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研究成果の概要（和文）：組織多様性（ヘテロジェナイティー）を伴うがんは、治療標的が絞りにくく治療に難
渋する。治療成績の向上には、腫瘍ヘテロジェナイティ獲得機序を解明し、それを解除する戦略が有用である。
本研究では、ヒト膀胱癌細胞株においてCrkの発現が亢進していること、Crkはエクソソーム内でのErbB2の発現
量を増加させること、筋層浸潤性膀胱癌のエクソソームで処理したレシピエント細胞（血管内皮細胞、非浸潤性
膀胱癌細胞株）ではErbB2の発現量が増加し増殖能や浸潤能が亢進すること、Crkはエクソソームを介して腫瘍原
発巣のみならず転移先臓器のヘテロジェナイティを創出し、癌の浸潤・転移を亢進させることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We unveiled a novel function of CRK adaptors via exosomes in tumor 
progression and metastasis in invasive bladder cancer (BC). CRK is overexpressed in invasive UM-UC-3
 BC cells, and CRK knockdown downregulated the expression of ErbB2. In an orthotopic xenograft 
model, metastases to lung, liver, and bone of UM-UC- 3 cells were completely abolished by CRK 
elimination. Mass spectrometry analysis identified that ErbB2 is contained in UM-UC-3-derived 
exosomes, which significantly increased proliferation and invasion of low-grade 5637 BC cells and 
HUVECs. In athymic mice educated by UM-UC-3-derived exosomes, intravenously implanted UM-UC-3 cells 
developed lung metastasis with increased tumor angiogenesis, whereas exosomes with CRK depletion 
could not. In conclusion, CRK adaptors contribute to tumor heterogeneity of invasive BC via exosome,
 resulting in the tumor progression and metastasis.

研究分野：実験病理学
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１．研究開始当初の背景 
 組織多様性（ヘテロジェナイティ）を伴う
がんは、治療標的分子が絞りにくく治療に難
渋する。治療成績の向上には、腫瘍ヘテロジ
ェナイティ獲得機序を解明し、それを解除す
る戦略が有用である、我々は、先行研究によ
り、シグナル伝達アダプター分子 CRK が下
流シブナル分子を時空間的に制御すること
により、がん幹細胞性と上皮間葉移行（EMT）
の 2つの異なる細胞動態、即ちヘテロジェナ
イティを創出することを見出した。これまで
CRKは、様々な癌種で細胞の増殖や運動、
接着能など浸潤や転移に関与していること
が報告されている。 
 近年、バイオマーカーや細胞間コミュニ
ケーションツールとしてエクソソームが注
目されている。エクソソームは細胞から分
泌された脂質二重膜で形成される微小な細
胞外小胞である。内部には様々なタンパク
質や核酸物質が含有されており、細胞間の
情報伝達や癌の転移先の微小環境の調整な
ど、癌の浸潤・転移において重要な役割を
担っている。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、エクソソームが制御する癌の
浸潤・転移機構において、CRK がエクソソ
ームの形成、内包物の組成、腫瘍の浸潤
（EMT）やヘテロジェナイティ、および転移
巣形成能力に及ぼす影響を解析することを
目的とする。最終的に、CRK による癌のヘ
テロジェナイティ創出メカニズムを明らか
にし、それを解除する治療薬あるいは治療方
法を構築する。 
 
３．研究の方法 
（１）ヒト筋層浸潤性膀胱癌細胞株
UM-UC-3 を用いて、shRNA により CRK
ノックダウン細胞株（CRKi）およびコン
トロール細胞株を樹立した。 

（２）上記で樹立した各細胞をマウスの膀
胱内へ同所移植し、組織浸潤や転移巣形成
を IVIS Spectrumで追跡した。 

（３）CRKi およびおよびコントロール細
胞において、細胞およびエクソソームレベ
ルで内包分子の量を比較した。また、それ
ぞれのエクソソームをレシピエント細胞
（低浸潤性膀胱癌細胞株 5637 及び血管内
皮細胞 HUVECs）に取り込ませることで
形質変化を検討した。 

（４）in vivoマウス実験として、CRKiお
よびコントロール細胞由来エクソソームで
予め免疫不全マウスを 2 週間教育
（education）した後、親株 UM-UC3細胞
を尾静脈投与して、転移巣の形成を追跡し
た。さらに、転移先組織の腫瘍血管新生に
関するヘテロジェナイティを検討した。 

 

４．研究成果 
【研究の主な成果】 
（１）ヒト浸潤性膀胱癌細胞株 UM-UC-3
を用いて、shRNAにより CRKノックダウ
ン細胞株およびコントロール細胞株を各 3
株樹立した。ノックダウン効率は、Western 
blotting を用いて蛋白質レベルで確認した。 

（２）親株およびコントロール UM-UC-3
細胞を免疫不全マウスの膀胱内に同所移植
すると、経時的に膀胱原発巣が増大し、移
植 5週間後には肺・肝臓・骨に転移巣が確
認された。一方、CRKノックダウン細胞を
移植したマウスでは転移巣は形成されなか
った。 

（３）CRKノックダウン細胞ではコントロ
ール細胞株に較べて、細胞およびエクソソ
ームレベル共に ErbB2の発現量が低下し、
腫瘍の浸潤や転移が抑制された。 
 コントロール細胞由来のエクソソームを
レシピエント細胞（低浸潤性膀胱癌細胞株
5637及び血管内皮細胞HUVECs）に取り
込ませると、レシピエント細胞内の ErbB2
の発現量が増加し、増殖能や浸潤能が上昇
したが、CRKi 細胞由来では抑制された。
一方、CRKノックダウン細胞由来のエクソ
ソームを投与すると、それらの上昇は認め
られなかった。 

（４）コントロール細胞由来エクソソーム
で予め教育（education）されたマウスでは
肺の転移巣形成が促進されたが、CRKi 細
胞由来では抑制された。また、コントロー
ル細胞由来エクソソーム細胞で education
されたマウスの肺では、肺胞構造が乱れ、
腫瘍血管新生が亢進していたが、CRKi 細
胞由来エクソソームではそれらの所見は認
められなかった。 

 
【考察】 
 ErbB2 が過剰発現している膀胱癌は浸
潤や転移をきたしやすく、予後不良である
ことが報告されている。本研究により浸潤
性膀胱癌細胞では CRK シグナルを介して
ErbB2の発現量が増加し、腫瘍細胞自体の
増殖や浸潤を亢進させるとともに、そのエ
クソソームに含有される ErbB2 が予め伝
達されることで転移先臓器細胞の形質転換
（ヘテロジェナイティ）を誘導し、膀胱癌
の浸潤や転移を促進することが示唆された。 
 
【結論】 
 CRK はエクソソームを介して腫瘍原発
巣のみならず転移先臓器のヘテロジェナイ
ティを創出し、癌の浸潤・転移を亢進させ
ることが明らかとなった。CRK あるいは
ErbB2 を治療標的分子とすることで腫瘍
の増殖・浸潤・転移を抑制し、予後の改善
が期待できると示唆される。  
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