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研究成果の概要（和文）：マウス乳癌細胞(BJMC3879)は同系のマウスに移植するとリンパ節、肺にほぼ100％の
割合で転移が認められる。先行研究でこの転移能はBJMC3879がリンパ管内皮細胞増殖因子(VEGF-C)を強く発現し
ているためであると考えられた。今回この細胞が分泌するexosomeが転移にどのように関わっているか、
BJMC3879が発現しているVEGF-Cの受容体VEGFR-3とVEGF-Cの発現を調節するmiR-27bに注目して検討した。その結
果VEGF-Cを抑制するmiR-27bをexosomeにより捨て、exosomeに含まれているVEGF-Cをオートクリン的に利用して
増殖すると考えられた。

研究成果の概要（英文）：We previously reported that high expression level of VEGF-C in mouse mammary
 carcinoma cell (BJMC3879) caused high metastatic propensity to lymph nodes or lungs because of its 
ability for lymphangiogenesis. This study was aimed to demonstrate the role of the exosome mouse 
mammary carcinoma cell-derived, for metastasis. We hypothesized that excessive expression of miR-27b
 suppressed expression of VEGF-C in BJMC3879 cell was removed via secretion of exosome under the 
severe environment such a hypoxia condition, and BJMC3879 could proliferate by VEGF-C/VEGFR-3 
system. BJMC3879 could use their exosomes containing VEGF-C due to VEGFR-3-expression on their cell 
membrane.

研究分野： 細胞生物学

キーワード： 乳がん　リンパ行性転移　VEGF-C　Exosome　microRNA　hypoxia

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
miR-27bのexosomeによる排出を止める、またはmiR-27bを遺伝子導入すればVEGF-Cの発現が低下し、乳癌の増
殖、転移をおさえることができる。女性の死亡原因の上位にある乳癌の核酸医学的治療の基礎をかためることが
できたと言える。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
（1） 種々の細胞で細胞膜に包まれた microvesicles (MVs)（直径 50-100nm の exosomes とこ

れより大きい shedding vesicles に分類される）には受容体タンパク、タンパク分解

酵素、miRNA、mRNA などが含まれ、ドナー細胞から標的細胞へと伝播され標的細胞の

色々な機能変化をもたらすことが報告されている(①, ②)。特に miRNA はサイズが小

さい非翻訳 RNA で翻訳修飾後に標的遺伝子に調節機能を発揮するため、近年盛んに治

療および非侵襲的検査法への応用が試みられている。 

（2） 乳癌のリンパ行性転移にはリンパ管新生が必須であり、乳癌細胞が分泌するリンパ管

内皮細胞増殖因子(VEGF-C)が腫瘍周囲の既存のリンパ管内皮が発現している受容体

(VEGFR-3)に結合すると、リンパ管が新生する。VEGF-C の遺伝子を標的とする miRNA に

は miR-27(③), miR-128(④)などが知られている。 

 
２．研究の目的 

高転移性乳癌細胞における転移抑制性 miRNA と exosome の関係を明らかとすることを目 

  的とする。 

 
３．研究の方法 
（1） 材料として低転移性マウス乳癌細胞(BJMC338)と同系の高転移性マウス乳癌細胞

(BJMC3879)を用いて、通常酸素濃度（normoxia）(20% O2)と低酸素濃度（hypoxia）(1% O2)

培養条件下で比較した。 

（2） Exosome の採取：採取前 48時間 exosome free で培養後、上清を 100,000g で 4時間遠沈

した。 

（3） ナノサイトで exosome のサイズと濃度を解析した。 

（4） 走査電子顕微鏡(SEM)と透過型電子顕微鏡(TEM)を用いて exosome の超微形態を観察した。 

（5） Exosome marker（CD9, CD63, CD81）と VEGF-C の発現を Western blot で確認した。 

（6）(2)で得られたペレットより RNA を抽出し、発現している miRNA を網羅的に解析、BJMC338

と BJMC3879 で比較した。この結果より、VEGF-C の調整に関わっている miRNA を検索した。

この miRNA について qRT-PCR で発現を解析した。 

 
４．研究成果 
 
(1) ナノサイトによる exosome のサイズ解析：
normoxia において最頻値は BJMC338 が 127 nm, 
BJMC3879 が 122 nm でほぼ同じ直径であった。 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 1 ナノサイトによる解析 

 
 
 
 
 
 



(2)  SEM による exosome の超微形態観察 

BJMC338, BJMC3879 の培養上清中に 

Microvesicles(ϕ＞100 nm)と 

Exosomes(ϕ 50 ∼ 100 nm)が観察された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                       図 2 SEM 写真 

(3) Exosome marker 

normoxia で培養した BJMCs から採取した 

exosome が発現している exosome marker

は CD63 は共通して発現が認められるが、

CD9, CD81 は発現に差があった。 

 

 

 

 

                        図 3 exosome marker の Western blot に

よる発現解析 

(4) VEGF-C の発現 

Normoxia における VEGF-C の発現は

BJMC3879 細胞で 338 細胞よりも強かっ

た。Exosome での発現も BJMC3879-

exosome で強く、precurser および

mature VEGF-C が発現していた。

Hypoxia において、細胞における VEGF-

C の発現は両者で減少していたが、

exosome における発現は両者ともに増

加していた。              図 4 VEGF-C の Western blot による               

発現解析 

（5）miRNA の網羅的解析      

Hypoxia で培養した BJMC338 と 3879 が分泌した exosome が内包する miRNA の網羅的を

行った。BJMC3879-exosome で 338 よりも発現が高い miRNA は 58 個あった。その中か

ら VEGF-C を標的とする miRNA-27b, miRNA-128 について検討することにした。                

                       

 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 5 BJMC338-,3879-exosome 中の miRNA 比較 

（6）VEGF-C をターゲットとする miRNA の解析 

miRNA-128 は qRT-PCR による解析では発現が認められなかった。 

BJMC338 細胞の miRNA-27b は hypoxia で発現が増加していたが、3879 では normoxia と

同程度に保たれていた。一方、exosome 中の miRNA-27b は両者において hypoxia で増

加しており、3879 で顕著であった。 

 
     
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 図 6 miRNA-27 の qRT-PCR による発現解析 

 

(7) BJMC3879 が発現する VEGF-C 受容体 VEGFR-3 の意義についての解析 

  BJMC3879 は VEGFR-3 を発現していた(図 7)。VEGF-C/VEGFR-3 のシグナルが実行されている

か Akt/phosphoAkt の系を自己 exosome の伝播で調べた。また、細胞における VEGFR-3 の発現低

下を抗 VEGFR-3 抗体処理により実行し、自己 exosome の伝播実験を行った（図 8）。抗体処理後、

自己 exosome を伝播すると phosphoAkt の発現は減少した。 

 

 
図 7 BJMC における VEGFR-3 の発現        図 8  VEGF-C/VEGFR-3 のシグナル実行 
 

 



 (8） 以上のことから、高転移性のマウス乳がん細胞細胞では転移抑制性の miRNA27b を

exosome に内包して細胞外に分泌することで VEGF-C の発現を調整し微小環境の変化に

対応していると思われた。また、exosome に含まれる VEGF-C をオートクリン的に利用し

ていると思われた。 
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