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研究成果の概要（和文）：ヒト肝癌細胞株（HuH7、PLC/PRF/5）を通常酸素下および低酸素下で培養し、抽出し
たエクソソームをヒト血管内皮細胞（HUVECs）に添加すると，低酸素下エクソソーム添加により脈管形成が促進
された。低酸素培養下の肝癌細胞由来エクソソーム内ではmiR-155の発現が有意に上昇しており，anti-miR155を
導入することで脈管形成能が抑制された。
低酸素環境下での肝癌細胞由来のエクソソームは血管新生促進作用を有しており、特にエクソソーム内の
miR-155が血管新生能に関与しており、治療標的となり得る可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：We aim to clarify function of exosomes secreted from hepatocellular 
carcinoma (HCC) cells under hypoxia to angiogenesis. Two human HCC cell lines (PLC/PRF/5 and HuH7) 
and human umbilical vein endothelial cells (HUVECs) were used. Exosomes derived from HCC cells were 
added to HUVECs and we evaluate their angiogenic activity. We also evaluated the expression of 
miR-155 in the exosomes from 40 patients with HCC. Exosomes under hypoxia remarkably enhanced tube 
formation of HUVECs, compared with exosomes under normxia or control. Both cellular and exosomal 
miR-155 was significantly up-regulated under hypoxic conditions. Knockdown of miR-155 in HCC cells 
attenuated the promotion of tube formation by exosomes under hypoxia. High expression of exosomal 
miR-155 was significantly correlated with early recurrence. These results suggest that exosomes 
derived from HCC cells under hypoxia promotes angiogenesis, and that exosomal miR-155 may be target 
of molecular therapy for HCC.
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１．研究開始当初の背景 
ウイルス性肝炎に対するスクリーニング

検査による早期発見や，局所焼灼療法や手
術手技の向上により，肝細胞癌の治療成績
は向上されつつある。しかし，依然として
本邦における癌死の第 4 位である。肝細胞
癌は，非常に hypervascular な腫瘍であり，
その進展に血管新生が深く関与しており，
治療成績向上のためには，肝癌に特異的な
血管新生及び浸潤・転移機構を解明する必
要がある。 
癌の浸潤・転移には，癌細胞の原発巣ら

の離脱，間質内への浸潤，脈管・基底膜の
破壊，脈管内皮への定着，脈管外への浸潤，
標的臓器での増殖といった多くのステップ
が存在し，各過程においてさまざまな分子
が関与している。その中で，がん細胞から
分泌される因子が肺や肝臓などの転移臓器
に，転移しやすい環境 （前転移ニッチ：
pre-metastatic niche） をつくり，そこに
生着することで転移巣を形成することが報
告された。この前転移ニッチ形成には，が
ん細胞由来の VEGF，TNF-α，TGF-βな
どの刺激による骨髄由来細胞の転移臓器へ
の誘導と，転移臓器における線維芽細胞や
血管内皮細胞でのフィブロネクチンなどの
接着因子発現が必要である。 
近年，細胞間のシグナル伝達方式としてサ

イトカインや血管新生因子に加えて，エクソ
ソーム（exosome）と呼ばれる長径 30-100nm
の小型膜小胞を放出することで，遠く離れた
細胞まで情報を伝達していることが報告さ
れた。エクソソームは脂質二重膜で囲まれ
た膜小胞で、分泌細胞由来の膜タンパク質
と細胞質成分で構成され，エクソソーム内
には，蛋白質，mRNA や microRNA など
が含まれており，乳癌においてエクソソー
ム内の miR-126 が血管内皮細胞の誘導と
転移に関わることが報告されている。 
そこで，本研究では，肝癌細胞より分泌

されるエクソソームが直接的に血管内皮細
胞を刺激することで，腫瘍の増大に不可欠
な血管新生を促進し，さらに血中に放出さ
れたエクソソームが肝内の血管内皮細胞に
作用することで，肝内転移を促進させると
いう仮説をたて，この肝癌特異的なエクソソ
ームの働きを解明し，エクソソーム内に内包
される標的分子を同定することを目的とし
た。 
 
２．研究の目的 
癌の浸潤・転移には，がん細胞から分泌

される因子による転移しやすい環境（の形
成と血管新生因子が深く関与しているため，
新たな細胞間の情報伝達物質であるエクソ
ソームに着目し，肝細胞癌より分泌される
エクソソームが，直接的に腫瘍血管新生を
促進するだけでなく，肝内の血管内皮細胞
に作用することで，血管新生や前転移ニッ
チの形成を促進すること検証し，エクソソ

ーム内に含まれる microRNA を解析する
ことで，治療標的となりうる分子を同定し，
肝癌の新たな治療法の可能性を探求するこ
とを目的とした。 

 
３．研究の方法 
1) ヒト肝癌細胞株(HuH7，PLC/PRF/5）を通
常酸素下,低酸素下で培養し,各環境下での
細 胞 増 殖 お よ び ，そ の 培 養 上 清 か ら
ExoQuick-TC®を用いて抽出したエクソソー
ムの濃度を測定した。 
 
2) 抽出したエクソソームの濃度を調整し，
それぞれの肝癌細胞株に添加した。添加後 72
時間におけるエクソソーム無添加・通常酸素
下エクソソーム添加・低酸素下エクソソーム
添加の各群における肝癌細胞の増殖能を MTT
法にて比較検討した。 
 
3) 通常酸素下,低酸素下の肝癌細胞から抽
出したエクソソームを,正常ヒト臍帯静脈内
皮細胞(HUVECs）に添加した。エクソソーム
無添加(対照群）・通常酸素下エクソソーム添
加(Nx群）・低酸素下エクソソーム添加(Hx群）
の各群における増殖能と血管新生能を MTT
法,Tube formation assay を用いて検討した。 
 
4) PCR にて転移・血管新生に関連する
microRNAs（ miR-21， miR-26a， miR-122，
miR-146a，miR-155，miR-182）の発現を，通
常酸素下と低酸素下の細胞内およびエクソ
ソーム内で比較検討した。 
 
5) HuH7 ， PLC/PRF/5 に anti-miR155 を
Transfection し，エクソソームを抽出し，
HUVEC に添加して Tube formation assay にて
血管新生能の変化を評価した。 
 
6) 術前未治療の肝細胞癌切除例40症例の術
前血清を用いて，ExoQuick-TC でエクソソ
ームを抽出しPCRにてmiR-155の発現量を定
量し，中央値で miR-155 低発現群と高発現群
の 2 群に分類し，臨床病理学的因子および再
発率，生存率を比較検討した。 
 
４．研究成果 
1) 低酸素下における肝癌細胞株の増殖能は、
通常酸素下と比較して 45.9～64.7％減少し
た。細胞あたりのエクソソーム分泌量は，通
常酸素下と比較して低酸素下で有意に増加
した。 
 
2) 肝癌細胞株から抽出したエクソソームを，
それぞれの細胞に添加したところ，何も添加
しない対照群と比較し、いずれの細胞株にお
いても増殖能が 54.7～85.9％に抑制された。。
通常酸素下・低酸素下間で比較すると、細胞
増殖は 2群間で有意な差を認めなかった。 
 
3) 通常酸素下と比較して，低酸素下エクソ



ソームを添加してもHuVECの増殖能に有意差
を認めなった。PLC/PRF/5 のエクソソームを
用いて Tube formation assay を行い,1 視野
あたりのbranch point(分枝細胞数)を算出す
ると,対照群(13±2.3/view-fields)と比較
し,エクソソーム添加により血管新生が促進
され,通常酸素下エクソソーム添加（23.5±
5.9/view-fields）より,低酸素下エクソソー
ム（39.5±6.0/view-fields）の方がより血
管新生を促進した(p＜0.05)。HuH7 でも同様
に低酸素下エクソソーム添加におり，tube 
formation が促進された。 
 
4) 細胞内の miRNA を PCR で測定すると,肝癌
細胞株 2 種とも,低酸素培養下で miR-155 の
発現が高くなり(HuH7:3.5倍,PLC:3.1倍),ま
たエクソソーム内 miRNA も同様であった
(HuH7:1.5 倍,PLC:3.3 倍)。 
 
5) anti-miR155を導入した低酸素下の肝癌細
胞株からエクソソームを抽出しHUVECに添加
すると,mock のエクソソーム添加(PLC:74.3
± 6.8,HuH7:130.6 ± /11.6) と 比 較
し,anti-miR155 を導入したエクソソーム添
加（PLC:40.6±10.4, HuH7:98.6±17.4）で
は血管新生が抑制された(p＜0.05)。 
 
6) miR-155 低発現群，高発現群の 2 群間で，
年齢，性別，背景肝疾患，Child-pugh 分類，
腫瘍径，腫瘍個数，肉眼的脈管侵襲の有無に
有意差を認めなかった。低発現群の 1 年，3
年，5年無再発生存率は，85.0%，75.0%，69.6%
と，高発現群の 65.0%，37.9%，37.9%と比較
して有意に良好であった（p=0.04）。低発現
群の 1年，3年，5年全生存率は，100%，95.0%，
95.0%と，高発現群の 100%，78.8%，78.8%と
比較して良好であったが，有意差はなかった
（p=0.28）。 
 
以上の成果により，肝細胞癌から分泌され

るエクソソームは低酸素下においてその分
泌量が増加し，低酸素下由来エクソソーム内
には，miR-155 が多く含有されており，この
miR-155 を介して血管内皮細胞の脈管形成能
を促進することが証明された。さらに，臨床
検体を用いた検討では，術前血清中の
miR-155 高発現群は低発現群と比較して有意
に再発率が高く，miR-155 高発現が肝細胞癌
の転移・再発に関連していることが示唆され
た。このmiR-155を標的とした治療ないしは，
miR-155 の標的となる分子の同定により，肝
細胞癌に対する新たな分子標的治療の可能
性が示された。 
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