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研究成果の概要（和文）：本研究では、犬横紋筋肉腫細胞株エクソソームの特性を調べ、その特性変化を支配す
る誘導因子を明らかにすることを目的とした。細胞を高密度で培養したところ、5-oxoproline(5-OP)がエクソソ
ーム中で有意に低値を示した。また、培地をpH 6.8にしたところ、pH 7.4に対し、エクソソーム中の5-OP濃度は
低値となった。これは、細胞からエクソソームへの5-OPの放出が抑制されたことで細胞中の5-OPの恒常性が保た
れた可能性が考えられた。腫瘍細胞では、細胞密度の偏りや、低pHいった腫瘍微少環境が存在する。これらのこ
とから5-OPが横紋筋肉腫のバイオマーカーとなる可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：The rarity of canine rhabdomyosarcoma makes diagnosis, clinical prognosis, 
and treatment difficult. In this study, we aimed to investigate the characteristics of canine 
rhabdomyosarcoma cell line exosomes and clarify the inducer that controls changes in their 
characteristics. When cells were cultured at high density, 5-oxoproline (5-OP) levels were found to 
be significantly lower in exosomes. Furthermore, when the culture medium was adjusted to pH 6.8, the
 5-OP concentration in exosomes was lower than that at pH 7.4. This was thought to be due to the 
possibility that the release of 5-OP from cells to exosomes was suppressed, thereby maintaining the 
homeostasis of 5-OP in cells. It is known that when tumor cells proliferate, a tumor 
microenvironment such as uneven cell density and low pH exists. Therefore, it was suggested that 
5-OP may be a biomarker for rhabdomyosarcoma.

研究分野： 生体分子化学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、犬横紋筋肉腫細胞株エクソソームの特性を調べ、その特性変化を支配する誘導因子を明らかにする
ことを目的とした。いくつかの培養条件のうち、高密度培養によってグルタチオン代謝に関わる化合物である
5-oxoprolinが低密度培養条件と比較して、エクソソーム中で低値になることがわかった。細胞密度を高めると
培養細胞の悪性度は、増強するといわれている。エクソソーム中の5-oxoprolin濃度を定量することにより、犬
横紋筋肉腫のバイオマーカーや腫瘍の悪性度の把握に貢献できる可能性がある。

※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（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 エクソソームは様々な細胞から放出される直径 30-100 nm 程度の細胞外膜小胞であり、ほと
んどの体液中に含まれている。腫瘍由来のエクソソームは肉腫を含む様々ながんにおける腫瘍
形成、細胞間連絡、微小環境調節、および転移を媒介することが証明されており、近年、肉腫の
診断、予後および治療の標的となりうる潜在的なバイオマーカーとして考えられている。犬腫瘍
に関しても、メラノーマ、乳腺腫瘍、肝細胞癌のエクソソームの機能解析による新たな診断マー
カーや転移因子の探索が進められつつあるものの、まだ限定的である。犬の横紋筋肉腫（RMS）
は、横紋筋細胞、横紋筋前駆細胞（筋芽細胞）または横紋筋細胞に分化することができる原始間
葉系細胞に由来する希少な腫瘍であり、咽頭、歯肉、尿道、膀胱、心筋、大網、喉頭、気管、前
立腺および舌に発生する。中程度の転移能を有し局所的に侵襲的であり転移部位には肺、肝臓、
脾臓、腎臓および副腎が含まれる。その組織病理学的特徴に基づいて犬の RMS は、胎児型、ブド
ウ状型、胞巣型および多形型に分類される。RMS の組織学的診断は通常困難で、診断のためには
一般的に免疫組織化学的染色が必要となる。犬 RMS の新たな診断マーカーや転移因子の探索を
行うためには、分泌されるエクソソームの特性を明らかにすることが非常に重要である。 
 
２．研究の目的 
 犬の横紋筋肉腫はその希少性ゆえに、診断、臨床予後および治療を困難にしている。本研究で
は、犬横紋筋肉腫細胞株エクソソームの特性を調べ、その特性変化を支配する誘導因子を明らか
にすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
進行性の排尿障害および血尿を呈し日本獣医生命科学大学の動物医療センターに来院した 14

歳・雄・雑種犬から採取された多形型横紋筋肉腫組織を培養し、canine rhabdomyosarcoma cell 
line (CMS-C) として樹立された培養細胞株を、全実験を通して使用した。 
Dulbecco's Modified Eagle Medium を 10 g、NaHCO3 3.7 g、ペニシリン・ストレプトマイシ

ン（10,000 units/mL ペニシリン G、10,000 µg/mL ストレプトマイシン硫酸塩を含む 0.85%生理
食塩水溶液）を超純水で溶解し、pH 7.4 に調整後 1 L になるまで超純水を加え、さらに Fatal 
Bovine Serum を 100 mL 添加した培地を CMS-C 培養に用いた。 
 培地中のエクソソームの回収は、デブリの除去のため、300×g、10 min、 2,000×g、 10 min、
10,000×g、30 min の順番で遠心分離後に上清を回収し、その上清について、100,000×g、70 min
遠心し下層部 5 mm を残して上清を捨て、PBS を添加後、さらに 100,000×g、70 min 遠心しペレ
ットとして、エクソソームを回収した。CMS-C の培養を以下のような条件で実施し、分析を行っ
た。 
(1) 異なる培養密度での培養 
 高密度での細胞培養は転移性癌細胞の増殖・転移・浸潤能力を高めることから、異なる密度で
培養することを試みた。150 mm シャーレ 1枚当たり、低密度は 0.85×106 、高密度は低密度の
2倍の 1.7×106 個播種し培養を行い、細胞とエクソソームを回収した。細胞、エクソソームと
もに、代謝産物を定量した結果について多変量解析を実施した。この解析結果に低密度培養と高
密度培養で異なった代謝プロファイルを得たことから、さらに、解析を進めることとし、エクソ
ソーム中の miRNA についても分析を実施した。 
(2) 異なる培地 pH での培養 
腫瘍組織内には，がん細胞の不均一性や低酸素，低栄養といった腫瘍微小環境が存在する。増

殖が盛んながん細胞では、解糖系が亢進し、Lactic acid が増加し細胞外の pH が低下すること
が知られている。そこで、pH の影響を調べるために、培地を pH7.4 に対して pH6.8 の酸性と pH8.0
の塩基性に調製し、培養を行った。細胞とエクソソームについて代謝産物の分析を行った。 
(3) ヒートショックを与えての培養 
細胞には熱ストレスに対し、ヒートショックプロテイン(HSP)の発現を誘導するヒートショッ

ク(HS)応答という調節メカニズムがある。HSP は様々ながんで過剰発現しており、発がん時の細
胞応答や機能の制御に重要な役割を果たすことが知られている。そこで、37℃をコントロールと
し、培養細胞に 44℃で 20 分間ヒートショックを与えたのち、１時間後および 3時間後の細胞お
よびエクソソームについて代謝産物と miRNA について分析した 
 
４．研究成果 
(1) 異なる培養密度での培養 
高密度培養において、エクソソーム中で低密度培養よりも有意に 5-oxoproline(5-OP)と

Cysteine glutathione disulfide が低値であった。これらはグルタチオン代謝経路に含まれて
いる。グルタチオンは抗酸化作用を有し、細胞による酸化ストレスから細胞の恒常性を保護する
アミノ酸化合物である。細胞密度の増加が培養細胞の悪性度を増強するといわれており、細胞を
保護する役割を持つグルタチオンは悪性度の高い方で消費が大きいと考えられる。すなわち低
密度培養よりも高密度培養の方がグルタチオンの消費が大きいと考えられ、実際に有意差こそ



なかったものの細胞中のグルタチオンは低密度培養に比べ高密度培養で低値を示した。前述の
通り 5-OP および Cysteine glutathione disulfide は エクソソームでは高密度培養で有意に低
値を示したが、一方の細胞では高密度培養で高い傾向にあった。5-OP および Cysteine 
glutathione disulfide はグルタチオンの前駆物質に当たるため、その濃度はグルタチオン生合
成のための供給と消費のバランスによって定まり、グルタチオン生合成が盛んな高密度培養で
その濃度は上昇すると考えられる。このことは、細胞中の代謝産物の恒常性を保つために、選択
的にエクソソームに代謝産物が取り込まれている可能性を示唆している。すなわち、細胞はグル
タチオン生合成のための前駆物質である 5-OP や Cysteine glutathione disulfide を細胞内に
保持するため、エクソソームを介して前駆物質が細胞外に流出してしまわないよう、エクソソー
ムへの取り込みが制御されていると考えられた。 
miRNA の分析結果については、高密度培養で miR-19a、miR-30c が減少していた。これらの

miRNA は Rap1 に関連している。Rap1 は、細胞の接着、移動、生存に関与し、がんの転移にも影
響する。腫瘍の悪性度の評価として、エクソソーム中のこれらの miRNA を用いることが期待でき
る。 
(2) 異なる培地 pH での培養 
pH 7.4 と pH 6.8 で培養した細胞の代謝産物濃度を比較したところ、pH 6.8 で lactic acid は

高濃度であったが、Ala は低濃度であった。これは、lactic acid と Ala の代謝経路で共通しな
い、pyruvic acid から酵素ALTを介したAlaの合成経路が抑制された可能性などが考えられる。
また、pH 6.8 では、pH 7.4 に対し、細胞中の 5-OP 濃度に差はなかった一方で、pH 6.8 でエク
ソソーム中の 5-OP 濃度は低値であった。これは、細胞からエクソソームへの 5-OP の放出が抑制
されたことで細胞中の 5-OP の恒常性が保たれた可能性が考えられる。また、エクソソーム中の
5-OP 濃度は細胞よりも 10～20 倍程度高濃度であったことから、エクソソームではなんらかの 5-
OP の濃縮機構が働いたことが示唆された。 
(3) ヒートショックを与えての培養 
 ヒートショックを与えてから回収した細胞では、lactic acid と Ala の濃度上昇が 1 時間後に観
察され、3 時間を経過すると有意な差は見られなかった。ヒートショックによるこれらの代謝産物の
変化はミトコンドリアの機能不全が疑われるが、1 時間程度の短時間で変化し、3 時間程度の短期間
で解消されることから、このミトコンドリアの機能不全は可逆的で一時的な現象と考えられる。エク
ソソームでは有意差のある代謝産物の変化は見られなかった。細胞で代謝変化が一時的なことか
ら、エクソソームには影響を及ぼさなかった可能性がある。また、エクソソームの miRNA について
も有意な差は観察されなかった。 
 
まとめ  
本研究では、密度、pH そして、ヒートショックの有無で細胞を培養し、そのエクソソームに

ついて分析を行った。密度、pH については、エクソソームの特性が変化したことから、これら
がエクソソームの特性変化を支配する誘導因子であることが明らかになった。エクソソーム中
で変化した代謝産物および miRNA が確実な犬の横紋筋肉腫のバイオマーカーとなるのか、また、
これらを正常な細胞に添加することで、腫瘍を惹起するのか検討していくことが今後の課題で
ある。 
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