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研究成果の概要（和文）：癌では大規模な代謝シフト（ワールブルグ効果）が起こることが知られているが、そ
の意義や機序については明らかにされていない。我々はヒト癌検体から分泌されるエクソソームの解析から、腎
癌微小環境中の癌関連線維芽細胞 (CAF) がエクソソームを介して持続的かつ大量のグリコーゲンを癌細胞に供
給していることを見出した。本研究ではまず、ヒト腎癌組織から効率よくCAFを単離培養する方法を構築した。
さらにCAF由来エクソソームにより癌細胞に送達されるグリコーゲン量の測定を行い、癌細胞内で誘導される代
謝物変化量と合わせて各フラックス量を定量的に解析することでワールブルグ効果の全貌を明らかにすることを
試みた。

研究成果の概要（英文）：Metabolic shifts (Warburg effect) are known to occur in cancer, but little 
is known about their significance or molecular mechanisms. Recently, from the analysis of exosomes 
secreted from human cancer specimens, we hypothesized that cancer-associated fibroblasts (CAF) in 
the renal cancer microenvironment provide a continuous and abundant supply of glycogen to cancer 
cells via exosomes. In this study, we first constructed a method to efficiently isolate and culture 
CAF from human kidney cancer tissues. In addition, we measured the amount of glycogen delivered to 
cancer cells by CAF-derived exosomes, and quantitatively analyzed the amount of each flux together 
with the amount of metabolite change induced in cancer cells to clarify the whole picture of the 
Warburg effect.

研究分野：分子腫瘍学

キーワード： エクソソーム 　腎癌　ワールブルグ効果

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、90年以上前から現象として知られてきたワールブルグ効果の分子機序をエクソソームを介した癌-間
質間相互作用の観点から解明しようという新しい試みである。本研究から得られた成果は、多くの癌で特徴的に
認められるワールブルグ効果がどのようにグルコースを獲得しどのような代謝経路によって癌の増殖を支持する
かを明らかにするものであり、CAF由来エクソソームならびに癌特異的代謝機構を標的とした広い癌種に適用可
能な癌治療薬開発に繋がる可能性がある。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
  
癌の増殖進展において、癌微小環境の重要性が注目されて久しい。特に、癌微小環

境中の線維芽細胞は“癌関連線維芽細胞 （CAF: cancer-associated fibroblasts）” と呼
ばれ、非癌部にある線維芽細胞では発現しないサイトカインや増殖因子を産生して癌の増
殖を補助することが知られる。一方、癌では“ワールブルグ効果”と呼ばれる嫌気的解糖系
への異常な代謝シフトが誘導される。解糖系は酸化的リン酸化と比較して ATP 産生の速度
が著しく早い一方、エネルギー効率がきわめて悪いことから癌細胞は大量のグルコースを
消費している。実際にワールブルグ効果は癌検出に用いられる FDG-PET 検査の理論根拠と
して応用されており、ほぼ全ての癌種で異常が認められることから現象としては広く認知
されているものの、癌の高い増殖能を支えるエネルギー代謝機構としては疑義があり、その
意義や分子機序は未だ明らかにされていない。 
申請者らはこれまでに、癌の手術切除検体を特殊

条件下で培養し、癌部ならびに非癌部から分泌されたエク
ソソーム (Tissue-exudutive exosomes: Te-EV) 中のタン
パク質プロファイルをLC-MS/MSを用いて網羅的に定量解析
する手法を構築した (図 1)。本法を用いて腎癌 20 症例の
癌部、正常腎由来 Te-EV を網羅的プロテオーム解析に供し
た結果 3,871 エクソソームタンパク質が同定され、癌部由
来 Te-EV で有意に含有量が増加するタンパク質を 106 種類
得た (p < 0.05, fold-change > 2.0)。興味深いことに、
同解析からは腎癌部由来 Te-EV 中において「グリコーゲン
構成タンパク質 Glu1」、「グリコーゲン生合成酵素 Glu2」、
「グリコーゲン生合成補助因子 Glu3」が揃って著しい濃度
上昇を示していることが分かった。さらに重要なことに、こ
れらグルコース供給関連分子群は癌細胞由来エクソソーム
よりも、癌微小環境中の CAF に由来するエクソソームに特
異的に含まれていることを示唆する知見を得た (未発表デ
ータ)。このことから我々は癌細胞の高い増殖能を維持する
ために必須となる大量のグルコースは癌微小環境中の CAF
が供給源であり、その輸送はエクソソームを介して持続的
に行われるという仮説を立てた (図 2)。エクソソームを介
した癌微小環境から癌細胞へのエネルギー供給の証明はワ
ールブルグ効果のメカニズムを包括的に解明するものであ
り、本研究の進展はエネルギー代謝を標的とする新しい癌
治療法の開発に繋がることが期待された。 
 
 
２．研究の目的 
 
本研究は、癌関連線維芽細胞由来エクソソームがワールブルグ効果の維持に必須なグル
コースの供給源となっていることを分子生物学的に証明することを目的とし、得られた研
究成果から新しい機序の癌分子標的治療薬の開発に繋げることを目指す。 
 
 
３． 研究の方法 
 
本計画は 2 年度内に CAF 由来エクソソームを介した癌のワールブルグ効果惹起の分子
機構を明らかにすることを目的とする。初年度には①腎癌切除組織を用いた CAF 培養系な
らびに CAF 由来エクソソーム精製法の確立と、②CAF 由来エクソソームの取り込みに伴う癌
細胞の生理応答を明らかにする。翌年度には③CAF 由来エクソソームを取り込んだ癌細胞の
網羅的メタボローム解析を行い、癌細胞に引き起こされる代謝変動を網羅的に定量化する。
最終的には CAF 由来エクソソームにより癌細胞に送達されるグリコーゲン量と、癌細胞内
で誘導される代謝物変化量を統合し各フラックス量を定量的に解明することでワールブル
グ効果惹起の全貌を明らかにしていく。 
 
 
４．研究成果 
 
本研究は 2年度内に遂行される予定であったが、申請者の出産に係る産前産後休暇なら
びに育児休業のため平成 29 年度 5月より平成 30年 3 月まで研究を中断した。 
 

図 1. 切除組織培養分泌
エクソソーム回収法 

図２. 本研究の仮説の概



研究中断前までに、当初の 29 年度の計画のうち、腎癌切除組織を用いた CAF 培養系の
確立を完了した。癌組織中の線維芽細胞 (CAF) は組織片培養法により単離した。組織片培
養法は線維芽細胞の高い遊走能に基づき既に確立された手法であり、具体的には腎癌手術
検体組織を滅菌カバーガラスで固定して培養ディッシュ上で培養し、癌組織内から遊走し
てくる線維芽細胞を培養ディッシュ上で増殖させる。本法により、遊走能を持たない他の細
胞の混入が抑えられ、CAF を選択的に培養することができると考えられる。さらに、単離し
た線維芽細胞について CAF マーカーとして知られる α-SMA ならびに Vimentin 染色を行う
ことで単離した線維芽細胞の CAF としての活性を確認するとともに、CAF の培養上清中から
エクソソームを回収、さらに内包されるタンパク質量を定量する実験系の構築に成功した。 
 
研究再開後の平成 30 年度には、CAF 由来エクソソームをリン脂質二重膜結合性光色素
PHK26 を用いて標識し、レシピエントとなる腎癌細胞株に添加することでその取り込み能の
検証を行った。共焦点レーザー顕微鏡下における観察の結果、標識されたエクソソームが癌
細胞内に取り込まれていることを確認できた。また、腎癌組織切片を用いて Glu1、Glu2、
Glu3 の免疫組織化学染色を行い、それらの分子局在を検討した。さらにエクソソーム等の
各種マーカータンパク質との共染を行うことで上記 3 タンパク質が癌細胞と CAF の直接的
なコンタクトではなく、エクソソームを介して癌細胞へ輸送されていることを示唆する知
見を得た。 
 
平成31年度には腎癌の手術切除検体ならびに同一腎に由来する隣接非癌部正常組織25
例を収集した。手術検体の収集に多くの時間を要したが、切除した組織から CAF ならびに
NF を選択的に培養することに成功し、それらに由来するエクソソームの精製を完了した。 
 
令和元年度には、精製したエクソソームの網羅的メタボローム解析を計画し、主に解糖
系構成メタボライト 10種、ならびに癌細胞で解糖亢進に伴い亢進することが知られるペン
トースリン酸経路構成メタボライト 6 種について定量的な変動率の解析を進めている。本
実験系によりこれらの経路の亢進が認められれば、CAF 由来エクソソームの取り込みによっ
て癌細胞にワールブルグ効果が惹起される確証を得ることができると考えている。 
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