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１、研究の背景・目的 

我が国における大腸癌の罹患者数と死亡者数は、いずれも年々増加している。遠隔転移

を伴わないStageI～Ⅲの5年生存率は約70％と比較的予後良好である。その一方で、遠隔

転移を有するStageⅣ大腸癌の5年生存率は約20％と非常に予後が悪く、大腸癌の生存率

向上のためには、再発・転移巣の制御が極めて重要であると考えられる。また、転移臓器

によっても治療や予後が異なる 1)ことから、大腸癌の転移指向性に関わる分子機構を詳細

に解明することで、革新的な大腸癌の分子標的治療の開発につながることが期待できる。

近年、腫瘍細胞由来のExosomeが転移先臓器の微小環境をリモデリングすることでその転

移指向性を決定していることが示唆されたが 2,3)、その分子機構はいまだ十分に解明されて

いない。当分野では、in vivo selection法を用いて、異なる転移指向性を示すマウス大

腸癌細胞株CT26の亜株を樹立した。また、これらの亜株からトランスクリプトーム、プロ

テオーム、リン酸化プロテオームなど多層オミクスデータを取得している。そこで、本研

究では、各亜株が産生するExosomeのプロテオーム解析を行い、転移臓器の微小環境改変

や臓器指向性をもたらしうるExosome関連タンパク質を同定し、さらに上記分子プロファ

イルと統合することで、その制御機構を解明し、転移臓器の予測に資するバイオマーカー

の探索同定や、臓器別の転移をターゲットにした分子標的治療の開発を行う。 

２、研究の対象ならびに方法 

本研究では、すでに当研究室で樹立済みである高肝転移性亜株（CT26-CRLM6）、高リンパ

節転移亜株(CT26-PL6)、高腹膜転移亜株(CT26-P6)、低転移性亜株（CT26-N5）からExosome

を単離し、解析を行う。また、これらの細胞株を用いて、Exosome を含む培養上清中に分

泌されるタンパク質の網羅的解析を行う。Exosomeの単離に際しては、超遠心にてExosome

を除去したウシ胎児血清を培養液に添加して細胞を培養し、上清を回収した。培養上清か
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らのExosome単離はPSアフィニティー法を用いて行った。Exosome単離の確認はExosome

マーカーであるTSG101のウエスタンブロット及びナノ粒子トラッキング解析にて行った。

また、分泌タンパク質の網羅的な解析にはSILACラベルを行い、マススペクトメトリーに

よるタンパク質の同定・定量を行った。 

３、研究結果 

PS アフィニティー法を用いて Exosome を単離したところ、TSG101 の発現が確認された

（図１）。また、ナノ粒子トラッキング解析を行った所、どの細胞株においても 1.2×109 

particles以上のExosomeが単離できていた（図２）。また、単離されたExosomeのサイズ

平均はCT26-N5が 135.7 nmなのに対し、CT26-CRLM6が 146.7 nm、CT26-PL6が 145.6 nm、

CT26-P6が 145.4 nmであった。 

分泌タンパク質の網羅的解析では、3205タンパク質が同定された。このデータを用いて

クラスター解析を行うと2つのクラスターに分類され、CT26-CRLM6と CT26-P6は CT26-N5

とは異なるクラスターに分類された（図３）。CT26-N5と比較して2倍以上培養上清中に分

泌されたタンパク質について、Gene Ontology解析を行った所、CT26-CRLM6では血管新生

に関与するタンパク質が亢進しており、CT26-P6 ではタンパク質分解酵素群が亢進してい

た（図４）。 

４、考察 

CT26-N5 にくらべて、高転移亜株では Exosome のサイズが大きくなっていたことから、

Exosome の内容物は変化しており、機能も異なると考えられる。また、マススペクトメト

リーによる網羅的なタンパク質同定を行うにあたり、十分な量のExosomeを単離すること

が出来た為、今後解析予定である。また、Exosomeの機能評価の為、CT26-N5を同種性同所

性に移植後、各高転移性亜株より精製されたExosomeを既報に準じてマウスに投与し、転

移頻度や転移指向性の変化を検討する予定である。 

Gene Ontology解析の結果から、CT26-CRLM6は血管新生を亢進し、血行性に肝臓へ転移

すると考えられる。CT26-P6 はタンパク質分解酵素により、細胞外基質を分解し、腹膜内

へと転移していると考えられる。実際に、各細胞亜株を用いてのトランスウェルインベー

ジョンアッセイでは、CT26-P6の浸潤能が最も亢進していた。今後は、CT26-CRLM6及びCT26-

P6 を同種性同所性に移植後、血管内皮細胞のマーカーである CD31 の免疫染色による血管

新生やH.E.染色などの病理組織像による細胞浸潤の評価を行う。 
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