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研究成果の概要（和文）：本検討により、一部ではあるが抗癌EV抗体が抗腫瘍活性を有することを見出した。そ
して抗癌EV抗体が認識するProtein Xを同定することに成功した。さらに、Protein X陽性EVが大腸癌におけるバ
イオマーカーとなる可能性を見出した。今後、癌におけるProtein X陽性EVの病的意義を明らかにしていくとと
もに、簡便なProtein X陽性EV検出法の確立を目指していく。

研究成果の概要（英文）：Through this study, we found that anti-cancer EV antibodies have anti-tumor 
activity and that Protein X recognized by anti-cancer EV antibodies may be a biomarker in colorectal
 cancer. In the future, we will clarify the pathological significance of Protein X-positive EVs in 
cancer and establish a simple method for detecting Protein X-positive EVs.

研究分野：細胞外小胞

キーワード： 癌　細胞外小胞　癌EV抗体
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研究成果の学術的意義や社会的意義
大腸癌の確定診断法としては大腸内視鏡検査が一般的であるが、侵襲性が高く合併症のリスクも有し、また医療
経済的にも高価で医療従事者側の負担も高い検査法である。本研究で見出したProtein X陽性EVの簡易的な検出
が可能となれば、非侵襲性に血液から検査が可能となる。これまでに癌細胞が放出するEVは癌の進展、転移にお
いて重要な働きを持つことが報告されている。したがって、一部ではあるが癌EV抗体による抗腫瘍作用を見出し
たことから、癌EVを標的とした創薬への可能性が示された点で意義がある。

※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 

(1) 癌における細胞外小胞研究の問題点 

癌細胞を含む様々な細胞が細胞外小胞(EVs: extracellular vesicles)を放出することが報

告されている。これまで主にモノクローナルな細胞集団である癌細胞株の培養上清より

回収した EVs を用いた研究が行われてきたが、大腸癌を含む様々な癌組織はヘテロな

癌細胞集団であると考えられており、癌細胞株由来 EVs では癌組織から発生している

情報の一端しか捉えることが出来ていない。また、癌組織における癌細胞は様々な細胞

間相互作用、液性因子などの暴露を受けている。そ

の為、それら環境因子の暴露を受けていない癌細胞

株由来EVsでは、患者体内癌組織で放出されるEVs

を反映出来ていないことが危惧される。 

(2) 創薬ターゲットとしての癌細胞放出 EVs 

詳細は不明であるが、癌細胞由来 EVs がリンパ

球や樹状細胞などの免疫細胞に取り込まれること

でその活性や増殖を抑制することが報告されてお

り、癌細胞 EVs による免疫回避機構が注目されて

いる。しかしながら、患者癌組織中の癌細胞由来

EVsが上記作用を有しているのか、また同一患者正常細胞がそのような性質を有してい

ないのかどうかは明らかとなっていない。このように癌細胞が放出する EVs は非常に

魅力的な創薬ターゲットであるが、ペアとなる正常細胞との比較解析が一般的になさ

れておらず、癌細胞特異的 EVsを標的とした創薬はなされていない。その為、同一患

者組織より正常細胞 EVsと癌細胞 EVsをペアで回収する方法が必要である。 

(3) 術後切除組織浸出細胞外小胞 (Te-EVs: tissue-exudative EVs) 

申請者は、術後腎癌組織検体を培養し、その上澄みを超遠心することにより、腎癌組

織から直接放出された EVs (Te-EVs: Tissue-exudative EVs)を回収することに成功して

いる(Jingushi et al, Int. J. Cancer: 142, 

2018)。癌細胞株 EVsと異なり、Te-EVs

は実際の癌組織環境を反映したヘテ

ロな癌細胞集団から放出された EVs

といえる。また、同様の方法を用いて

大腸癌をはじめとして様々な癌腫よ

り、正常組織及び癌組織からの Te-EVs

回収に成功している(図 1)。Te-EVs を

用いることで、実際の癌組織で放出さ

れた癌細胞 EVsの生理機能、性状を解

析できるだけでなく、正常組織より放

出された EVs と比較することが可能

である。癌組織のみから放出される癌

細胞 EVs 特異的な性質を明らかにす

ることができ、癌細胞 EVsを標的とし

図 1 正常大腸組織、大腸癌組

織より回収した Te-EVsの電子

顕微鏡像 

図 2 大腸癌 Te-EVsを単球に作用させた際

の ELISA結果 N: 正常大腸組織 Te-EVs、

T: 大腸癌組織 Te-EVs 



た創薬に繋がることが期待される。 

(4) 大腸癌 Te-EVsによる免疫細胞の撹乱 

大腸癌組織及びペアとなる正常大腸組織より回収

した Te-EVsを末梢血単核細胞に作用させた結果、単

球及び NK 細胞がその多くを取り込んでいることが

明らかとなった。 

表現型解析の結果、大腸癌 Te-EVsのみが単球にお

いて、大腸癌進展に重要であることが報告されてい

る IL-8や CXCL5などのケモカインを始め、腫瘍促進

性に寄与する炎症性サイトカインである IL-6やTNF-

の放出促進作用を有することが明らかとなった(図

2)。また、大腸癌 Te-EVsが NK細胞の細胞傷害活性

を著しく低下させることも見出している。一方で、正常大腸組織 Te-EVsでは、このよ

うな表現型の変化はみられなかった。このように、正常大腸組織が放出する Te-EVsに

はない、大腸癌 Te-EVs特徴的な免疫細胞を介した癌微小環境構築作用の一端が明らか

になってきている。 

(5) 大腸癌 Te-EVs特異的に結合する抗体の取得 

抗体ファージライブラリーより複数の大腸癌 Te-EVs に対するモノクローナル抗体を

作成した。得られた抗体が正常大腸組織 Te-EVsには反応せずに、大腸癌 Te-EVsにのみ

反応することが確認できている(図 3)。 

以上の結果より、抗癌 EVs 抗体を活用した、新たな機序による腫瘍免疫誘導に繋が

る EVs創薬が期待できる。 
 
２．研究の目的 

(1)癌組織放出細胞外小胞を標的とした抗体による抗腫瘍作用の評価、(2)抗癌 EV抗体

による癌診断能の評価 
 
３．研究の方法 

取得した抗癌 EV抗体が癌 EVによる腫瘍促進作用をブロックできるのかを検証する。 

実験(1) 抗癌 EV抗体を用いた大腸癌 Te-EVsによる NK細胞への作用遮断検証 

NK 細胞株に大腸癌 Te-EVs と共に同抗体を作用させた後に、大腸癌細胞株と共培養

し、NK 細胞による細胞傷害活性に与える影響を検討する。 

実験(2) 抗癌 EV抗体認識抗原の同定 

大腸癌 Te-EVs 検体からタンパク質ライセートを回収し、抗癌 EV 抗体による免疫沈

降後、銀染色を行う。コントロール IgG では検出されず、抗癌 EV抗体でのみ検出され

たバンドを切り出し、質量分析による抗原同定を試みる。 

実験(3) 大腸癌患者血清を用いた EVsの FCM解析 

大腸癌患者血清を用いて、抗癌 EV抗体を用いた FCM解析を行う。 
 
４．研究成果 

抗癌 EV抗体を用いた大腸癌 Te-EVsによる NK細胞への作用遮断検証 

 大腸癌細胞株 HT29 細胞と NK 細胞を共培養すると、HT29 細胞の生存割合が 3 割

まで減少したが、HT29細胞 EVの添加によって NK細胞による細胞傷害活性が減弱し

た。さらに、抗癌 EV抗体は NK細胞に対するHT29細胞 EVの作用を抑制した(図 4)。 

図 3 抗大腸癌 EVs抗体を用

いた大腸癌 Te-EVsの ELISA

結果 



抗癌 EV抗体認識抗原の同定 

 コントロール IgGあるいは抗癌 EV抗体による癌組織 EVの免疫沈降を行い、EVタ

ンパク質ライセートを取得した。得られた EVタンパク質ライセートを SDS- PAGEで

展開し、銀染色を行なった。抗癌 EV 抗体のみで得られたバンドを質量分析に供し(図

5)、抗癌EV抗体の抗原候補タンパク質(Protein X)を明らかにすることが出来た(図 6)。

Protein Xに対する抗体を用いて大腸癌 Te-EVs検体における Protein X発現量をウェ

スタンブロットにより検出を行なった。その結果、抗癌 EV抗体と同様に大腸癌 Te-EVs

特徴的に Protein Xが検出された(図 7)。 

大腸癌患者血清を用いた EVsの FCM解析 

大腸癌患者血清(術前・術後 20 例)、健康人血清(15 例)を用いて Protein X 抗体によ

る FCM 解析を行なった(図 8A)。その結果、健康人と比較して大腸癌患者では顕著に

Protein X陽性 EVの割合そして EVあたりの Protein X存在量が高いことが明らかに

なった(図 8B、8C)。また、術前と比較して術後で顕著に Protein X陽性 EVの割合そ

して EVあたりの Protein S存在量が減少することを見出した。 

 

本検討により、抗癌 EV抗体が抗腫瘍活性を有すること、そして抗癌 EV抗体が認識

する Protein Xが大腸癌におけるバイオマーカーとなる可能性を見出した。今後、癌に

おける Protein X陽性 EVの病的意義を明らかにしていくとともに、簡便な Protein X

陽性 EV検出法の確立を目指していく。 

 

図4 癌 EVによる NK細胞の細胞傷害活性低下作用は抗

癌 EV 抗体により減弱する 

蛍光標識したHT29細胞と NK細胞を共培養し、細胞

傷害活性を評価した。癌 EVによる NK細胞の細胞傷

害活性低下作用が抗癌 EV 抗体によって減弱した。

*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, One-way ANOVA 

(Bonferroni’s test). 

 

 

 

 

図 5 抗癌 EV 抗体による EV 抗原タンパク質の免疫沈降 

HT29 細胞 EV から得たライセートに対して、抗癌 EV抗

体もしくはコントロール IgGにより免疫沈降を行なった。

免疫沈降後のサンプルを SDS-PAGE により展開し銀染

色を行なった。サンプル間で異なっていたバンド部分を

切り出し、質量分析によりタンパク質を同定した。その

結果、②では検出されず①でのみ検出された Protein X

を見出した。 



  

図 6 Protein X 抗体による EV 抗原タンパク質の免疫沈降 

HT29細胞 EVから得たライセートに対して、抗癌 EV抗体

もしくはコントロール IgG により免疫沈降を行なった。

免疫沈降後のサンプルを SDS-PAGE により展開し

Protein X抗体によるウェスタンブロットを行なった。 

 

 

 

 

 

図 7 Protein X 抗体による大腸癌 Te-EVs

のウェスタンブロット 

大腸癌 Te-EVs、正常大腸 Te-EVsから得

たライセートを SDS-PAGEにより展開

し Protein X 抗体によりウェスタンブ

ロットを行なった。N: 正常大腸 Te-EVs、

T: 大腸癌 Te-EVs 

 

 

図 8 Protein X 抗体による EV 抗原タンパク質の FCM 解析 

(A) 大腸癌 Te-EVs、正常大腸 Te-EVsに対して EVマーカーである CD9抗体、Protein X

抗体を用いて FCM解析を行なった。各 Te-EVsにおける Protein X陽性 EV割合(B)と

EV あたりの Protein X 存在量 (C)。**p<0.01, Mann-Whitney test. MFI: mean 

fluorescence intensity. 
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