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放射線照射時における子宮頸部腺がん細胞から分泌される細胞外小胞体の機能解析
−子宮温存を目指した子宮頸部腺がんの放射線治療抵抗性の克服にむけて−

Functional analysis of extracellular vesicle secreted from  
cervical adenocarcinoma cells by irradiation.

犬伏祥子１）・吉田賢史２）・佐々木良平２）

要約　子宮頸がんは全世界の女性の死因の第 2 位に位置している。近年、子宮頸がんは、日
本においては20代後半から30代の女性においてもっとも罹患率の高いがんである。我々は、
子宮頸癌の中でも子宮頸がん検診では発見されにくく、治療が困難であるがんの一つである
子宮頸部腺がんに着目した。本研究では、子宮頸部腺がんの放射線抵抗性メカニズムを明ら
かにするために、細胞外小胞体であるエクソソームに着目した。エクソソームは約 100nm
程度の細胞から分泌される小胞体で、細胞同士がコミュニケーションをとる情報伝達物質を
内包している。近年、このエクソソームによるがんの転移や薬剤耐性獲得、早期診断、予後
予測に関与することが明らかとなっている。本研究では子宮頸部腺がん細胞に放射線を照射
した際のエクソソームの動態を明らかにすることを目的とする。

Summary Cervical cancer is the second leading cause of cancer deaths among female 
cancer worldwide. In recent years, cervical cancer is the most prevalent cancer in 
women in their late 20s to 30s in Japan. We focused on cervical adenocarcinoma which 
is one of cervical cancers. Cervical adenocarcinoma is said to be difficult to treat because 
it is difficult to detect in cervical cancer screening and it is resistant to radiation and 
chemotherapy. Circulating non-coding RNAs, including microRNAs and long non-coding 
RNAs, and the protein components of extracellular vesicles are promising biomarkers for 
the non-invasive detection of cancer at an early stage, metastasis of cancer, acquisition 
of drug resistance, and prognosis prediction. In this study, we investigated the role of 
extracellular vesicle secreted from cervical adenocarcinoma cell.
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背景および目的

子宮頸がんは全世界の女性のがんによる死亡原
因の第２位に位置しており１）、近年日本では、子
宮がん検診の推進により、子宮頸がんは早期に発
見され、その死亡率は減少傾向である。しかしな
がら 20 代から 30 代で発症するがんの第一位を占
めることからも、早期に診断、治療をすることが
望まれている。

子宮頸がんは扁平上皮がんと腺がんがあり、扁
平上皮がんがその大部分を占めている。これまで
は子宮頸部腺がんは子宮頸がん全体の約 5％と以
前は言われていたが、最近では腺がんの割合が増
加し、子宮頸がんの約 25％を占めるようになって
きている。子宮頸部・腺がんは扁平上皮がんより
奥の方に発生するため、細胞診断で採取すること
が難しく、進行した状態で発見される。また、初
期からリンパ節への転移が起こりやすいこと、放
射線や化学療法に対して抵抗性があることなどか
ら、治療が難しいがんと言われている。子宮頸部・
腺がんは初期で発見された場合でも転移しやすい
ことなどから、子宮の全摘出が推奨されている。
近年は子宮の温存治療の一つとして放射線治療が
あるが、子宮頸部・腺がんは放射線抵抗性を有し
ていることが知られていることからも早期発見、
早期治療につながる分子機序の解明が望まれる。
そこで我々は、子宮温存治療方法の開発に向けて、
研究を行っている。

これまで子宮頸がんの原因は性交渉によるヒ
トパピローマウイルス（Human papilloma virus 
:HPV）が主たる原因とされているが、HPV の既
感染者が必ずしも子宮頸がんを発症するわけでは
ないことから、子宮頸部腺がんの新しい個別化治
療方法を確立するために、子宮頸部腺がんのエク
ソソームに着目した。

細胞は細胞から分泌されるエクソソームと呼ば
れる細胞外小胞体を用いて、遠隔地の細胞と情報
交換を行っている。エクソソームは血中だけでな
く、尿、涙、母乳などの様々な体液に含まれてお
り、脂質二重膜で包まれた約 100nm の小胞体であ

る。この小さなエクソソームの中には多種多様な
タンパク質や核酸がそれぞれの細胞の分子の特徴
を保ったまま存在するといわれている。近年、が
ん細胞と間質細胞の双方がエクソソームを分泌し
情報交換を行うことで、がんの進展や転移、薬
剤耐性などに関与しているということも明らかと
なっていることから、このエクソソームの役割に
ついて注目を集めている。

本研究では子宮頸部・腺がん細胞株である
HCA-1 細胞を用い、放射線を照射した HCA-1 細
胞から分泌されたエクソソームについて解析を行
い、子宮頸部腺がん細胞での放射線治療効果につ
ながる遺伝子マーカーを探索することを目的とし
て研究を開始した。

方法

子宮内頸部腺がん細胞株である HCA-1 細胞
（JCRB 細胞バンクより購入）２）を用い、MEM 培養
液を用いて培養した。放射線照射の前日に T75 フ
ラスコに細胞を播いた。翌日、放射線照射の直前に、
培養中や通常培養時の FBS 内に含まれるエクソ
ソームを持ち越さないように PBS で 2 回洗浄後、
エクソソームをあらかじめ除いた FBS を含む培地
に交換し、放射線照射（０Gy、5Gy）を行った。
放射線照射 48 時間後に培養上清を回収し、遠心に
て死細胞等を除き、上清のみを 0.22 μｍのフィル
ターで濾過した。その濾過済み培養上清を用いて
超遠心法にてエクソソームを回収３）した。得られ
たエクソソームを用いてナノサイトによる解析を
行い、エクソソームの粒子数およびその粒径を確
認した。次にエクソソームの表面を脂質に親和性
の高い PKH26 を用いて蛍光色素を標識し、HCA-
１細胞に添加し培養した。エクソソームを加えて
から 24 時間後、Hoechst33342 を用いて生細胞の
核のみを標識したのち、細胞を固定し、標識済み
エクソソームが細胞に取り込まれた数を測定した。

結果

HCA-1 細胞由来のエクソソームの採取
まず、HCA-1 細胞由来のエクソソームの単離を
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行い、得られたエクソソームについて NanoSight
を用いてその粒子数および粒子径を測定した（図
１）。その結果、HCA-1 細胞由来のエクソソーム
が約 130nm であることが明らかとなった。

HCA-1 細胞由来のエクソソームの細胞内
取り込みについて

次に放射線未照射細胞の培養上清から得られた
エクソソーム（HCA-1 0Gy-Exo）および照射細胞
から分泌したエクソソーム（HCA-1 5Gy-Exo）の
表面脂質を PKH26 で蛍光標識し、蛍光標識済み
エクソソームをレシピエント細胞である未照射の
HCA-1 細胞に添加し、エクソソームの取り込みを
解析した（図 2 A）。エクソームの細胞内取り込み
量については Keyence の解析ソフトを用い、エク
ソソームを取り込んだ細胞数を算出した。

図１．Nanosight を用いたエクソソームの粒子径およ
び粒子数の分布図

Ｂ．

図２．エクソソームを取り込んだ細胞の計測
Ａ．エクソソームを取り込んだ細胞の観察。

赤：蛍光標識したエクソソーム、青：生細胞の核
Ｂ．エクソソームを取り込んだ細胞数のグラフ。

Keyence 解析。×200 倍で撮影した４視野の平
均値を算出した。エクソソーム（赤）を取り込ん
だ生細胞（青）の数を表す。

Ａ． ０Gy-EXO 5 Gy-EXO

（cells / 視野） P<0.01



20

女性健康科学研究会誌　（J Soc Wom Health Sci Res）　第７巻　第１号　2018 年 5 月

結果、5Gy-Exo の方が 0Gy-Exo よりも細胞内へ
の取り込みが多く（図 2 B）、放射線照射後分泌し
たエクソソームは未照射細胞に取り込まれやすい
ことが明らかとなった。

考察

本実験結果より、Ｘ線照射した HCA-1 細胞から
分泌されたエクソソームは未照射の HCA-1 細胞に
取り込まれやすいことが明らかとなった。これま
での報告でもグリオブラストーマ細胞などにおい
てＸ線を照射した細胞から分泌したエクソソーム
が未照射のレシピエント細胞に取り込まれやすい
ことは報告されてきた４）５）。Ｘ線照射後の細胞から
分泌するエクソソームによる細胞への作用は、細
胞を生存の方向へと導くものと死へ導くものの両
方の報告がある。今後、子宮頸部腺がん細胞にお
いて、放射線照射後に分泌されたエクソソームの
役割やエクソソーム内の microRNA の変動につい
て詳細に解析していく必要があると考えている。

我々は最終的には患者組織サンプルのエクソ
ソームを利用した、子宮頸部腺がんの早期診断お
よび予後予測につながる研究につなげていきたい
と考えている。
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