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研究成果の概要（和文）：大腸がんがExtracellular vesicles (EVs)を分泌する意義を腫瘍免疫の観点から解明
すべく、T細胞をEVsのRecipientとして、大腸がんによるEVsを介した免疫寛容誘導メカニズムを解析した。結
果、大腸がん由来のEVsにはTGF-βが豊富に含まれており、T細胞のSmadシグナリングを活性化し制御性T細胞様
細胞（Treg-like cell）への分化を誘導することがわかった。このTreg-like cellは腫瘍増殖促進作用を持つこ
ともわかった。大腸がんはEVsを用いてT細胞内シグナルを操作し、腫瘍の進展に有益な細胞へと変化させること
がわかった。

研究成果の概要（英文）：Emerging studies on tumor cell-derived extracellular vesicles (EVs) have 
shown the biological significance in tumor development and microenvironment through reprogramming 
immune cells around cancer cells. In this study, we used colorectal cancer cells as EV-donor, and T 
cells as EV-recipient to examine whether EVs impair the T cell function. 
   As a result, we found that colorectal cancer cell-derived EVs (CRC-EVs) were enriched with TGF-β
1. Interestingly, CRC-EVs induced phenotypic alteration of the T cells to Treg-like cells through 
activating TGF-β/Smad signaling and inactivating SAPK signaling. Furthermore, the 
CRC-EVs-induced-Treg-like cells had a remarkable tumor-growth promoting activity in vitro and in 
vivo. These results suggest that colorectal cancer cells utilize EVs to tame immune cells for their 
prosperity.

研究分野： microRNAとがん
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１．研究開始当初の背景 
 近年、がん細胞がタンパク質や mRNA、
microRNA(miRNA)を生体膜由来の小胞である
膜小胞（exosome もしくは microvesicle と呼
ばれる）に包んで積極的に分泌し、細胞間コ
ミュニケーションツールとして用いている
ことが明らかとなり、注目を浴びている。膜
小胞はあらゆる体液中に存在し、内包されて
いる分子は非常に安定であるため、新規のバ
イオマーカーとして臨床応用への可能性も
期待されている。 
 このような背景のもと、申請者らはこれま
でにがん細胞由来の膜小胞に内包されてい
る分子の同定や膜小胞の細胞間授受の証明、
膜小胞の機能解析を行い、がんの膜小胞を用
いた生存戦略解明に取り組んできた。しかし、
膜小胞内に内包される分子の量や種類の選
択機構や、膜小胞の分泌に関わる機構に関し
ては依然不明な点が多く、臨床応用への展開
には多くの課題が残されている。 
 
２．研究の目的 
 申請者らはこれまでの研究から膜小胞の
単離方法を独自で確立しており、研究成果を
発表してきている。がん細胞が膜小胞を用い
て、自身にとって有益な微小環境形成を誘導
していることが示されたことから、免疫担当
細胞からの攻撃を回避するツールとしても
用いているのではないかと考えた。 
 本研究は、分泌膜小胞を介した腫瘍免疫回
避機構を明らかにすることで、がんが膜小胞
を分泌する生物学的意義を解明することを
目的としている。 
 
３．研究の方法 
(1) 大腸癌分泌膜小胞に内包される免疫抑
制性分子の同定および機能解析 
 予備的研究により、大腸癌分泌膜小胞はヒ
ト T細胞株 Jurkat の cell cycle を停止させ
細胞増殖を抑制する機能を有していること
がわかっている。その原因分子の一つとして
膜小胞に相当量存在することをすでに確認
しているTGFbに着目し、因果関係を調べる。 
① 膜小胞による免疫抑制メカニズムの解
明：TGFb シグナルを中心に T 細胞・単
球細胞で膜小胞により誘導される表現
型および細胞内シグナルを調べる(遊走
浸潤能解析、western blot, FACS)。 
② TGFb の膜小胞における局在を決定(膜
表面に表出しているのか内包されてい
るのか)：ELISA 
③ リコンビナント TGFb による再現性の確
認：T細胞・単球細胞の表現型および細
胞内シグナルを、膜小胞を作用させたと
きと比較（遊走浸潤能解析、western 
blot, FACS）。 
④ 膜小胞に内包される免疫抑制性 miRNA
を同定：T細胞の増殖抑制、細胞死、マ
クロファージの遊走能抑制に関連する
miRNA を同定し、pre-miRNA をトランス

フェクションすることにより再現性を
確認する。 
 

(2) Donor、Recipient 間の膜小胞を介した情
報伝達の証明 
① Recipient による膜小胞の取り込みを
証明：膜小胞の脂質膜に蛍光標識を施し、
蛍光顕微鏡および共焦点レーザー顕微
鏡にて Recipient 細胞による取り込み
を確認する。 
② Recipientによる膜小胞内RNA分子の取
り込みを証明：5-Ethynyl Uridine (EU)
により Donor 由来 RNA に標識を施し、そ
の標識 RNA が分泌膜小胞内、Recipient
細胞内に存在することを追跡し膜小胞
を介した伝播を証明する。 
 

(3) 膜小胞分泌メカニズムの解明 
がん細胞は積極的に膜小胞を分泌している
ことが報告されているため、膜小胞分泌機構
に関連する分子・シグナルも正常と比較し活
性化していると仮定し以下を検証する。 
① 膜小胞分泌関連分子の同定：細胞内膜輸
送関連分子、エキソサイトーシス関連分
子に焦点を当て、膜小胞分泌に関与する
分子を検索、同定する。 
② 同定した分子に対する siRNA を用いて、
大腸癌細胞の膜小胞分泌量の変化を
NanoSight により定量する。 
③ 同定した分子を標的とする miRNA を
TargetScan データベースにて検索し、
pre-miRNA のトランスフェクションによ
る膜小胞分泌抑制効果をsiRNAと比較定
量する。 
 

(4) 膜小胞分泌メカニズムを抑制することに
よる抗腫瘍効果の検証 
① 上記で同定した分子に対するsiRNAおよ
びmiRNAが大腸癌細胞にどのような影響
を与えるのか、膜小胞分泌機構以外の細
胞内シグナルの変化を in vitro であき
らかにする。 
② 担癌マウスにおける膜小胞分泌機構を
標的とした miRNA 補充療法または siRNA
の抗腫瘍効果を検証する。大腸癌細胞を
異色した担癌マウスを作成し、膜小胞分
泌機構関連分子を標的としたmiRNAの腫
瘍内局所投与、および尾静脈からの全身
投与を行う。マウスの体重、腫瘍サイズ
を計測、マウス血中に放出される膜小胞
の数を定量する。 
 

４．研究成果 
(1) 膜小胞に内包される免役抑制関連分子
の発現および機能解析 
大腸癌細胞が分泌する膜小胞には TGF-βが
豊富に含まれており、膜小胞の Recipient で
ある T 細胞内の Smad シグナルを活性化、
JNK/p38 シグナルを抑制することによって、T
細胞の Cell-cycle arrest を引き起こし、増



殖を抑制した。 
 
(2) 膜小胞の Recipient である T細胞の表現
型解析 
Smad シグナルの下流遺伝子の発現解析によ
って、免疫寛容の担い手である制御性 T細胞
(Reguratory T cell: Treg)関連遺伝子の発
現が軒並み亢進していることがわかった。そ
こで、この膜小胞によって誘導された表現型
を持つT細胞をTreg様細胞(Treg-like cell)
と名付けた。 
 
(3)膜小胞に含まれる TGF-βの機能解析 
上記の結果をもたらしたものが、膜小胞に含
まれる TGF-βによるものであることを証明
するため、TGF-βの siRNA および中和抗体を
用いて、膜小胞に含まれる TGF-β量の変化お
よび、Treg 関連遺伝子の発現を解析した。結
果、siRNA をトランスフェクションした大腸
癌細胞が分泌する膜小胞に内包される TGF-
βが減少し、T細胞内の Treg 関連遺伝子発現
誘導効果が著しく低下した。また、大腸癌細
胞が分泌した膜小胞浮遊液にあらかじめ
TGF-β中和抗体を混合し、T 細胞に投与する
と、同じく、Treg 関連遺伝子発現誘導効果が
著しく低下した。よって、膜小胞が Treg-like 
cell を誘導した主たる原因は膜小胞に内包
される TGF-βであることが示された。 
 
(4)Treg-like cell の機能解析 
T 細胞から膜小胞によって誘導された
Treg-like cellがどのような機能を持ってい
るのか、大腸癌細胞、大腸癌細胞由来のスフ
ェロイド、大腸癌の担癌マウスを用いて検証
した。結果、Treg-like cell と共培養した大
腸癌細胞、大腸癌細胞由来のスフェロイドは
共に、増殖が有意に亢進した。また担癌マウ
スの大腸癌腫瘤の周辺に Treg-like cell を
注射し、経時的に腫瘍径を計測したところ、
コントロールと比較して有意に腫瘍径の増
大を認めた。よって、膜小胞によって誘導さ
れた Treg-like cell は大腸癌の増殖を促進
する機能を持っていることがわかった。すな
わち、大腸癌細胞は膜小胞を分泌することに
よって、自身を攻撃する免疫担当細胞を手な
ずけ、自身にとって無害なもしくは有益な細
胞へと変化させることができるということ
がわかった。 
 
(5)膜小胞分泌メカニズムの解析 
まずは他の研究グループによる既発表論文
を参考に、分泌機構を抑制するとされる試薬
を複数購入し、大腸癌細胞における膜小胞分
泌抑制効果を検討した。各試薬を大腸癌細胞
に投与し、NanoSignt を用いて膜小胞数の計
測および膜小胞に含まれるmiRNAの標的遺伝
子の発現抑制効果の検討を行ったが、明らか
な膜小胞分泌抑制および標的遺伝子の抑制
効果の減弱は認められなかった。細胞種によ
って分泌に関わる機構に多様性があるのか

もしれない。もしくは、膜小胞の抽出や定量
方法に Gold Standard がないことが、研究グ
ループによって結果が異なる大きな要因な
のかもしれない。 
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