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研究成果の概要（和文）：癌は,原発巣及び転移巣において微小環境を形成し、その癌組織内は癌細胞のみでなく、周
囲の癌関連細胞が重要な役割を果たしている。原発巣及び肝転移において、癌細胞周囲の癌関連繊維芽細胞や腫瘍関連
マクロフャージの重要性が明らかにされた。癌細胞内のエクソソームが転移前に繊維芽細胞内に入り込み、転移する環
境を形成することを視覚的に証明した。さらに、血液などの体液中に分泌され、他の細胞に取り込まれることを確かめ
られ、エクソソームを介した細胞間コミュニケーションが存在することを示唆していた。癌形成及び転移時において,
癌細胞と周囲の細胞間のコミュニケーションは必要であることが証明された。

研究成果の概要（英文）：Cancer cells form microenvironment in primary tumor and metastatic formation. The 
cancer-associated cells play an important role. Cancer-associated fibroblast cells and tumor-associated ma
crophages are important at the time of the liver metastasis formation. Cancer cells shed exosomes and tran
sfer exosomal molecules to fibroblast cells during tumor progression. We confirmed that cancer cells relea
se exosomes into the circulation of mice with liver metastasis. We collected blood from mice and detected 
exosomes. Imaging of exosomes can contribute to understanding the role of intercellular communication in t
umor progression. Tumor-drived exosomes have been viewd as a mediater to condition tissues and prepare nic
hes for metastasis.
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１．研究開始当初の背景 
 肝細胞癌は、アジアで多い癌種で、近年欧
米で増加しており、これまで肝細胞癌に対す
るさまざまな治療法が開発されているが、十
分と言えない。正常細胞でなく癌細胞のみを
選択的に治療するという戦略は極めて魅力
的であり、そのために腫瘍増殖の中心的な役
割を担う細胞集団の同定が必要である。近年、
幹細胞能力と癌形成能を併せ持つ少数の癌
幹細胞により癌が形成、維持されていること
が明らかにされ、精力的に研究が進められて
いる。以前、癌幹細胞の特徴を持つマーカー
の一つとしてCD133を見出し肝細胞癌におい
て報告し、さらに、蛍光タンパク質を用いて、
肝癌細胞に導入し、癌幹細胞の抗癌剤耐性を
証明した。 
一方、癌は,原発巣及び転移巣において微
少環境を形成し、その癌組織内は癌細胞のみ
でなく、周囲の癌関連細胞が重要な役割を果
たしていることが報告されている。癌形成及
び転移時において,癌細胞と周囲の細胞間の
コミュニケーションは必要である。近年、細
胞が分泌するエンドソーム由来の小胞顆粒
であるエクソソームの中に、遺伝物質である
non-coding RNA が発見され、細胞及び個体間
においてメッセンジャーとしての役割を果
たしていることが明らかになってきている。
最近になり、癌細胞が自らの microRNA をエ
クソソームに封入して分泌していることが
明らかになってきた。癌細胞は自らの増殖及
び転移において、細胞内外の輸送システムを
利用していると思われる。 
Valadi.H らの研究グループは、細胞から放
出されるエクソソームといわれる直径 30～
100nmほどの小胞にmRNAやmiRNAが含まれて
いることを発見した。これが血液などの体液
中に分泌され、他の細胞に取り込まれ、タン
パク質の合成することを確かめており、エク
ソソームを介した細胞間コミュニケーショ
ンが存在することを示唆している。   
実際に、肝臓癌の原因となる C型慢性肝炎
の治療としてインターフェロンや核酸アナ
ログ製剤、プロテアーゼ阻害剤を併用とする
治療が開始されているが、デンマークと米国
において、miR-122 に対するアゴニスティッ
ク核酸分子を作り、miR-122 をターゲットと
した新規治療薬の開発に取り組んでいて、近
年実際霊長類でウイルス減少を認めた報告
があった。（Lanford RE, Cell 2010）   
こうした背景の中、癌幹細胞の治療標的と
して miRNA 研究が関心を集めている。乳癌の
癌幹細胞は、分化度の進んだ癌細胞集団と比
較し、いくつかmiRNAの発現減少を見いだし、
let-7 がその一つであると報告された。（Yu 
F,Cell 2007）癌分野において発現の低下す
るmiRNAをターゲットとした診断ツールおよ
び治療法の開発は急務と思われる。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目標は、①癌幹細胞の内部に存在

するエクソソームの役割について明らかに
すること、また,②原発巣及び癌転移巣で、
癌幹細胞内部のエクソソームがどのような
役割を果たすかを解明することである. 
 
3 ．研究の方法 
癌細胞株に細胞内の CD63(エクソソームの
分子マーカー)を蛍光タンパク質 GFP でラベ
ルし、conforcal microscope にて 30～100nm
径の小胞が安定して観察される細胞を樹立
する。細胞膜タンパク質 CD133 癌幹細胞マー
カーやCD44などの他のマーカーで細胞をFlo
磁気ビーズを利用して分離し、癌幹細胞群と
非癌幹細胞群との間に違いがあるかを検討
する。正常繊維芽細胞との共培養で、エクソ
ソームの癌細胞への移動の違いが認められ
るかを検討する。さらに、これらの癌幹細胞
を Nude mouse の脾臓に注射することで癌転
移モデルを作成し、宿主肝臓を主に各種臓器
（肺、リンパ節など）の転移巣のエクソソー
ムの局在を conforcal microscope を用いて
in vivo で検討する。転移モデルマウスの血
液サンプルを回収し、血液中へのエクソソー
ム流出を画像的にとらえる。 
 
４．研究成果 
蛍光蛋白を用いてそれら癌微少環境を形
成する細胞をシングルレベルで画像化し、癌
細胞周囲の癌関連細胞特に癌関連繊維芽細
胞（cancer associated fibroblasts）や腫
瘍関連マクロフャージ（tumor associated 
macrophages）の重要性を証明した。癌細胞
の転移の際にエクソソームが転移巣を形成
するときに、転移前に特に繊維芽細胞内に入
り込み、転移する環境を形成することを視覚
的に証明した。癌細胞内のエクソソームが転
移巣の特に fibroblast にエクソソームが取
り込まれていることを証明し、血液中のエク
ソソームの存在も確認した。しかし、癌幹細
胞特異的な miRNA の同定は困難であった。上
記の結果より、癌細胞と癌周囲細胞のエクソ
ソームを介した細胞間コミュニケーション
が存在することを示唆していると考えられ
た。癌形成及び転移時において,癌細胞と周
囲の細胞間のコミュニケーションは必要で
あることが証明された。 
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Truty, Saji S, Moriwaki H, Bouvet M, 
Hoffman RM. 

22. 第 21 回 日本がん転移学会学術集会・総
会 金沢 2012. 7/12, 13 
Multi-color imaging model of the tumor 
environment 
Suetsugu A, Katz MH, Fleming J, Hassanein 
MK, Moriwaki H, Bouvet M, Saji S, 
Hoffman RM. 

23. 第 21 回 日本がん転移学会学術集会・総
会 金沢 2012. 7/12, 13 
Salmonella typhimurim can eradicate human 
glioma in a nude mouse orthotopic model 
Momiyama M, Zhao M, Hiroshima Y, 
Suetsugu A, Tome Y, Mii S, Syuya Yano, 
Micheal Bouvet, Chishima T, Endo I, 
Hoffman RM 

24. American Society of Clinical Oncology 
(ASCO) 2012. 6/1～5 Chicago 
Effect of major liver resection on colon 
cancer metastasis in the lung and liver. 
Hoffman RM, Momiyama M, Suetsugu A, 
Kishimoto H, Chishima T, Bouvet M, Endo I 

25. American Society of Clinical Oncology 
(ASCO) 2012. 6/1～5 Chicago 
Determining the metastatic potential of 
circulating tumor cells. Menen RS, Emmett 
Pinney, Katarina Kolostova, Vladimir Bobek, 
Suetsugu A, Nan Zhang, Hoffman RM 

26. Asian pacific Digestive Week 2012 5-8 
December 2012 Bangkok,Thailand 
L-tryptophan-mediated enhancement of 
susceptibility to NAFLD is dependent on the 
mTOR Yosuke Osawa, Yoichi Yasuda, 
Suetsugu A, Moriwaki H, Osamu Kozawa 

27. Asian pacific Digestive Week 2012 5-8 
December 2012 Bangkok,Thailand  
Potential use of CD133-positive bone 
marrow cells in the treatment of liver fibrosis 
Suetsugu A, Yosuke Osawa, Hitomi Aoki, 



Takahiro Kunisada, Ogata H, Hisashi 
Tsurumi, Hoffman RM, Moriwaki H 

28. AACR annual meeting 2012. 3/31~4/4 
Chicago 
Determination of the optimal route of 
administration of Salmonella typhimurium 
A1-R to target breast cancer in nude mice. 
Zhang Y, Suetsugu A, Nan Zhang, Lei Zhang, 
Hoffman RM, Zhao M.  

29. AACR annual meeting 2012. 3/31~4/4 
Chicago 
In vivo tracking of cancer-cell-derived 
exosomes. Honma K, Suetsugu A, Ochiya T, 
Hoffman RM.  

30. AACR annual meeting 2012. 3/31~4/4 
Chicago 
Multicolor imageable orthotopic tumorgraft 
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Suetsugu A, Katz MH, Fleming J, Hassanein 
MK, Moriwaki H, Bouvet M, Saji S, 
Hoffman RM.  

31. AACR annual meeting 2012. 3/31~4/4 
Chicago 
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metastasis formation in the GFP-MUP-uPA 
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Saji S, Karin M, Hoffman RM.   

32. AACR annual meeting 2012. 3/31~4/4 
Chicago 
Tumor-educated macrophages promote 
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Momiyama M, Suetsugu A, Abdool R. 
Moossa, Bouvet M, Hoffman RM.  

33. AACR annual meeting 2012. 3/31~4/4 
Chicago 
Imaging sub-cellular dynamics of 
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Moriwaki H, Bouvet M, Saji S, Enrico 
Gratton, Hoffman RM. 

34. AACR annual meeting 2012. 3/31~4/4 
Chicago 
Imaging cell cycle progression in gastric 
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Suetsugu A, Mohamed Hassanein, Moriwaki 
H, Yano S, Toshiyoshi Fujiwara, Bouvet M, 
Saji S, Hoffman RM.  

35. AACR annual meeting 2012. 3/31~4/4 
Chicago 
Color-coded imaging of the pre-metastatic 
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involvement of cancer-associated fibroblasts. 
Suetsugu A, Momiyama M, Yosuke Osawa, 
Moriwaki H, Bouvet M, Saji S, Hoffman 
RM. 
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Saji S, Enrico Gratton, Hoffman RM. 

37. AACR annual meeting 2012. 3/31~4/4 
Chicago 
Imaging of the interaction of pancreatic 
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Moriwaki H, Saji S, Bouvet M, Hoffman 
RM.  
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39. 56th Annual Meeting of the Biophysical 
Society. 2012. February 25-29, San Diego, 
California. 
Fluorescence lifetime imaging microcopy of 
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microenvironment. Michelle A. Digman, 
Suetsugu A, Federica Sabatini, Hoffman RM, 
Enrico Gratton. 
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