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研究成果の概要（和文）：本研究では、がん細胞由来エクソソームのうち、どのサブ集団にがん転移促進能があ
るのかを調べ、さらに、そのエクソソームを産生するがん細胞の違いについて、その性質や細胞状態について明
らかにすることを目指してきた。その結果、肺転移性がん細胞から産生される肺の微小環境を転移促進的にする
ことがわかっている、インテグリンα6β4陽性エクソソームには特定のサイズ分布があるわけではなく、
30-150nmの中で幅広く分布がみられることがわかった。また、肺転移性がん細胞のうち、特定の細胞がインテグ
リンα6β4陽性エクソソームを多く産生することを見出し、そこには特異的な細胞状態が存在することが示唆さ
れた。

研究成果の概要（英文）：In this study, we aimed to determine which subpopulation of cancer 
cell-derived exosomes has cancer metastasis-promoting potential, and furthermore, to elucidate 
specific cellular state of cancer cells that produce such exosomes. We found that integrin α6β
4-positive exosomes produced by lung metastatic cancer cells, which have been shown to promote a 
favorable environment for promoting metastasis in the lung, do not have a specific size 
distribution, but are widely distributed in the range of 30-150 nm. Among lung metastatic breast 
cancer cells, certain cells were found to produce large numbers of integrin α6β4-positive 
exosomes, suggesting the existence of a specific cellular state to induce specific protein cargo 
packaging in exosomes for promoting lung metastasis.

研究分野： 疾患生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により、がん転移を引き起こすエクソソームの特徴とメカニズムが時空間別に同定されると、がん転移の
新たな診断法および治療法の確立に貢献できると考えている。特に、これまでに転移先の臓器側を転移前にター
ゲットとする治療法は存在しておらず、本研究により転移抑制的な、新しい治療戦略を提唱できると考えてい
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 
 
申請者はこれまで、肺および肝臓転移性がん細胞が産生するエクソソームが、それぞれの転移先
臓器に取り込まれることによって「前転移ニッチ」を形成することを報告してきた（Hoshino et 
al., Nature 2015 (article)）。それぞれのがん細胞から産生されるエクソソームを正常個体に
注入するだけで、がん細胞の特定の臓器への転移を誘発することが出来る。さらに、そのメカニ
ズムとしてエクソソームの膜上に存在するインテグリンのパターンがエクソソームの臓器特異
的な分布を規定し、転移に必要な微小環境の変化を誘発していることを見出した（Hoshino et 
al., Nature 2015 (article)）。また、申請者は脳転移性がんについても検討し、脳においては
がん由来エクソソームに含まれる CEMIP が前転移ニッチ形成に寄与することを報告した
（Rodrigues＊, Hoshino＊ （第１共著者）et al., Nature Cell Biology 2019）。しかし、これ
まではエクソソームを集団としてその性質を捉えており、１微粒子レベルでの解析は技術的に
困難であった。よって、これらの転移関連分子がそれぞれの臓器特異的エクソソーム全てに含ま
れているのか、一部のみに含まれているのか、は不明であった。本研究では、がん由来エクソソ
ームのうち、どのサブ集団にがん転移促進能があるのかを１粒子レベルで調べ、そこに含まれる
どの分子が重要かを検討する。また、このエクソソームを受け取った臓器側のいかなる変化がが
んの転移促進に貢献しているのかを解明することを目指す。 
 
 
 
２．研究の目的 
 
申請者は、これまでにがんから放出される微小胞（エクソソーム）が、未来転移先臓器にあらか
じめ取り込まれ、その臓器へのがん転移を促進 することを報告してきた。しかし、エクソソー
ムに含まれるどの分子によってがん転移が促進されるのかについては、手がかりは得ているが
未だ多くは明らかでない。そこで本研究では、がん由来エクソソームのうち、どのサブ集団にが
ん転移促進能があるのかを１粒子レベルで調べ、 そこに含まれるどの分子が重要かを検討する。
また、このエクソソームを受け取った臓器側のいかなる変化ががんの転移促進に貢献している
のかを解明することを目指す。本研究により、がん転移を引き起こすエクソソームの特徴とメカ
ニズムが同定されれば、がん転移の新たな診断法および治療法の確立に貢献できると考えてい
る。特に、転移先の臓器側をターゲットとする治療法は存在しておらず、本研究により新しい治
療戦略を提唱できると考えている。 
 
 
３．研究の方法 
 
① 前転移ニッチの形成に寄与するがん由来エクソソームの特徴を１微粒子レベルで明らかに
することを第１の目的とする。これまでにがん細胞由来エクソソームのインテグリンα6β4 が
肺転移に、重要な役割を果たすことを報告してきた。本研究で使用する ExoViewによる１微粒子
解析の予備的結果として、肺転移性がん細胞由来のエクソソー
ムでは肺へ転移能のない骨転移性がん細胞由来エクソソーム
に比べてインテグリンα6β4 陽性エクソソームの数も多く、
強度も高いことが分かった（図１）。また、肺転移性がん細胞
由来のエクソソームであっても、インテグリンα6β4 陽性エ
クソソームはごく一部の集団であることが分かった。そこでこ
の特定のエクソソームはどの様な性質を持っているのかを
ExoView を用いてさらに検討する為、磁気ビーズを用いてイン
テグリンα6β4 陽性エクソソームを単離濃縮しそのプロテオ
ミクス解析を行う。さらに、肺転移性がん細胞をクローニング
し、全ての細胞が産生するエクソソームが同等にインテグリン
α6β4 陽性エクソソームであるのか、それとも細胞特異的な
産生割合が存在するのかについても検討する。違いがある場合
には、それぞれのエクソソームがどの様な特徴があるのかにつ
いても検討を行う。 
 
②がん細胞由来エクソソームの転移先組織における１細胞レベルでの遺伝子発現変化の解析な
らびに前転移ニッチ形成に必要な分子機構の解明を第２の目的とする。申請者は肺転移性がん
細胞由来エクソソームは肺の線維芽細胞および上皮細胞へ、脳転移性がん細胞由来エクソソー
ムは血管内皮細胞へマウス静脈投与 24 時間後に優先的に取り込まれることを報告している。ま

図 1 exoviewによる１微粒子レベル
での解析。同数のエクソソーム中に
含まれるインテグリンα6β4陽性エク
ソソーム数。 



た、エクソソーム取り込み臓器で前転移ニッチが形成され転移の進行に寄与することも証明し
ている。しかし、それぞれの細胞でエクソソーム取り込み後に起きる遺伝子発現変化の時系列を
追った網羅的解析並びにどの遺伝子発現変化が前転移ニッチの形成に重要であるかは分かって
いない。本研究では肺転移性がん細胞由来のエクソソームを投与後、どの細胞集団がエクソソー
ムの影響を受けてどの様な遺伝子発現変化を起こしているのかを single cell RNA sequencing
により解析する。 
 
 
４．研究成果 
 
肺転移性がん細胞のインテグリンα６β４エクソソーム陽性率をまずは確認した、その結果全
体の 10%程度であることがわかった（図２）。次に、肺転移性がん細胞からクローン細胞を作製

した。その結果、それぞれから産生されるエクソソ
ームに含まれるインテグリンα６β４の割合が異
なることがわかった。すなわち、未来転移先である
肺を耕すことに特化したエクソソームを多く産生
する細胞とそうでない細胞が存在することが明ら
かになった。このことから、インテグリンα６β４
の割合が高い細胞（H1, H2）と低い細胞(L1, L2)を
それぞれ２クローンずつ集め、その細胞がどの様
な形質を持つのかを検討した。H1, H2 および L1, 
L2 の細胞におけるインテグリンα６β４発現量を
調べた結果、それぞれがインテグリンα６β４陽
性エクソソームの産生量と相関関係にあることが
わかった。すなわち、H1 や H2 といった細胞は細
胞内でインテグリンα６β４の発現量が多いがゆ
えにインテグリンα６β４陽性エクソソームを多
く産生し，L1 や L2 はあまり発現しないためにイ

ンテグリンα６β４陽性エクソソームの産生数が少ないのではないかと考えている。これは、こ
れまでに言われてきた特異的パッケージングとは異なる考え方である。では、細胞におけるイン
テグリンα６β４発現量は何によって規定されているのだろうか。細胞自体が常に持った性質
であるのか、それとも変動しうる形質であるのかを検討するため、細胞の継代をつづけ、インテ
グリンα６β４発現量について細胞とエクソソームで検討を行った。その結果、細胞およびエク
ソソーム両方で継代を続けてもインテグリンα６β４陽性における形質は維持されることがわ
かった（図３）。これは、細胞でこの発現量、ひいてはエクソソームへのパッケージ量について
も規定される機構が存在していることを示唆しており、現在エピゲノム解析を進めている。 

 
次に、H1, H2 および L1, L2 の性質を持つ細胞が持つ、がん転移能力についても増殖アッセイ、
遊走アッセイ、創傷治癒アッセイを実施し検討を行った。その結果、増殖能については有意差は
なかったが、緩やかな傾向ではあるが H1，H2，L1，L2 の順に増殖能が高く、インテグリンα６
β４陽性エクソソームの産生数と正の相関関係にあることがわかった。創傷治癒アッセイには
クローン間の差は認められなかった。最後に、遊走アッセイにおいては、細胞およびエクソソー
ムのインテグリンα６β４陽性率と全く相関はなく、L１細胞において有意に遊走能が高く、H１
が最も低いことがわかった。以上の結果より、がん細胞は転移において、様々なステップを重ね
ることで転移を成功しており、その都度必要な細胞およびエクソソームの転移促進的な機構は
異なるため、多様な集団として構成されていることがわかってきた。 
 
最後にエクソソームが肺を転移促進的な微小環境へと導く上での変化について詳細な検討を目
指した。肺の血管透過性の上昇がインテグリンα６β４とは独立した機構であるか調べるため

図2 肺転移性乳がん細胞由来のエクソソ
ームをシングルエクソソーム解析した結
果。ITGα6β4陽性エクソソーム(赤)， 

ITGα6β4陰性のエクソソーム（青、緑）。 

図3 (a)細胞・(b)エクソソーム内におけるITGα6β4の発現量は継代を10回重ねても維持される。 

(a) (b) 



に、インテグリンα６β４をノックダウンした細胞とそのエクソソームを用いた。その結果、肺
での血管透過性に変化が見られなかったことから、この機構はエクソソームのインテグリンα
６β４とは独立した機構であることがわかった。さらに、肺におけるエクソソームの取り込み細
胞については、これまでにエクソソーム投与後 24 時間で肺の線維芽細胞および上皮細胞に取り
込まれることがわかっているが、それ以外の時系列でどの細胞へ取り込みが有意に行われるの
かはわかっていなかった。今回エクソソーム投与 3 日後について、シングルセル RNAseq および
VISIUM 解析を行い、3 日後には肺でマクロファージへの取り込みが最も盛んになっていること
を見出した。これは、時空間的に肺の環境が変化していることを示しており、転移抑制的な治療
法を開発する上で、今後、どのタイミングのどの変化が最もクリティカルであるかを明らかにし
ていくことの重要せいが見えてきた。 
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