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研究成果の概要（和文）：我々が、見出した新しい生理活性物質ガレクチン-９(Gal-9)が、肝細胞癌、胆管細胞
癌に対して、抗腫瘍効果があることを示し、その機構としてGal-9が腫瘍細胞内・組織内のmicroRNAを変化させ
ることにより、抗癌作用を有することを証明してきた。本研究の目的は、Gal-9の肝細胞癌の抗腫瘍効果が、腫
瘍内のmicroRNAだけではなく、癌細胞からの放出されたエクソソーム(細胞外分泌小胞)内のmicroRNAにも変化を
及ぼし、そのmicroRNA分子もまた、抗腫瘍活性を持つ可能性について検討し、Gal-9が、新たな癌抑制機構のエ
クソソームを標的とした治療戦略に成り得る可能性を見出した。

研究成果の概要（英文）：Proteins,DNAs,mRNAs,microRNAs,etc.are contained in the 50 to 1000 nm exosome
 (extracellular secretory vesicle organ). Therefore,exosomes can be a delivery cargo that transmits 
information sources from cell to cell.We examined the effect on microRNA in exosomes of Gal-9 Small 
RNA in culture solution of Gal-9 non-added,added Gal-9 sensitive cells(Li-7,HLE,HLF)and resistant 
cells(HuH-7,HepG2,Hep3B)Total RNA was extracted.By the addition of Gal-9,miR-34 can be detected as a
 Gal-9 sensitive cell(Li-7,HLE,HLF)by comprehensive analysis of the exosomal microRNA using a 
microRNA oligo chip.MiR-34 was increased in serum exosomes as liver progressive disease.Furthermore,
miR-34 showed migratory effects when it was transfected with miR-34,and further,it was confirmed 
that cyclin D1 induced from the G1 phase to the S phase of the cell cycle was attenuated.From this,
it was found that Gal-9 increases miR-34 in exosomes and is involved in the suppression of cell 
proliferation.

研究分野： 肝臓病学

キーワード： 肝細胞癌　Gal-9
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研究成果の学術的意義や社会的意義
50～1000nmのエクソソーム（細胞外分泌小胞器官）内には、タンパク質、DNA,mRNA,microRNAなどが内包されて
いる。こうした情報伝達物質は、細胞の起源によって異なるものの、100～300種類の以上のタンパク質、100種
類以上のmicroRNAが内包されている。それ故に、エクソソームは情報源を細胞から細胞へ伝搬するデリバリーカ
ーゴ(cargo)となりうる。今回の研究において、Gal-9がエクソソーム内にあるmicroRNA-34によって、抗腫瘍効
果をもたらすことが明らかにされ、近い将来において、Gal-9がエクソソームを標的とした新薬剤となり得ると
考える。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 昨今、生活習慣病を背景とした非ウイルス性の肝細胞がんの比率が増え、進行癌で、発
見される場合が少なくなく、その治療法は、困難を極めている。よって新しい視点に立っ
た、進行肝がんの治療法開発は急務である。我々が 1998 年に、生理活性物質として Gal-9
を世界に先駆け同定し、Gal-9 と病態との関連性に関して、T 細胞のみならず自然免疫担
当細胞であるマクロファージや樹状細胞の活性化を通して癌免疫の亢進を誘導することを
明らかにしてきた。また、我々は癌の進展や治療に関して、Gal-9 は、T 細胞性免疫機構
以外の自然免疫を介して働くという新しい考え方を提供することも出来た。最近、我々は、
Gal-9 が、肝細胞癌、胆管細胞癌に対して、抗腫瘍効果があることを証明し、さらに、Gal-9
が癌細胞内・癌組織内の miRNA の変化させることにより、癌抑制効果が見られることを
見出した。また、癌を含む様々な病態で miRNA は関与していることも報告してきた 。 

50～1000nm のエクソソーム（細胞外分泌小胞器官）内には、タンパク質、DNA, mRNA, 
miRNA などが内包されている。こうした情報伝達物質は、細胞の起源によって異なるも
のの、100～300 種類の以上のタンパク質、100 種類以上の miRNA が内包されている。そ
れ故に、エクソソームは情報源を細胞から細胞へ伝搬するデリバリーカーゴ(cargo)となり
うる。 

miRNA がエクソソーム中に存在し、それが細胞間で伝搬し、癌をはじめとするさまざ
ま病態を引き起こす可能性が示唆されたのは、最近であり、現在エクソソームをターゲッ
トとした治療薬は存在しない。エクソソームをターゲットとした治療戦略は、図１のよう
に、①癌細胞内のエクソソーム内の miRNA の動態変化②癌細胞からのエクソソームの分
泌を阻害③エクソソームの正常細胞・癌細胞への取り込み阻害である。我々が世界に先駆
け見出した生理活性物質での Gal-9 が、癌治療において、エクソソームをターゲットとし
た①-③の検討した報告はない。よっ
て、様々な生理活性を持つ Gal-9 が、
①-③のいずれかの機能を有するな
らば、これまで、我々が報告した
Gal-9 の癌抑制機構の新たな機構を
解明し、エクソソームを標的とした
新薬剤となり得ると考える。 
 
２．研究の目的 
我々が、見出した新しい生理活性物
質 Gal-9 が、肝細胞癌、胆管細胞癌
に対して、抗腫瘍効果があることを
示し、その機構として Gal-9 が腫瘍
細胞内・組織内の miRNA を変化させることにより、抗癌作用を有することを証明してき
た。本研究の目的は、Gal-9 の肝細胞癌の抗腫瘍効果が、腫瘍内の miRNA だけではなく、
癌細胞からの放出されたエクソソーム(細胞外分泌小胞)内の miRNA にも変化を及ぼし、
その miRNA 分子もまた、抗腫瘍活性を持つ可能性について検討をする。さらに Gal-9 が、
新たな癌抑制機構のエクソソームを標的とした治療戦略に成り得る可能性についての基礎
研究を行うことである。 
 
３．研究の方法 
（1）．Gal-9の非添加、添加のGal-9感受性細胞(Li-7,HLE,HLF)と耐性性細胞(HuH-7,HepG2, 
Hep3B) における培養溶液中のエクソソームの単離及び small RNA を含む total RNA の抽
出 

（2）．Gal-9の非添加、添加のGal-9感受性細胞(Li-7,HLE,HLF)と耐性性細胞(HuH-7,HepG2, 
Hep3B) における 2555 分子の miRNA オリゴチップ（東レ,Human miRNA Oligo 4 arrays 
ver.21）を用いた、エクソソーム内 miRNA の網羅的解析とクラスター解析 

（3）．1 と 2 の解析から Gal-9 の投与により変化するエクソソーム内 miRNA の中で、腫瘍
抑制効果に関連する miRNA を同定し、そのターゲット遺伝子の同定および、新規のター
ゲット遺伝子の予測と実験的検証 

（4）．Gal-9 感受性細胞(Li-7,HLE,HLF)のエクソソーム同一の癌細胞、同種の正常細胞へ
のエクソソームの細胞内の取り込みにおける Gal-9 の影響 

戦略①:ｴｸｿｿｰﾑ内 miRNA の変化 

戦略②ｴｸｿｿｰﾑの分泌阻害 

 

図 1 ｴｸｿｿｰﾑを標的とした治療戦略 

戦略③:癌細胞・正常細胞へのｴｸｿｿｰﾑ

取り込み阻害 



（5）．Gal-9 感受性細胞(Li-7,HLE,HLF)と耐性性細胞(HuH-7,HepG2, Hep3B)Gal-9 でのエク
ソソームの分泌量、Gal-9 のエクソソームへの結合の比較実験 

（6）．種々の肝病態(慢性肝炎、肝硬変、肝癌)に分け、血清中のエクソソーム miRNA の量
を測定し、得られた情報を患者の臨床症状や病態との相互関係を検討。 

 
（平成２８年度の計画） 
（1）．肝癌細胞株における Gal-9 の非添加、添加の培養溶液中のエクソソームの単離およ

びエクソソーム内の miRNA 抽出 
①.Gal-9 無添加の細胞培養液中のエクソソームの単離  
②肝癌細胞株における Gal-9 の非添加、添加の培養溶液中の miRNA 的解析 
③エクソソーム発現プロファイルの解析 

 
（平成２９年度の計画） 
（１）．Gal-9 による癌細胞増殖抑制効果に関与するエクソソーム miRNA の同定、そのター

ゲット遺伝子の予測と実験的確証実験 
①Gal-9 の投与により、肝がん細胞株のエキソソーム内に特異的に発現増強、減弱す
る miRNA のターゲット遺伝子予測 

②エキソソームの細胞外の放出 
③細胞内への取り込み実験 

  
(平成３０年度の計画) 

①平成 28年、29 年で遂行できなかった実験を行う。 
②慢性肝炎、肝硬変、肝細胞癌患者における血清中のエクソソームの miRNA の網羅的
解析を行い、臨床パラメ-タ-との関連性を検討。各々の病態のサンプル数は、治療
前の 20 症例を行い、各病態におけるバイオマ-カ-の絞り込みを行う。 

 
４．研究成果 
Gal-9 の非添加、添加の Gal-9 感受性細胞(Li-7,HLE,HLF)と耐性性細胞(HuH-7,HepG2, 

Hep3B) における培養溶液中のエクソソームの単離及び small RNA を含む total RNA の抽出
した。Gal -9 の添加により、により、miRNA オリゴチップ（東レ,Human miRNA Oligo 4 arrays 
ver.21）を用いた、エクソソーム内 miRNA の網羅的解析により、miR-34 が、Gal-9 感受性
細胞(Li-7,HLE,HLF)において、増加していた。miR-34 は、肝病態の進行に伴い、血清中の
エクソソーム内において増量していた。さらに、miR-34 に、miR-34 を遺伝子導入すると細
胞増殖抑制作用を示し、さらに、細胞周期の G1 期から S期に誘導する Cyclin D1 の減弱が
認められた。このことから、Gal-9 は、エクソソーム内の miR-34 を増加させ、細胞増殖の
抑制に関与していることが判明した。 
また、肝癌細胞株 Huh-7 の培養液から単離したエクソソームを蛍光色素 PKH26(赤)で標

識し、24 時間後、培養中の正常肝細胞(hNHeps), Huh-7 に添加し、蛍光顕微鏡で観察し、
どちらの細胞に取り込みやすいのか検討した。正常細胞にも癌細胞にも取り込まれ癌の悪
性化癌の増殖に関連があると考えられる。これらのことから、癌細胞から放出されたエク
ソソーム内に癌細胞の進展、増殖効果が認められることが判明した。 
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