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研究成果の概要（和文）：本研究では、腫瘍微小環境を形成する癌細胞、免疫細胞、血管網の細胞間相互作用を
理解するために、組織透明化技術とイメージング技術を利用して、担癌マウスの解析を実施した。その結果、腫
瘍内における制御性Ｔ細胞と血管網の空間的不均一性が詳細に解析され、不活化センダイウイルス粒子を用いた
癌免疫治療依存的変化の可能性を見出した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we utilized imaging techniques and tissue clearing methods to
 address cellular interaction between cancer cells, immune cells, and blood vessels in the tumor 
microenvironment, and found the possibility that HVJ-E treatment affected the distribution of tumor 
vasculatures in mouse tumors.

研究分野：生物学
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１．研究開始当初の背景 
腫瘍は無秩序に増殖する腫瘍細胞だけで
なく、それを取りまく複数種の細胞から形成
される。腫瘍細胞の周辺細胞や細胞外分子は
腫瘍微小環境と呼ばれ、腫瘍の増殖に重要と
考えられている。腫瘍微小環境は主に癌関連
線維芽細胞 (CAF)、免疫系細胞、血管網、そ
してこれらの細胞により分泌される細胞外
分子から形成される。腫瘍細胞と腫瘍微小環
境の相互作用を理解することは、癌の特性解
明および治療法の進歩に必須である。しかし、
従来の標準的解析手法であるフローサイト
メトリーでは、腫瘍の３次元的構造が破壊さ
れてしまう。また、組織切片による解析では、
腫瘍の一部から全体を推測する。どちらの手
法をとっても、腫瘍微小環境の細胞構成を正
確に理解することは困難である。顕微鏡技術
の発達により大型標本を高解像度イメージ
ング可能なライトシート顕微鏡が普及し、ま
た、組織を破壊することなく深部のシグナル
を拾うための組織透明化技術も高度に進化
してきている。腫瘍内部で顕著に異なる腫瘍
微小環境の全体像、さらに、腫瘍微小環境を
形成する分子・細胞メカニズムには不明な点
が多いが、これらの技術を適用することによ
り、組織破壊することなく生体内の腫瘍を１
細胞レベルで観察、解析できる可能性がある。 
研究代表者はこれまでに、正常発生を対象
にした個体レベルの研究において成果を上
げている。特に、ショウジョウバエ神経系の
再編メカニズムに着目し、１細胞レベルの in 
vivo ライブイメージング法を確立した
(Yasunaga et al., Genes. Dev. (2015) 29: 
1763-1775, Yasunaga et al., Dev. Cell (2010) 
18:621-632)。一方、研究代表者の所属する研
究室は、マウス腫瘍モデルを利用して腫瘍細
胞の特性の解明や不活化センダイウイルス
粒子 (HVJ-E) による分子治療の発展に貢献
してきた (Kurooka and Kaneda, Cancer Res. 
(2007) 67: 227-236, Matsushima-Miyagi et al., 
Clinical Cancer Res. (2012) 18: 6271-83, etc)。研
究代表者は生体イメージングを腫瘍研究に
組み込むことにより、従来法では十分な情報
が得られなかった腫瘍微小環境の形成メカ
ニズムに新たな知見を与えることができる
と考えている。 
 
２．研究の目的 
本研究では、主として近年急速に発展した
組織透明化技術、顕微鏡イメージングを免疫
組織染色、薬理学的解析と融合させることに
より、腫瘍微小環境における細胞間相互作用
の分子・細胞メカニズムを明らかにすること
を目的とする。腫瘍を構成する主な細胞は腫
瘍細胞であるが、その周辺で機能する CAF 
細胞、腫瘍特異的細胞傷害性 T 細胞、制御性
T 細胞、血管網などが腫瘍細胞の増殖、転移、
治療効果に強く関わることが知られている。
腫瘍細胞とこれら腫瘍細胞以外の細胞の役
割および相互作用を解明することは、腫瘍の

特性を理解するうえで重要である。とりわけ、
腫瘍微小環境を形成する細胞が腫瘍の中で
どのように分布しているのか、また局所的な
違いがどの程度存在するのかについて詳細
な研究が望まれている。しかし、組織を破壊
せずに腫瘍の内部をそのまま１細胞レベル
で観察することは技術的に難しい。こうした
問題に取り組むために、以下の２つの研究計
画を実施する。 
（１）組織透明化技術とイメージングを駆使
し、腫瘍微小環境の１細胞レベルイメージン
グシステムを確立する。さらにこのシステム
を発展させ、（２）腫瘍微小環境に対する
HVJ-E の役割を解明する。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
３．研究の方法 
（１）組織透明化技術に基づく腫瘍微小環境
の１細胞レベルイメージングシステムの確
立 
腫瘍微小環境は主に癌関連繊維芽細胞

(CAF)、免疫系細胞、血管網から構成される。
多様なこれらの細胞群は腫瘍に積極的に動
員され、腫瘍の増殖に顕著な役割を持つこと
が示されてきた。しかし、これらの細胞群の
腫瘍内での分布は組織切片に基づき解析さ
れることが多く、３次元的な全体像について
は不明である。本研究では、組織透明化技術
と腫瘍全体の丸ごとイメージングを駆使す
ることにより、腫瘍内で腫瘍微小環境を構成
する種々の細胞群がどのように分布してい
るのかを明らかにする。 
具体的には、癌細胞だけでなく CAF 細胞、
免疫系細胞、血管網の分布を可視化するため
に、皮下に形成させた大腸癌細胞株由来の腫
瘍を CUBIC 法を用いて透明化し、大型試料
のイメージングに適したライトシート顕微
鏡を使用して３次元データを取得し解析す
る。一方、腫瘍微小環境は腫瘍の増殖に応じ

 
 
図 1  腫瘍微小環境のモデル図。腫瘍を構成
する細胞を破壊せずに 1 細胞レベルで観察す
ることは、腫瘍の増殖・治療メカニズムの解
明につながる。 
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て変化することが予想される。そこで、サイ
ズの異なる腫瘍を同様の方法でイメージン
グし、腫瘍の増殖過程における腫瘍微小環境
を形成する細胞の分布変化を明らかにする。
並行して、同種自所性移植モデルマウスの解
析をおこなう。このモデルでは、より生体環
境に近い状態の腫瘍微小環境を再現可能で
ある。これらのモデルでの組織透明化及びイ
メージングを実行する。効率的な深部イメー
ジングのために、細胞特異的マーカー分子の
転写を活性化するプロモータ配列制御下で
蛍光タンパク質を発現するノックインマウ
ス系統を利用する。 
 
（２）腫瘍微小環境に対する HVJ-E の役割
の解明 
癌治療が十分な効果を発揮するためには、
治療方法ごとに異なる作用メカニズムの正
確な理解が必須である。研究代表者が所属す
る研究室のこれまでの研究から、不活化セン
ダイウイルス粒子(HVJ-E)がメラノーマをは
じめとする幾つかの腫瘍に対して非常に有
望な治療方法であることが示されている
(Tanemura et al., Cancer Gene Ther. (2013) 20: 
599-605, etc.)。HVJ-E をマウスの腫瘍内に注
射すると、癌細胞が細胞死を起こすのみなら
ず、免疫系細胞の腫瘍内浸潤も誘導される。
しかし、HVJ-E が免疫系細胞を引き寄せる分
子・細胞メカニズムは不明な点が多い。本研
究では、HVJ-Eを用いた治療において、「ど
のような」免疫系細胞が「どこに」分布する
のかを明らかにするために、治療前後の腫瘍
全体をイメージングする。 
具体的には、大腸癌細胞をマウス皮下組織
に接種し、長径 5-10mm の腫瘍を形成させる。
その後、HVJ-E を腫瘍内注射し、一定期間の
経過後に腫瘍を摘出して、組織透明化とイメ
ージングをおこなう。また、治療初期と後期
でサイズの異なる腫瘍をイメージングし、細
胞分布の時間変化を解析する。特に、免疫系
細胞の種類、分布、血管網の位置に注目する。
すでに、HVJ-E による再現性の高い治療方法
を発見しており、投与量、投与期間、回数を
特定している(Kurooka and Kaneda, Cancer Res. 
(2007) 67: 227-236)。 
 
４．研究成果 
（１）組織透明化技術に基づく腫瘍微小環境
の１細胞レベルイメージングシステムの確
立 
腫瘍内の細胞を高精度にイメージングす
る系を確立するために、CUBIC法で効率的に
組織透明化可能な担癌マウスモデルを探索
した。そのために、癌細胞株に関するアプロ
―チをおこなった。細胞種による透明化効率
の違いについて検討するために、異なるマウ
ス組織由来の癌細胞株を比較検討した。その
結果、大腸癌細胞と肺癌細胞に由来する皮下
腫瘍は、２ミリメートル程度の深部まで蛍光
シグナルを検出することができた。一方、乳

癌細胞を乳腺組織に移植した自所性モデル
では、数１００マイクロメートル程度の蛍光
シグナルを検出するにとどまった。この結果
により、組織透明化技術を利用した効率的な
深部イメージングには、大腸癌細胞株由来腫
瘍と肺癌細胞株由来腫瘍が適していること
が見いだされた。 
次に、組織特異的に蛍光タンパク質を発現
できるトランスジェニックマウスを利用し
て、マウス腫瘍内と周辺部における宿主細胞
の分布様式と構造的な特徴を解析した。はじ
めに、腫瘍内とその周辺部に存在する宿主由
来細胞を組織透明化技術の１つである
CUBIC法により効率的に観察することがで
きるか検討した。これを行うために、マウス
全身の細胞が蛍光タンパク質 GFPを発現す
るトランスジェニックマウスを宿主として、
マウス大腸癌細胞株を接種し腫瘍を形成さ
せた。その結果、腫瘍内全体に渡って GFP(＋)
細胞が検出された。これは宿主由来細胞が効
率的に検出できることを示していた。観察画
像を詳細に解析すると、細胞サイズの違いを
判別できる程度の解像度を確認することが
できた。次に、特定の機能を有する細胞集団
についての解析を実現するために、組織特異
的に蛍光タンパク質を発現できるトランス
ジェニックマウスを使用した。近年、癌治療
では免疫療法の発展が期待されているが、腫
瘍内での種々の免疫細胞の３次元的情報と
その空間的意義についてはほとんど分かっ
ていなかった。本研究では、制御性 T細胞が
蛍光タンパク質を発現するトランスジェニ
ックマウスを使用し、腫瘍内の制御性 T細胞
の３次元分布を観察した。この実験から得ら
れた情報は、腫瘍内での深部と辺縁といった
空間的不均一性を詳細に示した。したがって、
この観察系は、癌の免疫療法の効果に関係す
る制御性T細胞の動態を解析するために使用
可能だと考えられる。 
 
（２）腫瘍微小環境に対する HVJ-E の役割
の解明 
癌免疫療法としての HVJ-Eの腫瘍内投与
が、腫瘍内血管系にどのような影響を及ぼす
かを評価するために、血管細胞特異的に蛍光
タンパク質を発現するトランスジェニック
マウスに大腸癌細胞株由来の皮下腫瘍を形
成させた。その結果、HVJ-E治療によって、
腫瘍内血管の総延長が減少する傾向を見出
した。一方で、腫瘍内血管のネットワークの
複雑さや血管径には有意な違いが検出され
なかった。これらの結果は HVJ-Eによる腫瘍
縮小効果の一部が、血管網の減少によって担
われている可能性を示唆している。今後、こ
の可能性を追求することにより HVJ-E癌免
疫療法の改善につながることが期待される。 
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