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研究成果の概要（和文）：本研究では、細胞生物学的手法、および数理モデリング手法を組み合わせて、がん悪
性化を駆動するエクソソームの構成分子の網羅的同定とこのエクソソームにより活性化されるがん悪性化分子の
相互作用ネットワークの可視化をすることで、がん悪性化機構を統合的に理解することを目的として研究を行っ
た。がん悪性化を駆動するエクソソームの構成分子を複数同定し、それらが培養細胞レベルでがんの悪性化に関
与することを見出した。

研究成果の概要（英文）：Here, I identified tumour malignancy promoting exosome cargoes using cell 
biology and mathematical modeling. First, I identified the proteins that is activated by exosomes. 
Next, to visualized the molecular interactions between these proteins, we performed network 
analysis. 
Finally, I identified multiple key proteins by statistical analysis and confirmed these proteins 
regulate tumour malignancies in cell biology level. 

研究分野： がん生物学

キーワード： がん　浸潤　細胞運動

  １版



様 式

１．研究開始当初の背景
 悪性化したがん細胞は、運動性と細胞外基
質(ECM)
能を獲得する。このような細胞運動の亢進と
ECM 分解を統合的に制御する細胞膜構造とし
て、悪性度の高いがん細胞が
に形成する、浸潤突起が知られている

 
浸潤突起を形成したがん細胞は、突起方向へ
高い運動性を示し、その先端面に細胞外プロ
テアーゼ
ーゼ：
所的な
質組織を破壊する。このため、浸潤突起は、
悪性化がん疾患の治療標的になりうるタン
パク質複合体として基礎研究が活発に行わ
れており、特に、この細胞膜構造の形成機構
とこれを介した細胞外基質の分解機構に焦
点を当てた研究を中心に理解が進んできた。
申請者は最近の研究で、浸潤突起が形成され
る細胞膜部位において、局所的に
（Multiveisicular body:MVB
らにこれらの
を見出している
膜近傍を捉えた電子顕微鏡写真
印：浸潤突起、矢頭：多胞体）。

MVB はエンドサイトーシス経路上に位置する
細胞内オルガネラの一つであり、後期ゴルジ
体から輸送された小胞が後期エンドソーム
に融合することで形成される。特にリソソー
ムの酸性化やその構成分子の供給に重要な
役割を担うため、生理的に必須の働きを持つ
オルガネラとして認識されているが、昨今、
がん細胞においては、悪性化の一因と考えら
れているエクソソームを形成する場として
も注目され始めている。エクソソームは、
microRNA
胞外分泌顆粒であり、
細胞膜への逆行性小胞輸送によっ
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細胞内オルガネラの一つであり、後期ゴルジ
体から輸送された小胞が後期エンドソーム
に融合することで形成される。特にリソソー
ムの酸性化やその構成分子の供給に重要な
役割を担うため、生理的に必須の働きを持つ
オルガネラとして認識されているが、昨今、
がん細胞においては、悪性化の一因と考えら
れているエクソソームを形成する場として
も注目され始めている。エクソソームは、

分解酵素などを豊富に含む細
で形成された後に、

て、細胞外

へと分泌されると考えられている
and Stoorvogel.,2013,J Cell Biol)
外に分泌されたエクソソームは、近傍の正常
細胞やがん化細胞に取り込まれ、悪性化に関
わる
がん化・悪性化に寄与すると考えられている
が、最終的に細胞膜のどこから、どのように
して細胞外へと放出されているのかについ
ては、長らく不明であった。申請者はこれま
での研究から、浸潤突起の形成が細胞外のエ
クソソーム量を増大させること、浸潤突起が
エクソソームの分泌サイ
いることを明らかにしている。申請者はまた、
浸潤突起の形成がエクソソームの分泌を亢
進させることを明らかとした一方で、エクソ
ソームの分泌によって浸潤突起の形成が亢
進することも見出している。すなわち、浸潤
突起とエクソソームが、相互に影響し合って、
それぞれの機能亢進を誘導し合うという現
象が起こっていることが明らかとなりつつ
ある。このことは、がん細胞において、浸潤
突起とエクソソームという二つの悪性化機
構を連動させて、がん悪性化を加速させるメ
カニズムが存在することを想起させるが未
だ同定に至っていない。
 
２．研究の目的
 申請者は、浸潤性悪性がんが細胞膜に形成
する、組織破壊性の膜構造である浸潤突起か
ら、細胞膜小胞エクソソームが分泌され、こ
れが浸潤活性亢進に寄与することを見出し
ている。本研究では、細胞生物学的手法、プ
ロテオミクス手法および数理モデリング手
法を組み合わせて、がん悪性化を駆動するエ
クソソームの構成分子の網羅的同定とこの
エクソソームにより活性化されるがん悪性
化分子の相互作用ネットワークの可視
することで、がん悪性化機構を統合的に理解
することを目的とした
 
３．研究の方法

本研究計画の全体像を
 本研究
るがん悪性化の分子機構を明らかにするた
め、
常細胞株か
びがん細胞株における浸潤突起形成、
解と運動能
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での研究から、浸潤突起の形成が細胞外のエ
クソソーム量を増大させること、浸潤突起が

トとして機能して
いることを明らかにしている。申請者はまた、
浸潤突起の形成がエクソソームの分泌を亢
進させることを明らかとした一方で、エクソ
ソームの分泌によって浸潤突起の形成が亢
進することも見出している。すなわち、浸潤
突起とエクソソームが、相互に影響し合って、
それぞれの機能亢進を誘導し合うという現
象が起こっていることが明らかとなりつつ
ある。このことは、がん細胞において、浸潤
突起とエクソソームという二つの悪性化機
構を連動させて、がん悪性化を加速させるメ
カニズムが存在することを想起させるが未

申請者は、浸潤性悪性がんが細胞膜に形成
する、組織破壊性の膜構造である浸潤突起か
ら、細胞膜小胞エクソソームが分泌され、こ
れが浸潤活性亢進に寄与することを見出し
ている。本研究では、細胞生物学的手法、プ
ロテオミクス手法および数理モデリング手
法を組み合わせて、がん悪性化を駆動するエ
クソソームの構成分子の網羅的同定とこの
エクソソームにより活性化されるがん悪性
化分子の相互作用ネットワークの可視
することで、がん悪性化機構を統合的に理解
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続いて、(2)がん浸潤亢進活性が高いエクソ
ソームで発現が変動しているタンパク質の
同定とその変動レベルの定量化をした。最後
に、(3)エクソソームを受容したがん細胞内
で 亢 進 さ れ る シ グ ナ ル 伝 達 経 路 を
RPPA(Reverse Phase Protein Array)解析に
よって網羅的に同定し、数理モデルで可視化
した。 
 本研究では、乳腺上皮由来株とこれを基に
作製した悪性化モデル株を用いて、2 年計画
で研究を行った。 
 
４．研究成果 
 
《研究計画(1)を実施》 
 エクソソームのがん浸潤亢進活性とがん悪
性化の関係を明らかにするために、非腫瘍性
乳腺由来細胞株とこれを基に作製した悪性
化モデル株を用いて解析した。本研究で使用
したモデル株は、非腫瘍性乳腺上皮由来
MCF10A 株を基に、これに野生型 PI3 キナーゼ
あるいは恒常活性化型PI3キナーゼを過剰発
現 し た 株 （ MCF10A-PI3K あ る い は
MCF10A-PI3K(H1047R)）とする。PI3 キナーゼ
の活性化亢進は、申請者の以前の研究から、
予後不良性の頭部頸部がん患者でよく認め
られ、悪性黒色腫および乳がんにおいても悪
性化を亢進することが明らかになっている。
従って、これらの株を用いることで、PI3 キ
ナーゼに由来する変動を特異的に抽出する
ことが可能となり、効率的にがん悪性化の分
子機構解析を進めることができる。本研究で
は、これらの MCF10A、MCF10A-PI3K および
MCF10A-PI3K(H1074R)株に加えて、正常乳腺
細胞も比較解析のために用いた。まず、これ
らの細胞の浸潤突起形成能を調べたところ、
H1047R 株でのみ浸潤突起形成能が増加して
いた。次に、エクソソームの分泌量を調べた
ところ、予想通り H1047R 株でのみ分泌量も
増加していた。次に、悪性度の高いがん細胞
由来エクソソームが悪性度の低いがん細胞
の浸潤能を亢進することができるかを検討
するため、H1047R 株が分泌するエクソソーム
を細胞培養液から精製し、浸潤性が低い細胞
株(MCF10A)への添加による浸潤誘導活性を
比較解析した。予想と反し、H1047R 由来エ
クソソームは MCF10A 株の浸潤突起形成を
誘導することができなかった。一方で、申請
者らは浸潤突起を形成する悪性化がん細胞
株でエクソソーム分泌を阻害することで、浸
潤突起形成も抑制されることを見出してい
る。また、浸潤突起形成は、形成から成熟ま
でのステップが知られており、エクソソーム
は浸潤突起形成の初期過程に関与するので
はなく、後期過程に関与することが推測され
た。 
 
《研究計画(2)を実施》 
 続いて、上記の細胞株を、ボイデンチャン
バーを用いたマトリゲル浸潤アッセイおよ

びI型コラーゲン浸潤アッセイにより定量し
たところ、H1047R 株でのみ浸潤能が増加し
ていた。H1047R 株が分泌するエクソソームを
細胞培養液から精製し、浸潤性が低い細胞株
(MCF10A)への添加による浸潤誘導活性を比
較解析したところ、H1047R 由来エクソソー
ムは 
MCF10A 株の浸潤能を優位に増加することが
明らかになった。研究計画 (1) で H1047R 由
来エクソソームは浸潤突起形成能に変化が
なかったことから、H1047R 由来エクソソー
ムは細胞の浸潤能を亢進するというより、む
しろ、細胞運動に関与することが考えられた。
この可能性を検討したところ、H1047R 由来
エクソソームは MCF10A 細胞の運動能を増
加させることを見出した。 
 
《研究計画(3)を実施》 
 エクソソームを受容したがん細胞内で亢
進されるシグナル伝達経路を、申請者が確立
した RPPA 解析の系を以下の2種類に適用す
ることで網羅的に同定した。 
(1)運動能を亢進するエクソソームと亢進し
ないエクソソームを悪性度の最も高い 
MCF10A-PI3K-H1047R 細胞に処理後 RPPA 解
析によって活性化されるシグナル伝達経路
の違いを明らかにした。 
（2）悪性度の高い MCF10A-PI3K（H1047R）の
エクソソームに対する感受性が高い細胞と
低い細胞におけるエクソソームによるシグ
ナル伝達経路の活性化の違いを解析した。 
 
RPPA 解析で得られた情報は統計学的処理を
行い、数理モデルを構築した。 
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