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研究成果の概要（和文）：センチネルリンパ節内のがん細胞の有無を高確度で調べることは、がん転移早期診断
や根治にとって重要である。本研究では、イメージングプローブとして、「量子ドット/シリカ/金ナノ粒子」を
合成した。このナノ粒子を担がんマウスの腫瘍部位に注入し、微小転移リンパ節へのナノ粒子の移行性を評価し
た。その結果、注入したナノ粒子によって、リンパ節を蛍光とX線CTでin vivoマルチモーダルイメージングする
ことに成功した。さらに、ナノ粒子はリンパ節内で微小転移部位に選択的に局在していることが分かり、センチ
ネルリンパ節の微小がんを逃さず検出する方法の開発に極めて有効であると考えられた。

研究成果の概要（英文）：In cancer, the sentinel lymph node (SLN) is defined as a first node which 
receives lymph flow from cancer site. Therefore SLNs become the first location of cancer cells in 
lymph node metastasis. To achieve early diagnosis of cancer metastasis, it is important to detect 
location of true SLNs and evaluate accurate histological location of cancer cells in SLN with high 
accuracy. To develop new SLN diagnostic method, we here prepared multimodal nanoparticles with X-ray
 absorption and fluorescence. These nanoparticles enabled us to simultaneously-visualize an 
identical SLN in tumor-bearing mice with X-ray Computed Tomography and fluorescent imaging. 
Moreover, by estimating nanoparticles distribution in SLN utilizing the measurement of nanoparticles
 number with both imaging, we succeeded in precisely identifying the inflow of afferent lymph 
vessels into the sentinel lymph node, where lymph node metastasis begins. These results suggest that
 this method became better SLN diagnosis.

研究分野：医工学
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
がん患部からのリンパ液が最初に流れ着くリンパ節(センチネルリンパ節)に注目し、リンパ節内のがん細胞の有
無を高確度で調べることは、がん転移早期診断や根治にとって極めて重要である。本研究では、がんが転移した
真のセンチネルリンパ節を蛍光とX線を使って正確に同定するための基盤技術の開発を行った。またリンパ節内
に微小転移したがんを逃さず検出する方法の基盤技術開発にも成功した。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
がん転移はリンパ管や血管を通して起こるが、リンパ行性転移は血行性転移よりも病初期段
階において進行が観測される。そのためがん患部からのリンパ液が最初に流れ着くリンパ節(セ
ンチネルリンパ節)に注目し、リンパ節内のがん細胞の有無を高確度で調べることは、がん転移
早期診断や根治にとって極めて重要である。 
リンパ節転移の診断技術や機序解明に関する課題として、以下の 2点が主に挙げられる。 
課題 (1)：真のセンチネルリンパ節の同定  
乳がんでは、患部に色素を注射し、術中に脇の下の数十個の腋窩(えきか)リンパ節内の中か
らセンチネルリンパ節を探索する。しかし色素(数 nm以下)は、拡散が早く 10分程度でリンパ
節から流出してしまう。よって、より適切な大きさのマーカーが望まれていた。消化器がんで
は、乳がんの腋窩リンパ節に相当するものはなく、がんの発生部位と解剖学的リンパ節地図を
指標に、ガイドラインに沿って切除(郭清)する。しかし実際の手術では、摘出リンパ節に必ず
しもがん細胞が見出されるわけではなく、逆にガイドラインでは切除範囲に含まれないような
原発巣から遠いリンパ節に転移を認めることがしばしばある。以上のように、真のセンチネル
リンパ節の同定では、「適切なマーカーの開発」や「原発巣近傍だけでなく全身のリンパ節を検
査可能な技術開発」が課題解決に重要となる。 
課題 (2)：リンパ節内のがん細胞存在部位の同定 
摘出センチネルリンパ節の病理診断法にも課題がある。消化器がんの場合、数 cm 程の摘出
リンパ節は、中央で分割した後、2～4μｍ厚の標本切片１－２枚が診断される (乳がんの場合は
2mm 厚に分割後、断面切片を診断する)。リンパ節の大部分が、がん細胞で占められていた場
合、切片１枚の診断であってもがん細胞の検出は可能である。しかしがん細胞が、リンパ節内
に微小転移し、がん細胞の局在性に偏りがある場合、病理診断時の標本厚(リンパ節体積の
0.1-0.01%相当)では、がん細胞の検出を見逃す危険性が高確率で起こりうる。このような場合、
そのリンパ節は陽性にも関わらず、陰性と診断され、がん再発リスクを高める。よってセンチ
ネルリンパ節の病理診断のリスクを排除するには、リンパ節内の微小転移部位を高確度で特定
する方法が重要となる。 
以上の課題解決に向け、我々はこれまでにナノテクを駆使し、蛍光能やＸ線吸収能を保持す
るナノ粒子の開発と応用に取り組んできた。関連する蛍光計測の実績として、以下の①～③が
挙げられる。 
① 蛍光ナノ粒子をリンパ節トレーサーに応用し、独自蛍光腹腔鏡でセンチネルリンパ節の可視
化を行った。その結果リンパ節のがん転移開始部位に相当する「輸入リンパ管のリンパ節への
流入部」を高確度で特定する方法を開発した(Nanotechnology,2010)。 
② 空間位置精度 9nmの In vivo共焦点顕微鏡を開発し、蛍光ナノ粒子を用いて、がんや動脈硬
化症の in vivoイメージング（マウス）を行った。その結果、がん細胞転移活性化因子、血管新
生制御因子等の挙動を１細胞や１分子レベルで可視化した(J.Biol.Chem.,2010、NHK、読売新聞; 
Blood,2011、科学新聞; Mol.Cell Biol.2013; 日本特許第 5483023号; 米国特許第 8674079号)。 
③ 自家蛍光を排除する画像解析法を開発し、ヒトがん組織に存在する転移活性化因子の発現量
を蛍光１粒子イメージングで可視化した。その結果、がん再発リスクの診断法の開発に成功し
た(Sci.Rep.,2015、化学工業日報; 日本特許第 5682975号)。さらに、Ｘ線 Computed Tomography 
(CT) 計測の実績として、Ｘ線吸収ナノ粒子を開発し、9μm分解能を持つＸ線 CTを使い、直径
2mmのマウス微小がんの検出に成功した(J.Nano.Res.2014; 海外出願 PCT/JP2012/062062)。 
以上の蛍光および X 線 CT イメージングの可視化技術を応用すれば、上記課題(1)および(2)
の解決に寄与できると考え、本研究計画の着想に至った。 
 
２．研究の目的 
上記の課題(1)や(2)の解決を目的として、本計画では、① X 線 CT と蛍光を融合したマルチ
モーダルイメージングにより、がん患部に接続するセンチネルリンパ節を高精度で特定する方
法の開発、② センチネルリンパ節に微小転移したがん細胞を逃さず検出する方法の開発、以上
の研究を行った。 
 
３．研究の方法 
方法 Ⅰ：マルチモーダルナノ粒子の合成 
蛍光と X線 CTを融合したマルチモーダルナノ粒子を合成し、このプローブを用いたイメー
ジングにより、がんに接続するセンチネルリンパ節を高精度検出する方法の開発を行う。蛍光
材料として量子ドット、X線吸収材として金ナノ粒子を利用する。量子ドットは半導体性の蛍
光ナノ粒子であり、高い蛍光強度と光安定性を保持している。これまでに我々は、量子ドット
表面への特異的抗体付加や量子ドットのシリカコーティングを行ってきた。金ナノ粒子は高Ｘ
線吸収性を保持しており、我々はこれまでに 15nm 金ナノ粒子を開発し、担がんマウスで微小
腫瘍の高感度検出に成功してきた。 
蛍光能と X線吸収能を保持するマルチモーダルナノ粒子を合成するため、最初に小粒径の量
子ドットのシリカコーティングを行う。シリカコーティングでは、Tetraethoxysilaneの反応条件
(濃度、時間)を検討し、薄層のシリカによる「量子ドット内包シリカ」を合成する。次に液相
還元法により微小金ナノ粒子を合成する。「量子ドット内包シリカ」と「金ナノ粒子」を結合さ



せるため「量子ドット内包シリカ」の表面にアミノ基を担持させる。アミノ基は配位結合によ
り金と親和性があり、この性質を両粒子の結合に利用する。「量子ドット内包シリカ」と「金ナ
ノ粒子」の両粒子を様々な混合比で混ぜ、両粒子が 1:1 で結合する条件を探索する。これらの
検討結果、「量子ドット/シリカ/金ナノ粒子」を合成する。以上により合成したマルチモーダル
ナノ粒子を使い、同一センチネルリンパ節のマルチモーダルイメージングを検討する。 
方法 Ⅱ：マルチモーダルナノ粒子の in vitroでの評価 
「量子ドット/シリカ-PEG/金ナノ粒子」の蛍光能および X線吸収能の特性を in vitroにて詳細に
調べ、in vivo計測に備えた基盤データの取得を行う。具体的には、シリカコーティングが量子
ドットの蛍光能に与える影響や、複合粒子にすることが金ナノ粒子の X線吸収能に与える影響
を蛍光顕微鏡、in vivo蛍光計測装置(IVIS)、動物用マイクロ X線 CT装置、などで調べる。 
方法 Ⅲ：マルチモーダルナノ粒子の in vivoでの評価 
「量子ドット/シリカ-PEG/金ナノ粒子」を用いた転移リンパ節のマルチモーダルイメージング
を行うために、マウス後肢の足背にがん細胞を埋め込み、リンパ節へ転移するモデルを作製す
る。このモデルマウスの足背の腫瘍部位に「量子ドット/シリカ-PEG/金ナノ粒子」を注入し、
センチネルリンパ節に相当する膝窩リンパ節へのナノ粒子の送達性を検討する。さらに膝窩リ
ンパ節を蛍光と X線 CTでイメージングし、同一の転移リンパ節のマルチモーダルイメージン
グを行う。 
さらに、がん転移の初期段階に当たる微小がんを逃さず検出する方法の確立を目指し、がん
細胞が膝窩リンパ節に微小転移するタイミングを検討する。その後、腫瘍部位に「量子ドット/
シリカ/金ナノ粒子」を注入し、微小転移膝窩リンパ節へのナノ粒子の移行性を評価するととも
に、膝窩リンパ節を摘出し、リンパ節内における「量子ドット/シリカ/金ナノ粒子」の分布と
がん細胞の局在性の相関性に関して、病理学的に検討する。 
以上の方法Ⅰ～方法Ⅲの研究を通し、「①X 線 CT と蛍光を融合したマルチモーダルイメージ
ングにより、がん患部に接続するセンチネルリンパ節を高精度で特定する方法の開発」や「② セ
ンチネルリンパ節に微小転移したがん細胞を逃さず検出する方法の開発」へ展開させることを
目標とする。 
 
４．研究成果 
方法 Ⅰ：マルチモーダルナノ粒子の合成の結果 
蛍光能と X線吸収能を保持するマルチモーダルナノ粒子を合成するため、小粒径の量子ドッ
ト(蛍光ナノ粒子)のシリカコーティングを行い、「量子ドット内包シリカ粒子(量子ドット/シリ
カ)」を合成した。シリカコーティングでは、Tetraethoxysilaneの反応条件(濃度、時間)を検討し、
最適な条件で量子ドットのカプセル化を行った。その後、「量子ドット/シリカ」の表層にアミ
ノ基を担持させ、「アミノ基担持の量子ドット/シリカ」とした。また別粒子として、液相還元
法により微小金ナノ粒子を合成した。その後「アミノ基担持の量子ドット/シリカ」と「金ナノ
粒子」を適切な量比で反応させることにより、両粒子がほぼ 1:1で結合した「量子ドット/シリ
カ/金ナノ粒子」を合成することに成功した。 
方法 Ⅱ：マルチモーダルナノ粒子の in vitroでの評価の結果 
「量子ドット/シリカ/金ナノ粒子」の蛍光能および X線吸収能の特性を in vitroにて詳細に調
べた結果、シリカコーティングは量子ドットの蛍光能を阻害することはなかった。また「量子
ドット/シリカ/金ナノ粒子」の金ナノ粒子に由来する X 線吸収能を評価した結果、想定した吸
収性を保持することが認められた。 
方法 Ⅲ：マルチモーダルナノ粒子の in vivoでの評価の結果 
がん細胞が膝窩リンパ節に微小転移したモデルにおいて、腫瘍部位に「量子ドット/シリカ/
金ナノ粒子」を注入し、微小転移膝窩リンパ節へのナノ粒子の移行性を評価した。その結果、
注入したナノ粒子によって、膝窩リンパ節を蛍光と X線 CTで in vivoマルチモーダルイメージ
ングすることに成功した。さらに、イメージング後、膝窩リンパ節を摘出し、リンパ節内にお
ける「量子ドット/シリカ/金ナノ粒子」の分布とがん細胞の局在性の相関性に関して、病理学
的に検討した。その結果、リンパ節内で微小転移部位にナノ粒子が選択的に局在していること
が分かった。以上の結果は、センチネルリンパ節に微小転移したがん細胞を逃さず検出する方
法の開発に極めて有効であると考えられる。現在、これらの微小転移したがん細胞の形態や性
状を詳細に評価し、リンパ節内でのがん細胞の増殖や転移の機序解析を行っている。 
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