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研究成果の概要（和文）：現在腎癌におけるエクソソームの役割や有用性は不明である。本研究ではエクソソー
ムに着目し、最初に腎癌細胞株由来エクソソームのプロテオーム解析とWestern　blot法によるタンパク解析を
おこなった。ついで腎癌患者の血清エクソソームのタンパク発現解析を行い、グルコーストランスポーターや
mTORが発現していることを見出した。さらに腎癌患者血清エクソソーム由来のmiRNA　array解析を行い、22の
miRNAが腎癌患者において上昇していることを見出した。さらに腎癌細胞株由来エクソソーム上で発現している
CA9の機能解析を行い、CA9を発現したエクソソームが血管新生を促進することが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Exosomes from cancer cells are capable of a diagnostic and therapeutic 
target for cancer. In the present study, exosomes from renal cell carcinoma (RCC) cell lines were 
analyzed by proteomic analysis and Western blot. Next, exosomes from serum of RCC patients were 
analyzed. Glucose transporters were expressed in the exosomes and mechanistic target of rapamycin 
(mTOR) was increased in RCC patients. Expressions of miRNA in exosomes were also analyzed. Exosomes 
were collected by immunocapture method and expressions of miRNA were evaluated by miRNA array. 22 
miRNAs were increased in RCC patients compared to healthy volunteers. In addition, the role of 
carbonic anhydrase 9 (CA9) in exosomes was demonstrated. The CA9 level in exosomes was increased 
under hypoxic conditions. CA9-overexpressed exosomes promoted enhancing migration and tube formation
 of vascular endothelial cells suggesting enhancing angiogenesis in tumor microenvironment.

研究分野： 泌尿器科

キーワード： 腎癌　エクソソーム
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
腎癌の増殖や転移において、癌細胞を取り巻
く微小環境は重要であり、多くの研究で細胞
間の相互作用が明らかになってきた。細胞間
の相互作用は、細胞から分泌されるタンパク
や一部のRNAによって複雑に構成されている
ことが報告されている。癌領域では、臓器特
異的なタンパクの増加（前立腺癌における
PSA など）や癌細胞に特徴的なタンパクの増
加（CEA や AFP など）を腫瘍マーカーとして
利用している。これらのタンパクは血中で測
定可能なことからよく研究され、癌の進行度
や治療効果の判定に使用できるといった報
告も多い。腎癌ではこのようなマーカーは実
用化されておらず、我々は多方面からのアプ
ローチをとるべく分泌型エクソソームに注
目した。エクソソームは、直径 30-100nm の
膜小胞であり、エンドサイトーシスにより細
胞内に取り込まれた膜小胞が陥入されるこ
とにより形成され、最終的にエクソサイトー
シスによって分泌される。分泌されたものは
分泌型エクソソーム（以下エクソソーム）と
呼ばれ、元の細胞の特徴を有し特徴的な細胞
膜タンパクを発現し、内部には細胞由来のタ
ンパク質、核酸が含まれている。これらの結
果に加えて細胞間情報伝達の新たな方法と
してエクソソームを介した系が証明されつ
つあり、実際に癌細胞と免疫細胞、線維芽細
胞、血管系細胞などとの関わりが報告されて
いる。我々は前立腺癌のエクソソーム研究に
おいて、前立腺癌治療の重要なターゲットで
あるアンドロゲンレセプターが前立腺癌由
来エクソソームに含まれている事や、進行性
前立腺癌患者血清中には前立腺癌特異的エ
クソソームが増加していることを報告して
いる。そのためこれらの方法を応用して腎癌
に関しての先行研究を行ったところ、腎癌由
来エクソソーム内に有望なターゲットの候
補が含まれていることを見出した。我々はこ
れらの方法をさらに発展させて、腎癌患者の
末梢血よりエクソソームを解析し腫瘍マー
カーを探索したり、腎癌由来エクソソームの
機能解析を行うことを目的として本研究を
おこなった。 
 
２．研究の目的 
腎癌のマーカーを見出し、さらに癌化や細胞
増殖、転移に関するメカニズムを解析するた
めに、エクソソームを利用してそれらの研究
を行うことを目的とした。 
 
３．研究の方法 
腎癌関連エクソソームの有用性や機能の解
析をするために以下の順序で研究をおこな
った。 
①腎癌培養細胞株由来のエクソソーム解析 
ⅰ）腎癌細胞株（Caki-1、KMRC-1、OS-RC-2）
と近位尿細管細胞（RPTEC）をエクソソーム
フリー培地で 5日間培養し、超遠心法でエク
ソソームを精製した。精製したエクソソーム

のタンパクを網羅的に解析し、腎癌由来エク
ソソームとその発生母地である近位尿細管
細胞由来エクソソームと比較した。 
ⅱ）ⅰ）で得られた結果をもとに一部のタン
パクについてWestern blot法にて発現を確
認した。さらに網羅的解析では発現を認めな
いが既知の腎癌の治療や診断において重要
な因子（mechanistic target of rapamycin：
mTOR、carbonic anhydrase 9：CA9 等）の発
現についても同様にWestern blot法にて発
現を確認した。 
 
②腎癌患者血清中のエクソソーム解析 
ⅰ）血清からのエクソソーム精製法の確立 
血清中エクソソームのタンパク、核酸の研究
のため複数の方法（超遠心法：血清を適宜希
釈し超遠心法にてエクソソームを回収、サイ
ズ排除クロマトグラフィー法：サイズ排除ク
ロマトグラフィーカラムに通しエクソソー
ム分画を回収、密度勾配遠心法：Iodixanol
とショ糖をもちいて密度勾配溶液を作成し、
エクソソーム分画を回収、免疫沈降法：エク
ソソーム表面の分子をターゲットとした抗
体ビーズを作成し、エクソソームを回収）を
用いてエクソソームの精製をおこなった。そ
の中でタンパク解析やmiRNA解析に応じて精
製法を選択し研究を進めた。エクソソーム回
収の確認は Western blot 法を用いて CD9等
のエクソソームマーカータンパクの発現に
よって行った。 
ⅱ）ⅰ）で精製したエクソソームを Western 
blot 法、ELISA 法、miRNA array を使用して
解析を行った。またエクソソームの精製を行
わず、血清から直接エクソソーム関連タンパ
クを測定する方法も模索した。 
 
③癌エクソソームの役割についての研究 
腎癌細胞株由来エクソソームの役割を解析
するために CA9 に着目した。CA9 は低酸素状
態への抵抗性に関連しているという報告が
あるため以下に示すように研究を進めた。 
ⅰ）低酸素状態下におけるエクソソームの
CA9 発現の変化について 
腎癌細胞を低酸素状態で培養しその状態で
放出されるエクソソームのCA9発現量を比較
した。 
ⅱ）CA9 過剰発現エクソソームの役割につい
て 
CA9 を過剰発現させたエクソソームをヒト臍
帯静脈内皮細胞（HUVEC）に添加して、その
増殖、細胞遊走能、管腔形成能を比較した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



４．研究成果 
①腎癌細胞株エクソソーム解析 
腎癌細胞株培養上清から超遠心法にてエク
ソソームを回収しタンパクの網羅的解析を
行い、腎癌の発生母地である近位尿細管細胞
由来のエクソソームとの比較を行った。その
結果 49 のタンパクが同定でき、そのうち 3
つのタンパクが腎癌で増加（1.3 倍以上）し
ており、12のタンパクは腎癌で低下（0.8 倍
以下）していた（表１）。 

                 表１ 
さらに①で得られた結果の一部と既知の腎
癌の関連タンパク発現を確認した（図１）。 

                 図１ 
 
②腎癌患者血清エクソソームのタンパク解
析 
腎癌患者血清から超遠心法によりエクソソ
ームを精製し Western blot を行った。腎癌
培養細胞を用いた結果から calreticulin、
PDI、mTOR を候補に選び発現を解析した。
Calreticulin、PDI は進行性腎癌を含む約 10
例の検討を行ったが、分子量が血清アルブミ
ンや免疫グロブリンに近いためその発現解
析が困難であった。さらに精製度が高い分離
法が必要であると考えサイズ排除クロマト
グラフィー法を使用したが同様の結果であ
った。最終的に最も精製度が高いと考えられ
る密度勾配遠心法を使用したところ、血清タ
ンパクの混入は低下したが、エクソソーム分
画に一致しての発現は認めず、腎癌患者血清
エ ク ソソー ム には培 養 細胞と 異 な り
calretilurinやPDIの発現はないかごく少な
いことが明らかになった。 
以上からさらに解析の対照範囲をひろげ、グ
ルコーストランスポーターに着目して解析
をおこなったところ一部のグルコーストラ
ンスポーターの発現確認が可能であったた
めこれらが腎癌エクソソームの指標になる
可能性が示唆された。 
しかし分子量によってはタンパク発現の確
認が困難であることが判明したため、分子量

が血清関連タンパクと異なる mTOR について
の発現を検討した。mTOR の分子量は約 290ｋ
Da のため血清タンパクの影響を受けにくく、
超遠心法で精製したエクソソームでも発現
の確認が可能であった（図２）。 

                 図２ 
超遠心法ではエクソソーム量の指標となり
る CD9 の発現量が一定せず、血清エクソソー
ム内の mTOR の発現を定量化することは困難
であると考えた。そのため ELISA 法にて測定
することとした。界面活性剤にてエクソソー
ムを溶解、測定すると添加しない場合と比較
して高値を示し、またコントロールに比べて
腎癌患者で高い傾向を示した（図３）。以上
からエクソソーム内の mTOR を定量すると腎
癌の進行度を示すマーカーになり得る可能
性が確認された。 

                 図３ 
 
③腎癌患者血清エクソソームの miRNA 解析 
腎癌患者血清から免疫沈降法によりエクソ
ソームを精製し miRNA array による網羅的
解析をおこなった。コントロール群と早期腎
癌群、進行腎癌群（それぞれのプール血清よ
りエクソソームを回収）の発現を比較したと
ころ、コントロール群に比較して早期腎癌で
2 倍以上の発現を認めるものは 56 であった。
また同様に進行性腎癌で増加を認めたもの
は 74 であった。早期腎癌、進行性腎癌とも
に増加しているものは 22 であった。 
エクソソームからのmiRNAを解析し発現量を
測定することによりエクソソームmiRNAが腎
癌のマーカーになる可能性が示唆された。 
 
④腎癌細胞株エクソソームのCA9発現とその
機能解析 
CA9 は細胞表面に存在しており、低酸素下に
おいて発現が上昇し、アシドーシスや低酸素
環境への適応、血管新生の促進に関与してい
ることが報告されている。本研究では腎癌細
胞株エクソソームには CA9 が発現しており、
その発現量は低酸素刺激で増加することが
示された。さらに CA9 を過剰発現させたエク



ソソームをヒト臍帯静脈内皮細胞（HUVEC）
に添加すると、細胞遊走能や管腔形成能が上
昇することが示され、癌微小環境においては、
低酸素状態によって誘導されたエクソソー
ム上のCA9の増加が血管新生を通して腎癌の
進行に関与している可能性が示唆された（図
４）。 

                図４ 
以上の結果より、患者血清中のエクソソーム
タンパクや miRNA を測定、解析を行うことに
より、腎癌のマーカーとしての使用や今後の
腎癌研究に寄与できると考えられた。 
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