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１. 研究の背景・目的 

エクソソームは、細胞間コミュニケーションツールとしての働きが明らかにされて以来、

多くの注目を集めている。特にがん細胞由来のがんエクソソームは、正常細胞と比較して

有意に産出量が多く、がん免疫の抑制、腫瘍微小環境の構築や転移ニッチェ形成を促して、

がんの悪性化を促進する。一方、がんエクソソームの分泌抑制は、がんの進行・転移を抑

制する（文献１）。しかし正常細胞もエクソソームを分泌して、細胞間相互作用に利用して

いる事から、エクソソームを標的としたがん治療を行うためには、がん特異的なエクソソ

ーム分泌機構を明らかにし、それを制御する必要がある。代表的なエクソソーム表面マー

カーのテトラスパニンファミリー分子CD63・CD9・CD81 で標識されるエクソソーム集団

は、それぞれ異なる分子を内包し、異なる機能を持つと考えられる。特にCD9 とCD81 は、

がんの発生やがん転移で発現量が変化することが様々な癌種で知られているため、がんエ

クソソーム集団内の異なるマーカーで標識されるエクソソーム分泌を精密に制御すること

は、がん治療に繋がると期待される。しかしエクソソーム集団内において、標識マーカー

が異なるエクソソームへの積み込み・産生・分泌の制御機構は全く明らかにされていない。

所属研究室で開発された高感度かつハイスループットなエクソソーム定量系（文献２）を

応用した本研究計画は、阻害剤との組み合わせでエクソソーム集団内の多様性を生む機構

の解明に繋がることが期待できる。また本研究は、がん特異的に制御されるエクソソーム

集団内で多様性を生み出す制御経路を特定し、そこから新たながん治療薬の創出を目指す。                                         

                                        

２．研究の対象ならびに方法                                        

エクソソーム定量測定細胞と測定方法 

EV 産生量が多いヒト大腸がん細胞株を選択し、所属研究室で樹立済みのCD63・

CD9・CD81融合型NanoLuc（Nluc）を導入したHT29 細胞を採用した。Nluc は深海エビ
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由来のルシフェラーゼの改変型で、改良型発光基質のフリマジンの組み合わせで高輝度・

高安定性を示すレポーターとして利用される。このNluc融合型のテトラスパニンは、エ

ンドサイトーシスで細胞内部に取り込まれ、腔内膜小胞（将来のエクソソーム）を含む多

胞性エンドソーム (MVB) 内部に包埋される。最終的にMVB が細胞膜表面と融合すると

Nluc で標識されたエクソソームとして細胞外の培養液中に放出される。そのためテトラ

スパニンNluc で標識され、かつ細胞外に分泌されたエクソソームの量をルシフェラーゼ

活性により発光値で算出が可能になる。Nluc 標識エクソソーム由来の発光測定には、発

光基質にNano-Glo Luciferase Assay System（Promega）を、発光測定装置にNivo マルチモ

ードプレートリーダー（ParkinElmer）を用いた。 
既存エクソソーム経路での測定系の評価 

エクソソーム分泌を亢進させる既知の阻害剤（Bafilomycin A1）を用いて、本研究の

Nluc 発光定量系のデータと既存の報告が合致するかという点で測定系を評価した。 

標準阻害剤ライブラリーでのスクリーニング法 

約 400 阻害剤の標的既知の標準阻害剤キット（先端モデル動物支援プラットフォーム分

子プロファイリング支援活動）の提供を受けてスクリーニングを行った。96ウェルプレー

トに細胞を播種して 48時間後に阻害剤（溶媒DMSO）を添加し、22〜24時間後に培養上

清を回収した。回収した培養上清は、スイングバスケット型のローターを用いて 2000G で

10 分間遠心して上澄みを回収し、細胞死骸やアポトーシス小体などの除去を行った。続い

て上澄みに含まれる標識エクソソーム由来の発光を 1）に記載した方法で 384 プレート用

いて測定した。コントロール DMSO と比較して発光強度が増減したものを候補阻害剤と

して選択した。また阻害剤添加による細胞数の増減がエクソソーム産生量へ影響すること

を排除するために、培養上清を除いた後にデッシュ上に残った培養細胞をクリスタルバイ

オレットで染色してNluc 発光値の細胞数補正に用いた。 

                                        

３．研究結果 

１）スクリーニング系の改良と既存エクソソーム経路でのエクソソーム測定系の評価 

スクリーニング開始にあたり、所属研究室にて開発された 24 ウェル細胞藩種〜96ウェ

ル発光測定のスケールでの EV 阻害剤スクリーニング法（文献２）を改良した。本研究で

はハイスループット性を高めるために、96 ウェルの細胞藩種〜384ウェル発光測定に系を

スケールダウンさせた。また阻害剤が細胞に与える影響を排除する目的で、自身の発表論

文（文献３）で用いたハイスループット性に優れたクリスタルバイオレット染色法を導入
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した。既存のエクソソーム制御試薬として報告されている阻害剤（Bafilomycin A1）は、本

研究手法においても顕著なCD63-Nluc 発光値の上昇を観察した。そのため本研究で採用し

た発光測定系は、操作性に優れスクリーニングに適していることを確認した。 

 

２）CD63 標識EV の標準阻害剤ライブラリーを用いたスクリーニング 

Nluc 標識された CD63 発光定量細胞を用いて標準阻害剤キットのスクリーニングを行

い、CD63 標識エクソソームの産生増加および抑制する阻害剤の探索を行った。培養上清

を除いた細胞はクリスタルバイオレット染色で補正に用いた。その結果、下に示す阻害剤

を見出した。また分泌を亢進する抗がん剤と抑制する抗がん剤を見出し、それらは異なる

作用機序を持つ２群（A とB）に分類されることを明らかにした。 

 

３）CD9 およびCD81 標識EV の標準阻害剤ライブラリーを用いたスクリーニング                                        

続いて、Nluc 標識された CD9 発光定量細胞と CD81 発光定量細胞を用いて標準阻害剤

キットのスクリーニングを行い、CD9 およびCD81 標識エクソソーム量を制御する阻害剤

の探索を行った。ただし２）の結果、クリスタルバイオレット染色による細胞数の補正の

有無で結果に大きな差は出なかった。そこで迅速に研究を進めるためにCD9/CD81 のスク

リーニングにおいては敢えてクリス

タルバイオレット染色による細胞数

の補正は行わなかった。CD9/CD81 標

識エクソソーム量を増減させた阻害

剤は、２）でヒットした阻害剤とほぼ

同じであった。しかし少数ながら、そ

れぞれのテトラスパニンに指向性を

示す阻害剤を明らかにした。 

 

４．考察                                         

Nluc 標識エクソソームのスクリーニング結果から、エクソソーム分泌を正負に制御する
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作用機序の異なる２群の抗がん剤を見出すことができた。これは抗がん剤の作用機序から、

エクソソーム分泌に与える影響を推測できる可能性を示唆している。エクソソーム分泌は、

がん免疫の抑制、腫瘍微小環境の構築や転移ニッチェ形成を促して、がんの悪性化を促進

する。したがってがんの再発や治療抵抗性・予後に与える影響は、投与された抗がん剤に

よって左右されることを示唆している。本研究は投与する抗がん剤の選択を、エクソソー

ムの基礎研究から臨床展開できるのではないかと期待される成果を示した。今後、様々な

がん種による精査した検討が必要ではあるが、本研究成果はエクソソーム分泌という視点

から、総合的に臨床上のメリットを高める抗がん剤の情報を付与しうるのではないかと期

待を膨らませている。また本研究で明らかにしたテトラスパニンに指向性を示す阻害剤を

用いて、さらに選択的なテトラスパニン分泌エクソソームの制御機構の解明を進めること

も検討している。この研究の進展はエクソソーム集団内の多様性を生む基礎的な機構を明

らかにする。またがん種に特異的なエクソソーム分泌制御をより精密に制御し、副作用な

どを抑えるエクソソーム関連抗がん剤として臨床展開されていくことが期待される。最後

に、がんのエクソソーム分泌の阻害に興味が注がれがちではあるが、エクソソーム分泌を

促進させた阻害剤にもがん治療に貢献できる側面がある。間葉系幹細胞などの正常細胞由

来のエクソソームは、ドラッグデリバリーのキャリア（運び屋）としての有用性が期待さ

れて様々な研究が進められている（文献４）。したがって本研究対象にはがん細胞を用いた

が、正常細胞のエクソソーム分泌量を高める試薬としての検証とその開発が今後の研究進

展に見込まれる。                                         
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