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研究成果の概要（和文）：乳癌組織でのエクソソームマーカーCD63，CD81，CD9およびCaveolin-1の発現は血管
新生の指標と正相関を示し，また細胞増殖が盛んな症例においても陽性細胞が多く認められた．また，タンパク
質間相互作用に着目することで，乳癌細胞株由来のCaveolin-1が分泌に関わるエクソソームにおいては血管内皮
細胞に作用し，血管新生を促進すると考えられた．本研究で検討したタンパク発現は乳癌の悪性度に関連し，血
管新生および細胞増殖に関与する可能性が示唆された．

研究成果の概要（英文）：In this study, we immunolocalized the exosome markers CD63, CD81, CD9 and 
Caveolin-1 in breast cancer tissues and then correlated the findings with microvessel density (MVD) 
evaluated by CD31 immunohistochemistry. In addition, the levels of CD9-positive cancer cells were 
also significantly higher in those with high proliferation marker protein Ki-67. We then 
demonstrated exosomes derived from Cav-1 knockdown-MDA-MB-231 cells increased HUEhT-1 tube 
formation. Our results indicated that exosome markers and Caveolin-1 positive cancer cells could be 
involved in clinically and biologically aggressive subtypes of breast cancer, suggesting that it may
 be involved in angiogenesis and cell proliferation.

研究分野： 人体病理学，腫瘍学

キーワード： 乳癌　エクソソーム　血管新生

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
癌細胞由来エクソソームは血清などを用いてその意義が広く検討されているが，本研究では，通常病理診断で用
いられるホルマリン固定パラフィン包埋組織においてエクソソームマーカーの発現を検討し，癌細胞での発現が
高い症例では血管新生が促進しており，より悪性度が高いことを示した．本研究により，エクソソームの新たな
解析手法を提案し，また病理検査技術や治療法の開発にも寄与することが期待される．

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 乳癌は邦人女性の代表的な悪性腫瘍であり，その生物学的特徴を理解し，克服することは大き
な課題である．近年，癌細胞や間質の正常細胞から分泌されるエクソソームが癌の機能に関わる
ことが報告されており，エクソソームの機能解析は乳癌においても重要である．エクソソームマ
ーカーとしてはいくつかのタンパクが知られており，特にテトラスパニンファミリーである
CD63，CD9，CD81 は多くの研究分野でエクソソームマーカーとして利用されている．固形腫瘍
におけるパラフィン包埋切片を用いた免疫組織化学的検討も行われており，膵組織では CD63 お
よび CD9 が正常部と比較して腫瘍部において発現が亢進していることが報告されており，胃癌
や消化管間質腫瘍 GIST では腫瘍細胞での CD63 の発現が予後不良と関連することが報告されて
いるが，乳癌で検討した報告はなく，病理組織上での検出意義を明らかにすることは重要である
と考えられる．また，癌細胞から分泌されるエクソソームは様々なタンパクや RNA を内包し，
別の細胞に取り込まれることで機能を発揮するが，その分泌機構については十分に明らかにな
ってはおらず，分泌機構の解明は癌の性状を理解し，また新たな治療につながるものであると考
えられる．Caveolin-1 はエクソソームの細胞内への取り込みを負に制御することが報告されてい
るタンパクであるが分泌に関しては検討されておらず，本研究ではこの Caveolin-1 にも着目し
た． 
 
２．研究の目的 
本研究では乳癌組織の病理組織におけるエクソソームマーカーの発現意義，および乳癌細胞

からのエクソソーム分泌に関わる因子について，タンパク質間相互作用に着目した検討を行っ
た．本研究課題により新たなエクソソーム解析手法を提案するとともに，癌細胞からのエクソソ
ーム分泌に関わる因子を明らかにし，新たな病理検査技術や治療の開発に寄与することを目指
した． 
 
３．研究の方法 
(1) 免疫組織化学 
 乳癌組織 88 症例のホルマリン固定パラフィン包埋切片を用いた．ストレプトアビジン・ビオ
チン法を用いて，免疫組織化学にて，エクソソームマーカーCD63，CD81，CD9 の発現および
Caveolin-1 の発現を検討し，臨床病理学的因子との関係を解析した．また，癌細胞の増殖能の評
価には Ki67 を用い，microvessel density (MVD) の評価には CD31 を用いた． 
 
(2) 近接ライゲーションアッセイ 

Duolink In Situ PLA kit (Olink Bioscience，Uppsala，Sweden) を使用した。ヒト乳癌培養細胞株
MDA-MB-231 を 4%PFA で 37°C10分間固定した．ブロッキング試薬により 37°Cで 30 分間反応
させた後に，一次抗体を用いて 4°Cで一晩反応させた．その後，オリゴヌクレオチドを連結した
二次抗体溶液を添加し，37°C で 1 時間インキュベートし，2 種類のオリゴを含有する Ligation 
solution とリガーゼを加えて 37°Cで 30 分間反応させた．さらに， Amplification solution とポリ
メラーゼを加え 37°Cで 100 分間反応させ，DAPI による核染を行い，蛍光顕微鏡にて red (Ex/Em: 
594/624 nm，タンパク質間相互作用)，blue (Ex/Em: 345/455 nm，核) のそれぞれの波長で陽性画
像を検出した．  
 
(3) ウエスタンブロット 

Simple Western assay (Protein Simple, San Jose, CA, USA) を用いた．Exosome-Depleted FBS 
(System Biosciences, Palo Alto, CA) を 10%含有した培地にて MDA-MB-231 を用いて 2 種類の
siRNA により Caveolin-1 発現をノックダウンし，細胞培養上清からエクソソームを ExoQuick-TC 
(System Biosciences) により精製し，タンパクを抽出して CD63 の発現検討を行った． 
 
(4) RNA-seq 

Caveolin-1 発現をノックダウンした MDA-MB-231 と血管内皮細胞培養株 HUEhT-1 を 72 時間
共培養した後に HUEhT-1 より RNA を抽出し，RNA-seq を実施し，そのデータをもとに発現変
動遺伝子解析を行った．(株式会社 Rhelixa，東京) 
 
(5) 管腔形成能の評価 

Caveolin-1 発現をノックダウンした MDA-MB-231 の培養上清から精製したエクソソームを
HUEhT-1 に添加し，16 時間培養後に Calcein-AM にて HUEhT-1 を染色し，LuminaVisionOL (三谷
商業株式会社，東京) を用いて管腔形成能を評価した． 

 
 
 
 



４．研究成果 
(1) 乳癌組織におけるエクソソームマーカーの発現と臨床病理学的因子との関係 

CD63 は細胞質および細胞膜の陽性像 (主に細胞質に陽性) を，CD81 および CD9 は細胞膜で
の陽性像を評価した (図 1)．また，Caveolin-1 についても細胞膜および細胞質の陽性像 (主に細
胞質に陽性) を評価した (図 1)．CD63 と Caveolin-1，CD81 と CD9 は正相関を示し，CD63 と
CD81 および CD9 についても正相関傾向が認められた．CD9 については癌細胞での発現が高い
症例で Ki67 の発現も高く，増殖能が高い症例とも関連があることが示された．また，これら 4
種類の全ての組み合わせについて両タンパクが陽性の症例で MVD と正相関を示した (表 1)．し
たがって，エクソソームマーカーおよび Caveolin-1 の発現が高い症例では血管新生が促進して
おり，また CD9 については癌細胞の増殖促進とも関連がある可能性が示唆された．また，それ
ぞれのエクソソームマーカーが乳癌バイオマーカーである ER (エストロゲン受容体)，PR (プロ
ゲステロン受容体)，および HER2 (上皮成長因子受容体) とも関連を示しており，今後乳癌バイ
オマーカーによるサブタイプにも着目し，より多くの症例で解析を進めていく． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(2) 乳癌培養細胞由来エクソソームが血管内皮細胞に与える影響 
乳癌培養細胞株由来エクソソームが周囲の微小環境に与える影響を検討するため，本研究で

は特に血管新生に着目し，血管内皮細胞を用いた検討を実施した． 
乳癌組織での結果から，近接ライゲーションアッセイ により Caveolin-1 および CD63 につい

て検討した．その結果 MDA-MB-231 にて Caveolin-1 および CD63 のタンパク質間相互作用が検
出されたが，一方で Caveolin-1 発現をノックダウンした細胞では陰性となった (図 2A)．また
Caveolin-1 をノックダウンした細胞の培養上清中のエクソソームを用いてタンパク発現解析を
行ったところ，CD63 の発現が増加していた (図 2B)．また，RNA-seq の発現変動遺伝子解析に
より Caveolin-1 をノックダウンした MDA-MB-231 と共培養した HUEhT-1 ではいくつかの血管
新生に関わる因子の発現の増加が認められた．さらに，Caveolin-1 をノックダウンした MDA-MB-
231 のエクソソームを HUEhT-1 に添加し，管腔形成能に与える影響を確認したところ Caveolin-
1 ノックダウン細胞のエクソソームを添加した HUEhT-1 では管腔面積が増加し，管腔形成を促
進することを示す結果が得られたが，その他分岐点数や枝数等の指標でも管腔形成能を評価す
るために，現在継続して検討を行っている (図 2C)．本研究より，Caveolin-1 が発現する乳癌に
おいては Caveolin-1 がエクソソームの分泌に関わり，また Caveolin-1 による制御を受けたエクソ
ソームは血管内皮細胞に作用し，血管新生に促進的に働くことが示唆された． 
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