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研究成果の概要（和文）：卵巣癌より分泌される脂質二重膜で覆われた細胞外顆粒・エキソソーム内には、癌自
身の進展に好都合な情報伝達ツールとしてのmicro RNAや小分子タンパクが含まれていることから、ニッチ制御
関連小分子の同定と機能解析を行った。卵巣癌患者の腹水および卵巣静脈血清からエキソソームを単離し、エキ
ソソームからmicroRNAを抽出しmir-34aが上皮間葉転換(EMT)に関連している可能性が示唆された。また卵巣がん
患者におけるEMT関連蛋白であるCD24が卵巣がんの予後予測マーカーになることがわかり、同時にその分子メカ
ニズムにおいてAktおよびMAP kinaseを介することを解明し結果を報告した。

研究成果の概要（英文）：There are micro RNA and the small molecule protein as a convenient 
communication of information tool in the extracellular vesicles and exosome covered by the lipid 
bilayer membrane secreted from an ovarian cancer. We isolated exosome from the ovarian cancer 
patient's ascites and ovarian-veins serum, and extracted microRNA from exosome. Mir-34a related to 
the EpithelialMesenchymal Transition(EMT). Moreover, the expression 
 of CD24 which is the EMT related protein in ovarian cancer is prognosis prediction marker for 
ovarian cancer patients.

研究分野：婦人科悪性腫瘍
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１．研究開始当初の背景 
卵巣癌は婦人科悪性腫瘍の中でも浸潤・転
移を伴うことが多く生存率の最も低い婦人
科癌であり進行期症例では完治が難しい。
その一つの問題として白金耐性卵巣癌の存
在である。我々は従来より卵巣癌において
白金耐性のメカニズムに注目し、Akt 
kinase、その下流にあるNFbおよびMAP 
kinaseが薬剤耐性や癌の浸潤・転移に関与
することを解明した。さらに、それらを抑
制すると耐性性が解除され白金感受性が増
強することにより治療効果が上がることを
in vitroおよび in vivoにおいて明らかにし
てきた。また、卵巣癌における独立した予
後因子としてAktのリン酸化が重要である
ことを臨床病理学的に明らかにした。次に
我々は、癌の浸潤・転移に必要な上皮・間
葉 形 態 転 換
(EMT:Epithelial-Mesenchymal 
Transition)現象に着目し、卵巣癌、子宮体
癌における転移・浸潤の抑制について検討
したところ、膵癌や肺癌で予後不良因子と
して知られている表面マーカーCD24 が卵
巣癌においても独立した予後因子となるこ
とがわかった。さらに卵巣癌細胞株に
CD24 を強制発現させることにより EMT
関連蛋白である snail、Twistが発現し、癌
の浸潤・転移が促進された。そのメカニズ
ムを明らかにし、論文投稿中である。現在、
CD24 抗体を外郭に結合させ、抗癌剤を内
包した高分子ミセルによる drug delivery 
system (DDS)の開発を行っている。浸潤・
転移をまさに起こしている EMT 化癌細胞
の制御が今までの主たる治療ターゲットと
されてきたが、一方で転移先の足場となる
環境、癌微小環境（ニッチ）をいかにして
制御するかが注目されており、近年癌治療
ターゲットとしてこのニッチの制御が癌浸
潤・転移抑制に重要とされている。ニッチ
の制御は細胞から分泌された小胞エキソソ
ームが関与していることが明らかになった。
エキソソームとは脂質二重膜で形成される
細胞外顆粒であり、様々なシグナル伝達物
質、mRNA や microRNA といった遺伝子
発現調節因子が含まれており、細胞間のコ
ミュニケーションツールとして以前より知
られていた。つまり、癌微小環境をエキソ
ソームにより制御できれば、浸潤・転移を
防ぐことが可能となり、次世代の治療薬の
開発につながると考えた。さらに、従来よ
り正常組織では幹細胞の増殖・分化はニッ
チという微小環境によって維持されている
と考えられている。癌組織においても幹細
胞的亜集団が同定されており、この細胞の
増殖・分化におけるニッチの役割が重要視
されている(Nature 2006 444:827-828)。ま
た、癌細胞から産生される TNF-、TGF、
matrix metalloproteinase 9 (MMP9) な
どのサイトカインは、骨髄由来の間葉系幹
細胞(MSC: Mesenchymal stem cell)や造

血 前 駆 細 胞 (HPC: Hematopoietic 
progenitor cells)そして血管内皮前駆細胞
(EPC: Endothelial progenitor cell)を骨髄
から転移先臓器に誘導し、繊維芽細胞など
の間質細胞を活性化させ、フィブロネクチ
ンなどの基質形成を促し、原発巣から誘導
された癌細胞が転移先で生着しやすい環境
を作っていることが明らかになった
(Nat.Rev.Cancer 2009 9:285–93)。近年、
悪性黒色腫においてその癌微小環境のコン
トロールを骨髄細胞が担っていることが報
告され、その細胞間・臓器間ネットワーク
に腫瘍由来のエキソソームが関与している
ことがわかってきた（Nature medicine 
2012 18:853-4）。すなわち、原発巣から分
泌されたエキソソームを通じて、骨髄前駆
細胞を絶えず教育することによって血管新
生、転移先での生着、増殖といった癌微小
環境を制御している。しかしながら、卵巣
癌におけるエキソソームの動態については
未知であり、またエキソソーム内にあるニ
ッチ関連制御因子の発現についてもいまだ
解明されていない。そこで我々は卵巣癌細
胞から分泌されたエキソソームに含まれる
microRNAなどのニッチ関連制御因子を同
定し、そのメカニズムを解明することによ
り、卵巣癌の浸潤・転移を予測する新たな
バイオマーカーになる可能性があると考え
た。また我々のこれまでの検討から明らか
となった悪性度の強い表現型を呈している
CD24 陽性細胞を用い、エキソソームおよ
びエキソソーム内の microRNA がどのよ
うに癌微小環境に影響を与え浸潤・転移に
関与するのか、そのメカニズムを解明する。
さらにエキソソームは血中などでも分解さ
れにくく安定な膜粒子であることから
DDS に適している。そこで癌浸潤・転移
を抑制する microRNA を内包した人工エ
キソソームを作製し、さらにエキソソーム
表面に予後不良因子マーカーCD24 に特
異的に結合する抗体を発現させ、それを投
与することにより難治性卵巣癌の浸潤・転
移を防ぐことができれば、新たな治療戦略
の一つとなりうると考えた。 
２．研究の目的 
 癌の増殖・浸潤・転移に必要な情報伝達
の場である癌微小環境（ニッチ）の制御が、
近年新しい癌治療戦略のターゲットとなっ
ている。卵巣癌より分泌される脂質二重膜
で覆われた細胞外顆粒・エキソソーム内に
は、癌自身の進展に好都合な情報伝達ツー
ルとしての micro RNA や小分子タンパク
が含まれていることから、ニッチ制御関連
小分子の同定と機能解析を行ない、次世代
治療薬の開発につなげるのが本研究の目的
である。これまで癌そのものの制御が、抗
癌戦略の主流であった。殺細胞効果の強化
を主目的とした治療戦略ではなく、癌微小
環境の制御による癌自滅誘導という本研究
の概念が独創的である。既存の殺細胞治療



と、本研究の成果として完成されるであろ
う癌微小環境制御戦略とのコンビネーショ
ンにより、抗癌治療効果の強化が期待でき
る。 
３．研究の方法 
卵巣癌分泌エキソソームの単離と特異的
microRNA の同定と in vitro における
microRNA の機能解析 
 (1) 承諾を得た卵巣癌患者および良性腫瘍
（子宮筋腫、卵巣嚢腫）患者の血清および腹
水を回収し、遠心後の上清に Exoquick(SBI)
を加え、エキソソームを抽出する。CD63 
ExoELISA Kit®（SBI）を用いてエキソソーム
数を測定し、エキソソーム量と進行期、組織
型、予後との関連について検討する。さらに
単離したエキソソームを SeraMir™ Exosome 
RNA Amplification(SBI)を用いて microRNA
を抽出し、良性腫瘍群を contorol 群とし
TaqMan Array® microRNA Card を 用いて
microRNA array 解析を行う。解析結果をもと
にエキソソーム形成調節因子や、癌微小環境
調節因子、増殖因子、浸潤・転移因子に関与
する特異的 microRNA を miRNA database を用
いて同定し、発現増加群と発現低下群の 2群
に分類する。 
(2)卵巣癌白金製剤感受性細胞株(A2780)お
よび白金製剤耐性株(Caov-3、A2780-CP)の培
養 液 上 清 を 回 収 し エ キ ソ ソ ー ム を
Exoquick(SBI)にて単離する。単離したエキ
ソソームから microRNA を同様に抽出し、患
者検体から得られた特異的 microRNA との共
通因子を絞り込む。 
(3)同定した特異的microRNAを卵巣癌細胞株
にリポフェクション法を用いて細胞内へ導
入し、増殖能への影響は MTS assay にて、浸
潤・転移能への影響は matrigel 内への
invasion assay、 scratch assay、および
gelatin zymography にて検討する。 
(4)さらに、発現増加を認めた microRNA に対
す る 相 補 的 阻 害 配 列 を Tough Decoy 
microRNA-Blocking Expression Vector に組
み込み、特異的 microRNA 発現抑制ベクター
を作成する。発現低下を認めた microRNA に
対しては microRNA Archive Human vector に
組み込み、特異的 microRNA 発現増加ベクタ
ーを作成する。それらを卵巣癌細胞株へ遺伝
子導入し、in vitro における特異的 microRNA
の作用を再確認する。 
４．研究成果 
卵巣癌より分泌される脂質二重膜で覆われ
た細胞外顆粒・エキソソーム内には、癌自身
の進展に好都合な情報伝達ツールとしての
micro RNA や小分子タンパクが含まれている
ことから、ニッチ制御関連小分子の同定と機
能解析を行った。卵巣癌患者の腹水および卵
巣静脈血清からエキソソームを単離し、エキ
ソソームから microRNA を抽出し mir-34a が
上皮間葉転換(EMT)に関連している可能性が
示唆された。また卵巣がん患者における EMT
関連蛋白である CD24 が卵巣がんの予後予測

マーカーになることがわかり、同時にその分
子メカニズムにおいて Aktおよび MAP kinase
を介することを解明し結果を報告した。 
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