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研究成果の概要（和文）：本研究により、がんの増悪化を誘導するトランスフォーミング増殖因子（TGF-β）
が、がん細胞から分泌される細胞外小胞（EVs）を介して、間接的に転移を促進する可能性が見出された。TGF-
βにより運動・浸潤能が上昇した口腔がん細胞はより多くのEVsを分泌し、そのEVsが正常血管内皮細胞に取り込
まれることで内皮間葉移行（EndoMT）による血管のバリア機能の低下が誘導されることが明らかとなった。本研
究の成果により、がんの転移前に予測・予防する方法の開発への応用が期待できる。

研究成果の概要（英文）：I investigated the role of cancer cell-derived extracellular vesicles (EVs) 
in endothelial-mesenchymal transition (EndoMT) of vascular endothelial cells with support of this 
Grant-in-Aid for Scientific Research(C). Oral cancer cells stimulated by signaling factor TGF-β 
released three times as many EVs as cells not exposed to TGF-β. TGF-β-stimulated cancer 
cell-derived EVs induced EndoMT in vascular endothelial cells and promoted vascular instability, 
which may facilitate metastatic progression.

研究分野：血管生物医学

キーワード： 細胞外小胞　内皮間葉移行　血管不安定化

  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、TGF-βはがん細胞から分泌されるEVsを変化させることで、間接的に遠隔転移を促進させる可能
性が示唆された。また、本研究の成果から、TGF-βがEVsを介してがん微小環境を越えた遠隔臓器の細胞にも情
報を伝えて血管に変化を生じさせることができるという、TGF-βのがん悪性化因子としての新たな役割も発見さ
れた。将来、体液中に含まれるEVsを検査することや、がん細胞からのEVsの分泌やEVsによって誘導される
EndoMTを抑制することで、遠隔転移を予防・抑制する方法の開発へ応用され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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
本研究課題では、臓器向性転移において血管が腫瘍細胞から受ける影響を、主に細胞外小胞

焦点を当てて明らかにすることを目的として研究を進めた。申請者の所属変更により、頭頸部扁

平上皮がん細胞及び頭頸部扁平上皮がんに関する多くの知見を得ることが容易になったため、

実験対象を頭頸部扁平上皮がんとして、腫瘍細胞が放出する細胞外小胞と血管との関係を中心

的に研究を実施した。 

 

１．研究開始当初の背景 
 
がんが進行するに伴い誘導される遠隔転移は、患者のQOLの低下を招くと共に根治を困難

にさせ、死亡率を高める要因の１つである。がんの進行には、がん微小環境中に存在するサイト

カインなどの様々な構成因子を介した、がん細胞と周辺の他の細胞との相互作用が重要な役割

を担っており、これによりがん細胞は遊走・浸潤能を獲得し、転移する。口腔扁平上皮がんでは

近位リンパ節転移が好発するが、肺などの遠隔転移も報告されており、その場合は極めて予後不

良となる。更に、リンパ節転移を介する遠隔転移では、転移先リンパ節内においてがん細胞が血

管内に侵入することも指摘されており、リンパ行性が血行性に切り替わることでも遠隔転移に

つながると考えられている。 

遠隔転移にはがん細胞の血管内侵入及び血管外遊出の過程が必要となる。これらの過程に

おいて、血管を構成する血管内皮細胞間の結合が不安定となることで、血管内皮細胞のバリア機

能が低下し、血管内外のがん細胞の移動を可能にする要因となっている。更に、がん細胞が転移

する前に転移先臓器の環境ががん細胞の生存に有利になるように変化して前転移ニッチが形成

されることで、がん細胞が特定の臓器に転移するというseed and soil説も提唱されており、がん

の転移は複雑に制御されている。 

がん微小環境中に豊富に存在するトランスフォーミング増殖因子（transforming growth 

factor-β: TGF-β）は、口腔がんをはじめとする多くのがんにおいて予後不良因子である。TGF-

β刺激は細胞表面上に発現する受容体に結合したのちに細胞内シグナル伝達の活性化を経て遺伝

子発現の変化を誘導し、がん細胞の上皮間葉移行（epithelial-mesenchymal transition: EMT）

による転移能の獲得や内皮細胞の内皮間葉移行（endothelial-mesenchymal transition: 

EndoMT）によるがん関連線維芽細胞の形成ならびに脈管の不安定化を介して、転移亢進に寄与

することが知られている。 

一方、がん細胞をはじめとして多種類の細胞が分泌する直径100 nm程度のカプセル状の細

胞外膜小胞（細胞外小胞：extracellular vesicles）は、内包する物質を他の細胞に受け渡すこと

で、細胞どうしの情報伝達の役割を担う。細胞外小胞は脂質膜で覆われているため、内包する物

質の状態を維持したまま遠方へ運搬することができ、サイトカイン等の液性因子よりも遠方へ

の情報伝達が可能となる。近年、がん細胞から分泌される細胞外小胞ががん転移を促進させる機

能を持つことが多く報告されており、がんの進展と密接に関連するとして注目されている。この

ようながん細胞由来の細胞外小胞は、がん細胞自体の増殖能や転移能獲得に寄与するだけでな

く、その他の細胞にも作用することで前転移ニッチ形成に寄与し、転移亢進及び臓器向性転移の

原因となる。 

 

 



２．研究の目的 
 
転移能の高いがん細胞が細胞外小胞を多く放出することや、がん細胞由来細胞外小胞が転移

に寄与することなど、がんの遠隔転移において細胞外小胞が重要な役割を果たすことは知られ

ているが、がん細胞由来細胞外小胞が正常血管に及ぼす影響やその分子機構には不明な点が多く

残されている。また、口腔がん細胞から分泌される細胞外小胞がTGF-β依存的ながんの増悪化によりど

のように変化するのか、そしてその細胞外小胞が血管にどのような影響を及ぼすのかは不明である。し

たがって本研究では、口腔がん細胞が分泌する細胞外小胞と正常血管との関係を血管不安定化に関

連するEndoMTに注目して解析し、TGF-βによる影響を明らかにすることで、口腔がんの転移における

TGF-βや細胞外小胞の役割を理解することを目的とした。 

 

 

３．研究の方法 
 
口腔がん細胞の転移能獲得においてTGF-βが重要な役割を果たすため、TGF-β刺激によりEMT

が誘導された口腔がん細胞と無刺激の口腔がん細胞について、それぞれから放出される細胞外小胞

について比較した。 

 

(1) 口腔がん細胞由来細胞外小胞の回収と精製 

口腔がん細胞であるHSC-4細胞にTGF-β刺激をすることでEMTを誘導したのち、無刺激のHSC-

4細胞およびTGF-β刺激HSC-4細胞からそれぞれ培養上清を回収し、超遠心法により細胞外小胞

を精製した。 

 

(2) TGF-βが口腔がん細胞由来細胞外小胞の量や特徴に及ぼす影響の検討 

無刺激のHSC-4細胞由来細胞外小胞（Control-EVs）およびTGF-β刺激HSC-4細胞由来細胞外

小胞（TGF-β-EVs）のそれぞれについて、量と大きさをNanoSightによる粒子解析により検討し、

細胞外小胞の形成などに必要な細胞外小胞に特徴的に含まれるタンパク質についてはウェスタ

ンブロッティング解析により検討した。 

 

(3) 口腔がん細胞由来細胞外小胞が正常血管内皮細胞に及ぼす影響の検討 

正常血管内皮細胞であるヒト臍帯動脈血管内皮細胞（HUAEC）で形成した内皮シートを

Control-EVsまたはTGF-β-EVsそれぞれで刺激し、EndoMTへの影響として内皮細胞マーカーや間

葉系細胞マーカーの発現を定量的RT-PCR解析および細胞免疫染色により検討した。さらに血管

不安定化に関しては、各細胞外小胞で刺激したHUAECの内皮シートに対して、免疫染色による

形態的解析およびFITC標識デキスラン（70 kDa）の透過性解析により検討した。 

 

 

４．研究成果 
 
(1) TGF-β刺激は口腔がん細胞からの細胞外小胞の分泌を促進させた 

TGF-βは口腔がん細胞においてEMTを誘導し、転移能獲得により悪性度を増すことでがんの

進展を促進させる。がん細胞が放出する細胞外小胞は、その由来するがん細胞の悪性度により量

や性質等が変化し、悪性度が高いがん細胞ほど高転移性細胞外小胞を放出することが報告され

ている。そこで私たちは、TGF-βによりEMTが誘導されて悪性度が増したがん細胞が放出する細



胞外小胞は、EMTが誘導される前のがん細胞から放出されるものとは変化しているのではない

かと仮説を立て、それぞれの細胞外小胞に量的・質的な差があるかを検討した。まず初めに、ヒ

ト口腔扁平上皮がん細胞株であるHSC-4細胞を用いて、無刺激またはTGF-βによりEMTを誘導し

た後の培養上清を超遠心分離にて精製した細胞外小胞画分について、NanoSightによる粒子解析

を行った。無刺激のHSC-4細胞由来細胞外小胞（Control-EVs）と比較して、TGF-β刺激によりEMT

を誘導したHSC-4細胞由来細胞外小胞（TGF-β-EVs）では、粒子数が3倍以上増加していることが

明らかとなった。次に、細胞外小胞特有のタンパク質類の含有量について、各細胞外小胞画分の

ウェスタンブロッティング解析により検討した。細胞外小胞の形成に関わる多胞体形成関連タ

ンパク質であるAlixやTSG101及びテトラスパニン類であるCD63は、Control-EVsと比較してTGF-

β-EVsで上昇していた。 

これらの結果から、TGF-βによりEMTが誘導されて悪性度が増した口腔がん細胞では細胞外

小胞分泌量が増加していることが明らかとなり、分泌された細胞外小胞の性質も変化している

と示唆された。 

 

(2) TGF-β刺激口腔がん細胞由来細胞外小胞は内皮細胞のEndoMTを誘導した 

口腔がん細胞由来細胞外小胞がヒト臍帯動脈血管内皮細胞であるHUAECに及ぼす影響につ

いて、内皮不安定化と関連するEndoMTに注目して検討した。定量的RT-PCR解析により、Control-

EVs及びTGF-β-EVsの投与は、HUAECにおいてEndoMT誘導転写因子であるSnailの発現上昇を誘

導したが、Control-EVsとTGF-β-EVsとの間で有意な差は見られなかった。そして内皮細胞マーカ

ー遺伝子であるvascular endothelial growth factor receptor 2 （VEGFR2）ならびに内皮の性質維持

に働くfibroblast growth factor-2（FGF2）の発現は、細胞外小胞の投与により低下したが、Control-

EVsとTGF-β-EVsとの間で有意な差は見られなかった。一方、間葉系細胞マーカー遺伝子である

α-smooth muscle actin（αSMA）ならびにmatrix metalloproteinase-2（MMP2）については、Control-

EVsと比較してTGF-β-EVsの方が有意に発現を上昇させた。 

  次に、EndoMTや実際の細胞形態に及ぼす影響について、HUAECで形成された内皮シートを

用いた免疫染色解析を行った。Control-EVs及びTGF-β-EVsの投与により、内皮シートにおいて間

葉系細胞マーカーであるsmooth muscle protein 22-α（SM22α）陽性細胞数が増加しており、それは

Control-EVsと比較してTGF-β-EVsにおいて顕著であった。これらの結果から、口腔がん細胞由来

細胞外小胞は血管内皮細胞のEndoMTを誘導し、それはTGF-βによりEMTが誘導されて悪性度が

増した口腔がん細胞由来細胞外小胞の方がより強く誘導する傾向にあることが明らかとなった。 

 

(3) TGF-β刺激口腔がん細胞由来細胞外小胞は内皮の不安定化を誘導した 

脈管は内皮細胞どうしが細胞間接着を形成することで安定化してバリア機能が維持されて

いるが、細胞間接着が崩壊すると不安定化して透過性が亢進することが知られている。コントロ

ールとしたPBS処理のHUAECの内皮シートでは細胞間接着部位にVE-cadherinが集積し、細胞間

接着の完成により隙間がほとんど無いのに対して、Control-EVs及びTGF-β-EVsの投与により出現

したSM22α陽性細胞の周囲においては、細胞間接着部位からのVE-cadherinの集積が減少すると

共に、内皮細胞間に隙間（ギャップ領域）が観察された。これらの察結果から、EVs誘導性EndoMT

が内皮シートの不安定化につながると予想された。そこで、内皮シートに形成されたギャップ領

域の面積を定量した結果、口腔がん細胞由来細胞外小胞による内皮シートのギャップ領域形成

は、Control-EVsに比べてTGF-β-EVsの方が著しく誘導されていることが分かった。次に、このギ

ャップ領域形成が実際に血管透過性の亢進につながるかどうかを評価するために、FITC標識デ



キストランを用いた内皮シートの透過性解析を行った。ギャップ領域形成の結果と対応するよ

うに、口腔がん細胞由来細胞外小胞は内皮シートを透過するFITC標識デキストランの量を増加

させており、Control-EVsに比べてTGF-β-EVsの方がより強く誘導する能力があることが明らかと

なった。したがって、口腔がん細胞由来細胞外小胞は、細胞間接着の崩壊による内皮の不安定化

を通して内皮バリア機能の低下による透過性の亢進を誘導すると考えられた。 

 

以上から、TGF-β刺激に応答してEMTが誘導され増悪化した口腔がん細胞が、内皮細胞を標

的とする細胞外小胞の分泌量を増加させると共に、その細胞外小胞が内皮バリア機能の低下を

招くEndoMTを誘導することで、内皮の不安定化を引き起こす可能性があることが明らかとなっ

た。転移は口腔がん患者の予後不良の主な原因となっており、原発部位からの口腔がん細胞の移動経

路はリンパ行性や血行性のどちらも生じるが、遠隔転移においては血行性が重要な役割を果たしてい

る16)。血行性転移やリンパ行性転移にはがん細胞の脈管内侵入と脈管外遊出が必要であるため、脈管

を構成する内皮のバリア機能の低下につながる内皮細胞間の細胞間接着の崩壊は、がん細胞の脈管

内侵入と脈管外遊出を促進する。これまでに、転移性乳がん細胞由来細胞外小胞が血管バリア機能の

低下を介して遠隔転移に寄与することや、内皮細胞に作用することで前転移ニッチの形成に関わること

が指摘されていたが、その分子機構については不明な点が多く残されていた。今回私たちは、TGF-βに

より増悪化した口腔がん細胞由来細胞外小胞がEndoMTにより有意に内皮不安定化を誘導しているこ

とを示した。これは、がん微小環境内に存在するTGF-βが、口腔がん細胞から分泌される細胞外小胞を

変化させることで、間接的に転移を促進させる可能性を示唆している。TGF-βをはじめとするがん微小

環境内に存在するサイトカイン等の液性因子は、がん微小環境を越えた遠隔地で機能を発揮すること

は困難である。しかし、細胞外小胞はその特性として情報伝達物質を脂質膜で保護しているため、遠隔

地へも情報を伝達することが可能である。したがって、TGF-βは細胞外小胞を介してがん微小環境を越

えた遠隔臓器の細胞にも情報を伝達し、血管に変化を生じさせる前転移ニッチ形成をとおしてがん転

移に貢献することができるという、TGF-βががん悪性化因子として新たな役割を持つ可能性も示唆され

た。今回明らかにした知見をもとに、今後はTGF-β刺激を受けた口腔がん細胞が放出する細胞外小

胞に何が特徴的に含まれるようになるのか、そして何が原因で今回見られたような差が生まれたのかな

ど、詳細な分子機構を明らかにすることで、新たな治療戦略への応用が期待される。 
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