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研究成果の概要（和文）：血球細胞由来exosomeが胃癌細胞や中皮細胞に取り込まれることを確認した。赤血球
由来のexosomeの添加によって、細胞増殖能に変化は認めなかったが、遊走能や中皮細胞との接着の亢進の可能
性が示唆された。一方で血小板由来exosomeの添加では、細胞増殖能には明らかな変化は認めなかったが、遊走
能が亢進する可能性が示唆された。また、これら血球由来exosomeの添加によって幾つかの細胞内分子発現の変
化も確認された。一方で、血小板との共培養では、血小板が癌細胞を取り囲むように接着することが確認され、
機能解析では、遊走・浸潤能の亢進に加えて細胞増殖能の亢進も認めた。

研究成果の概要（英文）：Uptake of red blood cell- (RBC) and platelet-derived exosomes into gastric 
cancer and mesothelial cell lines were confirmed. Increased migration ability was confirmed in cell 
lines with addition of the RBC-derived exosomes compared with control. Similarly, addition of 
platelet-derived exosomes resulted in increase of migration ability of gastric cancer cell lines. 
Further PCR-array based analysis demonstrated that addition of the platelet-derived exosomes 
generated alteration in some gene expressions in gastric cancer cell lines. On the other hand, 
co-culture of gastric cancer cell lines with platelet generated adherence of platelet to cancer 
cells, and the co-culture led increases of proliferation, migration and invasion ability of gastric 
cancer cell lines. 

研究分野：消化器外科
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究によって、無核である血球細胞に含まれる様々な遺伝情報が細胞外に分泌され、それらが受け側細胞に取
り込まれることによって、様々な機能変化を来たすことが判明した。実臨床では、担癌状態の末期には様々な血
球の異常が認識されており、外科手術においては、術野への多量の血液が暴露することも周知の事実である。こ
れら血球細胞の癌進展への関与についての更なる分子機序の解明によって、全く新たな治療法の開発が期待さ
れ、依然、治療成績が不良である高度進行癌患者に対して極めて大きな福音となると考えられる。

※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 

 細胞外 microRNA が、DNA や蛋白等と共に exosome 等の microvesicles に封入され、細胞外で

も極めて安定した状態で存在し、細胞間の情報メディエーターとして機能することが報告され

ており、癌の進展に深く関わる可能性が示唆されている。我々は、これまでに消化器癌患者に

おいて末梢血液中に放出された microRNA が極めて安定した状態で存在することを確認し、そ

の診断的ならびに治療効果予測因子としての有用性を報告してきた。また、新たな胃癌におけ

る腹膜播種進展の機序として、これら microRNA や他の核酸等を含んだ癌細胞由来 exosome が、

別の癌細胞に取り込まれることで浸潤能を亢進させる一方で、腹膜中皮細胞へも作用し、細胞

表面上の接着因子の発現上昇を介して接着能も亢進させることを報告してきた。一方で、高度

に進行した担癌状態における血球成分の異常は以前から知られており、癌の進展に伴う貧血の

進行や血小板の減少等も実地臨床では頻繁に経験されるが、これら血球成分には極めて多量の

microRNA が含有されることや、赤血球において exosome 等の microvesicles が能動的に分泌さ

れること等も報告されている。担癌状態では、比較的早期の段階から骨髄中に遊離癌細胞が存

在することも以前から知られている。 

 
２．研究の目的 

 消化器癌における血球成分を介した新たな癌進展機序の解明と、同知見を基にした新たな癌

診断ならびに治療法の開発を目的として、血球成分由来の exosome（赤血球、血小板、白血球

由来）の癌細胞や支持細胞への取り込みによる悪性度形質の変化ならびにその分子機序につい

て検討する。また一方で、健常者と様々な病期の担癌患者における血球成分由来の exosome や

血球中の核酸や蛋白を比較検討することで、癌病態に即した新たな癌診断法の開発ならびに治

療法への応用の可能性も検討する。 

 
３．研究の方法 

本研究は山梨大学医学部の倫理委員会の審査を受け、承認を得た後に行われた。 

（１） 胃癌患者ならびに健常対照者から説明同意のもと採血し、同血液から赤血球を遠心分

離した。それらを短期培養したの後、細胞培養液をフィルターに通して濾過した後、超遠

心法によりexosomeの分離を行った。これらをPKH26によるラベリングを行い、胃癌細胞株

培養液中に添加し、その取り込みを観察した。 

（２） 続いて、これら赤血球細胞由来exosomeを胃癌細胞株ならびに中皮細胞株への添加し

た後、細胞増殖能や、遊走・浸潤能解析を行い、また同様に、中皮細胞株へのexosomeの

添加の後、中皮細胞との接着能について解析した。これらの結果とexosomeの非添加群と

の比較検討から、赤血球由来exosomeによる癌進展の関与について検討した。 

（３） 赤血球と同様に、胃癌患者ならびに健常対照者から説明同意のもと末梢血液を採取

し、低速の遠心分離による血漿成分の分離の後、ACD溶液ならびにCFT溶液による洗浄を行

い、各々の血小板濃縮溶液を精製した。短期培養後に超遠心法によるexosomeの分離を行

い、Nanosightによる確認も行い、PKHによるラベリングによる胃癌細胞株への取り込みの

確認も行った。 

（４） 上記２）同様に、血小板由来exosomeの添加による胃癌細胞株の機能解析を施行し

た。 

（５） 血小板について、共培養による変化についても観察することとし、上記３）で収集し

た血小板溶液を胃癌細胞株へ添加した後、その接着状況について観察した。 

（６） また、共培養による形態変化の有無の観察、ならびに機能解析も行い、血小板の癌進



展における影響について検討した。 

（７） これら血球由来exosomeの添加の有無別の細胞内分子発現を検討するため、PCR array

による解析を施行した。 

 
４． 研究成果 

（１） 赤血球の短期培養によっ

て、赤血球由来exosomeが収集

可能であり、胃癌細胞株

（MKN45, MKN74）や中皮細胞

株（MeT-5A）への添加で各々

の細胞内へのexosome顆粒の取

りこみが確認された（右

図）。 

（２） 赤血球細胞由来exosomeの添加では、明らかな形態学的な変化は認めなかった。機能

解析では、胃癌細胞への添加によって細胞増殖能やMatrigelに対する浸潤能では明らかな

差を認めなかったが、創傷治癒アッセイによる細胞遊走能解析において、赤血球由来

exosome添加による亢進が認められた。また、中皮細胞との接着も軽度上昇しており、接

着能の亢進の可能性も示唆されたが、中皮細胞への赤血球由来exosomeの添加のみでは、

癌細胞と中皮細胞との接着能に明らかな差を認めなかった。 

（３） 血小板由来exosomeについて、Nano sightによる解析でその存在と収集が確認でき、

胃癌細胞株への取り込みも確認できた。一方、胃癌細胞株への添加によって、明らかな形

態学的変化は認めなかった。 

（４） 機能解析では、血小板由来exosomeの添加によって、細胞増殖能には明らかな差を認

めなったが、胃癌細胞株（NUGC-3）を用いた解析では遊走能の亢進を認めた。また、この

添加の有無による細胞内によって、幾つかの細胞内分子発現の変化が認められた。 

（５） 血小板との共培養では、胃癌細胞株（NUGC-3）培養液中への血小板溶液の添加によっ

て、PBS洗浄では容易に剥がれない接着が確認された。一方、形態学的には明らかな変化

は認めなかった。 

（６） 共培養による胃癌細胞株（NUGC-3）を用いた機能解析では、細胞増殖能の解析では、

胃癌細胞株培養液中への血小板の添加によって、経時的な増殖能の有意な上昇を認め、遊

走能・浸潤能解析でも血小板の添加による亢進を認めた。 
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