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研究成果の概要（和文）：高転移性マウス乳癌細胞ではVEGF-Cの発現が強く、低転移性乳癌細胞では低いことを報告し
た。２種類の細胞培養上清より得たmicrovesicles (MVs) にはVGF-C前駆体が含まれていた。MVsの伝播実験において、
VEGFR3 (VEGF-C受容体)を発現している内皮細胞は２種類のMVsを取り込んで管腔形成が促進、リン酸化Aktが発現亢進
するなど、内皮細胞の増殖に作用することが確認された。転移性の異なる2種類の乳癌細胞が分泌するMVsに含まれるVG
F-C前駆体は内皮細胞に同じように作用した。しかし、高転移性乳癌細胞はVEGFR3を発現しており、自己の増殖に作用
していた。

研究成果の概要（英文）：Using two mouse mammary carcinoma cell lines, Western blot analysis of VEGF-C 
demonstrated exosomal expression of premature VEGF-C (pre-VEGF-C) in both cell lines. To study target 
cells of that pre-VEGF-C, we used mouse endothelial cell line (UV2) which express VEGFR3. MVs in the cell 
lines enhanced cell proliferation and tube formation in MV-treated UV2 cells. To confirm VEGF-C/VEGFR3 
interaction, Western blot and immunofluorescent analysis were performed for the MV-treated UV2 cells. 
After treated by MVs, UV2 strongly expressed phospho-Akt. Furthermore, neutrizing of VEGFR3 inhibited 
proliferation of UV2, whereas UV2 were treated by MVs. These results indicated that there was no 
significant difference of pre-VEGF-C between these MVs shed from low- and high-metastatic tumors, while 
both MVs enhanced lymphangiogenesis of endothelial cells. Highly metastatic BJMC3879 cell was suggested 
as another target cell of pre-VEGF-C packed in MVs, because this cell expressed VEGFR3.
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１．研究開始当初の背景  
近年、種々の細胞からmicrovesicles (MVs)
が放出されることが知られている。MVsには
受容体タンパク、タンパク分解酵素、miRNA、
mRNA などが含まれ、ドナー細胞から MVs
が標的細胞へ伝播され標的細胞に様々な機
能変化をもたらす①。われわれは乳癌細胞の
リンパ行性転移について研究しており、高転
移性乳癌細胞株(BJMC3879)ではリンパ管内
皮細胞増殖因子（VEGF-C）の発現が強く、
低転移性乳癌細胞株(BJMC338)では低いこ
とがリンパ管の新生の差、転移性の差として
出ていることを報告した②。また、VEGF-C 
は産生後多段階のプロセッシングを受け中
間型を含む多段階の型で細胞外に分泌され
ることが知られている③。 
２．研究の目的 
高転移性乳癌細胞株(BJMC3879)と低転移
性乳癌細胞株(BJMC338)が分泌するMVsに
含まれている VEGF-C の差異が内皮細胞に
及ぼす影響および転移性の差に影響するか
を検討した。 
３．研究の方法 
使用した細胞はマウス乳癌細胞株として
高転移性乳癌細胞株(BJMC3879)、低転移性
乳癌細胞株(BJMC338)である。内皮細胞とし
ては乳癌細胞と同系のマウスより分離確立
された UV2（VEGFR3：VEGF-C 受容体を
発現している）を用いた。各々の細胞培養上
清より得た MVs は透過型および走査型電子
顕微鏡、ナノサイトにより形態、サイズを確
認した。MVs に含まれている VEGF-C は
Western blotで確認した。遠心法により採取
した各々のMVsを、培養した UV2に添加し
て伝播実験、tube formation assayを行った。
VEGF-C/VEGFR3 系が機能するかは伝播後
の Aktリン酸化で確認した。高転移性乳癌細
胞株の autocrine実験ではこの細胞が発現し
ている VEGFR3 を中和抗体でブロックして
から高転移性乳癌細胞から採取した MVs で
伝播実験を行った。 
４．研究成果 
各々の細胞培養上清より得た MVs はナノサ
イトによる計測で BJMC3879 が平均 157nm、
BJMC338 が 167nm と大差はなく、透過型およ
び走査型電顕による観察では約 25nm～50nm
の exosome が大半をしめていた(Fig.1 
arrowhead)。Western blot による解析で
exosome に VEGF-C 前駆体が含まれていた
(Fig.2 lane:Bot, arrows)。MVs の伝播実験
において、VEGFR3 を発現している内皮細胞は
両細胞株の MVs を取り込んで管腔形成が促
進したが差は認められなかった(Fig.3)、ま
たリン酸化Aktが発現亢進する(Fig.4)など、
VEGF-C/VEGFR3 系が機能することが確認され
た。すなわち、転移性の異なる 2種類の乳癌
細胞が分泌する MVs に含まれる VEGF-C 前駆
体は内皮細胞に同じように作用し、両細胞の
MVs で差は認められなかった。そこで、高転
移性乳癌細胞ではいわばautocrine的に自身

に作用しているのではないかとを検討した。
高転移性乳癌細胞は自身のMVsをよく取り込
み、増殖した。結論：高転移性のマウス乳癌
細胞 (BJMC3879) は VEGF-C 受容体の VEGFR3
を発現しており、自ら分泌した MVs の一部を
取り込んで、自己増殖に利用していると考え
られた。この autocrine 的作用が両乳癌細胞
に転移性の差異をもたらしていると考えら
れた。 
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Fig.1 microvesicles の走査電顕写真 



Fig.2 Western blot. 矢印が exosome の
precursor VEGF-C を示す。 
 

Fig.3 
 tube formation assay.vesicle 添加により
形成された tube の面積に差異は認められな
い。 
 
 

 
Fig.4 
 MVs を伝播された UV2. リン酸化 Aktが発現
している。赤：リン酸化 Akt、青：核 
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