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研究成果の概要（和文）：がん細胞由来のエクソソームは、細胞間の分子輸送を介してがん微小環境に働きかけ
てがんの進展に関与することから、がんの治療の標的として注目されている。エクソソームの形成や取り込みに
はヘパラン硫酸プロテオグリカン (HSPG) の関与が報告されている。我々は口腔がんの悪性化に伴っておこる上
皮間葉移行（EMT）におけるHSPGの機能とそのメカニズムの解明を目指した。口腔扁平上皮がん細胞は、TGF-β
によりEMTが誘導され、運動能が亢進された。また、エクソソームを分泌量の増加も認められた。このエクソソ
ームには複数のHSPGが局在し、血管内皮細胞の内皮間葉移行の誘導能を示した。

研究成果の概要（英文）：Cancer cell-derived exosomes, small extracellular vesicles have been 
reported to play an important role in cancer progression by affecting the function of cells residing
 in the cancer microenvironment. Exosomes, can promote tumor progression by stimulating various 
processes including EMT and are considered as a promising target for cancer treatment. Heparan 
sulfate proteoglycan (HSPG) has been reported to be involved in the formation and uptake of 
exosomes. We aimed to elucidate the function and mechanism of HSPG in epithelial-mesenchymal 
transition (EMT) of oral cancer and uptake of cancer cell-derived exosomes. Oral squamous cell 
carcinoma cell lines treated with TGF-β underwent EMT, became more motile and secreted more 
exosomes than control cells. These exosomes contained multiple HSPGs sand were able to induce 
endothelial-mesenchymal transition of vascular endothelial cells.

研究分野：生化学

キーワード： エクソソーム　プロテオグリカン

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
口腔がんはリンパ節への転移が起こりやすいため、予後不良に陥りやすい。がんの治療法としては、手術治療が
中心となり、患者の生活の質（QOL: quality of life）が低下することが問題となっている。本研究の最終的な
目標は、エクソソームを標的とした創薬をめざすことであり、今までになかった非侵襲的かつ効果的な治療法を
確立することである。本研究の成果により、口腔がん由来のエクソソーム に特異的に存在するタンパク質を同
定することで、エクソソームを標的とした、未だに発見が難しい口腔がんの早期診断が可能となり、その臨床応
用的な意義は大きい。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 
(1) 口腔扁平上皮がんは、顎口腔領域に発生する悪性腫瘍である。口腔がんは、世界で 6番目
に多いがんであり、毎年、世界中で 30 万人以上が診断され、そのうちの 14万人が死亡してい
る。その治療法は近年進歩しているものの、未だにがん再発とそれに伴う転移が大きな問題と
なっている。上皮由来の口腔がん細胞は、がんの微小環境における様々な細胞から分泌されて
いる分子（TGF-β、TNF-α、Wnt など）の作用により上皮間葉移行（EMT: epithelial-mesenchymal 
transition）を介して浸潤・転移能を獲得することが報告されている。しかし、口腔扁平上皮
がんの転移に関わる EMT の分子メカニズムには未解明な部分が多く残されている。 
 
(2) 近年、がん細胞が分泌するエクソソームの、EMT への関与が注目を集めている。エクソソ
ームは、多くの細胞から細胞外および体液に分泌され、細胞間でタンパク質、およびマイクロ
RNA を転送する働きを持ち、情報伝達に重要な役割を果たしていることが明らかになっている。
また、がんの進展の過程における EMT、浸潤および転移などにも重要な役割を示すことが明ら
かになり注目が集まっている。さらに興味深いことに、がん細胞が形成するエクソソームが、
がん転移を誘導することが報告されている。このメカニズムとして、がん細胞が遠隔臓器へ転
移する際のバリアとなる働きを持つ血管の細胞間結合を内皮間葉移行（EndMT）という過程を
介して低下させることが提唱されている。 
 
(3) ヘパラン硫酸プロテオグライカン (HSPG) は、膜構造（マイクロドメイン）に局在し、が
んの浸潤や転移などに関与することが近年明らかになった。卵巣がんの EMT においては HSPG
の発現変化や shedding が観察され、また、肺がん細胞では HSPG の発現増加が見られ、TGF-β
によるがん細胞の EMT 誘導や浸潤能の獲得に重要な役割を果たすことが報告されている。しか
し、EMT における HSPG の効果に対する詳細なメカニズムはまだ解明されていない。これら知見
から、がんの進展の過程に重要な関与が示唆されているエクソソームの機能活性には、HSPG が
重要な役割を果たしている可能性が考えられる。 
 
２．研究の目的 
 
本研究は、上皮扁平口腔がんの浸潤・転移において EMT を誘導するエクソソームに着目し、エ
クソソームの分泌や取り込みを標的とした新規がん治療薬の開発を目指した。そのために、EMT
における HSPG を介したエクソソームの分泌や取り込みメカニズムを解明することを目指し、
以下の 3つ具体的目標を設定した。 
(1) EMT を誘導させたときの口腔扁平上皮がん細胞の変化及び評価 
(2) EMTを誘導させたときの口腔上皮扁平がん細胞由来のエクソソームのキャラクタリゼーシ
ョン 

(3) EMT におけるエクソソームと HSPG のがん微小環境構成因子に与える作用の検討 
 

３．研究の方法 
 
(1) 種々の口腔扁平上皮がん細胞（HOC313、HOC313-LM、 SAS、HSC4 細胞株など）を用いて、TGF-
β の存在下で EMT を誘導し、EMT の誘導の際に EMT マーカーの発現変動、及び EMT の誘導
における細胞運動能、細胞増殖の検討を行った。 
 

(2) EMT を誘導した口腔扁平上皮がん細胞からエクソソームを精製し、生化学的手法を用いて、
そのエクソソームのキャラクタリゼーションを行なった。 
 

(3) PHK 蛍光標識法を用いて、通常条件及び EMT 誘導条件下で培養した口腔がん細胞由来エクソ
ソームの膜を蛍光標識し、蛍光標識エクソソームの取り込みを蛍光点顕微鏡で観察した。 

 

(4) 通常状態と EMT を誘導させた状態における、悪性度の高い、もしくは低い口腔がん細胞由
来のエクソソームを抽出し、がん微小環境を構成するがん細胞及び内皮細胞に対する影響
を検討し、がん細胞運動能、及び内皮細胞のバリア機能に対する効果を調べた。 
 

(5) 生化学的手法、及び定量的 RT-PCR を用いて、EMT の誘導における発現変動している HSPG の
同定を行った。加えて、CRISPR-Cas9 方法を用いて HSPG の合成酵素欠損している口腔扁平
上皮がん細胞を樹立した。 

 
 



４．研究成果 
 
(1) 種々の口腔扁平上皮がん細胞（HOC313、HOC313-LM、 SAS、HSC4 細胞株）における TGF-βの
作用を検討した。TGF-β ファミリーには TGF-β1、TGF-β2、TGF-β3という 3つのアイソ
フォームが存在する。SAS 及び HSC4 の扁平上皮がん細胞ではすべてのアイソフォームによ
り EMT の誘導が見られた〈引用文献 1〉。次に、TGF-βの存在下で、口腔扁平上皮がん細胞
をEMT誘導させたところ、
間葉系細胞マーカー、
SM22α及びvimentinの発
現増加が確認された。ま
た、上皮系の細胞マーカ
ーと知られている E-
cadherin 及び claudin-1
の発現減少も確認された
（図 1）。 
また、全ての口腔扁平上
皮がん細胞は、TGF-β に
より、がんの悪性度の指
標である運動能が亢進さ
れることを明らかとなっ
た。TGF-β により活性化
される RHO シグナルが細
胞運動を制御しているこ
とが報告されているた
め、RHO シグナル阻害剤 
(Y27632) を用いたところ、TGF-βによる運動能の亢進は、RHO シグナルが重要な役割を果
たしていることが明らかとなった 〈引用文献 2〉。 
 

(2) TGF-β 処理、もしくは非処理の、種々の
口腔扁平上皮がん細胞からエクソソーム
の調整方法を確立。口腔扁平上皮がん細
胞由来のエクソソームのキャラクタリゼ
ーションを行い、エクソソームのマーカ
ー分子として CD63、TSG101、ALIX が検出
された。さらに、NanoSight 画像解析によ
り、TGF-β で処理していない細胞と比べ
て、EMT を誘導させたがん細胞の方が、エ
クソソームの分泌量の増加が認められ
た。また、各細胞における HSPG の発現、
及びエクソソームにおけるHSPGの局在を
解析することができた。ヘパラン硫酸鎖
を特異的に認識する3G10抗体を用いたイ
ムノブロット解析の結果から、細胞には
複数の異なる分子量のHSPGが存在するこ
とが示唆された。さらに、図 2で示される
ように、EMTを誘導することで、SASやHSC4
細胞由来のエクソソームに局在している
HSPG の種類に変化が認められた（図 2）。 
 

(3) エクソソームががん微小環境を構成する細胞（がん細胞及び血管内皮細胞）におよぼす作
用、及び微小環境構成因子の発現におよぼす作用について検討した。この結果、TGF-β を
処理することで EMT を誘導させた細胞から分泌されるエクソソームを、口腔がん細胞が取
り込むことで、その口腔がん細胞は EMT を誘導する可能性が示唆された。また、がん細胞を
TGF-β で刺激させた時に分泌されるエクソソームが、血管内皮細胞におよぼす効果を検討
した。結果、エクソソームを処理すると、血管内皮細胞は、内皮間葉移行（EndoMT）が誘導
されることが示唆された。さらに、このエクソソームを処理した血管内皮細胞はバリア機能
の低下が認められた。これらエクソソームの処理によっておこる機能変化に対する HSPG の
関与の解析を進めている。 

 

〈引用文献〉 

1. Takahashi K, Akatsu Y, Podyma-Inoue KA, Matsumoto T, Takahashi H, Yoshimatsu Y, 
Koinuma D, Shirouzu M, Miyazono K, Watabe T. Targeting all transforming growth 

図 1 Immunoblotting と細胞免疫染色法を用いた全ての
TGF-β アイソフォームによる口腔扁平上皮がん細胞におけ
る EMT の誘導を検討。 

図 2 口腔扁平上皮がん細胞のエクソソ
ームに局在している HSPG の同定。N：ネ
ガティブコントロール、E：エクソソーム 
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