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研究成果の概要（和文）：がん原遺伝子産物Srcは多くのがん組織において発現や活性が亢進しており、細胞の
増殖・浸潤など様々ながん形質の発現にSrcを鍵とするシグナル伝達系が深く関与することが示されてきた。本
研究では、Srcによるがん特異的なエクソソーム分泌亢進メカニズムを解析することにより、Srcシグナルのエク
ソソームを介したがん微小環境構築における作用を明らかとした。

研究成果の概要（英文）：The proto-oncogene product Src is upregulated in many cancer tissues, and it
 has been shown that Src-related signaling pathways are involved in the expression of various cancer
 traits such as cell growth and invasion. In this study, we analyzed the mechanism of 
cancer-specific exosome upregulation by Src to elucidate the action of Src signaling in the 
establishment of the cancer microenvironment via exosomes.

研究分野：分子腫瘍学

キーワード： Src　がん　エクソソーム
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
様々ながんでエクソソーム分泌が亢進し、内包miRNAや蛋白質が変化すると報告されている。その結果、エクソ
ソームを利用したがん診断への応用研究が加速している。しかし、がん特異的なエクソソーム分泌の分子メカニ
ズムには不明な点が多い。本研究においてその詳細な分子基盤を解明することによって、がん進展メカニズムに
対する理解を深め、新たながん制御戦略へつなげることができると考えられる。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
Src は、最初に発見されたがん原遺伝子産物であり、様々なヒトがんにおいて発現・活性亢進
が認められるため、がん病態との関わりが常に注目されてきた。その一方、ヒトがんにおける Src
遺伝子変異が稀であり、さらに正常細胞型 c-Src の過剰発現によるがん化誘導も困難であった
ことから、ヒトがんにおける Src の役割は議論となっていた。私は、c-Src によりがん化誘導が
可能な新規モデル細胞の創出に初めて成功した。これにより、Src シグナル制御のわずかな破綻
が、がん形質と密接に関連していることが明らかとなっただけでなく、この系によって、Src 依
存的ながん形質に重要な分子機構を選択的に解明することができた。その系を活用して、脂質ラ
フトを介した Src の活性制御機構を初めて解明し、非ラフト領域から発信される Src シグナル
が、がん進展を駆動していることを明らかにした。また Src シグナルは、がん進展に伴い複数の
microRNA(miRNA)の発現を変化させ、その協奏的な作用が、シグナル伝達因子群の発現抑制を解
除して更なるシグナル活性化を招くことを示した。このような、膜および miRNA の動的かつ複合
的な作用は、本来、正常細胞のシグナル恒常性を維持する仕組みと考えられるが、一度破綻する
とがん形質発現をむしろ加速することになる点で、がん進展メカニズム解明において重要であ
る。私はそのような問題意識から、膜構造のダイナミックな変化で形成され、miRNA を内包する
分泌膜小胞：エクソソームに注目して研究を開始した。 
 
２．研究の目的 
これまでの研究を発展させ、がん進展過程におけるSrcシグナルの制御破綻と、それががん特
異的なエクソソーム分泌を亢進させる分子メカニズムを解析する。近年、様々ながんでエクソ
ソーム分泌が亢進し、内包miRNAや蛋白質が変化すると報告されている。その結果、エクソソー
ムを利用したがん診断への応用研究が加速している。しかし、がん特異的なエクソソーム分泌
の分子メカニズムには不明な点が多い。また、体内を循環するエクソソームはがん微小環境の
構築に関わっていると考えられている。しかし実際には、組織におけるエクソソームの長期的
な影響を解析することは難しい。つまり、がん組織が特異的なエクソソームを分泌する意味に
ついて十分に理解されているとは言い難い。本研究では、これまで見出した、Src依存的がん化
細胞ではエクソソーム分泌が大きく亢進していること、その内部に活性化したSrc分子が多量に
内包されていることを起点に、Srcシグナルによるエクソソーム分泌亢進メカニズムを明らかに
するとともに、Srcシグナル特異的に分泌されたエクソソームのがん微小環境における役割につ
いて解析する。 
 
３．研究の方法 
本研究では、以下の 3 項目に焦点を絞って、がん進展過程における Src シグナルの制御破綻
と、それががん特異的なエクソソーム分泌を亢進させる分子メカニズムを解析する。これらの知
見を総合し、エクソソーム分泌のヒトがんにおける意義を、明らかにしていく。 
① がん特異的エクソソーム形成を支配する分子機構 
② がん特異的 miRNA の選択的エクソソーム内包機構 
③ がんエクソソームの生体内動態とがん進展 
 
４．研究成果 
本研究では、Src がんシグナルがエクソソーム分泌を制御する機構について詳細な解析を行っ
た。その結果、まず密度勾配法によりエクソソームを回収し、エクソソーム内包タンパク質のプ
ロテオミクス解析を行ったところ、Src 依存的に分泌されたエクソソーム内には、Adhesome とい
われる細胞接着に関わる分子集団が内包されていることを見出した。これらは高度にリン酸化
されており、Src シグナルの制御破綻による異常な活性化が示唆された。 
さらにこれまでの研究で Src の活性が脂質ラフトにより制御され、非ラフト領域から発信され
る Src シグナルががん進展を駆動していることを明らかにしていた。それを基として Src のラ
フトを介した膜局在変化によって同様に膜局在変化する分子を解析したところ、膜融合に関わ
ることが知られている SNARE タンパク質の一つである SNAP23 が、Src の細胞内局在とエクソソ
ーム分泌量を亢進させることを見出した。SNAP23 がどのように Src 活性化によりエクソソーム
分泌量を亢進するかについて調べたところ、Src 活性化によりラフト外に移行した SNAP23 は細



胞内のコレステロール量を減少させ、それによりエンドソーム膜におけるエクソソームの元と
なる腔内膜小胞 ILV の形成が促進したことによって、エクソソーム分泌量の亢進を導くことが
明らかとなった。SNAP23 は Src 活性の高い膵がん細胞において発現低下するとエクソソーム分
泌量が低下し、自身の細胞増殖も顕著に抑制されることが明らかとなった。さらに TCGA 解析に
より、膵がん患者では SNAP23 の発現量と予後に相関が認められたことから、Src による SNAP23
の機能変化がエクソソームを介したがんの悪性化に寄与することを明らかとした。 
また、Src 活性の高い大腸がん細胞を用いて、既存の各種シグナル阻害剤のエクソソーム分泌に
対する作用を解析し、Src シグナル下流の MEK/ERK シグナルの活性化とエクソソーム分泌が相関
していることを見出した。Src シグナル下流で MEK が活性化するとエンドソーム分解に関与する
リソソーム関連遺伝子群の発現が低下し、エンドソーム分解過程が抑制されていた。一方、MEK
の活性化を抑制すると、エンドソーム分解の亢進と共にエクソソーム分泌が抑制された。このこ
とから、MEK の活性化に伴うエンドソーム分解系の抑制によって過剰となった後期エンドソーム
は、細胞膜と融合してエクソソーム分泌へと導かれたことが示唆された。大腸がん細胞において
MEK を阻害してこの過程を抑制すると、細胞増殖も顕著に抑制された。さらに MEK の活性化とリ
ソソーム関連遺伝子の発現量の逆相関は膵がん患者において顕著に認められ、予後とも大きく
関わることが明らかとなった。このことから、Src シグナル下流の MEK 活性化によるリソソーム
を介したエンドソーム分解抑制がエクソソーム分泌亢進を促し、がん進展に寄与することが示
唆された。 
さらにがんエクソソームの生体内動態とがん進展との関わりを明らかにするため、エクソソ
ームの体内動態を解析する実験系を構築した。これまでの研究において、エクソソーム分泌を簡
便・高精度に計測することを目指し、エクソソームマーカーCD9/CD63/CD81 と高輝度発光タンパ
ク質 NanoLuc との融合タンパク質を発現する細胞株を作製した。これらの発光量とナノトラッ
キング法により測定したエクソソーム数との相関、および検出感度について明らかにした。本研
究では、エクソソームの in vivo イメージングが可能な発光酵素・基質を検討し、BRET により
赤色発光する Antares2 を用いた系を開発した。ヌードマウスに Antares 標識エクソソーム分泌
細胞を移植し、生理的状態に近い条件下で非侵襲的に解析したところ、血中におけるエクソソー
ム由来の発光はがん細胞移植後 2週間で検出することができ、4週間後では組織に集積したエク
ソソームの発光が検出された。このエクソソーム in vivo 検出細胞を用い、がん特異的なエクソ
ソームの分泌亢進を担う分子の作用を検証することを試みた。細胞移植後に、Src チロシンキナ
ーゼの選択的阻害剤 dasatinib を腹腔内投与し、エクソソームの集積を解析したところ、移植し
た腫瘍細胞の体積には変化がみられない低濃度の dasatinib 投与によって、顕著な生体内のエ
クソソーム分泌量と組織集積の減少が認められた。この結果から、Src が in vivo におけるがん
特異的なエクソソームの分泌亢進とがん微小環境の構築に重要であることがあらためて示唆さ
れた。 
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