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研究成果の概要（和文）：癌のリンパ節転移は病態を左右する重要事象であるが、メカニズムはほとんど分かっ
ていない。本研究は、リンパ節内における転移癌細胞の挙動と免疫細胞を含む組織細胞との相互作用に焦点を当
てた詳細な観察を行い、転移の成立機序解明を目指した。
マウス乳癌細胞の皮下投与により数週間後に転移したリンパ節では、辺縁洞内に癌細胞が定着し転移巣を形成、
これが拡大していった。転移巣内部には特徴的な間質（ストローマ）細胞や血管網が形成されるとともに、マク
ロファージやT細胞の浸潤が認められた。共培養において乳癌細胞はストローマ細胞に選択的に接着したことか
ら、生体内においてもストローマ細胞を足場とする転移の進行が示唆される。

研究成果の概要（英文）：Cancer metastasis to the lymph node is crucial issue in disease 
pathophysiology, although the underlying mechanisms are largely unclear. This study aimed to reveal 
the cellular and molecular processes in lymph node metastasis through the detailed examinations 
focusing on the behavior of metastatic tumor cells within lymph node tissue structures and 
interactions between tumor cells and immune cells or stromal cells.
Subcutaneously injected mouse mammary tumor cells metastasized to draining lymph node until around 4
 weeks and first settled in the subcapsular lymphatic sinus followed by expanding into tissue 
parenchyma. Inside the growing tumor, stromal network and blood vessels with unique features seemed 
to be formed and the infiltration of macrophages and T cells was also observed. In a coculture 
system, tumor cells selectively adhered to stromal cells, suggesting that metastatic tumor cells are
 likely to use stromal cells as scaffold for further invasion into the tissue in vivo.

研究分野： 免疫学
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１．研究開始当初の背景  
 様々な癌で見られるリンパ節転移は一般
的にも関心が高く、病態を左右する重要な事
象である。しかし、その具体的な過程やメカ
ニズムはほとんど明らかにされていない。特
にリンパ節に到達した癌細胞が組織環境内
においてどのように振る舞い、その後リンパ
行性の遠隔転移に至るのか、あるいは免疫細
胞を含むその場の組織細胞とどのような相
互作用を行っているのかなどに関しては明
確になっておらず、免疫システムの局所的な
変容を含む病態の理解や治療・予後の改善に
繋げるためにも、転移過程の各段階と成立機
序の解明が待たれる。 
 
 近年、リンパ節内部の構造や免疫細胞の局
在・機能に関する理解が進み、その基盤とな
る間葉系由来の細網細胞やリンパ管・血管内
皮細胞などの非血球系ストローマ細胞が免
疫系の恒常性維持と免疫応答制御に重要な
役割を担うことが明らかになっている。特に
細網細胞は緻密な三次元ネットワークを形
成し、ケモカインやサイトカインなどの様々
な因子を産生することで免疫細胞を多面的
に支持していることが明確になりつつある。 
  
 研究代表者はこれまでにリンパ節ストロ
ーマ細胞の性状や免疫細胞動態の究明に取
り組んできたが、この分野の最新知見が癌の
リンパ節転移と密接に関連し、その理解に繋
がる可能性を強く感じてきた。リンパ節への
浸潤過程で癌細胞は各ストローマ細胞と順
次接触すると考えられるが、これらの正常細
胞が癌細胞の定着、生存・増殖を支援し、遠
隔転移を増長する担い手となっている可能
性がある。すなわち、直接・間接接触により
癌細胞とストローマ細胞が相互に影響を及
ぼし合い、双方の性質が変化することで、ス
トローマ細胞からの支援因子の産生亢進や
局所的な免疫応答の抑制、癌細胞自体の悪性
度増加など、癌に有利な環境（転移支援微小
環境）が作り出されている状況を想定できる。
このような観点からの検討はこれまでに行
われておらず、文字通り手付かずの状況にあ
るといえる。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、リンパ節のストローマ細胞と
転移癌細胞の相互作用に注目し、両者の性状
変化が免疫系の変容と遠隔転移を促進する
可能性を想定して、独自の解析システムを構
築することを目標とする。マウス上皮性癌の
リンパ節転移モデルを用いて、転移癌細胞と
リンパ節構造の関連・ストローマ細胞との接
触経過を明確にするとともに、イメージング
によりストローマ細胞を基盤とした癌細胞
動態を観察し、組織内挙動の全容把握を試み
る。また、正常・担癌リンパ節のストローマ
細胞、および原発巣、一次・二次転移リンパ
節の転移癌細胞の性状を比較し、転移支援微

小環境の形成、遠隔転移に繋がる癌細胞や免
疫系の変容を検討する。さらに、リンパ節転
移の成立・遠隔転移に関わる分子の同定を目
指し、機能阻害や遺伝子改変などによる影響
を検討する。これらの解析により、リンパ節
における特異な癌微小環境の形成メカニズ
ムおよび免疫学的な観点からのリンパ節転
移の意義を再検討し、その克服に向けた治療
標的究明への足掛かりとなる成果を目指す。 
 
 これまでの動物実験モデルを用いた癌リ
ンパ節転移に関する研究の多くは、ヒト由来
の様々な癌細胞株をヌードマウスや SCID マ
ウスなどの免疫不全動物に移入する異種移
植系によるものである。しかし、リンパ球が
ほとんど存在しないような異常なリンパ節
への転移を観察しても、本来の状況とはかけ
離れていると言わざるを得ない。本研究では、
免疫研究に限らず多くの分野で最も使用さ
れ、様々な遺伝子改変系統が樹立されている
C57BL/6 系統マウスの皮下に、同系由来でリ
ンパ節転移性を有する乳癌細胞株E0771を移
植するモデル系を用い、本来の原発部位を反
映するとともに、正常なリンパ節組織環境が
存在する条件下でリンパ行性転移を再現し
てことが大きな利点である。 
 
３．研究の方法 
（１）リンパ節転移能を有する C57BL/6 マウ
ス系統由来の乳癌細胞株E0771に哺乳類細胞
強制発現ベクターを用いて EGFP, EYFP, 
tdTomato などの蛍光タンパク質を導入し、安
定発現させる。同系マウスの腹側部乳腺皮下
に癌細胞を移植・成長させ、腋下・鼠径リン
パ節への転移を誘導する。癌細胞が浸潤した
一次転移（センチネル）リンパ節、二次転移
リンパ節を経時的に回収し、組織切片やホー
ルマウント法を用いた各種蛍光標識抗体に
より染色、共焦点レーザー顕微鏡もしくは多
光子励起レーザー顕微鏡（Zeiss LSM710 NLO）
を用いて観察し、癌細胞とリンパ節組織微細
構造との空間的な位置関係を明らかにする。
輸入リンパ管からリンパ節に進入した微小
転移癌細胞はまず被膜下および髄質のリン
パ洞に進入・定着し、その後リンパ球が集積
する間質に浸潤していくと推測されるが、こ
の各過程において、リンパ管内皮細胞、細網
細胞、血管内皮細胞などの非血球系ストロー
マ細胞および細胞外マトリクス、各種免疫細
胞サブセットと順次接触するはずである。こ
れらに注目した画像を取得し、転移経過の詳
細な把握を試みる。 
 
（２）乳癌細胞株 E0771 をマウスリンパ節由
来ストローマ細胞株 BLS4, BLS12 と共培養し、
両者の接着過程や形態変化、増殖などを検討
する。モノクローナル抗体を用いたフローサ
イトメトリーにより、双方に発現する接着分
子、ケモカイン等を検討し、相互作用に関与
する分子を検索する。 



（３）リンパ節の組織構造に異常がある遺伝
子改変マウスやケモカイン遺伝子欠損マウ
スにおいて癌リンパ節転移を誘導し、その影
響を検討する。 
 
４．研究成果 
 C57BL/6 由来の乳癌細胞株 E0771 をマウス
乳腺皮下組織に 2x105 および 5x105 個投与し
た結果、原発巣の大きさは図 1のように推移
した。2x105個の投与群では約半数で原発巣の
消失が認められた。おそらくこれは宿主免疫
系の活性化による癌細胞排除の結果であり、
この応答に打ち勝つために十分な初期細胞
数の投与が必要であると考えられる。したが
って、以降は 5x105 個の投与により実験を進
めた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１）E0771 乳癌細胞原発巣腫瘍の成長経過 
 
 マウス下腹部の第４乳腺皮下脂肪組織に
E0771 細胞を投与し、原発巣からのリンパ節
への転移を経時的に観察したところ、投与後
4 週から鼠径リンパ節もしくは腋窩リンパ節
への転移が認められた。一方、第５乳腺皮下
組織に癌細胞を投与した場合には直近の鼠
径リンパ節への転移確認時に下流の腋窩リ
ンパ節では転移が認められないことが多か
った。したがって、下流リンパ節への転移拡
大はある程度の期間、最上流（センチネル）
リンパ節で食い止められていると推測され
る。 
 
 転移リンパ節における組織観察の結果か
ら、転移癌細胞は輸入リンパ管を経由してリ
ンパ節に侵入し、まず辺縁洞(SCS)内に定着、
その場で増殖して転移巣を形成すると考え
られる。RANKL や CD169 染色の結果から、SCS
内で増殖した転移巣は辺縁細網細胞（MRC）
や SCSマクロファージが作る SCS底面構造を
破壊し、濾胞や傍皮質領域に浸潤するように
拡大していくと推測される。 
 
 転移リンパ節内で癌細胞は拡散するよう
な小腫瘍塊を形成するわけではなく、初期転
移巣がまとまって肥大していくことにより
組織全体に拡大していくと考えられる（図
２）。これにより、通常のストローマ細胞の
ネットワーク構造は次第に転移巣周辺へと
押し出されてしまうと考えられる。一方、転
移癌巣内部には形態の異なるストローマ細

胞のネットワークが新たに形成されている
ように見えるが、既存のストローマ細胞が性
質を変えて腫瘍内に留まっている可能性も
ある（図２、laminin 染色）。また、原発巣と
同様に F4/80＋マクロファージの浸潤が多数
見られ、T 細胞も所々に進入している様子が
観察された。B 細胞は転移巣辺縁部において
小規模な濾胞様構造を形成していたものの、
転移巣内部には稀であった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図２）癌転移リンパ節の組織微細構造 
 
 本来、リンパ節の傍皮質領域には高内皮細
静脈(HEV)が存在するが、この領域で肥大し
た腫瘍の中心部分にはHEV構造は認めらなか
った（図２、PNAd 染色）。しかし、新たに密
な血管構造が構築されていることが確認さ
れた（図２、CD31 染色）。 
 
 E0771 細胞とマウスリンパ節由来ストロー
マ細胞株 BLS4 および BLS12 を共培養すると、
E0771 細胞が選択的にストローマ細胞に接着
する傾向が認められた（図３）。このことは
生体内のリンパ節転移においても転移癌細
胞がストローマ細胞を足場として利用して
いることを示唆する。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３）E0771 乳癌細胞と BLS4 ストローマ細胞

の共培養で見られる選択的接着 
 
 フローサイトメトリーによりE0771細胞が
発現する細胞表面の接着分子を検索した結
果、インテグリンα5 およびβ1 が発現して
いることが確認された。α5β1は主に細胞外
マトリックスであるフィブロネクチン分子
の RDG 配列に結合することが知られている。
そこで、BLS4 細胞との接着に過程において阻
害剤 GRGDS を添加し、α5β1とフィブロネク
チンの結合阻害の影響を評価した。その結果、
BLS4へのE0771細胞の未接着細胞数は阻害剤
の有無で有意差はなく、α5β1を介する結合
阻害のみではストローマ細胞への接着性に
変化は認められなかった。 
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