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研究成果の概要（和文）：遺伝子導入によりGFPを発現するヒト前立腺癌細胞PC-3を作成し，ヌードマウスの脛
骨に注射することにより骨転移モデルを作成した．注射から1週後，抗CEAモノクローナル抗体をDyLight 650で
標識してマウスに尾静脈注射した．コントロール群のマウスに対して明視野で腫瘍切除術（BLS）を行い，13匹
のマウスに対して蛍光ガイド下で腫瘍切除術（FGS）を行った．結果として，FGSは有意に遺残腫瘍を減少させ，
無再発生存率を改善した．FGSは骨転移モデルにおいて，遺残腫瘍，腫瘍再発を減少させることが示された．こ
の手法を応用することにより様々な癌腫における遺残腫瘍，腫瘍再発の減少が期待できると思われる．

研究成果の概要（英文）：The present report demonstrates efficacy of fluorescence-guided surgery 
(FGS) to resect and prevent recurrence of experimental skeletal metastasis in a nude-mouse model of 
human prostate cancer. Green fluorescent protein (GFP)-expressing PC-3
human prostate cancer cells were injected into the intramedullary cavity of the tibia in 25 nude 
mice. One week after implantation, monoclonal antibodies, specific for carcinoembryonic antigen 
(CEA), labeled with DyLight 650, were injected into the tail vein of 13 mice. Thirteen mice 
underwent FGS and 12 mice underwent bright-light surgery (BLS). Weekly GFP fluorescence imaging of 
the mice
was performed to observe tumor recurrence. FGS group showed only slight tumor growth and 
significantly improved disease-free survival of the treated mice. Our study demonstrated that FGS 
significantly reduced residual tumor as well as the recurrence of experimental prostate-cancer bone 
metastasis. 

研究分野：腫瘍
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１．研究開始当初の背景 
全世界において，1 年間に約 50 万人の前立
腺癌患者が発生している（Gronberg, 2003）．前
立腺癌は骨組織への転移することが多く，骨転
移により疼痛，高カルシウム血症，病的骨折，神
経の圧迫をきたし，進行癌患者の QOL を著しく
低下させる（Gralow, 2009）．骨転移の標準的治
療として，ビスフォスフォネート，放射線療法，外
科的切除があげられ，骨転移の局所的根治に
は外科的切除が必要となる．骨腫瘍の切除にお
いて，切除縁における腫瘍組織の存在は局所
再発の上昇に大きく影響する（Wedin, 1999）．し
たがって，切除縁における腫瘍の存在が悪性腫
瘍の治療において重要な因子といえる． 
我々はこれまでに，カリフォルニア大学サンデ
ィエゴ校との共同研究により蛍光タンパクで腫瘍
を標識することにより腫瘍を可視化させて生体
内で観察する技術を確立してきた．近年，生体
内で腫瘍を可視化させる技術を手術に応用する
試みを行っており，蛍光ガイド下で腫瘍を再発
することにより再発率を減少させることを報告し
てきた． 
 
２．研究の目的 
本研究の目的はヌードマウスを用いて骨転移
モデルを作成し，腫瘍の増大，腫瘍再発に対す
る 蛍 光 ガ イ ド 下 腫 瘍 切 除 術
（Fluorescence-guided surgery，以下 FGS）の有
用性を調査することである． 
 
３．研究の方法 
レトロウィルスを用いた遺伝子導入により，緑
色蛍光タンパクを発現するヒト前立腺癌細胞
PC-3（PC-3-GFP）を作成した．PC-3-GFP細胞は
1％のペニシリン/ストレプトマイシン(Invitrogen, 
Carlsbad, CA)，10% の FBS (Sigma-Aldrich, St. 
Louis, MO)を含む DMEMで培養した． 
実験動物として，6-8 週のヌードマウスを用い
た．麻酔には Ketamine，xylazine，acepromazine
混合液の皮下注射を用いた．左脛骨粗面の上
に約 5 mmの皮膚切開を加えて進入して骨孔を
作成し，28G の注射針を用いて 1×106 個の
PC-3-GFP 細胞と 5 μL のマト リゲル (BD 
Bioscience, San Jose, CA)を骨孔内に注射した
(Fig.1a)．細胞を移植後に皮膚を 6-0 ナイロンで
縫合した．1 週後，蛍光イメージング OV100 
Small Imaging System(Olympus Corp)を用いて
GFP発現を確認した． 
蛍光標識の方法として，Carcinoembryonic 

antigen (CEA)特異的モノクローナル抗体
(Aragen Biosciences, Morgan Hill, California)を
DyLight650 Amine-reactive Dye (Thermo Fisher 
Scientific, Rockford, Illinois) で標識 し た ．
DyLight650 標識抗 CEA 抗体 （ anti-CEA 
DyLight650）を骨転移モデルマウスの尾静脈に
注射した．注射から 24 時間後，Maestro 
fluorescence imaging system (CRi, Caliper, 
Perkin-Elmer Inc., Hopkinton, MA)を用いてマウ
スを蛍光イメージングで観察した． 
腫瘍細胞を移植してから 1週後，25匹のマウ

スを明視野で切除するグループ（bright light 
surgery，以下 BLS 群），蛍光ガイド下で切除す
るグループ（FGS 群）に分類した．BLS 群のマウ
スにおいて，約 1.5cmの皮膚切開を加えて進入
し，腫瘍を周囲組織から剥離して切除した．FGS
群では，Maestro fluorescence imaging systemで
anti-CEA DyLight™ 650の蛍光を観察して腫瘍
を観察して切除範囲を確認して腫瘍を切除し，
切除後にイメージングで遺残腫瘍の有無を観察
し，遺残腫瘍を認めた場合には追加切除を行い，
蛍光イメージングで腫瘍を認めなくなるまで切除
と観察を繰り返した．術後，Olympus OV-100 
Small Animal Imaging System (Olympus Corp)
を用いて術野を観察して遺残腫瘍を観察した．
腫瘍遺残率を以下の式で算出した． 
腫瘍遺残率（％）＝（術後の蛍光領域）／（術前
の蛍光領域）×100 
腫瘍再発の評価として，Illumatool Imaging 

System (Lightools Research, Encinitas, CA, 
USA)を用いて GFP の発現を観察した．術後の
腫瘍サイズの変化について， iBOX Scientia 
Small Animal Imaging System (UVP LLC, 
Upland, CA, USA)を用いて 1週毎に GFP発現
領域を測定した．手術から 5 週後，蛍光発現腫
瘍を有するマウスを安楽死させて腫瘍の重量を
測定した．蛍光発現のないマウスは 12週まで経
過観察した． 
外科的切除から再発までの期間を無再発生
存期間として，無再発生存率を Kaplan-Meier法
で算出し，両群を log-rank testを用いて比較した．
P < 0.05 を有意差ありとした．統計解析は EZR 
(Saitama Medical Center, Jichi Medical 
University)を用いた． 
 
４．研究成果 

25 匹のヌードマウスにおいて PC-3-GFP を発
現する骨転移モデルを作成した．1×106 個の細
胞を移植して 1 週後にヌードマウスを BLS 群と
FGS群に分類した．腫瘍切除前の蛍光領域は，
BLS群で 24.0 ± 2.3 mm2，FGS群で 24.1 ± 2.3 
mm2 であり，両群間に有意な差を認めなかった
（P = 0.490）(Fig. 3a)．FGS 群のマウスでは，抗
CEA DyLight™ 650により正常組織と腫瘍組織
を明確に識別することができた．腫瘍切除後の
BLS群，FGS群の蛍光領域は 3.0 ± 0.7 mm2，
0.2 ± 0.1 mm2であった（P < 0.001）．また，BLS
群，FGS群の腫瘍遺残率は 13.1 ± 3.5 %，1.0 ± 
0.6 %であった（P < 0.001）．  

GFP 発現領域の継時的観察では，BLS 群で
急速な腫瘍の増大を示したのに対し，FGS 群で
は腫瘍の増大はわずかであった．腫瘍切除から
5週後の時点での蛍光領域は，BLS群で 200.6 
± 43.9 mm2，FGS群で 31.1 ± 13.2 mm2であった
(Fig. 5a; P < 0.001)．腫瘍の体積は BLS 群で
2230.0 ± 797.2 mm3，FGS群で 269.5 ± 156.2 
mm3であった（P = 0.009）．また，腫瘍の重量は
BLS群で 3.2 ± 1.1 g，FGS群で 0.6 ± 0.3 gであ
った（P = 0.009）．BLS群のすべてのマウスが 2
週以内に再発をきたしたのに対し，術後 2 週の
時点で 61.5％のマウスが無再発の状態であった．



術後 12 週の時点での無再発生存率は BLS 群
で 0％，FGS 群で 36.9％であり，FGS 群で有意
に高い無再発生存率を示した（P < 0.001）． 
我々の DyLight™ 650標識抗 CEA抗体を用
いた蛍光ガイド下腫瘍切除術は マウス骨転移
モデルにおいて，腫瘍の再発を抑制することが
示された．腫瘍特異的な蛍光抗体を用いた蛍光
ガイド下腫瘍切除術は骨転移手術における有
用性が期待できる． 
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1. Tsuchiya H. Antimicrobial implants 

(iodine-coating) for bone infections. 38th 
SICOT Orthopaedic World Congress（2017
年 11月 29日—12月 2日，Cape Town，南
アフリカ共和国） 

2. Tsuchiya H. Distraction osteogenesis for 
bone infections. 38th SICOT Orthopaedic 
World Congress（2017 年 11 月 29 日—12
月 2日，Cape Town，南アフリカ共和国） 

3. 土屋弘行．骨軟部腫瘍の診断と治療の進
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学術集会教育研修講演（2017 年 10 月
26—27日，宜野湾市） 
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日本整形外科学会骨軟部腫瘍学術集会ラ
ンチョンセミナー（2017年 7月 13—14日，
東京） 

14. 土屋弘行．骨軟部腫瘍に対する創外固定
の応用．第 90 回日本整形外科学会学術
総会教育研修講演（2017年 5月 18-21日，
仙台市） 

15. Tsuchiya H. Joint-Sparing Surgery Using 
Frozen Tumor Autogarft. Introductory 
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20. 土屋弘行．骨軟部腫瘍における手術とリハ
ビリテーション．第 11 回日本リハビリテーシ
ョン医学会専門医会学術集会(2016 年 10
月 29-30日，金沢市) 

21. Tsuchiya H. Correction of the deformity 
related to benign bone tumor. 第 60回韓国
整形外科学会（2016 年 10 月 19-22 日，イ
ンチョン，韓国） 

22. Tsuchiya H. Biological reconstruction using 
frozen tumor bone. 第 60回韓国整形外科
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23. Tsuchiya H. External fixation techniques in 
tumor surgery. 26th Annual Baltimore 
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8月 25日，Baltimore, USA） 

28. 土屋弘行．整形外科医の夢・挑戦・実現
（Dream, Dare and Do.）—“かがやき”をは
な て る か ？ ． 第 ５ 回 JASA(Japan 
Association of Spine Surgeons with 
Ambition) (2016年 8月 6日，金沢市) 

29. 土屋弘行．骨軟部腫瘍に対する患肢温存
手術とリハビリテーション．第 53回日本リハ
ビリテーション医学会学術集会教育講演
（2016年 6月 10日，京都市） 

30. 土屋弘行．骨欠損に対する生物学的再建
術—未来に向けて−．第 89 回日本整形外
科学会学術総会教育研修講演（2016 年 5
月 12−15日，横浜市） 

31. Tsuchiya H. Antimicrobial implant 
technology with iodine-coating. 第 10回ブ
ラジル整形外科腫瘍学会 (2016 年 4 月
20−22日, Foz do Iguassu, Brazil) 

32. Tsuchiya H. Frozen autograft reconstruction. 
第 10回ブラジル整形外科腫瘍学会 (2016
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