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研究成果の概要（和文）：癌細胞が分泌するエクソソームは癌細胞自身に取り込まれ、エクソソーム内包物質を
介して下流のシグナルを活性化し、癌の発育・進展を促進することが知られている。しかしながら、エクソソー
ムの細胞内への取り込み機構は未だ十分に解明されていない。本研究では、口腔扁平上皮癌(OSC)細胞におい
て、EGFにより誘導されるアクチン依存性マクロピノサイトーシスがOSC細胞内へのエクソソームの取り込みを促
進するとともに、EGFR標的薬（エルロチニブ、セツキシマブ)がこの作用を阻害することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Exosomes are secreted from various cell types into their surrounding 
extracellular space, that transfer various components to recipient cells and affect their function 
and activity. Numerous studies have highlighted the crucial role that tumor cell-derived exosomes 
play in tumor growth and progression. However, the precise mechanisms remain unknown. In the present
 study, we demonstrated that oral squamous cell carcinoma (OSCC) cells express abundantly the 
epidermal growth factor receptor (EGFR) and its phosphorylated form. The treatment of OSCC cells 
with recombinant EGF induced active macropinocytosis and significantly promoted the cellular uptake 
of OSCC cell-derived exosomes into OSCC cells themselves. Conversely, the uptake of exosomes by OSCC
 cells was abrogated in the presence of EGFR inhibitors, including erlotinib and cetuximab.

研究分野：外科系歯学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
セツキシマブはEGFRのリガンド結合部位にEGFと競合的に結合し、EGFRのシグナル伝達阻害を介して、癌細胞の
増殖、遊走、生存、浸潤などの細胞機能を阻害することから、大腸癌、頭頸部癌に臨床応用されている。本研究
では、セツキシマブの抗腫瘍効果の新たな作用機序として、癌細胞分泌エクソソームの癌細胞内への取り込み阻
害作用を明らかにした。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
エクソソームは細胞から分泌される径 30～100 nm の脂質二重膜で囲まれた膜小胞で、内部

には miRNA、mRNA等の核酸や種々の蛋白質等が含まれ、表面には CD9や CD63といった膜

貫通型蛋白質など様々な分子が発現されている。エクソソームは、Fusion、Receptor-mediated 

uptake、Internalization といった機序によりレシピエント細胞に取り込まれ、細胞機能に影響を

及ぼすことが明らかとなっているが、腫瘍の発育・進展においても腫瘍細胞の増殖・遊走・浸

潤能の亢進や腫瘍細胞の免疫系からのエスケープなどにおいて重要な役割を有していることが

知られてきている１)。これまで我々は、株化口腔扁平上皮癌（OSC）細胞もエクソソームを分

泌しており、分泌されたエクソソームは OSC 細胞自身に取り込まれ、Akt、ERK および JNK

シグナルの活性化を介して OSC細胞の増殖・遊走・浸潤を促進し、in vivoにおいて濃度依存的

に腫瘍の発育を促進することを報告するとともに、エクソソームの OSC細胞への取り込みには、

細胞表面に発現するヘパラン硫酸プロテオグリカンが関与しており、それに親和性を持つヘパ

リン処理は、エクソソームの OSC細胞への取り込みとそれに続くエクソソームによる腫瘍促進

効果を抑制し、ヘパリンによるエクソソームの取り込み阻害が抗腫瘍効果をもたらすことを明

らかにした 2,3)。しかしながら、エクソソームの細胞への取り込み機構は未だ十分に解明されて

いない。 
 
２．研究の目的 
今回我々は、エクソソームの取り込みを標的とする新規の口腔癌治療薬を探索するため、OSC

細胞のエクソソームの取り込み機構として新たにアクチン依存性マクロピノサイトーシスに着

目した。マクロピノサイトーシスは、癌細胞が細胞外から栄養素を取り込むための機構で、

EGFRの活性化や K-Ras変異体の発現により誘導され、アクチン骨格の再構成により特殊な膜

構造を形成し多量の細胞外物質を取り込む機構である 4)。このことは、OSC細胞に高発現する

EGFR の活性化がマクロピノサイトーシスを誘導し、エクソソームの取り込みを促進している

可能性を示唆している。本研究では既に臨床応用されている抗ヒト EGFRモノクローナル抗体

であるセツキシマブおよび EGFR チロシンキナーゼ阻害薬であるエルロチニブの 2 種類の

EGFR阻害剤を用い、OSC細胞においてこれらの阻害剤がマクロピノサイトーシスを介する細

胞内へのエクソソームの取り込みとそれに続くエクソソームによる腫瘍促進効果を抑制するか

どうかを検討することにした。 
 
３．研究の方法 
当教室で樹立した口腔扁平上皮癌細胞株：OSC細胞（OSC-4）を 48時間培養し、上清中の細

胞片を遠心により除去した後、エクソソームの抽出キットである Total exosome isolation kitを用

いてエクソソームを分離した。エクソソームの細胞内への取り込みは、マクロピノサイトーシ

ス阻害剤の EIPAおよび 2種類の EGFR阻害剤存在、非存在下に OSC-4細胞の培養液に蛍光色

素で標識したエクソソームを加え、共焦点顕微鏡およびフローサイトメトリーを用いて評価し

た。さらに、エクソソームの取り込み阻害が OSC-4細胞の増殖・遊走・浸潤能に及ぼす影響を

それぞれ、WST-1 assay、wound healing assay、invasion assayを用いて検討した。 
 
４．研究成果 

PKH 26で標識したエクソソームは、24時間処理後 OSC-4細胞内へと取り込まれており、そ

の局在はマクロピノサイトーシスのマーカーである FITC標識デキストランと共局在していた。

一方、マクロピノサイトーシス阻害剤である EIPA で処理すると、OSC-4 細胞内への取り込み

は、エクソソーム、デキストラン共に抑制された。また、エルロチニブおよびセツキシマブも



EIPA と同様に、エクソソーム、デキストランの OSC-4 細胞内への取り込みを抑制した。さら

に、フローサイトメトリーにてエクソソーム取り込みの経時的変化について検討したところ、

EGF 処理により OSC-4 細胞内へのエクソソームおよびデキストランの取り込みは経時的に促

進されることが確認された。一方、EIPA、EGFR阻害剤は処理後 6時間から取り込みを抑制し、

24時間でより顕著に抑制した。OSC-4由来エクソソームによる腫瘍促進効果については、エク

ソソームは濃度依存的に OSC-4 細胞の増殖・遊走・浸潤を促進したが、EIPA および EGFR 阻

害剤はエクソソーム非存在下においても OSC-4細胞の増殖・遊走・浸潤を抑制し、エクソソー

ム処理により誘導される各促進作用も抑制した。さらに、シグナル経路への影響について検討

したところ、エクソソーム処理により誘導される ERKおよび Aktのリン酸化は、EGFR阻害剤

処理により抑制された。 

以上の結果から、OSC 細胞は EGF 誘導性マクロピノサイトーシスを介してエクソソームを

取り込むが、EGFR 標的薬はこの作用を阻害することが明らかとなった。このようにエクソソ

ームの取り込みを阻害することが癌の発育・進展を阻止し、新規口腔癌治療に繋がる可能性が

示唆された。 
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