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研究成果の概要（和文）：本研究では細胞外小胞であるエクソソームを介した腫瘍細胞と免疫細胞の相互作用に
着目し、腫瘍における化学療法耐性に関与する分子病態の解明に挑戦した。まず犬リンパ腫細胞由来のエクソソ
ームが内包する分子プロファイルを網羅的に解析し、抗がん剤感受性株と耐性株の間で含有量が異なる核酸およ
びタンパクを明らかとし、特にCD82タンパクに関しては腫瘍を抑制する機能を持つ可能性を示した。また腫瘍細
胞由来エクソソームは単球およびリンパ球の炎症性サイトカイン発現量を変化させ、特に細胞傷害性T細胞に対
しては細胞死を誘導することも明らかにした。
本成果は腫瘍性疾患の分子病態に関する全く新たな知見を提供するものと考えている。

研究成果の概要（英文）：In this study, I focused on the interactions between tumor cells and immune 
cells via extracellular vesicles, exosomes, and investigated the molecular mechanisms involved in 
chemotherapy resistance in tumors.First, the molecular profiles of exosomes derived from canine 
lymphoma cells were comprehensively analyzed, and I identified the nucleic acids and proteins whose 
amounts within exosomes were different between chemotherapy agent-sensitive and resistant cells. In 
addition, it was suggested that CD82 protein has the functions to suppress the progression of 
tumors. Furthermore, it was revealed that tumor cell-derived exosomes significantly changed the 
expression levels of inflammatory cytokines in monocytes and lymphocytes and cell death was induced 
in cytotoxic T cells.
I believe that these results provided novel insights that contribute to the elucidation of the 
molecular pathology of neoplastic diseases.

研究分野： 獣医学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
悪性腫瘍に対する化学療法において抗がん剤に対する耐性獲得は治療に限界をもたらす主たる要因となっている
が、未だその分子機構の解明やその克服には至っていない。これまでの当該分野の研究では主に腫瘍細胞自身に
起こる変化に着目してきたが、本研究では腫瘍細胞と周囲の微小環境、特に免疫細胞との相互作用という全く新
たな着眼点からその分子病態を解析したものである。本研究から得られた成果は腫瘍性疾患の分子病態に関する
新たな知見を提供するものであり、獣医学領域のみならず人医学領域における研究にも貢献するものと考えてい
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 
 
悪性腫瘍に対する治療法として化学療法は重要な選択肢の一つであり、特定の悪性腫瘍に対

しては一定の治療効果をもつことが知られている。しかしながら獣医学領域において悪性腫瘍
に罹患した症例に化学療法を行っても完治に至ることは困難である。その原因として化学療法
実施中あるいは実施後に腫瘍が抗癌剤に対する耐性を獲得してしまうことが挙げられる。その
ため化学療法耐性獲得機構に関する研究が人医学領域および獣医学領域において精力的に行わ
れているもののその解明および克服には至っていない。 
人医学領域における悪性腫瘍の病態解明を目指したこれまでの研究から、腫瘍の発生・進行に

は腫瘍細胞の異常のみならず腫瘍組織中における腫瘍細胞と周囲の微小環境の間の相互作用が
重要な役割を果たしていることが明らかとされてきた。この相互作用においては腫瘍細胞と周
囲の微小環境に存在する細胞の間での情報伝達が肝要であり、この細胞間情報伝達の様式とし
て膜タンパク質を介した直接的な伝達や成長ホルモン、サイトカインなどの情報伝達物質によ
るものが古くから知られていたが、これらに加えてエクソソームなどの細胞外小胞を介した情
報伝達も腫瘍の病態において重要な役割を果たしていることが明らかとなってきた。 
エクソソームはあらゆる細胞から分泌され、その膜表面タンパク質および内部の mRNA、

miRNA、タンパク質などの分子を介してドナー細胞からレシピエント細胞に情報を伝達しその
表現型をコントロールする。生理学的には細胞が炎症など様々なストレスにさらされた際に、放
出するエクソソーム内部の分子を選択し周囲の細胞に情報を伝達することで生体の恒常性維持
に関与すると考えられている。このような情報伝達は様々な疾患の病態にも関与することが知
られており、固形腫瘍においては腫瘍細胞が放出したエクソソームが周囲微小環境や遠隔組織
に影響を及ぼし、腫瘍細胞の増殖や転移に有利な環境を整えることが示されてきた。さらに、エ
クソソームを介した情報伝達では、膜表面タンパク質を用いてエクソソーム産生細胞が標的と
する細胞に特異的に情報を伝達する可能性があり、また内部の分子が脂質二重膜に内包されて
いるため膜外の影響を受けにくい、といった特徴が明らかとされてきた。こういったエクソソー
ムの特徴が他の様式とは異なる効率的かつ安定した細胞間情報伝達を可能にしている。したが
って血液腫瘍においても、腫瘍組織中での腫瘍細胞と周囲微小環境との間での情報伝達に関し
てエクソソームが重要な役割を果たしていることが推察された。しかしながら腫瘍の病態にお
けるエクソソームの役割はこれまで主に固形腫瘍の転移および浸潤との関連において盛んに研
究が行われてきており、血液腫瘍においては腫瘍細胞由来エクソソームの機能に関する研究が
乏しい状況であった。 
本研究の代表者はこれまでに犬および人のリンパ系腫瘍に焦点を当て、化学療法耐性をもた

らす分子機構に関する研究を行い多くの研究成果を挙げてきており、その中で化学療法耐性獲
得に伴う遺伝子発現変化の網羅的解析を行うことで、犬のリンパ腫症例が化学療法耐性を獲得
した時点では感受性であった時点と比べて腫瘍組織中における免疫応答や炎症反応が低下して
いることを明らかとしていた。この成果から化学療法耐性獲得には腫瘍組織中における免疫反
応の制御が関与しており、その制御には腫瘍細胞と周囲微小環境との間でのエクソソームを介
した相互作用が大きな役割を果たしているという仮説が立案された。 
 
２．研究の目的 
 
 上記のような仮説に基づき、エクソソームを介した腫瘍細胞と周囲微小環境の相互作用とい
う新たな観点から犬のリンパ系腫瘍の病態、特に化学療法耐性機構を解析することを本研究の
目的とした。具体的には、1) リンパ系腫瘍細胞株由来エクソソームが持つ分子プロファイルを
網羅的に解析すること、2) 腫瘍細胞が抗癌剤耐性を獲得した際のその分子プロファイルにおけ
る変化を解析すること、3) リンパ系腫瘍細胞由来エクソソームが免疫細胞に与える影響の検討
とその責任分子を同定すること、の 3 点を目的として研究を遂行した。 
 
３．研究の方法 
 
(1) リンパ系腫瘍細胞株由来エクソソームが持つ分子プロファイルの網羅的解析とその比較 
エクソソームの分子プロファイルに関してはこれまでに特定のタンパク質や RNA に着目して

解析したものが多く、網羅的に解析された研究はこれまでにほとんど行われていなかった。特に
獣医学領域においては腫瘍の病態におけるエクソソームの役割に関する報告はこれまでになか
ったため、まずは犬のリンパ系腫瘍細胞株由来エクソソームが持つ分子プロファイルを網羅的
に解析することとした。 
犬リンパ系腫瘍由来細胞株のうち、化学療法感受性細胞株２株と耐性細胞株２株の培養上清

からそれぞれエクソソームを分離した上で内包される RNA およびタンパク質を抽出し、RNA に
関しては次世代シーケンサーを用いた RNA シーケンシングによって、タンパク質に関しては
LC-MS/MS によってそれぞれプロファイルを網羅的に解析した。また、それぞれの親細胞に関し
ても同様の方法によって RNA プロファイルを解析しエクソソームが持つ RNA プロファイルと
比較した。 
また、エクソソームが持つ分子プロファイルに関して、化学療法感受性細胞株と耐性細胞株の



間で比較を行い、エクソソーム内に含まれる量が異なっていた RNA およびタンパク質に関して
は、RT-qPCR およびウェスタンブロット法にてその違いを詳細に検討した。 
 
(2) リンパ系腫瘍細胞由来エクソソームが免疫細胞に与える影響の検討とその責任分子の同定 
 次に、リンパ系腫瘍細胞由来エクソソームを先述のように分離し、健常犬由来の末梢血単球お
よび活性化させた CD8+細胞障害性 T 細胞と共培養することで、免疫細胞におこる遺伝子発現
プロファイルの変化およびサイトカイン放出能における変化を検討した。遺伝子発現プロファ
イルに関しては RNA シーケンシングおよび RT-qPCR によって解析し、サイトカイン放出能に
関しては ELISA 法によって解析した。また CD8+細胞障害性 T 細胞に関してはエクソソームと
の共培養による細胞生存率の変化に関しても解析を行った。 
 
４．研究成果 
 
(1) リンパ系腫瘍細胞株由来エクソソームが持つ分子プロファイルの網羅的解析とその比較 
 
①エクソソームと由来する親細胞の間での RNA プロファイルの比較 
まず４つのリンパ系腫瘍細胞由来のエクソソームが含有する RNA プロファイルを網羅的に解

し、その親細胞が持つ RNA プロファイルとの比較を行った。特にエクソソームに多く含まれる
RNA 種である miRNA に着目して検討した結果、エクソソームに含有される miRNA のプロファイル
は、由来する親細胞のプロファイルに類似しており、特に let-7f、let-7g, miR-7, miR-30d, 
miR-92a といった miRNA に関しては４細胞株に共通してエクソソームおよび親細胞の両方で多
く含有されることが明らかとなった。しかしながらさらに詳細な解析を行った結果、エクソソー
ムと親細胞の間で含有量が異なる miRNA が見いだされ、特に miR-350 は親細胞に比べてエクソ
ソーム内の含有量が多いことが明らかとなった。これは親細胞内の分子がエクソソーム内に受
動拡散によって輸送されるのではなく能動的に特定の分子が輸送されている可能性を改めて示
すものである。 
 

②化学療法感受性細胞株と耐性細胞株の間でのエクソソーム内分子プロファイルの比較 
 次にエクソソームに含まれる miRNA プロファイルを細胞株間で比較した。エクソソームに特
に多く含有されていた miRNA に関しては上記のように４細胞株においてそのほとんどが共通し
ていたが、詳細な解析によって化学療法感受性細胞由来のエクソソームと耐性細胞由来のエク
ソソームの間で含有量が異なっていた miR-151、miR-8908a-3p、miR-486 といった複数種の miRNA
が同定された。これらの miRNA は、腫瘍細胞の増殖などに関与する細胞内シグナルに関わるタン
パク質の発現を制御するものであった。 
 次にエクソソームに含有されるタンパク質に関しても解析した結果、やはり特に多く含有さ
れるタンパク質は４細胞株においてほとんどが共通しており、アクチンやチューブリンなど細
胞骨格に関わるタンパク質などが含まれていた。しかしながら、より詳細な解析によって化学療
法感受性細胞由来のエクソソームと耐性細胞由来のエクソソームでは CD82 タンパクの含有量が
明らかに異なることが示された。 
 
③CD82 タンパクが持つ機能の解析 
上記のように、化学療法感受性細胞由来のエクソソームと耐性細胞由来のエクソソームでは

CD82 タンパクの含有量が明らかに異なることが示された。このタンパク質は腫瘍細胞の転移な
どその挙動に関与することが明らかとなってきている分子であったためその生物学的機能の解
析を試みた。まずこのタンパク質をノックアウトした細胞株の樹立を試みたところ、ノックアウ
トによって腫瘍細胞の生存率が劇的に低下することが明らかとなりその後の解析が困難となっ
た。これは CD82 の発現が腫瘍細胞の生存・増殖に不可欠である可能性を示唆するものと考えた。
この結果に基づき、このタンパク質をノックダウンした細胞株を樹立し、その発現量低下に伴う
遺伝子発現プロファイルの変化を検討した。その結果、CD82 の発現量を低下させることで、特
に細胞内シグナル伝達経路の一つである Smad 経路に関わる遺伝子群の発現が活性化することが
示された。また、ケモカイン受容体の一つである CCR2 の発現が上昇することも見出した。これ
らの結果は CD82 が CCR2 の発現を抑制することで、免疫細胞などから分泌される CCL2 およびそ
の腫瘍細胞側の受容体である CCR2 を介したリンパ腫細胞の増殖や走化性を抑制する可能性を示
唆するものと考えられた。また、化学療法感受性細胞と耐性細胞の間でエクソソーム内の含有量
が異なっていたことから CD82 が上述のような機能により化学療法耐性獲得に関与している可能
性も考えられる。 
 

(2) リンパ系腫瘍細胞由来エクソソームが免疫細胞に与える影響の検討とその責任分子の同定 
 次に、リンパ腫細胞由来のエクソソームを末梢血由来単球および細胞傷害性 CD8+T 細胞にそ
れぞれ添加することで起こる遺伝子発現プロファイルの変化を探索した。その結果、まず単球に
おいては腫瘍細胞由来エクソソームを添加することで NF-κB 経路および TNFαシグナリング経
路がそれぞれ活性化し、特に IL-1β、IL-6、IL-10、TNF-αといった炎症性サイトカインの発現
が上昇することが示された。 



さらに CD8+T 細胞においては、腫瘍細胞由来エクソソームを添加することで単球同様に種々
の炎症性サイトカインの発現量に変化が起こるだけでなく、CD8+T 細胞の生存率が低下すること、
さらにその一部はアポトーシス誘導によるものであることが示された。 
 
ここまでに述べたように、本研究からエクソソームを介した腫瘍細胞と免疫細胞の分子生物

学的相互作用を明らかにする成果を挙げることができた。この成果は全く新たな観点から血液
腫瘍の病態を明らかにしたものであり、特に化学療法耐性に関与する可能性がある新規分子も
同定されたことから、新規治療法の開発にも大きく貢献するものと考えられる。 
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