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論 文 内 容 要 旨

%整理番号 9 2 4 氏 名 德 田 蔣

学位論文題目

Cancer-derived Exosomes Activate Immune Surveillance and Suppress 
Peritoneal Metastasis of Murine Colonic Cancer
(癌由来エクソソームは免疫監視機構を活性化し、マウス結腸癌の 

腹膜播種を抑制する）

【目的】

腹膜播種は原発腫瘍が漿膜外に浸潤し、腫瘍から腹腔内に散布された癌細胞が腹膜に 

定着することで形成される転移形式である。消化管癌において腹膜播種は一般的な再 

発形式であり、全外科的切除後の再発率が29%である。結腸癌の腹膜播種再発は2+3% 
と他の消化器癌に比して低いが、その原因は解明されていない。

ェクソゾームは種々の細胞から分泌される細胞外膜小胞であり、ドナー細胞由来の夕 

ンパク質や梭酸を内包し、伝達する。ェクソソームは特定の細胞に取り込まれ、レシ 

ピェント細胞の機能を調節することが知られている。癌曲来のェクソソームは腿瘍微 

小環境を改変し、癌の進行や転移に関与するが、腹膜播種転移における癌由來ェクソ 

ソームの影響は十分明らかではない。本研究では、マウス腹膜播種モデルを用いて、 

癌由來ェクソソームの腹膜播種への影響を解明することを目的とした。

【方法】

マウス大腸癌細胞株 (CT26)の培養上清から超遠心分離によりェクソソームを精製し 

た。精製したェクソゾームはウェスタンブロット法とナノサイトで確認した。In vitro 
で C T 26細胞に癌由來ェクソソームを投与し、増殖能および移動能を検討した。 

BALB/cマウスに癌由来ェクソソームまたはPB Sを腹腔内に前投，し、CT26細胞を 

腹腔内投与して腹膜播種モデルを作成した。両群で形成された腹膜播種の個数を比較 

した。腫瘍微小環境の変化を検討するため、マウスに癌El3来ェクソソームを腹腔内投 

辱した後、腹膜、腹腔内細胞を採取し、比較した。腹膜の比較をHematoxylin and eosin 
(HE)染色、免疫組織染色、KT-PCRで行った。腹腔内細胞はフローサイトメトリー、 

RT-PCRで解-祈した。

【結果】

111 vitroにおいて、CT26細胞を癌由來ェクソソー■ムで刺激したところ、細胞増殖、移 

動能に P B Sと比較して差を認めなかった。In v ivoモデルを用いた腹膜播種の検討で 

は、ェクソソーム群は腹膜播種を認めなかった。獲得免疫の関連を除外するため、ヌ 

ードマウスを用いて同じ検討を行うと、ェクソゾーム群はPBS群と比較して腹膜播

(備考） 1 ， 論文内容要旨は、研究の目的•方法•結果•考察•結論の順に記載し、2 千字 
程度でタイプ等を用いて印字すること。

2 . ※印の欄には記入しないこと。
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種が有意に少なく、予後も延長した。これらの癌由来エクソソームの腹膜播種抑制 

機序を解明するため、腫瘍微小環境に着目した。エクソソームの投与後、腹膜に中皮 

の肥厚や線維化マーカーの発現、接着因子などの変化は認められなかった。エクソソ 

— ム群では、洗淨腹水中の tumor necrosis factor a  (TNFcx)、chemokine (C-X-C motif) ligand 
9 (CXCL9)、CXCL10、CXCL11、interferon-y (IFN-Y)など種々のサイトカインの発現 

増加がみられ、腹腔内マクロファージ数の増加、誘遵型一酸化窒素合成酵素 (incbcible 
nitric oxide synthase ; iNOS)の発現が増加した。

また、癌甶来エクソソームはnaturalkiller(NK)細胞を活性化し、IFN-丫の発現を増加さ 

せた。

【考察】

癌由来エクソゾームが腫瘍微小環境や転移に与える影響について、chemokine (C-C 
motif) ligand 5 (CCL5)や heat shock protein (HSP)70など兜疫活性化により抗腫瘍効果を 

高めるとの報告がある一方、transforming growth factor-p1 (TGF-pl)や F a sリガンドを 

含むエクソソームが抗腫瘍凭疫を抑制するとの報告もあり、一定の見解が得られてい 

ない。本研究では、癌凼 來エクソソームの前投与によりマウス大腸癌の腹膜播種が抑 

制され、癌由来エクソソーム投与後のマウスでは、腹腔内マクロファージ数が増加し 

た。腹膜播種には原発腫瘍からの癌細胞の剥離から遠隔臓器への定着まで、複数の段 

階が必要であり、腫瘍微小環境において腹腔内マクロファージは癌細胞の腹腔内への 

生着を防ぐのに重要な要素の1 つである。IFN-yは、M lマクロファージを誘導し、炎 

症誘発性サイトカインや活性窒素種、活性酸素種などを産生して感染防御や抗腫瘍効 

果を発揮する。本研究で我々は、癌由来エクソソーム投与により、N K細胞での IFN- 
Y発現増加、洗浄腹水中の IFN-y誘導遺伝子でM l マクロファージのマーカーである 

CXCL11の発現増加、iN O Sを発現したM lマク□ファージの増加を示した。これに 

より、癌由来エクソソームがN K 細胞の活性化を介してM l マクロファージを誘導 

し、腹膜播種を抑制する可能性が示唆された。

【結論】

CT26癌細胞凼 来のエクソソームはマウスモデルにおいて腹膜播種を抑制した。 その 

機序として、癌由来エクソソームがN K 細胞を活性化して IFN-7の分泌を促進するこ 

とで、腹腔内マクロファージのM lマクロファージへの分化を誘導する経路が考えら 

れた。
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論 嫌 》 員

(博 職 文 審 査 の 結 果 の 要 旨 )

本論文では、マウス大B讓 棚 撇 t o ) の培養上清から灘したエクソソームをかkz加  
でCT26細胞に投与し、増殖能と移S職を検討した0 また、BALB/cマウスにCT26由来ェクソソーム 
またはPBSを腹腔内に前投与した後、CT26細胞を腹腔内投与して腹胃種モデ/レを作成した〇さ 
らに、獲得翔空の関連を除外するためヌードマウスを用いて同じ検討を行ったところ、以下の点 
が明らかになった。

1) in w •加{こおいて、CT2棟棚包をェクソソームで萌繳したところPBSと比較して綱恕着殖•麵 
能に差を認めなかった.

2) in デ/レ（BALB/cマウス）を用いた腹胃種の横討で、ェクソソー'ムを前投与した群で 
f娥 種 M を認めな力と>た〇

3) ヌードマウスでもェクソソーム群{^PBS群と比較して腹職〇が有意に少なく、予後も延長 
した0

4） BALB/cマウスにェクソソームを腹腔内に連日投与したところ、腹膜に線樹匕I姓じないが、 
海争腹水中でマクロファージに関連する種々のケモカインとマクロファージ数の増加が認め 
られた0 ・空内綱包をェクソソームて讳 ・するとMlマクロファージのマーカーである・S O  

発 卿 ・ ロ し ;fco
5) ェクソソー•ムはマクロファージを難甜生化しないが、月繼由菊'fK綱 包 の ・ V 産生を誘導 

していると考えられた0

本論文は、癌由梁ェクソソームによる大腸癌腹膜胃¢¢1制について新たな知見を与えたもの 
であり、また慰鶴纖として識文内容に醺した試問を実施したところ合格と判断されたので、 
博 士 （医学）の学位論文に値するものと認められたe

(令和3年8月2 5 日）
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