
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１５５０１

挑戦的萌芽研究

2015～2014

メラノーマはexosomeを介して腫瘍免疫に抵抗するか？

The role of exosome derived melanoma cells in tumor immunity

１０７０１２９５研究者番号：

野口　俊助（Noguchi, Shunsuke）

山口大学・共同獣医学部・准教授

研究期間：

２６６６０２９４

平成 年 月 日現在２８   ６ １４

円     3,000,000

研究成果の概要（和文）：メラノーマ細胞由来exosome内には制御性T細胞への分化を促進するTGF-βが内包されている
ことが明らかとなった。このことはメラノーマ細胞がexosomeを介した抗腫瘍免疫活性を有していることを示唆してい
る。
細胞から分泌されたexosomeを可視化することは、exosomeの細胞間コミュニケーションに果たす役割を明らかにするた
めに重要であるため、exosomeマーカーであるCD9に着目し、pEGFP-N1プラスミドベクターを用いてCD9/GFP融合タンパ
クを発現するベクターを作製した。このベクターを利用することで、今後exosomeの動態をより詳細に検証することが
可能となった。

研究成果の概要（英文）：This study revealed that TGF-β, which promotes the differentiation of T cells to 
regulatory T cells, was included in the exosomes derived from melanoma cells. This finding indicates that 
melanoma cells inhibit anti-tumor immunity via exosome secretion.
Visualization of exosomes is important to elucidate the role of exosomes in cell to cell comunication. 
Therefore, we constructed the expression vector of CD/GFP fusion protein using pEGFP-N1 vector. This 
vector makes us trace exosomes in vitro and in vivo.

研究分野： 獣医臨床腫瘍学

キーワード： エクソソーム
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１．研究開始当初の背景 

 近年、従来の外科治療、化学療法、放
射線治療という 3 大がん治療に加え、第
4 の治療法としてがん免疫療法が登場し
た。がん細胞は様々なメカニズムを通し
て宿主のがん免疫から逃避する。がん免
疫において細胞障害性 T細胞（CTL）が中
心的な役割を担っているが、その細胞膜
上に発現する免疫チェックポイント分子
（PD-1 や CTLA-4 といった受容体）が、
がん組織において刺激されることで細胞
障害活性が減弱される。がん免疫療法で
は、免疫チェックポイント分子に対する
抗体医薬を用いることで、がん組織内の
CTL の活性化を促し、メラノーマなどに
おいて著効を示している。 

 Exosome は直径 100 nm 以下の分泌膜小
胞であり、様々なタンパクや microRNA を
はじめとする核酸を含んでいる。exosome
を互いに受け渡しすることにより、細胞
間のコミュニケーションツールとして利
用されていることが示唆されている。特
に、がん組織の微小環境内においてはニ
ッチ形成に重要とされる。 

このような背景を基に、がん細胞が免
疫により排除されることから逃れるメカ
ニズムにおいて、がん細胞から分泌され
る exosome が重要な役割を担っているの
ではないかと考えた。 

さらに、メラノーマにおいて低発現し
ておりがん抑制遺伝子として機能する
microRNA（miR）-203 は exosome の産生
に重要な Rab27a を発現低下させること
から、exosome を介した抗免疫活性にお
いて miR-203 が関与していることも考え
られた。 

 
２．研究の目的 
 メラノーマ細胞由来 exosome が CTL の
活性に及ぼす影響を検証するとともに、
exosome を介した抗腫瘍免疫活性におけ
る miR-203 の関わりを明らかにする。 
 
３．研究の方法 
①exosome 内のタンパク発現の検証 
 Total exosome isolation (from cell 
culture media)を用いて、ヒトメラノー
マ細胞培養上清中から exosome を単離し
た。ヒトメラノーマ細胞として、A2058、
Mewo、および colo679 を用いた。その後、
定法に従いタンパク抽出後、ウェスタン
ブロッティングによって PD-L1（PD-1 受
容体リガンド）、CD80（CTLA‐4 受容体リ
ガンド）、および TGF-βの発現を検証し
た。細胞培養には 10%の exosome free FBS
を含むメディウムを使用した。フラスコ
にて 6 日間培養し 100％コンフルエント

になった段階で培養上清を回収し、2000g、
30分間の遠心により細胞のデブリスを除
去した後、使用するまで－80℃で凍結保
存した。 

②miR-203 導入による exosome 分泌量の
変化の検証 
 メラノーマ細胞に miR-203（20 nM）を
トランスフェクションし、十分に効果が
発揮されたタイミングで（48 hr 後）培
養上清を回収した。miR-203 のトランス
フ ェ ク シ ョ ン に は Lipofectamine 
RNAiMax を用いた。Exosome を分離後 PBS
に浮遊させ、Nanosightによる直径100 nm
前後の粒子数の計測およびウェスタンブ
ロッティングによる exosome マーカー
（CD9、TSG101、および Alix）の発現量
検証により exosome 分泌量の変化を推定
した。 

③CTL の活性に対する exosome の効果 
 ヒト末梢血より単核球分離を行い、セ
ルソーターで CD8 陽性 CTL を分離した。
その後、in vitroで CTL を活性化し、メ
ラノーマ細胞を共培養し、LDH 放出試験
により CTL の活性を定量した。 

④Exosome の動態解析 
 Exosome を可視化するために CD9/GFP
融合タンパクを発現するベクターを作製
し、A2058 細胞へ導入、安定的に発現す
る細胞株を作製した。同細胞の培養上清
よりTotal exosome isolation (from cell 
culture media)で exosome を分離後、さ
ら に Exosome human CD9 isolation 
reagent により CD9 発現 exosome のみを
回収した。まず、メラノーマ細胞の培養
上清に CD9/GFP 陽性 exosome を添加し、
細胞への取り込みを共焦点顕微鏡で確認
した。 
 
４．研究成果 
①メラノーマ細胞由来exosomeには TGF-
βが内包されていることが明らかとなっ
た。しかしながら、PD-L1 および CD80 の
発現は認められなかった（下図）。この結
果より、予想通り、メラノーマ細胞によ
るがん免疫からの逃避メカニズムに
exosome が関与していることが示唆され
た。 

②miR-203 導入によって、exosome 分泌量
が減少することが予想された。しかしな
がら、miR-203 導入細胞の exosome にお
いて発現する CD9 の分子量に変化がみら
れたが、exosome の分泌量は Nanosight
およびウェスタンブロッティングによっ
て明らかな変化は認められなかった（下
図）。これらの結果より、過去の報告とは
異なり、メラノーマにおいては exosome
の産生に Rab27a 以外の分子の関与が重



要であることが示唆された。 

③メラノーマ細胞に対する CTL の細胞障
害活性がうまく誘導されないため、現在
CTL の活性化のためのペプチドについて
種類を変えて検証中である。また、メラ
ノーマ細胞由来exosomeには TGF-βが主
に内包されていることから CTL のみなら
ず CD4 陽性 T 細胞の制御性 T 細胞への分
化を検証する必要があると考えられた。 

④pEGFP-N1ベクターに CD9の ORFを挿入
し、CD9/GFP 融合タンパク発現ベクター
を作製した。メラノーマ細胞に導入し、
CD9/GFP を安定的に発現させた。GFP 発現
にばらつきがみられたので、セルソータ
ーにより GFP 高発現細胞のみを分離し、
実 験 に 用 い た （ A2058/CD9/GFP ）。
A2058/CD9/GFP 細胞の培養上清より CD9
陽性 exosome を免疫沈降により回収した。
同 exosome をメラノーマ細胞培養上清に
添加すると、細胞質に取り込まれたこと
が共焦点顕微鏡下の観察で明らかとなっ
た（下図）。 

今後、この exosome を用いることで in 
vitro および in vivo において exosome
の動態を解析することが可能となった。 
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