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研究成果の概要（和文）：胃癌は、我が国の癌死亡原因の男女ともに２位を占める重要な癌腫である。本研究は胃癌、
食道癌（上部消化管の癌）におけるエクソソームの意義を特に進行がんにおける転移の分子機構を明らかにすべく遂行
する研究である。世界的にも詳細が明らかとなっていないがんエクソソームについて、患者血液、癌培養細胞を材料と
して、エクソソーム粒子数の進行に伴う変化および表面マーカーの機能解析を行い、その一端を解明した。

研究成果の概要（英文）：The gastric cancer is the second leading cause of the death of male and female in 
our country. The purpose of this study is to clarify the significance of cancer exosome in the upper 
gastrointestinal tract cancer (esophageal cancer and gastric cancer) in the point of the molecular 
mechanism of the metastasis of the advanced cancer in particular. About cancer exosome of which details 
did not become clear worldwide either,We experimented the functional analysis of a change with the 
progress of the number of exosome particles and the surface marker (CD63) to use the patient's blood 
(serum) and cultured cancer cellas materials. We accomplish to elucidate some knowledges of the exosome 
of upper gastrointestinal tract cancer.

研究分野：消化器外科学

キーワード： 胃癌腹膜播種
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１． 研究開始当初の背景 
胃癌は、我が国の癌死亡原因の男女
ともに２位を占める重要な癌腫である。
特に進行胃癌における腹膜播種は治療
が困難で予後ならびに終末期の患者
QOLは極めて不良である。症状の緩和
さえ得られず短期間に死亡するケース
も多い。また、初発時腹水中癌細胞（術
中洗浄細胞診）陰性にも関わらず腹膜
播種再発をきたす症例は予測困難であ
り、腹膜播種再発診断時にはほぼなす
術なく不幸な転帰をとる。 

 
２． 研究の目的 
 本研究は手術患者より採取された術
中腹水の遊離癌細胞・エクソソーム画
分のmRNA・マイクロ RNAの網羅的
解析を行うことによりエクソソームの
腹膜播種巣形成への関与を明らかにし、
これらを利用した早期腹膜播種再発予
測法、エクソソームを標的とした胃癌
腹膜播種分子治療モデルの開発および
臨床応用を行うための基盤研究とする。
具体的な目的を①予測困難な胃癌腹膜
播種再発の手術時診断法の開発。②腹
水中エクソソームに高発現する癌遺伝
子、癌関連microRNA、タンパクをタ
ーゲットとした新規治療法の開発。と
した。 

 
３． 研究の方法 
本研究は胃癌手術時の腹水中遊離癌
細胞およびエクソソーム画分の抽出、
mRNA・マイクロ RNAの網羅的解析
と機能分析を行う。まず、胃癌患者に
おける腹水中エクソソーム分画の抽出、
網羅的解析によるプロファイリングを
行う予定とし、次に胃癌培養細胞を用
いた in vitro機能解析による標的遺伝
子の決定、臨床検体中標的遺伝子の発
現解析、各臨床病理学的因子、予後、
化学療法感受性との相関解析、さらに
は胃癌腹膜播種モデルマウスを用いた
治療モデルの樹立、解析を行う予定と
した。 
４． 研究成果 
機能解析を行い、エクソソームが細
胞増殖に与える影響を cell 
proliferation assay(Cell Conting 
Kit-8,Dojindo)を用いて評価した。濃
度依存的に細胞増殖を抑制することが
判明した（図 1）。現在、胃癌細胞株を
用いた検討を継続中であり、良好な結
果を得つつある。また、ヒト食道癌細
胞株を培養液にて培養し、 その上清よ
り超遠心法を用いてエクソソームを抽
出した。 抽出したエクソソームを緑色
色素(PKH67, Sigma-Aldrich)で染色
した後に細胞株へ添加した。 24時間 

 
 
（図 1） 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
後の蛍光顕微鏡下での観察では、 細胞内へ
のエクソソーム取り込みがイメージング可
能であった（図 2）。 

（図 2） 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
また、胃癌細胞株（MKN-1、MKN-28、
MKN-45、MKN-74、KATO-III、SH10-Tc）
がヌードマウスへの腹腔内接種により腹膜
播種モデルが成立することを確認した。 
食道癌細胞株（T.Tn、TE-2）のヌードマウ
ス皮下腫瘍モデルの作成を確認した。In 
viv o modelの成立は確認されたので、エク
ソソームの体内挙動のイメージング、in 
vivoにおける、増殖、浸潤能に与える影響
を今後解析予定である。 
次に、 当科にて-80℃ディープフリーザーで
保存した食道癌、 胃癌患者血清、血漿および
胃癌患者腹水、 胃癌手術時腹腔内洗浄液に
関してエクソソーム抽出を試みた。 胃癌手術
時腹腔内洗浄液に対するエクソソーム抽出な
らびに解析は、 胃癌腹膜播種転移の機構をさ
ぐる重要な一歩になると仮定し、 同検体の手
術時における採取を行い、 症例数の増加に
努めた。 約30例の収集を行い、 -80℃に分注、 
保存し使用可能となっている。上記臨床検体よ
りmiRNAの検出が可能となっている（図3）。 
培養細胞を用いた検討を開始し、 エクソソ
ーム抽出が可能であることを確認した。 一部
機能解析も行いえた。 エクソソームが持つ癌 



図3 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
における機能、細胞間相互作用、腹膜播種腹
腔ない環境を反映するもっとも簡便なモデルと
しての培養細胞実験が進行しつつあり、さらな
る知見が得られるものと考えている。 よって、 
培養細胞系の実験は順調な進行状況といえ
る。 
ヌードマウスでの食道癌ならびに胃癌、腹膜
播種のモデルの成立が確認された(図4). 蛍光
物質を導入した癌培養細胞が製作され、生体
内でのエクソソームのイメージング、 臓器間で
の相互作用が捉えられ、 さらにそれらを可視
化することが期待される。そういった研究の報
告はまだ少数であり、上部消化管（胃癌、食道
癌）では皆無に等しい。上部消化管の癌にお
いてこの分野で世界の先陣をきる研究となる可
能性があり、 順調に実験系の開始が行われた
と自己評価できる。 

図4 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
臨床検体体液中のエクソソームであるが、 
腹腔洗浄細胞診施行時の検体 （腹腔洗浄液） 
中エクソソームに腹膜播種転移の重要な因子
があるとの仮説のもとに、 同検体よりエクソソー
ムの抽出に時間を費やした。 しかしながら、大
変濃度が薄いことが予想され、検討に耐える程
のエクソソームの収集は現段階では不可能で
ある。 今後さらに大量の検体よりエクソソーム
を収集・濃縮する方法を確立することによって、 
さらに進めていきたい。 
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