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研究成果の概要（和文）：胃癌や膵癌において頻度の高い転移・再発形式で最大の予後規定因子である腹膜播種
に対して、腹腔内のマイクロRNAの量的変化を是正することで腹膜播種再発を予防するという新たな腹膜播種治
療を開発することを目指した。腹膜播種患者の腹腔内液中エクソソームにおいて発現が低下しているmiR-29b
は、腹膜中皮細胞の中皮間葉転換を抑制し、マウス腹膜播種モデルにおいて腹膜播種の形成を抑制することが明
らかになった。また、間葉系幹細胞にmiR-29bを発現させ、そこから分泌されるmiR-29b内包エクソソームを腹腔
内に投与したところ、さらに良好な腹膜播種の抑制効果が得られた。

研究成果の概要（英文）：Peritoneal dissemination of advanced gastrointestinal cancer is one of the 
most important clinical issues.This study aimed at developing novel treatment which prevent 
peritoneal recurrence by correcting quantitative changes in microRNA in the peritoneal cavity. 
miR-29b, which expression is downregulated in exosomes derived from the peritoneal fluid of patients
 with peritoneal metastasis, suppressed the mesothelial-mesenchymal transition of peritoneal 
mesothelial cells and suppresses the formation of peritoneal metasis in a mouse model. In addition, 
intraperitoneal administration of miR-29b-encapsulating exosomes resulted in an even better 
suppressive effect on peritoneal dissemination.

研究分野： がん薬物療法

キーワード： 腹膜播種　マイクロRNA　核酸医薬

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
これまでほとんど解析されていない腹腔内液を対象とした研究の成果をもとにして、予後不良の腹膜播種に対す
る新たな治療法を開発することを目指した研究である。本研究を発展させることで、難治性の病態である腹膜播
種をより早い段階で予防するという臨床的有用性の高い新規治療の開発につなげることが期待できる。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
腹膜播種は胃癌や膵癌において頻度の高い転移・再発形式で、最大の予後規定因子である。近

年の薬物療法の進歩によって、根治切除不能・再発癌患者の治療成績は著しく向上したが、腹膜
播種に関しては未だに顕著な予後改善はみられていない。また、胃癌、膵癌では肉眼的根治手術
を施行できても、術後に腹膜播種再発をきたす症例を数多く経験する。腹膜播種を確実に制御す
る方法が見出させていない今、この播種再発を効率的に予防する方法論を確⽴することが患者
の予後向上を考える上で最も重要な事項であると考えられる。 
エクソソームは細胞が放出する 30～150 nm の細胞外⼩胞で、様々な⽣理活性を有するたん

ぱく質や DNA やマイクロ RNA（miRNA）などの核酸成分を含有し、細胞間コミュニケーショ
ンに重要な役割を果たしている。近年の研究で、癌患者の⾎中エクソソームはがん特異的な機能
分子を多量に含有しており、標的臓器の微⼩環境を癌細胞の⽣育に適したものに変換すること
によって、遠隔転移の成⽴を促進している事実が報告されてきている。腹膜播種においても、腹
膜表⾯に露出した癌細胞が腹腔というフリースペースに多量のエクソソームを放出し、腹腔内
微⼩環境を修飾することが播種性転移の成⽴に重要な役割を果たしていることが類推される。
しかし、サンプル採取の困難さのため、腹腔内液中のエクソソームの組成や機能に関する情報は
少ない。本研究では、腹腔内液中のエクソソームに含まれる miRNA が腹腔内の遊離がん細胞や
微⼩環境に対する作用を明らかにして、その量的変化を是正することによって腹膜播種再発を
予防するという新たな腹膜播種治療を確立することを目指す。 
 
２．研究の目的 
これまでの研究で、胃癌腹膜播種患者の腹腔内エクソソームの網羅的解析を行い、腹膜播種症

例で著明に変化する７個の miRNA を見出した。また、根治切除が施行された胃癌患者において
手術時の腹腔洗浄液中の miR-29  family が低下している症例が、有意に播種再発をきたしやす
いことを見出した(Ohzawa H et al, Ann.Gastroenterol.Surg, 2019)。 
本研究では、これらの miRNA を治療に応用することを考え、miR-29b の mimic miRNA を、

癌細胞や腹膜中皮細胞、免疫細胞、線維芽細胞など腹腔内を構成する細胞群に導入することで細
胞機能の変化を評価し、miR-29b の播種抑制効果のメカニズムを明らかにするとともに、マウ
ス腹膜播種モデルの miR-29b を腹腔内に投与し、腹膜播種の予防効果を明らかにすることを第
一の目的とした。 
一方、miRNA は⽣体内での安定性に欠けるため、腹腔内への投与方法が問題になると考えら

れたことから、エクソソームを用いたデリバリーシステムの開発に取り組むこととした。エクソ
ソームを利用することで、従来の核酸導入試薬を使用しないで、細胞に miRNA を導入すること
が出来る。免疫原性の少ない間葉系幹細胞に miR-29b を発現させ、そこから分泌されるエクソ
ソームを実験に用いることにした。エクソソーム自体を miRNA のキャリアとして応用すると
いう方法論を検証することも目的とした。 
 
３．研究の方法 
肥満症に対する胃スリーブ術時に切除された胃に付着した大網組織を採取し腹膜中皮細胞を分
離・培養した。腹膜中皮細胞に対して TGF-β1 を添加し、37℃、48 時間培養して中皮間葉転換
を誘導した。TGF-β1と同時に miR-29b mimic を添加して、細胞機能実験を行い、腹膜中皮細胞
に対する miR-29b の作用を評価した。C57BL/6 マウスに腹膜播種を起こす胃癌細胞株 YTN16P を
用いたマウス腹膜播種モデルに対して、アテロコラーゲンに混和した miR-29b mimic と陰性対
照 miRNA を 3日毎に腹腔内に投与して腸間膜と大網に形成された播種結節数を比較した。 
C57BL/6 マウスから大腿骨を採取し、骨髄から間葉系幹細胞（MSC）を分離培養した。miR-29b 発
現レンチウイルスベクターを用いて miR-29b を導入し、培養上清から miR-29b 発現エクソソー
ムを回収し実験に用いた。腹膜中皮細胞に対する作用を miR-29b mimic を用いた実験と同様の
手法で評価し、マウス腹膜播種モデルの腹腔内への投与実験も同様に行った。 
 
４．研究成果 
デジタル PCR 法でヒト腹膜中皮細胞における miR-29b 発現レベルを測定したところ、胃癌細

胞株（NUGC-4、MKN45）や、ヒト骨髄間葉系幹細胞株、末梢血単核細胞よりも高値であったが、
TGF-β1 10ng/ml を添加し 48 時間培養したところ、miR-29b の発現レベルは著明に減少した（図
1）。ヒト腹膜中皮細胞の増殖能は TGF-β1 刺激による変化を認めなかったが、miR-29b を導入す
るとわずかに低下した。遊走能は、TGF-β1 で刺激したものに比べて、miR-29b を導入したもの
で著明に減少した（図 2）。ヒト腹膜中皮細胞は TGF-β1 刺激により中皮間葉転換を来すが、miR-
29b をリポフェクション法で導入すると中皮間葉転換を抑制した（図 3）。 



 

 
図 1 細胞における miR-29b 発現レベル 図2 腹膜中皮細胞へのmiR-29b導入による変化 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 3 miR-29b による中皮間葉転換の抑制 
 

マウス胃癌細胞株YTN16Pを C57BL/6マウスの腹腔内に投与した3日後からアテロコラーゲン
に混和した miR-29b mimic を 3日毎に腹腔内へ計 4回投与した。がん細胞播種後 14 日目に安楽
死させ、腸間膜と大網の播種結節数を各群で比較した。腸間膜の播種結節数では各群間に有意差
を認めなかったが、大網においては陰性対照群と比較して播種結節数を有意に抑制していた。 

 
図 4 マウス腹膜播種モデルに対する miR-29b の投与 

 
 マウス胃癌腹膜播種モデルに miR-29b を腹腔内投与に使用するエクソソームを作成するため、
マウス骨髄由来間葉系幹細胞（MSC）の分離培養を行った。C57BL/6 マウスの大腿骨から MSC を
分離培養し、細胞表面マーカーを確認すると、間葉系幹細胞マーカーの CD44、CD73、CD90 が発
現し、陰性マーカーの CD31、CD34、CD49d の発現を認めなかった。この MSC に対して miR-29b 発
現レンチウイルスベクターを用いて、miR-29b 前駆体を遺伝子導入した。デジタル PCR を用いて
miR-29b 発現を調べると、miR-29b 導入群の細胞とエクソソームで miR-29b の発現が著明に増強
していた。 

図 5  マウス骨髄由来間葉系幹細胞に対する miR-29b 導入 
 
マウス胃癌細胞株 YTN16P を C57BL/6 マウスの腹腔内に投与した 3日後からアテロコラーゲン

に混和した miR-29b mimic を 3日毎に腹腔内へ計 4回投与した。がん細胞播種後 21 日目に安楽
死させ、腸間膜と大網の播種結節数を比較した。大網は無治療群や陰性対照群では多数の播種結



節が形成され一塊となっていたのに対し、miR-29b 群では播種結節はほぼ形成されていなかった。
また、アテロコラーゲンによる投与法と異なり、大網だけでなく腸間膜においても、他の 2群と
比較して著明に播種結節数を抑制した（図 6）。 

図 6 マウス腹膜播種モデルに対する miR-29b 内包エクソソームの投与 
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