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研究成果の概要（和文）：本研究では、薬物動態制御技術の確立に資する基礎情報を得ることを目的に、がんの臓器特
異的転移のメカニズムに関わることが示唆されている分泌小胞（exosome)に着目し、exosomeの作用の解析及び機能分
子の探索を実施した。本研究の結果、がん細胞が、血管新生の促進作用を有するexoxomeを分泌していること、また、e
xosome上のEphA2を介して血管内皮細胞に増殖シグナルを伝えていることが判明した。今後、exosomeのin vivoでの動
態など、がん転移との関連をより詳細に調べることにより、薬物動態制御技術に応用可能ながんの臓器特的転移のメカ
ニズム解明につながるものと期待される。

研究成果の概要（英文）：In this study, characterization of tumor-derived exosomes were performed to 
collect basic knowledge useful for development of drug delivery technology. We found that lung cancer 
cells secreted angiogenic exosomes and in vitro tube-formation and proliferation of endothelial cells was 
stimulated via EphA2 on the exosomes. These data and also further investigation of metastasis-related 
exosomes would provide useful knowledge for active targeting and other drug delivery technologies.

研究分野： プロテオミクス
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１． 研究開始当初の背景 
有効で安全な薬物治療を達成するために

は、作用すべき組織や細胞により多くの薬物
を送達し、それ以外の部位への分布はできる
だけ抑制する方法論の確立が重要である。こ
のような、必要な時に、必要な量だけ、必要
な場所に薬物を送達する“Drug Delivery 
System (DDS)”の概念は、薬物の潜在的能力
を最大限に発揮させるための技術として検
討されてきた。近年、標的指向性の DDS医薬
の一例として抗体－抗がん剤複合体（ADC）
が臨床応用され、標的細胞に対して特異的に
薬物を送達することが可能になっている。し
かし、モノクローナル抗体に基づく医薬品で
ある ADCのがん組織への集積は十分とはいえ
ず、より有効な DDSの開発が期待される。 
近年、exosomeと呼ばれるナノベシクルが、

がん細胞などの各種細胞から分泌されてお
り、exosome 内や表面に包含されたタンパク
質や核酸(mRNA・miRNA など)を介して、遠隔
の細胞に対する情報伝達に関与しているこ
とが示唆さている。そのため、exosome は、
従来のサイトカインやケモカインに加えて、
新たな細胞情報伝達因子として注目されて
いる。特に、血中安定性に乏しい核酸の輸送
担体としての役割が注目されている。さらに、
がん細胞分泌 exosome は特定の臓器・組織に
送達され、がんの転移巣形成のための環境を
整えている役割を担っていることも示唆さ
れている。すなわち、exosome は生体内で特
異的な動態を示す担体であることから、
exosome の生化学的・動態学的特性を解析す
ることで、DDS に応用できる知見が得られる
ものと期待される。 
 
２． 研究の目的 
 上記背景に基づき、本研究では、薬物動態
制御のためのアクティブターゲッティング
技術の確立に資する基礎情報を得ることを
目的に、がんの臓器特異的転移のメカニズム
に関わることが示唆されている分泌小胞
（exosome)に着目し、がん細胞分泌 exosome
の作用の解析及び機能分子の探索を実施し
た。モデルとして転移性肺がん細胞株から分
泌される exosomeの特性を分析し、転移と関
連する exosome 上の分子の探索を試みた。 
 
３．研究の方法 
（１） exosomeとがん転移との関連解析 
本項目では、exosome と、がん転移巣の形

成に重要と考えられる血管新生との関連性
を調べるため、転移性がん細胞株由来の
exosome が培養血管内皮細胞の管腔形成に及
ぼす影響を検討した。 
細胞及び exoeome： 培養ヒト肺がん細胞株
HARA-Bは JCRB細胞バンクより入手した。10% 
FCS(Biowest)含有 RPMI-1640培地で培養した。
初代培養ヒト肺胞上皮細胞 HPAEpiC は
ScienCell 社より購入し、専用培地で培養し
た。細胞の培養上清に分泌される exosome を

超遠心法により回収・精製し、各種実験に供
した。各細胞を培養ディッシュ上で継代培養
し、サブコンフルエント状態になったものを
PBS で洗浄し、無血清培地（OptiMEM 培地、
Invitrigen）に置換して 72 時間培養した。
培養上清を回収し、200 g で 5 分の遠心で細
胞を除去し、上清を回収した。次に、上清を
16,000 g で 20分間遠心分離し、上清を 0.22 
μm のメンブレンフィルター(ADVANTEC)でろ
過することで細胞デブリス等を除去した。回
収した溶液を超遠心機により 140,000 g、70
分遠心分離し、ペレットに PBSを加えて、再
度 140,000 g で 70 分遠心分離することで洗
浄し、得られたペレットを PBS で懸濁し、
exosome 分画として回収した。Exosome の回
収状況は動的光散乱法による粒子系測定、お
よび透過電子顕微鏡観察により、一般的に知
られる exosomeと同様な特性を示すことによ
り確認した。また、exosome 量は含有タンパ
ク質量を指標とした。 
血管新生誘導能の解析： ヒト臍帯静脈血管
内皮細胞（HUVEC）を細胞外マトリックス成
分であるマトリゲルⓇの層上で培養するこ
とで管腔形成の程度を測定し、培養液に
exosome を添加した際に管腔形成に与える影
響を評価した。陽性コントロールとして、リ
コンビナント huVEGF を添加した。細胞を
Calsein-AMで蛍光染色し、管腔長は蛍光顕微
鏡および MetaExpress Software(Molecular 
Device)により計測した。 
細胞内シグナルの解析： HUVEC の主な血管
新生関連細胞内シグナル伝達分子として、
VEGFR2, Erk1/2, p38 の活性化（リン酸化）
をウエスタンブロット法により解析した。 
（２）血管新生誘導に関わる exosome膜タン
パク質の探索 
プロテオーム解析： HARA-B および HPAEpiC
由来 exosome上のタンパク質を、質量分析法
によるプロテオーム解析により同定した。タ
ンパク量として 1 μg の exosome を 50 mM 
Tris-HCl(pH 8.0)100 μl に希釈し、20 ng
のトリプシンを添加後、37°Cで 16 時間反応
させることで、タンパク質を消化した。ペプ
チド抽出液は遠心濃縮器によって濃縮した
後、ZipTip C18チップを用いて精製してサン
プル溶液とした。質量分析には LTQ Orbitrap 
XL(Thermo Scientific)を用いた。タンパク
質の同定には、Mascot search により swiss 
protのデータバンクをもとに解析した。 
血管新生誘導関連分子の機能解析： 候補分
子として同定した膜タンパク質 EphA2に着目
し、リコンビナント EphA2-Fc キメラタンパ
ク質、および抗 EphA2 抗体を添加した際の
HUVEC の細胞増殖に与える影響を解析した。
細胞増殖は WST-8 assayキットにより解析し
た。 
  
４．研究成果 
（１）exosomeとがん転移との関連解析 



Exosome が適切に回収・精製できているこ
とを確かめるため、動的光散乱法及び電子顕
微鏡観察を行った（図１）。解析の結果、
exosome として一般的に知られているサイズ
（直径 100nm程度）と形状を有していたこと
から、適切に exosomeが調製できているもの
と考えられた。 

次に、がん細胞分泌 exosome が、転移巣の
形成に関与する可能性を探るため、血管新生
に対する影響を評価した。培養ヒト臍帯静脈
血管内皮細胞（HUVEC）の細胞増殖及びマト
リゲル上での管腔形成に与える影響を検討
したところ、HARA-B由来 exosome は、HPAEpiC
由来 exosomeに比べて管腔形成を有意に促進
した（図２）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

また、HUVEC の細胞内シグナルを解析した
結果、HARA-B由来 exoxomeの作用により、MAPK
経路が活性化されていることが判明した（図
3）。 

 
（２）血管新生誘導に関わる exosome膜タン
パク質の探索 
exosome 膜上に発現するタンパク質のプロ

テオーム解析を行い、EPHAEpiC由来 exosome
では同定されず、HARA-B由来 exosomeのみで
同定されたタンパク質について検討した。そ
の中の 1 つに、MAPK 経路を活性化する分子と
して知られる膜タンパク質 EphA2が同定され
た（data not shown）。 

そこで、exosome 上の EphA2 が HUVEC の血
管新生促進作用に関与するか確かめるため、
HUVECにリコンビナント EphA2-Fcを作用させ
る、あるいは exosome を作用させる際に抗
EphA2 抗体を加えて検討した。その結果、
HUVECは EphA2-Fcの濃度依存的に増殖が促進
され、また、HARA-B 由来 exosome で促進され
る HUVECの細胞増殖は抗 EphA2抗体の添加に
より阻害された（図 4）。よって、HARA-B 由
来 exosome による HUVEC の増殖促進作用は、
EphA2 を介しているものと考えられた。 
 
以上の結果は、がん細胞が、転移巣の形成

に必要となる血管新生の促進作用を有する
exoxomeを分泌していること、また、exosome
上の EphA2を介して血管内皮細胞に増殖シグ
ナルを伝えていることを示唆するものであ
る。今後、exosomeの in vivo での動態など、
がん転移との関連をより詳細に調べること
により、アクティブターゲッティング技術に
応用可能ながんの臓器特的転移のメカニズ
ム解明につながるものと期待される。 
 

図１  HARA-B 細胞と HPAEpiC 細胞由来
exosome の形状分析 
（A）透過電子顕微鏡観察像（B）動的光散乱
法による粒子径 

図 2 HARA-B細胞と HPAEpiC細胞由来exosome
の HUVEC管腔形成への影響 
（A）蛍光顕微鏡像（B）ImageExpress による
測定結果 

図 3 HARA-B細胞と HPAEpiC細胞由来exosome
による HUVEC細胞内シグナル活性化 
Exoxome を作用させた際の主要な MAPK 経路の
リン酸化の経時変化をウエスタンブロット法
により解析した。 
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図 4 HARA-B 由来 exoxome 上の EphA2 を介し
た HUVECの増殖促進作用 
（A）HUVEC にリコンビナント EphA2-Fc を 12
時間作用させ、細胞増殖を測定した。（B）
HARA-B 由来 exosome 及び抗 EphA2 抗体添加時
の HUVEC細胞増殖。 


