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研究成果の概要（和文）：我々は生体からのエクソソーム単離方法を確立した。次に、マウスの脾臓からCD8陽
性T細胞を単離し、培養上清においてエクソソームマーカーであるCD9が発現している事を確認した。また、CD8
陽性T細胞由来エクソソームを抽出し、PD-1が発現している事を確認した。PD-1を発現した自己エクソソームを
投与することで、同一個体から単離したPD-1/PD-L1の親和性を考えると、通常の免疫チェックポイント阻害剤よ
り効果的である可能性がある。最後に、CD8陽性T細胞由来エクソソームにおいてはCD47が発現していることを確
認した。CD47発現により、投与時にマクロファージによる貪食を回避できる可能性がある。

研究成果の概要（英文）：We have established a method for isolating exosomes in vivo. Next, 
CD8-positive T cells were isolated from the spleen of mice, and it was confirmed that the exosome 
marker CD9 was expressed in the culture supernatant. In addition, CD8-positive T cell-derived 
exosomes were extracted and confirmed that PD-1 was expressed. In terms of the affinity of PD-1 / 
PD-L, it was suggested that administration of PD-1 expressing autologous-exosomes may be more 
effective than conventional immune checkpoint inhibitors . Finally, it was confirmed that CD47 was 
expressed in exosomes derived from CD8-positive T cells. CD47 expression may avoid macrophage 
phagocytosisin vivo.

研究分野： 放射線治療
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の成果は自己血T細胞由来エクソソームを用いた新規免疫放射線治療戦略を前進させるものである。我々
はCD8陽性T細胞から放出されるエクソソームを抽出し、その膜上にPD-1が発現している事を確認した。CD8陽性T
細胞由来のエクソソーム膜解析の中で、CD47発現が確認された。CD47は所謂「don’t eat me signal」である。
通常であればエクソソームは網内系で貪食されるが、それを回避することが可能であることを示唆している。自
己血T細胞由来のエクソソームが免疫チェックポイント阻害剤を代替できることを示すことができれば、その社
会的意義は計り知れない。

※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 
がん治療戦略は病理組織型や臨床病期、患者の全身状態に応じて手術、化学療法、放射線治療が
標準治療として選択されてきたが、最近新たに免疫チェックポイント阻害剤が標準治療として
位置付けられるようになった。免疫治療は様々ながん種に有効性を示し、適応拡大を進めている
ものの、抗 programmed cell death-1（PD-1）抗体や抗 programmed cell death ligand 1（PD-
L1）抗体等の奏効割合は 20％程度と十分とは言えず、放射線治療を含む併用療法での治療開発
に期待が大きい。放射線照射は腫瘍微小環境において免疫表現型を変化させることで免疫チェ
ックポイント阻害効果の増強が報告されており、腫瘍免疫活性化のトリガーとして新たな役割
が提起されている。実際に、標準治療として取り入れられているがん種もある。免疫放射線治療
が根治治療として明確な抗腫瘍効果を示しているものの、現状ではどのような患者に対して、免
疫治療の上乗せ効果があるという根拠は十分ではなく、新たな視点を加えた治療方法の開発が
急務である。現在 PD-1/PDL1 以外にも cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4（CTLA4）
の臨床応用がなされており、これら異なる免疫チェックポイント阻害剤の併用により悪性黒色
腫などで高い奏功率が示されている。その他にも、免疫チェックポイント分子に関してはいずれ
も前臨床段階であるものの、T-cell immunereceptorwith Ig and ITIM domains （ TIGIT ） 、
T-cellmembrane protein-3 （ TIM-3 ） 、B- and T-lymphocyteattenuator (BTLA) 、V-domain 
Ig suppressor of T-cell activation（VISTA）等多くの免疫チェックポイント機構に関する基礎
的報告がなされている。これらの新規の免疫チェックポイントを阻害することで､PD-L1 や
CTLA4だけでは十分な効果が得られなかった症例でも、さらなる抗腫瘍効果が期待されている。 
 
 
２．研究の目的 
 
本研究の目的は CD8陽性T細胞から放出されたエクソソームによる新規免疫治療を開発するこ
とである。エクソソームは、生体内のほぼすべての細胞から放出される約 100nm の細胞外小胞
で、ドナー細胞膜上の重要なタンパク質や miRNA 等を包含し、他の細胞にこれらの情報を伝達
する。がん患者における末梢血 CD8 陽性 T 細胞には PD-1 が発現していることが報告されてい
る。がん患者由来の末梢血 CD8 陽性 T 細胞を採取/培養し、Ex-vivo でエクソソームを分泌させ
ることで、PD-1 が発現したエクソソームを得る。この PD-1 発現エクソソームが腫瘍に発現し
た PD-L1 と結合することで抗 PD-L1 阻害剤と同様の作用を示し、T 細胞抑制を回避すること
ができる可能性がある。つまり自己 T 細胞由来のエクソソームを用いて免疫チェックポイント
阻害剤（抗 PD-L1 阻害剤）を代替できる可能性を秘めており、独自性が非常に高い。それだけ
ではなく、PD-1 以外の免疫チェックポイント因子も T 細胞上に複数発現しているため、T 細胞
由来エクソソームを用いて一度に複数の免疫チェックポイント阻害効果が得られるという創造
性もある。異なる免疫チェックポイント阻害により奏効率の向上が期待されるため、複数の免疫
チェックポイントシグナル阻害効果を持つエクソソームを採取ができれば、さらなる抗腫瘍効
果の増強につながる。 
 
 
３．研究の方法 
 
①CD8 陽性 T細胞由来エクソソームの放出確認 
マウス脾臓から CD8 を単離し、エクソソームマーカー（CD9）確認する 
 
②CD8 陽性 T細胞由来エクソソーム表面上に発現する膜蛋白の解析 
CD8 エクソソーム膜表面タンパク質（PD-1）の確認のため、ウエスタンブロッティング法を用い
て CD8 陽性 T細胞由来エクソソーム PD-1 を確認する 
 
③正常細胞由来 CD8 エクソソームの CD47（don’t eat me signal)確認 
単純にエクソソームを投与するのみではマクロファージにより貪食される可能性が高い。CD47
は所謂 don’t eat me signal であり、投与時にマクロファージによる貪食を回避できる可能性
がある。ウエスタンブロッティング法を用いて CD8 EXO-CD47 の発現確認を行う。 
 
 
４．研究成果 
 
①CD8 陽性 T細胞由来エクソソームの放出確認 



マウスの脾臓から CD8 陽性 T細胞を単離し、72時間増殖させた（図 1） 

図 1：脾臓 CD8 培養 
 
CD8 陽性 T細胞培養上清においてエクソソームマーカーである CD9 が発現している事を、ウエス
タンブロッティング法を用いて確認した（図 2）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 2：脾臓 CD8 培養上清における CD9 発現の確認 
 
②CD8 陽性 T細胞由来エクソソーム表面上に発現する膜蛋白の解析 
CD8 陽性 T細胞由来エクソソームに PD-1 が発現している事を確認した（図 3）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 3：エクソソーム膜 PD-1 発現 



③CD8 陽性 T細胞由来エクソソームの CD47（don’t eat me signal)確認 
CD8-EXO では、CD47 が発現していた、一方でメラノーマ細胞 B16F10-EXO では CD47 が発現してい
なかった（図 4）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 4：エクソソーム膜 CD47 発現 
 
CD8 陽性 T細胞から単離したエクソソームには PD-1 や CD47 が発現しており、同一個体から単離
した PD-1/PD-L1 の親和性を考えると PD-L1 阻害剤として、免疫疲弊のブレーキ療法への応用が
期待できる。今後、PD-1 以外の免疫チェックポイント因子も T 細胞上に複数発現していること
が確認できれば、T細胞由来エクソソームを用いて一度に複数の免疫チェックポイント阻害効果
が得られる可能性も期待される。 
今後は、生体からの CD8-EXO-PD-1 単離量の確保が課題となる。 
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