ナノワ
イヤデバイスは尿中 miRNA による疾病診断の可能性だけ
ではなく，今までに発見報告のない miRNA の探索にも
有効な診断プラットフォームとなる可能性も期待される．
ナノテクプラットフォームは，我々のような，分野を横
断するアイディアはあるが実行するための設備が足りな
い研究者などに特に最適な仕組みであると感じる．本稿
がナノテクプラットフォームを利用する上での参考にな
れば幸いである．
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