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研究成果の概要（和文）：本研究では，腫瘍血管の薬剤耐性にがん細胞由来細胞外小胞（Extracellular 
vesicles：EVs）が関与する可能性を検討した．悪性度の異なるがん細胞からEVsを単離し，それに含まれる
miRNA発現量を比較検討したところ，悪性度の高いがん細胞由来EVsにはmiRNA-Xが多く含まれた．EVsを取り込ん
だ血管内皮細胞においてmiRNA-X発現が亢進し，さらにその標的遺伝子Yの発現が低下することにより，5-FUに対
して薬剤耐性を示した．今後，miRNA-Xと病理学的因子および予後について臨床検体を用いて検討し，新たなが
んの診断・治療法の開発を目指す．

研究成果の概要（英文）：In this study, we investigated whether extracellular vesicles (EVs) involved
 in drug resistance in tumor endothelial cells. EVs were isolated from low and high metastatic 
tumor. We identified miRNA-X which was contained higher level in high metastatic tumor EVs than in 
low metastatic tumor EVs. miR-X was transported by EVs into endothelial cells and downregulated 
target gene Y expression. It induced drug resistance to 5-FU in endothelial cells. In the future, we
 will investigate whether miRNA-X relates to pathological factors and prognosis using clinical 
samples in order to develop novel cancer diagnostics and therapy. 
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１．研究開始当初の背景 
近年，がん細胞のみならず，がん間質細胞
も正常組織の間質細胞とは異なる性質をも
つことが明らかになってきた．研究代表者が
所属する研究グループでは世界に先駆けて
腫瘍血管内皮細胞の分離と培養に成功し，そ
れらが染色体異常，高い血管新生能，幹細胞
性や薬剤耐性など，様々な異常性をもつこと
を報告してきた（Cancer Res 2004, Am J 
Pathol 2009, Biochem. Biophys. Res. Commun. 
2010, Am J Pathol 2012, PLoS ONE 2014 etc.）．
さらに腫瘍血管内皮細胞が異常性を獲得す
るメカニズムの一つとして，がん細胞由来の
液性因子が関与することを，がん細胞の培養
上清を用いた実験で明らかにした（Am J 
Pathol 2012）． 
一方，がん細胞は自らの増殖や浸潤に都合
の良い環境を作り出すために，細胞間コミュ
ニケーションのツールとして細胞外小胞
（Extracellular vesicles: EVs）を分泌し，
周囲間質を変化させている可能性が知られ
ている．EVs は Exosome や Microvesicles 
(MVs) などの 50 nm〜1000nm ほどのサイズの
微小胞の総称で，その内部にタンパク，mRNA，
microRNA (miRNA) を含む．研究代表者が所
属する研究グループにおいてもこれまでに，
EVs の一種である MVs に着目し，腫瘍細胞由
来のMVsが腫瘍血管新生を促進することを発
見した（PLoS ONE 2012）．また，miRNA は約
20bp の 1 本鎖 RNA 分子であり，標的 mRNA に
結合し，複数の遺伝子発現を制御し，細胞増
殖，細胞分化，アポトーシスといった広範な
細胞学的プロセスに重要な役割を果たして
いる．これまで，がん細胞由来の液性因子が
血管内皮の薬剤耐性獲得を誘導することを
見出しており，本研究ではがん細胞由来 EVs
に着目した． 
 
２．研究の目的 
これまで得られてきた腫瘍血管内皮の特
性に関する知見をふまえて，腫瘍血管内皮の
異常性のひとつである薬剤耐性に関して，が
ん細胞由来 EVs と miRNA に着目し，メカニズ
ムを明らかにすることを目的とした． 
  
３．研究の方法 
（１）悪性度の異なるがん細胞株の培養上清
から細胞外小胞を単離し，miRNA の発現を比
較する： 
 悪性度の異なるがん細胞株の培養上清か
ら超遠心法（110,000g）により細胞外小胞
（Extracellular vesicles: EVs）を単離す
る．単離した EVs は，EVs の膜タンパクであ
る CD63 および CD9 の発現を，抗 CD63，CD9
抗体を用いて評価し，また BCA assay により
タンパク量を定量する．EVsに含まれるmiRNA
の発現について，すでに先行して解析した
miRNA array により候補として上がっている
ものを，miRNA PCR により比較検討する． 

（２）同定された miRNA を正常血管内皮細胞
に導入して，薬剤耐性の変化を in vitro で
検討する： 
 悪性度の高いがんに多く含まれるmiRNAを
正常血管内皮細胞に遺伝子導入し，その影響
を検討する．腫瘍血管内皮細胞は薬剤耐性を
示すことから，それらの特性を in vitro で
評価する．具体的には， 5-FU に対する薬剤
耐性についてMTS assayやPI-AnnexinV assay
により評価する． 
 
（３）同定された miRNA の標的分子をデータ
ベースおよび 3'UTR assay により検討する： 
 miRNA は標的遺伝子の 3’UTR に配列相補的
に結合してその発現制御することが知られ
ている．まず標的遺伝子候補を miR DB，
TargetScan, Diana などの複数のデータベー
スから抽出する．さらに（２）で示された生
物学的特性と関連のある遺伝子をピックア
ップし，3’UTR assay により miRNA が標的
mRNA に結合することを示す． 
 
（４）悪性度の異なるがん細胞株をマウスに
移植し，形成された腫瘍塊から腫瘍血管内皮
細胞を分離・培養する： 
 悪性度の異なるがん細胞株をマウスに皮
下移植し，形成された腫瘍塊からそれぞれ腫
瘍血管内皮細胞を分離する．分離には，抗
CD31 抗体および抗 CD45 抗体を用いて，血管
内皮細胞分画である CD31(+)CD45(-)細胞を，
MACS を用いた磁気ビーズ細胞分離法および
フローサイトメトリーにより採取する． 
 
（５）同定されたmiRNAの標的分子の発現を，
分離・培養した腫瘍血管内皮細胞間で比較す
る： 
 がん細胞由来 EVs に含まれる miRNA が，腫
瘍血管内皮細胞の特異性に関与しているの
であれば，腫瘍血管内皮細胞においてその標
的遺伝子の発現が制御されているはずであ
る．悪性度の高いがん由来の血管内皮細胞は，
悪性度の低いがん由来血管内皮細胞よりも
高い異常性を示すため，それらの違いが細胞
外小胞 miRNA に起因するかどうか，PCR 法に
より標的遺伝子の発現を比較する． 
 
（６）単離した細胞外小胞を正常血管内皮に
処理し，その取り込みと miRNA および標的分
子の発現変動を検討する： 
 細胞外小胞が血管内皮に与える影響につ
いて，単離した細胞外小胞を血管内皮細胞に
処理して in vitro で評価する．あらかじめ
細胞外小胞を PKH26dye により赤色蛍光標識
し，血管内皮細胞に処理後，フローサイトメ
トリーによりその取り込みを評価する．細胞
外小胞を介してmiRNAが血管内皮に作用した
かどうか，細胞外小胞処理後の血管内皮から
miRNA を抽出し，これまでに絞り込んできた
miRNA の発現を比較する．さらに，RNA を抽
出して標的遺伝子の発現を RT-PCR 法により



解析する． 
 
（７）臨床検体を用いて miRNA の発現量を比
較する： 
 細胞外小胞は血液，唾液中にも分泌される
ことが知られている．健常人および北海道大
学病院のがん患者の血液を用いて細胞外小
胞を単離し，それに含まれる miRNA 量を検討
する． 
 
４．研究成果 
悪性度の高いがん由来 EVsには miRNA-X が
多く含まれ，それを正常血管内皮細胞に遺伝
子導入すると，5-FU に対する薬剤耐性が誘導
されることを見出した． 
次に miRNA-X の標的遺伝子を絞り込んだ．
TaregetScan，miRDB など複数のデータベース
から標的遺伝子候補を抽出し，3’UTR assay
により miRNA-Xが候補遺伝子に結合するかど
うか，さらにその標的遺伝子候補を siRNA で
ノックダウンした際に，5-FU に対する薬剤耐
性がキャンセルされるかどうか検討した．そ
の結果，標的遺伝子 Yが選出された． 
単離したがん由来 EVs を PKH26dye で標識
し，正常血管内皮細胞に処理すると，赤色蛍
光を発する細胞がフローサイトメトリーに
より検出され，EVs が血管内皮細胞に取り込
まれていることが確認された．EVs を血管内
皮細胞に処理すると，miRNA-X の発現が亢進
し，さらに標的遺伝子 Y の発現が低下した． 
がん患者の血清からEVsを超遠心法で回収
し，miRNA 量を検討すると，健常人よりも
miRNA-X の発現が高かった． 
以上より，がん細胞が分泌した EVs には
miRNA-X が多く含まれ，それを取り込んだ血
管内皮細胞は標的遺伝子Yの発現が低下する
ことにより，5-FU に対して薬剤耐性を示すこ
とが明らかになった． 
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