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研究成果の概要（和文）：癌細胞の分泌するエクソソームには、転移促進、免疫抑制、薬剤耐性をもたらすとい
った作用が報告されている。そこで、エクソソーム分泌に関わる遺伝子のNeutral sphingomyelinase 2 (nSM2, 
Smpd3)をsiRNA発現ベクターでノックダウンする遺伝子治療を転移性のマウス乳癌モデルに対して行い、動物個
体において、nSM2-siRNAによるエクソソーム分泌阻害が転移抑制をもたらすか否かを解析した。その結果、有意
な転移抑制作用がもたらされ、エクソソームを標的とした治療への可能性が示された。

研究成果の概要（英文）：Tumor-derived exosomes have been shown to be involved metastatic 
enhancement, immune suppression and drug resistance. Since nSM2 plays exosome generation, gene 
therapy using nSM2-siRNA expression vector was conducted on a mouse model of metastatic mammary 
cancer. The therapeutic approach demonstrated a significant reduction in number of metastasis. The 
anti-metastatic effects by nSM2-siRNA may be of high clinical significance in mammary cancer.

研究分野： 乳癌転移抑制
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研究成果の学術的意義や社会的意義
現在までのところ、化学療法で用いられている一般的な抗癌剤や新世代の分子標的治療薬において、転移を阻止
することは極めて困難である。転移は癌による死因の殆どを占め、転移を克服することは癌治療の最大の課題で
ある。癌細胞が転移する以前に、原発腫瘍はエクソソームを分泌し、転移予定先臓器で転移に適した土壌を形成
している。従って、転移前に原発巣では転移のステップは既に始まっていると考えられる。今回の研究では転移
前の段階でエクソソーム分泌阻害を行い、実験的に転移抑制を示せたことは学術的にも社会的にも極めて意義の
あることと考えられる。

※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 

化学療法で用いられている一般的な抗癌剤や新世代の分子標的治療薬において、原発腫瘍を完

全に制御することは難しく、転移を阻止することは極めて困難である。転移は癌による死因の

殆どを占め、転移を克服することは癌治療の最大の課題である。 

 

２．研究の目的 

転移が成立するためには将来転移臓器での微小環境が重要である。癌細胞が転移する以前に、

将来転移臓器では血管新生、リンパ管新生、間質の変化、免疫担当細胞の集簇が起き、癌細胞

が生着しやすい微小環境、すなわち“前転移ニッチ”が形成される 1)。癌細胞が分泌するエク

ソソームには様々な機能性タンパク質、mRNA や miRNA が包含されており、エクソソームは将来

転移臓器で前転移ニッチの形成に関わる 2)。本研究の当初の目的は、癌細胞が分泌するエクソ

ソームと脈管新生を標的とした複合遺伝子治療を目的としていたが、それぞれの単独治療が難

航し、また思うような結果が得られず、最終的には、エクソソーム分泌に関わる遺伝子の

Neutral sphingomyelinase 2 (nSM2)を標的とした遺伝子治療に焦点を絞り、転移性のマウス乳

癌モデルを用いて、動物個体での転移抑制効果の有無を解析した。 

 

３．研究の方法 

(1) 乳癌細胞株 

マウス乳癌細胞株 BJMC3879Luc2（ルシフェラーゼ遺伝子を安定的に組み込んだもの）を用いた。

本細胞株を同系マウスに移植するとリンパ節や肺に高率に転移を示し 3)、ヒト乳癌と極めて類

似した転移スペクトラムを示すモデルである。 

 

(2) 有効な siRNA配列の決定 

マウス nSM2に対するそれぞれ４種類の siRNA配列を Qiagen

社の有するアルゴリズムを用いてデザインした。次いで、

BJMC3879Luc2 乳癌細胞にカチオン性脂質の遺伝子導入試薬

(HiPerFect、Qiagen社)を用いて、遺伝子導入した。対照と

しては、ヒトにもマウスにも相補性を示さないスクランブ

ル siRNA 配列を用いた。遺伝子導入の 18時間後にリアルタ

イム RT-PCR を用いて（Takara Bio社)、nSM2の発現レベル

を解析した（ΔΔCT 法）。その結果、約 50％近いノックダ

ウン効率を示した塩基配列を選択し、siRNAの発現ベクター

（Takara Bio 社）に組み込んだ。また、対照群としてスク

ランブル siRNA 配列を有するベクターも作製した。これら

の発現ベクターの機能性を確かめるために、siRNAベクター

をBJMC3879Luc2乳癌細胞にエレクトロポレーションにより

遺伝子導入し（amaxa社）、遺伝子導入の 48時間後にその発

現をリアルタイム RT-PCRにて解析した。その結果、対照群

と比較して、70%以上のノックダウン効率を示し（図１A）、

免疫蛍光染色でもその発現低下を確認した（図１B）。 

 
(3) In vivo siRNA 遺伝子治療実験 

6 週齡の BALB/c 系雌マウス(日本ＳＬＣ)の鼠径乳腺部皮下に BJMC3879Luc2 細胞を移植し、腫



瘍径が約 0.3～0.5cmになった時点で、nSM2 siRNA発現ベクター（psinSM2）あるいは対照とし

てスクランブル配列を有したベクター（psiSCR）を週 1 回の割合で 6週間、腫瘍内に注射し（腫

瘍の大きさに応じて 50～75 μｇ）、遺伝子導入した（CUY650-10、ネッパジーン社）。遺伝子導

入は 100V、20msec/１パルス、８パルス反復の条件で行った 4)。毎週、体重と乳腺腫瘍のサイ

ズを個体別に測定した。乳腺腫瘍はデジタル式キャリパスで短径と長径を計測し、その体積を

長径×(短径)2 ×0.4の算出式で求めた 5)。実験開始の 6週経過中には、マウス１匹当たり 3mg

の D-ルシフェリン（和光純薬工業）を腹腔内投与し、イソフルレン吸入麻酔下にて、IVIS Imaging 

system（Xenogen 社）を用いて、生体発光イメージングを行い、得られた発光シグナルからフ

ォトン値を求めた。実験開始の 6週経過後には、全生存動物を屠殺剖検し、乳腺腫瘍を摘出し、

10%緩衝ホルマリン溶液にて固定した。肺およびリンパ節(腋窩部、大腿部)を採取し、更に肉眼

病変部と異常の見られたリンパ節についても採取し、病理組織学的に検索した。また、実験開

始の２週経過後には中間屠殺を行い、腫瘍組織における nSM2の発現をリアルタイム RT-PCR並

びに免疫組織学的に解析した。 

 

(4) 統計学的解析 

定量的データにおける２群間の平均値の差の解析には Mann-Whitney U-testを行った。発生頻

度の解析には Fisherの正確確率検定を用いた。 

 

４．研究成果 

(1) 体重推移 

体重は対照群と psinSM2 群との間に有意な差異

は認められなかった。 

 

(2) 腫瘍サイズ 

腫瘍体積では psinSM2群において、２週より有

意な増加抑制ないしはその傾向が実験終了まで

観察された（図 2）。 

 

(3) 生体発光イメージング  

psinSM2 群では、対照群と比較して、移植した

乳癌の大きさは小さい傾向にあり、また、転移

の拡がりもこの両者の治療群で明らかに抑制傾

向にあり（図 3A）、フォトン値でみると有意な抑制がしめされた（図 3B）。 

 



 

 

(4) 病理組織学的検索 

リンパ節転移は、対照群では全例に転移を観察したが（図 4A）、psinSM2 群（図 4B）では 75%

に認められ（図 5A）、マウス１匹当たりのリンパ節転移個数で見た場合、有意な抑制が示され

た（図 5B）。転移はリンパ節以外にも、肺、腎臓、副腎、卵巣にも転移が観察され、マウス１

匹当たりの転移総数でみても、psinSM2 群で有意な抑制が観察された（図 5C）。 

 

 

 

 



(5) 腫瘍中の nSM2発現 

real-time RT-PCR による腫瘍組織中の nSM2 の発現解析では、psiSCR 群に比較して、psinSM2

群で有意な低下が示された（図 6A）。また、免疫組織染色においても psinSM2 を遺伝子導入し

た腫瘍組織では、nSM2 の発現が著しく低下している領域が観察された（図 6B）。 
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