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研究成果の概要（和文）：本研究では、リンパ節（LN）転移形成に至るニッチ形成を造影マイクロＣＴおよび造
影高周波超音波画像を用いて解析し、LN転移形成過程の血管構築の変化を明らかにし、ニッチ形成を検出できる
画像解析システムを開発することを目的とする。本研究では、LN腫脹マウスであるMXH10/Mo/lprの腸骨下LNに腫
瘍細胞を接種し、マウスリンパネットワークにおいて腸骨下LNの下流に位置する固有腋窩LNにおける転移形成過
程を解析した。その結果、リンパ節転移の初期段階では、リンパ節のサイズ変化に先行してリンパ節内の血管密
度が増大することが示された。しかし、LN転移の初期段階においては腫瘍血管の新生は確認できなかった。

研究成果の概要（英文）：To develop an image analysis system to detect niche formation leading to 
lymph node (LN) metastasis formation, changes in vascular architecture in the process of LN 
metastasis formation were analyzed using contrast micro CT imaging and contrast high frequency 
ultrasound imaging. In the present study, tumor cells were inoculated into the subiliac LN (SiLN) of
 LN-swollen mouse, MXH10/Mo/lpr, and then metastasis formation process in the proper axillary LN 
located downstream of SiLN in mouse lymph network was analyzed. The results showed that, in the 
early stage of LN metastasis, blood vessel density in the LN prior to LN size change was increased. 
However, angiogenesis in the LN at the early stage of LN metastasis could not be confirmed.

研究分野： 頭頸部画像診断

キーワード： リンパ節転移　マウスモデル　超音波　ナノバブル　マイクロCT
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
癌が転移する組織・器官には癌細胞が生着

しやすい組織学的、生理学的な転移前の準備
状態があると考えられている。しかし、リン
パ節には転移前の準備状態と言える変化が
あるのかを明らかにした報告はない。 
２．研究の目的 
本研究では、ヒトと同等の大きさのリンパ

節を有するリンパ節転移モデルマウス、
MXH10/Mo/lpr マウスのリンパ節における転
移病巣形成過程を視覚的に明らかにし、リン
パ節転移をリアルタイムに観察できる新た
な超音波画像解析法を開発することを目的
とする。 
３．研究の方法 
MXH10/Mo/lpr マウスの腸骨下リンパ節に

ルシフェラーゼ発現腫瘍細胞を接種し、マウ
スリンパネットワークにおいて腸骨下リン
パ節の下流に位置する固有腋窩リンパ節に
おける転移病巣形成過程を生体発光イメー
ジング装置および造影高周波超音波画像解
析装置、造影マイクロ CT 画像を用いてリア
ルタイムで解析し、これら画像所見と病理組
織所見を詳細に比較検討した。 
（１）実験動物 
MXH10/Mo/lpr マウスを 14 週齢まで系統維

持・繁殖させた。この週齢でリンパ節腫脹が
発現し、安定化する。ヒトのリンパ節と同等
の長径約 10 ㎜に腫大したリンパ節を実験に
用いた。 
（２）腫瘍細胞 
腫瘍細胞には、マウス線維芽細胞由来の腫

瘍細胞である MRL/KM-Luc/GFP (KM-Luc/GFP) 
細胞とマウス乳がん細胞由来の  FM3A-Luc 
細胞を使用した。 
（３）ナノ・マイクロバブル 
ナノ・マイクロバブルには、脂質二重膜の

音響性リポソームを使用した（J Electron 
Microsc 59(3):187-196,2010）。膜組成は
94mol% Distearoyl-Phosphocholine (DSPC) 
+6mol% Distearoyl-phosphoethanolamine 
(DSPE)-PEG-OMe であり、内部ガスには C3F8

ガスを使用した。 
（４）リンパ節転移モデル 
上記腫瘍細胞懸濁液とMatrigelを混合し、

マウスリンパネットワークにおいて固有腋
窩リンパ節の上流のリンパ節である腸骨下
リンパ節に腫瘍細胞を接種し、リンパ節転移
モデルを作製した。 
（５）生体発光イメージング法による解析 
本実験で使用した KM-Luc/GFP および

FM3A-Luc はルシフェラーゼ発現細胞であり、
ルシフェリン・ルシフェラーゼ反応を起こし
た細胞の発光量を生体発光イメージングシ
ス テ ム  (IVIS, Lumina Imaging System, 
Xenogen, Alameda, CA, USA) により測定し
た。本実験では、 腫瘍細胞を直接接種した
腸骨下リンパ節と転移巣と考えられる固有
腋窩リンパ節についてルシフェラーゼ活性
を測定した。なお、測定時にはマウスは吸入

麻酔下に置いた。 
（６）造影超音波画像解析 
上記ナノ・マイクロバブルを尾静脈に注射

し、高周波超音波画像解析装置を用いて、四
次元的に造影超音波画像を解析した。 
（７）病理組織学的解析 
固有腋窩リンパ節の転移病巣に関して、HE

染色標本により病理組織学的に観察し、また、
血管内皮細胞のマーカーである D31、リンパ
管のマーカーである LYVE-1 に関して免疫組
織学的に解析した。 
（８）造影超音波画像および造影マイクロ CT
画像の臨床応用の可能性に関する評価 
上記、生体発光イメージング装置による解

析、蛍光実体顕微鏡による解析、同時期の造
影マイクロ CT 画像の解析、および病理組織
学的解析の結果を比較検討した。 
４．研究成果 
転移リンパ節の大きさが増大する以前に

転移リンパ節内の血管密度の増大が確認さ
れ、リンパ節転移の初期段階においては、リ
ンパ節の大きさの変化に先行してリンパ節
内の血管密度が増大することが示された。超
早期の転移リンパ節における腫瘍新生血管
の増生に関して免疫組織学的に検討してみ
たところ、転移リンパ節の大きさが増大する
以前の転移リンパ節内の血管密度の増大は、
腫瘍新生血管の増生に起因するものではな
く、リンパ節内の既存の血管の拡張によるこ
とが明らかとなった。 
固有腋窩リンパ節の輸入リンパ管から辺

縁洞に腫瘍細胞が侵入・生着し、増殖を開始
した直後から、腫瘍細胞がリンパ節実質に浸
潤増殖する過程におけるリンパ節血管の状
態を生体発光イメージング装置、造影高周波
超音波画像解析装置、造影マイクロCT画像、
および病理組織学的手法で解析したところ、
腫瘍細胞がリンパ節辺縁洞で増殖し、リンパ
洞内をリンパ節実質の深部に向かって増殖
を開始した直後においては、腫瘍血管の新生
や拡張は確認できなかった。以上のリンパ節
転移開始直後の病態は、これまで知られてい
ない新たな知見であり、今後のリンパ節転移
の超早期診断法の指針となるものである。 
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