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研究成果の概要（和文）：本研究では、癌関連線維芽細胞 (CaF)由来のExosomeがスキルス胃癌細胞内部のエネ
ルギー代謝に与える影響について検討した。しかし、当初の予想と反し、CaF由来のExosomeによる胃癌細胞のエ
ネルギー代謝への影響は見られなかった。一方、高転移性のスキルス胃癌細胞株と線維芽細胞を共培養した際、
両細胞内で嫌気的グルコース代謝の関連遺伝子の発現が大きく変化していた。さらに、転移性スキルス胃癌細胞
由来のExosomeが線維芽細胞内部の炎症性サイトカインの発現を制御することも明らかにした。以上から、癌細
胞由来のExosomeが癌微小環境の変化および代謝変化に重要な役割を果たす可能性が考えられた。

研究成果の概要（英文）：In the present study, we use co-culture system of fibroblasts with 
high-metastatic scirrhous gastric cancer (SGC) cells or low-metastatic SGC cells as a model to 
understand how to create favorable microenvironments for cancer metastasis. By comparing 
transcriptome profiles of fibroblasts co-cultured with high- or low-metastatic SGC cells, it 
revealed that glucose metabolism in fibroblasts was reprogrammed by co-culture with high-metastatic 
SGC cells. We also found that high-metastatic DGC-derived extracellular vesicles (EVs) dominantly 
induced inflammatory cytokines through TGF-β independent manner. Under co-culture condition also 
strongly induced the expressions of glycolysis-related genes and decreased the expression of 
oxidative phosphorylation-related genes in high-metastatic SGC cells. Thus, our finding suggests the
 cellular crosstalk between cancer cells and fibroblasts via EVs in SGC microenvironment.

研究分野： 分子生物学
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１．研究開始当初の背景 
	 microRNA (miRNA)は、遺伝子発現制御を
介して様々な生命現象に関与しており、胃癌
をはじめ様々な癌における異常とその生物
学的重要性が指摘されている。申請者はこれ
まで、胃癌発生、進展に関わる新たな分子基
盤の解明を目的として、胃癌組織を用いた
miRNA マイクロアレイにより、胃癌に関連
する複数の miRNA を同定した (1,2)。さら
に、詳細な機能解析の結果、癌細胞だけでな
く、その周囲を取り巻く癌間質の線維芽細胞
におけるmiRNAの発現変化が胃癌の進展や
予後、形態形成に強く関連していることを明
らかとした (1, 3)。このような研究を通じ、
胃癌細胞周囲間質の線維芽細胞における
miRNA の機能を詳細に解析することが、胃
癌微小環境中の癌細胞と間質細胞の相互作
用メカニズムの解明や、これを標的とした胃
癌の新規診断・治療法の確立につながるもの
と考えられた。 
	 一方、癌細胞内のエネルギー代謝はミトコ
ンドリア内で生じる酸化的リン酸化ではな
く、主に解糖系が有意となることが知られて
いる。このような癌細胞内におけるメタボロ
ームの変化は、増殖に必要な核酸、アミノ酸、
脂質等の生合成や ROS の産生を制御し、腫
瘍組織内部での低酸素・低栄養環境に適応す
ることで、癌の進展に寄与することが知られ
ている (4)。また、代謝産物そのものが癌細
胞の増殖、浸潤に関わること、HIF1、NF-
κB等の様々な癌関連遺伝子の発現によりメ
タボローム変化が誘導されることからも、癌
特異的な代謝機構の重要性が注目されてい
る。しかしながら、このようなの癌細胞内の
メタボロームの変化や、癌細胞の生物学的特
性に与える影響等、癌特異的なメタボローム
に関わる分子基盤の全貌は明らかになって
いない。 
	 Exosome は、エンドソームに由来する
40-100nm 程度の微小な膜小胞であるが、癌
細胞や周囲間質細胞を含む様々な細胞から
分泌されることが報告されている。さらに、
これら Exosome に内包されている miRNA
等の分子が受け手となる細胞で機能するこ
とで、細胞間相互作用に関与することも報告
されている (5)。 
	 当研究室 (国立がん研究センター研究所分
子細胞治療研究分野)においても、間質細胞に
由来する Exosome に内包される miRNA が
癌の進展や生物学的特性に寄与することを
明らかにしてきた (6-8)。このことから、癌
周囲の線維芽細胞等の間質の細胞に由来す
る Exosome に内包された miRNA が癌細胞
内に取り込まれ、癌細胞内のエネルギー代謝
を制御している可能性が考えられる。しかし、
癌間質が癌細胞内のエネルギー代謝に与え
る影響に焦点を当てた解析は少なく、
Exosome と癌細胞のエネルギー代謝の関連
については国内外を通して、これまで報告は
ない。 

 
２．研究の目的 
	 本検討では、癌間質細胞由来の Exosome
が癌細胞のエネルギー代謝に与える影響に
ついて網羅的、体系的に解析することで、胃
癌の癌間質相互作用の新たなメカニズムの
解明と、これを標的とした新規診断・治療法
の開発を目的とする。 
 
３．研究の方法 
①	線維芽細胞由来の Exosome の回収：	
	 癌関連線維芽細胞	(CaF)および非癌部線
維芽細胞	(NF)からそれぞれ超遠心法にて
Exosome を回収後、Nano	Particle	Tracking	
(NTA)解析による Exosome 粒子数のカウント
や、Protein	assay によるタンパク質量を検
討した。既存の Exosome マーカーとして知ら
れている CD9,	63 の発現をウエスタンブロッ
トにより検討した。さらに、電子顕微鏡によ
る Exosome の形態像の確認を行った。	
	
②	各線維芽細胞由来の Exosome が癌細胞の
乳酸産生量、グルコース代謝に与える影響：	
	 ①で回収した線維芽細胞由来の Exosome を
スキルス胃癌細胞株である HSC-44PE に処理
し、Exosome を処理しないコントロール群と
比較して、乳酸産生量、グルコース消費量を
検討した。また、PKH-67 染色を行った線維芽
細胞由来の Exosome を処理し、HSC-44PE に取
り込まれるかどうか検討した。	
	
③スキルス胃癌細胞株と線維芽細胞の相互
作用における代謝関連遺伝子の変化：	
	 癌細胞と線維芽細胞の共培養時における
細胞内部の代謝変化の全体像を捉えるため、
スキルス胃癌細胞株である HSC-44PE および
HSC-44PE をベースとして単離された高転移
株 44As3 と、NF の共培養系を構築し、マイク
ロアレイにて単独培養と共培養時の遺伝子
発現変化を網羅的に解析した。	
	
４．研究成果	
	 ①	線維芽細胞由来の Exosome の回収：超
遠心法により、CaF、NF それぞれの培養上清
から Exosome	fraction を単離し、Nano	Sight
による Exosome 粒子数のカウントや Protein	
assay によるタンパク質量を検討した結果、
実際にこれら線維芽細胞が Exosome を培養上
清中に分泌していることがわかった。しかし
ながら、双方の分泌する Exosome の粒子数に
大きな差は認められなかった	(図 1)。続いて、
ウエスタンブロットにより、各線維芽細胞由
来の Exosome	fraction から Exosome マーカ
ーである CD9 および CD63 の発現が確認され
た	(図 2)。さらに、電子顕微鏡	による観察
により、サンプル試料内における Exosome の
存在を確認した	(図 3)。	
	
	
	



	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
図 1.線維芽細胞由来の Exosome の粒子サイズ、分泌量

およびタンパク質量 
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

図 2.Exosome マーカーの発現 
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

図 3.線維芽細胞由来の Exosome の形態像 
	
	
②	各線維芽細胞由来の Exosome が癌細胞の
乳酸産生量、グルコース代謝に与える影響：	
	 まず、①で回収した線維芽細胞由来の
Exosome が胃癌細胞株に取り込まれるかどう
か検討するため、PKH-67 色素によりラベルし
た各線維芽細胞由来の Exosome をスキルス胃
癌細胞株である HSC-44PE に処理し、顕微鏡
による観察を行った。その結果、HSC-44PE 細
胞上に PKH-67 の蛍光が認められ、胃癌細胞
株への Exosome の取り込みが行われているこ
とが示唆された(図 4)。そこで、各線維芽細
胞由来の Exosome が胃癌細胞株のエネルギー
代謝に与える影響について、Lactate	assay
および Glucose	assay により、乳酸産生量、
グルコース消費量を検討した。しかしながら、
各線維芽細胞由来の Exosome 処理による胃癌
細胞の乳酸産生量、グルコース消費量の変化
が認められなかった	(Data	not	shown)。

Exosome の処理時間、処理濃度などの原因も
考えられるが、今回の実験系では線維芽細胞
由来の Exosome による胃癌細胞のエネルギー
代謝への影響は無いものと推測された。	
	
	
	
	
	
	
	
図 4. PKH-67 ラベルした Exosome の HSC-44PE 細胞株へ

の取り込み 

	
③スキルス胃癌細胞株と線維芽細胞の相互
作用における代謝関連遺伝子の変化：	
	 上述した②の検討結果から、当初予定して
いた予想とは異なる結果が得られた。そのた
め、方針を転換し、胃癌細胞と線維芽細胞の
相互作用によって双方の細胞内部の代謝変
化が生じるかどうか全体像を明らかとする
ため、胃癌細胞株と線維芽細胞の共培養系を
確立し、マイクロアレイよる網羅的遺伝子発
現解析を行った	(図 5)。その結果、より転移
能の高いスキルス胃癌細胞株である 44As3 は、
親株の HSC-44PE と比較して線維芽細胞内部
の遺伝子発現プロファイルを大きく変える
ことがわかった	(図 6)。さらに、転移株であ
る 44As3 と線維芽細胞を共培養した場合での
み、両細胞内部のグルコースの嫌気的代謝経
路に関連する遺伝子群の発現が亢進し、一方
で電子伝達系関連遺伝子の発現が低下して
ていた	(図 7,8)。つまり、両者の共培養によ
り、高転移性のスキルス胃癌細胞株内で、ワ
ールブルグ効果が亢進し、さらに本来癌細胞
の内部でしか生じていないはずのワールブ
ルグ効果が、共培養後の線維芽細胞側に伝搬
していることを意味している。	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

図 5. マイクロアレイを用いた網羅的遺伝子発現解析 
	
	
	



	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

図 6. 共培養時に発現変化した遺伝子数の比較 

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
図 7. GSEA による解析：共培養時における高転移株 44As3

細胞内の遺伝子変化 

 

	
	
	
	 	 	 	 	 					 図 8. GSEA による解析：	
                          共培養時における 

         線維芽細胞内部の 

         遺伝子変化	
	
	
	
	 さらに、44As3 細胞株と共培養した場合に
おいて、線維芽細胞内部の炎症性サイトカイ
ン(CXCL	family	gene)の発現を強く誘導して
いることが明らかとなった。スキルス胃癌組
織では、増殖因子の TGF-βの活性型の発現量
が極めて豊富に存在しており、申請者も過去
に TGF-βがスキルス胃癌の病態に強く関連
することを報告している(1)。そこで、共培
養時に線維芽細胞内部で見られた一連の遺
伝子発現変化が TGF-βによって変化してい
るかどうか検討した。その結果、少なくとも
CXCL	family	gene をはじめとした炎症性サイ
トカインの発現については、TGF-βではなく、
高転移株 44As3 由来の Exosome により制御さ
れていることが明らかとなった(図 9)。	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
図 9.高転移性のスキルス胃癌細胞株由来の Exosome に

よる炎症性サイトカイン遺伝子の発現誘導 
	
このことから、共培養時における線維芽細胞
内部の一部の遺伝子発現変化が、TGF-βなど
の既存の増殖因子などの影響とは独立して、
胃癌細胞由来の Exosome によっても制御され
ることが示された。	
	
今後の方針	
	 申請者の当初の仮説を証明する結果は得
られなかった。しかし、これまでに報告され
ていなかった、転移性の高いスキルス胃癌細
胞株と線維芽細胞を共培養した際、両細胞内
部で嫌気的グルコース代謝が亢進している
ことを示唆する、興味深い結果が得られた。	
線維芽細胞内部の一部の遺伝子発現変化が、
TGF-βなどの既存の増殖因子などの影響と
は独立して、胃癌細胞由来の Exosome により
制御されていることから、癌細胞由来の
Exosome が癌微小環境中の遺伝子発現変化、
さらには代謝変化に重要な役割を果たす可
能性も考えられる。今後、胃癌細胞内部の
Exosome 分子に着目し、詳細な解析を行う予
定である。	
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