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研究成果の概要（和文）：膠芽腫は脳腫瘍の中で最も悪性度が高く、非常に難治性である。膠芽腫に対する新た
な治療を開発するためには、腫瘍の増大や進展の分子機構を解明する必要がある。近年、細胞が分泌するエクソ
ソームという細胞外小胞の作用が様々な悪性腫瘍で注目されている。今回われわれは膠芽腫細胞が分泌するエク
ソソームについて研究した結果、WT1タンパクを含有したエクソソームが膠芽腫細胞から分泌され、それが周囲
のマイクログリアに伝播し、血管新生抑制タンパクであるThrombospondin 1がマイクログリア内で低下すること
で腫瘍形成を促進することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Glioblastoma is the most malignant brain tumor. In order to develop new 
treatments for glioblastoma, it is necessary to elucidate the mechanism of tumor growth and 
progression. Recently, extracellular vesicles called exosomes, which are secreted by cells, have 
been attracting attention in various malignant tumors. In this study, we studied the exosomes 
secreted by glioblastoma cells. We found that the exosomes containing WT1 protein are secreted by 
glioblastoma cells, then expression of thrombospondin-1, a negative regulator of angiogenesis, was 
downregulated in surrounding microglia. This intercellular regulatory pathway promotes glioblastoma 
progression. Our findings establish a novel model of tumor progression via exosome-mediated 
WT1-Thbs1, which may be a future diagnostic or therapeutic target.

研究分野： 脳腫瘍学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
今回の研究により、これまでは知られていなかった膠芽腫とエクソソームの関係が明らとなり、さらにそのメカ
ニズムを細胞レベルだけではなく、生体レベルでも解明することができた。膠芽腫細胞のエクソソーム分泌を抑
制するあるいは、そのエクソソームの中に含まれるタンパク質の量を変化させることで、膠芽腫細胞が形成する
腫瘍の大きさを縮小し、その生命予後を改善させることが動物実験で証明できた。この研究結果を応用すること
で、従来の膠芽腫に対する治療とは一線を画する革新的な膠芽腫治療法を提案できる可能性がある。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 

脳原発の悪性腫瘍である悪性神経膠腫、中でも最も頻度の高い膠芽腫に対する治療成績が根本的
に改善しない今日においては、従来の治療とは別の革新的アプローチの考案が急務である。一方、が
ん研究領域では、近年細胞外微小環境が重要視されている。悪性神経膠腫における細胞外微小環境
研究も開始されており、腫瘍周囲環境に認められる浸潤・血管新生は腫瘍周囲にリクルートされ集積す
るマイクログリアが積極的かつ促進的に機能しているとする知見が急速に集積している。しかし、マイク
ログリアにより悪性神経膠腫周囲の微小環境がどのように整備されているかはまったく不明である。 

エクソソームとは生体内のあらゆる細胞で分泌される、大きさが約 40～100nm の脂質二重膜に覆わ
れた細胞外分泌小胞である。その内部や膜上には細胞特異的な蛋白質や核酸・脂質を豊富に含有し
ており、分泌されたエクソソームは細胞外液・血液・脳脊髄液等を介して、隣接した細胞のみならず遠隔
の細胞にも作用している。がん細胞のエクソソームはがん細胞自身の増殖ばかりでなく、腫瘍周囲微小
環境でがん関連マクロファージを制御し浸潤・転移や血管新生に関与することが明らかになったことで、
がん研究領域におけるエクソソームの重要性が認識され始めている。しかし、悪性神経膠腫のエクソソ
ームを介した微小環境整備に関する研究は、まだ手付かずで新規研究領域として大きな発展が予測さ
れる。脳内においては、マイクログリアがマクロファージと類似の機能を有している。悪性神経膠腫細胞
から放出されるエクソソームがマイクログリアの形質を変換させ、腫瘍微小環境の整備に関与している可
能性が高い。 
 申請者はこういった背景から、「悪性神経膠腫細胞が分泌するエクソソームをマイクログリアが取り込み
腫瘍細胞浸潤、血管新生に寄与する」との仮説を立て準備的な実験を開始している。まずは、膠芽腫
細胞株から抽出したエクソソームの脂質二重膜を蛍光染色し、マイクログリア細胞株（MG6）に添加した
のちに、免疫染色にて観察することで、膠芽腫細胞由来エクソソームがマイクログリア内に高率に取り込
まれることを観察した。次いで、エクソソーム研究の第一人者である共同研究者が近年同定したエクソソ
ームの分泌に必須な蛋白質 TSG101 のノックダウン膠芽腫細胞株を作成し、マウス脳に移植した結果、
明らかな腫瘍形成および腫瘍浸潤抑制効果を見出した。この細胞株自体の in vitro での増殖・浸潤能
は野生株と同等であることから、エクソソームが分泌されなかったことによる細胞外微小環境の整備不良
が腫瘍の形成・浸潤を抑制したと推測している。 

これらのことから本研究では、「悪性神経膠腫細胞から分泌されるエクソソームを介したマイクログリア
による微小環境整備の分子メカニズム」を学術的問いとして、これに明確な答えを出すことで、悪性神経
膠腫に対する次世代の新規治療を考案したい。 
 
 
２．研究の目的 
 

本研究の目的は、悪性神経膠腫におけるエクソソームを介した微小環境整備のメカニズムを明らか
にし、それを治療に応用することである。 
 これまで、がん研究領域でエクソソーム研究は開始されているが、脳腫瘍については未着手である。
申請者はいち早く悪性神経膠腫におけるエクソソームの重要性を先行実験にて確認し、予備的な実験
を開始している。これまでに分担研究者らが開発した高純度エクソソーム抽出法を用いて、複数の膠芽
腫細胞株（U87MG, U251MG, T98G）から分泌されたエクソソームの抽出分離にすでに成功している。さ
らに、それらをマイクログリア細胞株に添加することで、マイクログリア内の mRNA の発現を変化させ、
RNA シークエンスで網羅的に mRNA 変化量を評価したデータをすでに保有している。この点で申請者
は世界に先駆けて独自性の高いデータを取得済で、研究遂行に優位な立場にある。本課題申請の時
点では、同じ着想で実施されている国内外の研究報告は見受けられない。 
 
 
３．研究の方法 
 
(1) 複数の膠芽腫細胞株由来のエクソソームをマイクログリアに添加して得られた、マイクロ
グリア内で発現が変化した mRNA のうち、変化量が大きく、さらにこれまでの文献上も有力と思
われる遺伝子を同定する。さらにその作用が腫瘍細胞に特異的であることを示すために、正常細
胞由来エクソソームを抽出し、それをマイクログリアに添加した際のマイクログリア内の遺伝
子発現についても PCR 法で検証する。 
 
(2) 上記のマイクログリア内遺伝子の発現量を変化させる因子として、腫瘍由来エクソソーム
内の含有物を検索する。文献学的に有力と思われる発現調整因子を候補として、ウエスタンブロ
ット法で検証し、その分子を同定する。さらに腫瘍でのその分子の発現を調整することで、その
細胞が分泌するエクソソーム内に含有されるタンパク質量も変化することを示す。その分泌さ
れたエクソソームをマイクログリアに取り込ませる実験をおこない、マイクログリア内の遺伝



子発現の変化量への影響を検討する。 
 
(3) 解明された腫瘍由来エクソソームによるマイクログリア内の遺伝子発現調節作用が生体内
でも認められることを動物実験で示す。脳腫瘍モデルマウスを作成し、その変化が腫瘍原性やそ
の周囲の細胞に与える影響について、免疫染色を用いて検討する。 
 
 
４．研究成果 
 
(1) 複数の膠芽腫細胞株（U87MG, U251MG, T98G）から抽出したエクソ
ソームをそれぞれマイクログリアに添加し取り込ませ、一定時間経過後に
そのマイクログリア内の mRNA の発現量を RNA シークエンスを用いて網
羅的に解析し、有意に発現が減少する遺伝子をピックアップした。それら
の候補遺伝子について実際に PCR 法を用いて実際に発現量を定量する
と、Thbs1遺伝子の発現量は複数の膠芽腫細胞株で共通して減少してお
り、その変化量も最も大きいことが示された。 
 
(2) その遺伝子発現量変化が腫瘍細胞に特異的であることを示すために
正常星細胞からのエクソソームを抽出し、同様の実験をおこなった。する
と、正常細胞由来のエクソソームでは上記のマイクログリア内 Thbs1 遺伝
子の発現抑制はおこらなかったことから、この作用が膠芽腫細胞由来エク
ソソームでのみ引き起こされることが示された（図 1）（*p=0.01）。 
 
(3) Thbs1 遺伝子の発現を調整する因子が膠芽腫由来エクソソームに含有されることが予想された。そ
こで、文献的に発現調整因子を検索し、候補分子の中で WT1 タンパクが複数の膠芽腫細胞株
（U87MG, U251MG）由来のエクソソーム内から検出されることをウエスタンブロット法で示した。 
 
(4) 膠芽腫細胞（T98G）における WT1 タンパクの発現を変化させたところ、その細胞が分泌するエクソ
ソーム内に含有される WT1 タンパクもその発現量に伴って変化した。そこで、WT1 タンパクの含有量を
変化させたエクソソームをマイクログリアに取り込ませ、そのマイクログリア内 Thbs1 遺伝子の発現量を
PCR 法で確認したところ、その含有量の変化に合わせて Thbs1 遺伝子の発現量も変化することを示し
た。これらにより、膠芽腫細胞が自身が産生した WT1 タンパク質をエクソソームに含有させ、マイクログリ
アに送達することでマイクログリア内の Thbs1 遺伝子の発現量を調節するメカニズムが解明された。 
 
(5) 上記で樹立した WT1 タンパク発現変化膠芽腫細胞株
をそれぞれ用いて、動物実験をおこなった。本研究では、
T98G 細胞がマウス脳内への移植では腫瘍形成しない性
質を利用し、腫瘍微小環境においてエクソソーム分泌の役
割を担う細胞として T98G 細胞を移植するモデルを作成し
た。腫瘍形成する腫瘍細胞株（U87MG）は変化させずに、
エクソソーム分泌細胞の WT1 タンパクの発現を変化させる
ことで、腫瘍のサイズが有意に変化することを示した（図 2）
（*p=0.05）。さらに、その腫瘍周囲の血管新生の活性化に
も影響することもわかった（図 2）（*p=0.05）。これにより、本
研究で解明した膠芽腫細胞によるエクソソームを介した微
小環境整備機構が生体内でも確認でき、それを応用した
新規治療への活用にも繋がる結果を得ることができた。 
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