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研究成果の概要（和文）：がん細胞の悪性化に、がん細胞が放出する脂質小胞エクソソームが関与する。エクソソーム
は多胞性エンドソーム由来の小胞であることから、リン脂質やその代謝物等のシグナル脂質がエクソソーム膜に存在し
、その脂質組成の違いががん細胞の性質を反映するという仮説を証明する事にした。
　種々のメラノーマ細胞、大腸癌細胞等からエクソソームを単離し、イノシトールリン脂質がエクソソームに存在する
ことが判明した。またがん細胞悪性化の１つ薬剤耐性とエクソソームとの関連性を検討し、ヒトメラノーマ細胞株を抗
がん剤 Vemurafenibで処理するとエクソソームマーカーのCD63 の発現量が顕著に増加することが判明した。

研究成果の概要（英文）：Lipid small vesicle exosomes have been reported to be involved in cancer 
progression such as metastasis and drug resistance. We hypothesized that various kinds of 
phosphoinositides on exosome from cancers define the characters of exosome.
 We confirmed the existence of phosphoinositides on exosome by using phosphoinositides-binding probes and 
mass analysis. We also examined the effect of B-Raf inhibitor Vemurafenib-treatment on exosome properties 
from melanoma cells. With treatment of Vemurafenib, the expression of exosome marker CD63 was 
dramatically increased.

研究分野：病態医科学
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１．研究開始当初の背景 
 がん細胞の悪性化には周りの細胞とのコ

ミュニュケーションが関わっていることが

明らかになってきている。この手段の１つと

してがん細胞が放出する脂質小胞エクソソ

ームが、周辺および遠隔部位の免疫細胞や線

維芽細胞に取り込まれ、エクソソーム中に含

まれるタンパク質や mRNA, miRNA が免疫抑制

や転移環境の整備など、がん細胞の生存や転

移に有利になるしくみを作り出している事

が判明してきている（Nat. Med. 18, 883, 

2012、Nat. Med. 18, 853, 2012 他）。がん細

胞の生存にはイノシトールリン脂質である

PIP3、および PIP3 のターゲットである AKT

の活性化が重要な役割を持つ事は良く知ら

れている。また、がん抑制遺伝子 PTEN など

のリン脂質代謝酵素がエクソソームに入り

細胞間を移動することが報告されている

（Sci. Signal. ra70, 2012）。申請者らはこ

れまで細胞の増殖・分化や生存等の運命決定

にリン脂質代謝が重要である事を報告して

きており(EMBO J. 22, 2981, 2003, Mol. Cell. 

Biol.25,10979,2005 他）、リン脂質やその代

謝物等のシグナル脂質がエクソソーム膜に

存在し、その脂質組成が細胞の性質を反映す

るのではないかという着想に至った。エクソ

ソームは多胞性エンドソーム由来の小胞で

あることから、エクソソーム膜を構成するリ

ン脂質の組成ががん細胞特異的に変化して

いる可能性は高い。特に PIP3 やリン脂質代

謝の要の脂質である PIP2 動態はがん細胞の

悪性化に伴って変化している事が予想され

る。そこで、「がん細胞の悪性度等に伴い、

エクソソーム膜に含まれる PIP3 や PIP2 など

細胞増殖、生存、移動に関与するシグナル脂

質の動態に変化が生じる」という概念を検証

する。エクソソーム膜構成イノシトールリン

脂質の分析方法は確立されていないので、解

析方法を多面的に検討する。 
 
２．研究の目的 

 エクソソーム膜脂質の解析は全く行われ

ていないので、第一に、エクソソーム膜脂質

の検出方法など解析技術を開発する。エクソ

ソーム膜脂質の動態変化を網羅的に解析で

きる方法も開発する。これを基に、「がん細

胞のエクソソーム膜に含まれる PIP3 や PIP2

など細胞増殖、生存、移動に関与するシグナ

ル脂質の動態に変化が生じる」という仮説の

検証を行なう。またがん細胞の薬剤耐性など

の悪性化とエクソソーム膜動態の関連性を

明らかにする。 

 
３．研究の方法 
(1) エクソソーム膜のシグナル脂質の測定

技術の確立〜種々ながん細胞でのエクソソ

ーム単離法の確立：エクソソーム直径に留

意しながら、種々のがん細胞からのエクソ

ソームの単離方法を検討する。 

(2) エクソソーム膜のシグナル脂質の測定

技術の確立〜脂質結合ドメインの利用：シ

グナル脂質と結合する蛍光ラベルした脂質

結合ドメインを細胞に発現させ、分泌する

エクソソームの蛍光強度をFACSで調べるこ

とにより、エクソソーム中の脂質の同定と

測定技術を開発する。 

(3)  エクソソーム膜のシグナル脂質の同定

と定量化：微量な exosome からリン脂質を

抽出し、質量解析により、種々ながん細胞

エクソソームからの網羅的なリン脂質の

同定と定量化を試みる。正常な細胞からの

エクソソームに存在する脂質との違い、存

在量を検討する。 

(4) がん細胞悪性化とエクソソームとの関連

性の検討：がん細胞の悪性化の１つに薬剤

耐性がある。そこで BRAF 変異ヒトメラノ

ーマ細胞株を BRAF 阻害剤 Vemurafenib で

処理した時のエクソソームに与える影響

を検討する。 

 
４．研究成果 

(1) 種々ながん細胞でのエクソソーム単離



法の確立  

  まずエクソソーム単離にあたり、超遠心

法、市販キットの利用等を検討し、収量や

純度（エクソソームの大きさの分布）を確

認しながら、単離法を確立した。直径はナ

ノサイトで測定し、150 nm を越えない単

離法を確立した。その方法に従って、メラ

ノーマ細胞 A375、G361、HT-144、SK-MEL28、

乳がん細胞 MDA-MB-231、 MCF7、大腸癌細

胞 SW620、DLD-1、膵臓癌細胞 Panc1 から

エクソソームを単離することができた。エ

クソソームマーカータンパク質 CD63 を用

いたウエスタンブロットにより、エクソソ

ーム量を比較した所、高転移性メラノーマ

細胞 A375 等では、多くのエクソソームが

分泌されていることが判明した。 

(2) 脂質結合ドメインを利用したエクソソ

ームでのイノシトールリン脂質の検出 

  リン脂質 PIP2 との結合性が報告されて

いる PLC1 PH-GFP を安定発現した大腸癌

細胞 DLD1 を無血清培地中で培養し、その

上清から改変超遠心法によりエクソソー

ムを調製したところ、エクソソーム画分に

PLC1 PH-GFP タンパク質を検出した。一

方、リン脂質PIP2との結合性のないPLC1 

PH-GFP/R40L 変異体はエクソソーム画分

に検出されなかった。この結果は、PIP2

結合能依存的に PLC1 PH タンパク質がエ

クソソームに運搬されたことを示唆して

おり、PIP2 がエクソソームに存在するこ

とを示している。同様の結果を膵臓癌細胞

Panc1、大腸癌細胞 SW620 でも得た。Akt 

PH-GFP など他の様々な脂質特異的なプロ

ーブを用いることで、エクソソームに存在

する PIP3 などの脂質の推定が可能である

と考えられる。 

(3) エクソソーム膜のシグナル脂質の同定

と定量化 

  エクソソームから抽出したリン脂質量

は微量であるが、質量分析による網羅的な

リン脂質の同定と定量化が可能になった。

そこで高転移性メラノーマ細胞 A375 の

培養上清から調製したエクソソームの脂

質成分を解析したところ、PIP2 を検出す

ることができた。このことにより、脂質結

合ドメインを利用した方法と同様にエク

ソソームにイノシトールリン脂質が存在

することが判明した。エクソソームに特有

なリゾリン脂質の存在も明らかになった。 

(4) がん細胞悪性化とエクソソームとの関連

性の検討 

 がん細胞の悪性化の１つに薬剤耐性が

ある。そこで BRAF 変異ヒトメラノーマ細

胞株 A375 および HT-144 を抗がん剤 

Vemurafenib （BRAF 阻害剤）で処理し、エ

クソソームに与える影響を検討した。どち

らの細胞株においても、薬剤処理によりエ

クソソームマーカーの１つであるテトラ

スパニン CD63 のエクソソームタンパク

質画分における存在量が顕著に増加した。

一方、同ファミリー分子である CD9 およ

び 膜タンパク質である Flotillin では

変化が認められなかった。また面白いこと

に、薬剤処理により、CD63 分子量が高分

子側に大きくシフトし、細胞免疫染色では

細胞膜への移行の促進が観察された。CD63 

は  N-型糖鎖修飾部位を持つ糖タンパク

質で、その細胞膜への移行には糖鎖修飾が

重要であることが報告されている。そこで、

Vemurafenib と 糖 鎖 付 加 阻 害 剤 

Tunicamycin で細胞を同時に処理したと

ころ、CD63 のコアタンパク質に相当する

バンドがウエスタンブロットにより検出

された。このことから Vemurafenib は 

CD63 の糖鎖修飾、あるいは糖鎖修飾によ

って調節される結合分子に影響を与える

ことで細胞膜への移行を促進し、エクソソ

ーム中の CD63 存在量を増加させている可

能性が考えられた。これらの結果は、抗癌

剤が癌細胞由来エクソソームの性質を変



化させる可能性を示唆している。現在薬剤

処理時や薬剤耐性株からのエクソソーム

膜脂質の種類の違いや脂肪酸組成の違い

を検討している。 
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