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研究成果の概要（和文）：本研究により、アダプター分子Crkはエクソソームの内包分子の種類と量を制御して
おり、Crk高発現膀胱癌細胞由来のエクソソームにはCrkとともにErbB2が含まれ、これが転移先臓器の肺の血管
内皮細胞に作用し、膀胱癌細胞の肺転移を促進することが明らかになった。このことは、エクソソームに内包さ
れているCrkやErbB2が転移先臓器のレシピエント細胞のシグナル伝達経路を活性化してその形質を変化させてい
ることを示唆する。Crkを高発現しているがんは数多く報告されており、これによりエクソソームの内包分子に
ついてもヘテロジェナイティーが創出され、がんの転移の選択と成立に寄与している可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：According to this study, it has shown that the adapter molecule Crk controls
 the kinds and amount of inclusion molecules in exosomes. The exosomes derived from Crk-expressing 
bladder cancer cells contain ErbB2 together with Crk, and acts on the vascular endothelial cell of 
the lung of the metastatic organ, which contributes to the development of the lung metastasis of 
bladder cancer cells. This suggests that Crk and ErbB2 contained in exosomes activate the signal 
transduction pathway of recipient cells of the metastatic organ and change their characteristics. 
Many cancers with high expression of Crk have been reported, which suggests that heterogenity is 
also created for exosome inclusion molecules, which may contribute to the selection and 
establishment of cancer metastasis.

研究分野：がんの転移
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により、アダプター分子Crkはがん細胞の悪性形質のみならず、エクソソームを介してがんの転移先臓器
の再構築と転移形成にも関与することが明らかとなった。これは、アダプター分子がエクソソームを介して転移
先臓器の組織環境を整備し、がん転移の成立と促進に寄与することを示す画期的なデータである。現在、Crkと
シグナル下流分子C3Gの結合を阻害する薬剤を開発検討中であり、エクソソームにおける効果を検証後は、がん
細胞の増殖のみならずエクソソームを介したがんの浸潤・転移を抑制できる可能性があり、多くのがん患者の生
命予後の改善に貢献できることが期待される。

※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 
 がんによる死亡率を上げている原因の一つは「がんの転移」であり、がん転移を制圧すること
が生命予後の改善に繋がるが、未だそれには至っていない。がんの転移先臓器選択性には、血流
やリンパ流の解剖学的位置関係に加えて、Stephan Paget 博士が 1889 年に提唱した「Seed & Soil」
の概念が普及している。これは、がん細胞が流れ着いた先の臓器において増殖しやすいかどうか
は、植物の種を色々な場所に撒くと、それに適した土壌でのみ発育・成長することと似ているこ
とから提唱された。がん細胞の転移の成否を規定するファクターとしては、がん細胞そのものと
転移先臓器との親和性に加えて、がん細胞由来成分が転移先臓器の組織環境を予め整備し、その
後のがん細胞の定着や増殖を促進させるというデータがある。その一つを担っているのがエク
ソソームである。転移先臓器の予測は治療戦略上重要であり、そのために転移臓器選択性の分子
機序の理解が不可欠である。 

近年、がんの転移におけるエクソソームの役割について諸説報告されている。がん細胞から分
泌されたエクソソームは転移先臓器に作用し（凝固障害、血管構造の弛緩、低酸素環境や炎症の
惹起、細胞外基質の産生、骨髄細胞・炎症細胞・がん幹細胞の誘導など）、がん細胞の定着や増
殖に適した環境を整える。エクソソームは脂質二重膜に包まれた小包であり、ホストの細胞由来
の多くのタンパク質や mRNA、microRNA、DNA などを含有しており、転移先臓器のレシピエン
ト細胞に取り込まれ、それらの形質を変化させる。2017 年 10 月に開催された Cold Spring Harbor 
Laboratory meeting、Biology of Cancer: Microenvironment & Metastasis（New York, USA）では、エ
クソソーム研究の世界的権威であるDavid C. Lyden博士（Weill Medical College of Cornell University, 
New York, USA）により、エクソソームの多様性（ヘテロジェナイティー）ががんの転移先臓器
を規定するという興味深いデータが報告されたが（Nature, 527, 329-35, 2015）、エクソソームのヘ
テロジェナイティーがどのように創出されるのか、その機序は全く解明されていない 。 

一方、我々が長年研究してきた Crk タンパク質は、HER2 や MET などのチロシンキナーゼと
低分子量 G タンパク質を繋ぐシグナル伝達アダプター分子として機能し、細胞増殖・接着・運
動・浸潤など多岐に渡るシグナルを制御する。Crk は、スプライシングバリアントにより CrkI と
CrkII の 2 つのアイソフォームが存在する。我々は従前研究により、様々な癌腫の悪性形質に Crk
が関与すること、CrkI 高発現ヒト肺がん細胞は肺転移率が著明に亢進すること（Oncotarget, 10, 
27094-107, 2016）、さらに CrkI 過剰発現細胞は carcinosarcoma 様の高悪性度病理形態を、CrkII 高
発現細胞は carcinoma 様の低悪性度形態を形成することを見出しており、CrkI/CrkII ががんの進
展状況に応じて時空間的にシグナル伝達を制御し、がんのヘテロジェナイティーを形成する可
能性を示す。近年、我々は浸潤性膀胱癌の Crk をノックダウンすると、膀胱癌細胞の増殖能・運
動能および浸潤能が有意に低下し、in vivo マウス生体内での腫瘍形成能力および肝臓や肺への
転移が有意に抑制された（Cancer Science 106, 709-717, 2015）。本研究では、Crk が制御するシグ
ナル伝達が、癌の転移に重要であることを示唆する。 
 
 
２．研究の目的 
 上述の学術的背景や現在のがん治療における問題点を踏まえて、本研究の目的は、がんの転移
におけるエクソソームの役割を、アダプター分子 Crk の機能の点から明らかにすることである。
Crk は、がんの進展に応じて多様な細胞内シグナル経路を制御し多数の分子と複合体を形成する
ことから、エクソソームに内包される分子についても時空間的にヘテロジェナイティーが創出
されていることが示唆される。このヘテロジェナイティーと臓器親和性との関連を解析するこ
とにより、がんの転移先臓器を予測する画期的なシステムを構築できるようになると期待され
る。またこれらの情報の蓄積により、がんの転移再発を未然に防ぐための予防的治療戦略を確立
することも可能になる。 
 
 
３．研究の方法 
 本研究では、（１）エクソソームのヘテロジェナイティー創出におけるアダプター分子 Crk の
機能解析（平成 30 年度）、（２）エクソソームヘテロジェナイティーとがんの転移先臓器選択性
の検討（令和元年度）、および（３）エクソソームのヘテロジェナイティーおよびがんの転移を
解除する Crk 標的治療薬の探索（令和２年度）を行い、がん転移の征服に向けた攻略法を構築す
る。 
（１）エクソソームのヘテロジェナイティー創出におけるアダプター分子 Crk の機能解析（平成
30 年度）： 
①ヒト浸潤性膀胱癌細胞株 UM-UC-3 の Crk ノックダウン細胞（CRKi）およびコントロール細胞
（Empty）から、超遠心法によりエクソソームを分離した。エクソソームに内包されている分子
を電気泳動で展開後、nano-LC MS/MS（蛋白質）で解析した。 



 

 

②上記①で分離した各エクソソーム（CRKi および Empty）を、非浸潤性（亭悪制度）膀胱癌細
胞株 5637 あるいは血管内皮細胞 HUVEC に取り込ませ、これらの細胞の増殖能、走化能および
浸潤能を解析し、Crk のノックダウンによるエクソソームの機能の変化を検討した。 
 
（２）エクソソームのヘテロジェナイティーとがんの転移先臓器選択性の検討（令和元年度）： 
上記（１）①で分離した各エクソソーム（CRKi および Empty）の in vivo マウス生体内でのがん
転移の成立における役割を検討した。具体的には、PKH67 ラベルしたエクソソームをヌードマ
ウスの尾静脈から接種し、これを１日置きに２週間（合計６回）継続投与した。その後、tdTomato-
Luc2 を安定発現した UM-UC-3 細胞（親株）を尾静脈から投与し、24 時間後のがん細胞の組織
での生着率、および１ヶ月後のがんの形成能力を検討した。 
 
（３）エクソソームのヘテロジェナイティーおよびがんの転移を解除する Crk 標的治療薬の探
索（令和２年度）： 
Crk を標的とする治療薬および阻害ペプチドの開発に従事した。阻害ペプチド配列は、Crk とシ
グナル伝達下流分子 C3G との結合領域（C3G の 400-666 アミノ酸配列。プロリンリッチ領域）
をターゲットとし、さらに結合をブロックする比較対照としてこれらのプロリンリッチ領域
（453-462, 540-549, 608-617）にそれぞれ 2 箇所の変異を導入したペプチドを合成した。これらの
ペプチドを肺がん細胞株 A549、子宮頸がん細胞株 HeLa、膀胱癌細胞株 UM-UC-3 に処理して、
細胞生存能力を検討した。 
 
 
４．研究成果 
（１）エクソソームのヘテロジェナイティー創出におけるアダプター分子 Crk の機能解析（平成
30 年度）： 
①ヒト浸潤性膀胱癌細胞株 UM-UC-3 のコントロール細胞（Empty）から超遠心法によりエクソ
ソームを分離し、エクソソームに内包されている分子を nano-LC MS/MS（蛋白質）で解析した
所、受容体型チロシンキナーゼ、細胞内チロシンキナーゼ、細胞増殖因子、細胞外マトリックス、
細胞接着分子、マトリックスメタロプロテアーゼなど（少なくとも合計 39 分子）が内包されて
いることが明らかとなった。一方、Crk ノックダウン細胞から分離されたエクソソーム（CRKi）
では、受容体型チロシンキナーゼの ErbB2 の内包量が減少していることが明らかとなった。注
目すべきは、Crk タンパク質そのものがコントロールエクソソーム（Empty）で含有されていた
ことである。 
②各エクソソーム（CRKi および Empty）を、非浸潤性（低悪制度）膀胱癌細胞株 5637 あるいは
血管内皮細胞 HUVEC に投与すると、コントロール細胞由来エクソソーム（Empty）は 5637 お
よび HUVEC 細胞の増殖能および浸潤能を有意に亢進したが、Crk ノックダウン細胞由来エクソ
ソーム（CRKi）はこれらの効果は認められなかった。 
 
（２）エクソソームのヘテロジェナイティーとがんの転移先臓器選択性の検討（令和元年度）： 
①マウス xenograft において、エクソソームとがんの転移先臓器の親和性を解析するために、ヒ
ト膀胱癌細胞から分離したエクソソームを PKH67 で蛍光ラベルし、ヌードマウスの尾静脈から
接種し、一日後にマウスのどの臓器に取込まれているかを蛍光顕微鏡下で観察した。野生型の膀
胱癌細胞から分離したエクソソーム（Empty）は肺で検出されたが、Crk ノックダウン細胞から
分離されたエクソソームは検出されなかった。 
②さらに、エクソソームを連続投与して転移先臓器を educate（教育）した後（1 日置きに 2 週
間、計 6 回投与）、tdTomato-Luc2 導入野生型膀胱癌細胞を尾静脈から接種し、一ヶ月後に IVIS 
spectrum で転移巣形成の有無を観察した所、野生型膀胱癌細胞由来のエクソソームで educate し
たマウスでは肺転移巣が形成されたが、Crk ノックダウン細胞由来のエクソソームで educate し
たマウスでは形成されなかった。この結果は、Crk がエクソソームを介してがんの転移の成立と
促進に寄与することを示す画期的なデータである。 
 
（３）エクソソームのヘテロジェナイティーおよびがんの転移を解除する Crk 標的治療薬の探
索（令和２年度）： 
 平成 30 年度と令和元年度の研究により、Crk はがん組織の多様性形成に関与すると共に、エ
クソソームを介してがんの転移の成立と促進に寄与することが明らかとなった。これは、アダプ
ター分子が転移先臓器の環境を整備しがん転移を成立させることを示す画期的なデータである。
これらの結果を受けて、令和２年度は Crk を標的とする治療薬および阻害ペプチドの開発に従
事した。阻害ペプチド配列は、Crk とシグナル伝達下流分子 C3G との結合領域（C3G の 400-666
アミノ酸配列。プロリンリッチ領域）をターゲットとし、さらに結合をブロックする比較対照と
してこれらのプロリンリッチ領域（453-462, 540-549, 608-617）にそれぞれ 2 箇所の変異を導入し
たペプチドを合成した。これらのペプチドを肺がん細胞株 A549、子宮頸がん細胞株 HeLa、膀胱
癌細胞株 UM-UC-3 に処理した所、いずれも 1 microM の濃度で増殖抑制効果が認められた。こ
れは、Crk とシグナル伝達下流分子との結合を阻害することにより、がん細胞の増殖のみならず、



 

 

エクソソームを介したがんの浸潤・転移を抑制できる可能性を示した。 
 

本研究により、アダプター分子 Crk がエクソソームに内包されるコンポーネントを制御して

おり、Crk 高発現膀胱癌細胞由来のエクソソームには Crk とともに ErbB2 が含まれ、これが転移

先臓器の肺の血管内皮細胞に作用し、膀胱癌細胞の転移を促進していることが明らかになった。

このことは、エクソソームに内包されている Crk や ErbB2 が転移先臓器のレシピエント細胞に

取り込まれた後に、レシピエント細胞のシグナル伝達経路を活性化してその形質を変化させて

いることを示唆する。今回、研究対象とした浸潤性膀胱癌に限らず、Crk を高発現しているがん

細胞は多く報告されており、これによりエクソソームの内包分子についてもヘテロジェナイテ

ィーが創出され、がんの転移の成立に寄与している可能性を示唆する。現在、Crk と C3G の結

合を阻害する薬剤を開発中であり、今後、エクソソームにおける効果についても検討したい。 
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Involvement of BMP and Wnt signals leading to EMT in colon adenocarcinoma with heterotopic
ossification.

Annals of Clinical and Laboratory Science 3-8

 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無
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 ２．論文標題  ５．発行年
Tough and self-recoverable thin hydrogel membranes for biological applications.

Advanced Functional Materials. 1801489
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