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研究成果の概要（和文）：　転移初期リンパ節の精密診断法とリンパ行性薬剤送達法(LDDS)を用いた低侵襲な局
所的化学療法の開発を目的とし，リンパ節転移マウスモデルを用いて実験を行った．
　その結果、マイクロCTによるリンパ洞造影法は，リンパ洞で増殖したがん細胞が上流リンパ節からの造影剤の
流れを妨げることによって，造影剤の局所欠損を示し、臨床的N0状態の転移リンパ節診断の画像診断法として有
用であることが明らかとなった．また，LDDSを用いた上流リンパ節への薬剤の至適注入速度は10～80 μL/minで
あること，LDDSを用いた抗がん剤の投与で臨床的N0状態の初期転移リンパ節に抗腫瘍効果がみられることが明ら
かとなった．

研究成果の概要（英文）：　In order to develop a precise diagnostic imaging method and minimally 
invasive local chemotherapy using lymphatic drug delivery system (LDDS)　for early metastatic lymph 
nodes, we conducted experiments using a mouse model of lymph node metastasis.
　The results showed that lymphatic sinus contrast imaging using micro-CT was useful as an imaging 
method for the diagnosis of metastatic lymph nodes in the clinical N0 state, because tumor cells 
proliferating in the lymphatic sinus blocked the flow of contrast medium from upstream lymph nodes, 
indicating a focal defect of contrast medium. We also found that the optimal infusion rate of drugs 
into upstream lymph nodes using LDDS was 10-80 μL/min, and that administration of anticancer agents
 using LDDS had an antitumor effect on metastatic lymph nodes in the model of clinical N0 stage.

研究分野： 医歯薬学

キーワード： リンパ節転移　精密診断　化学療法　超音波　早期診断　リンパ行性薬剤送達法

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
 リンパ節転移の有無は，患者の生命予後に大きく関与する．しかし，腫大する前の臨床的N0状態の初期のリン
パ節転移を高精度に診断できる画像診断法は確立されていない．また，転移初期のリンパ節では腫瘍新生血管が
形成されず, EPR効果にもとづく高分子薬剤治療の効果が期待できないことなどから，全身化学療法の奏効率に
は限界がある．
 本研究は，転移初期段階のリンパ節を対象とした高精度な画像診断法，およびリンパ行性薬剤送達法(LDDS)を
用いた新規化学療法の開発を目的とする．低侵襲，低コスト，奏効性の高い転移リンパ節治療が期待でき，高齢
者や有病者，あるいは経済的に困窮している世界中のがん患者の救済に繋がる．

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
リンパ節転移の有無は，がん患者の生命予後に大きく関与するため，転移初期リンパ節を的確

に診断して早期治療を行うことは患者救済に繋がる．リンパ節転移診断は, CT, MRI, PET, 超
音波などの画像検査法を駆使し, 触診などの診察所見と総合的に行われる.しかし，腫大する前
の臨床的 N0 状態の転移リンパ節を高精度に診断できる画像診断法は確立されていない．転移リ
ンパ節は，大きさが最も広く受け入れられた診断基準となっているが，径 10mm での正診率は頸
部リンパ節では約 80％であり，残り 20％の不顕性リンパ節は見落とされる. 本研究グループは，
腫大前の転移初期のリンパ節では，血管密度変化が体積変化に先行することを造影高周波超音
波システムで明らかにした. この知見をもとに，焦点サイズが非常に小さいために投影面のボ
ケが小さく，精細で解像度が高いエックス線マイクロコンピュータ（マイクロ CT）を用いて診
断システムを構築し, 血管およびリンパ洞の抽出精度を高めることで，より高精度なリンパ節
転移初期診断が可能になると思われる． 
一方, 現在の転移リンパ節に対する全身化学療法は，低分子である抗がん剤がリンパ節内の

間質に漏出した後に血管系に再吸収されてしまうこと，転移初期段階のリンパ節では腫瘍新生
血管が形成されず，EPR 効果にもとづく高分子薬剤の治療効果が期待できないことなどから，転
移リンパ節に対する全身化学療法の奏効率には限界がある．本研究グループは，リンパ節に直接
薬剤を注射することで, 注射したリンパ節だけでなくリンパネットワーク下流側のリンパ節ま
でも治療可能なリンパ行性薬剤送達法(LDDS)の開発に取り組んできた. 本手法では全身化学療
法の 100 分の 1～10,000 分の 1 の微量な薬剤量で転移初期段階のリンパ節を治療できる．しか
し，リンパ系の流体輸送の特徴に基づいた薬剤送達の設計や LDDS による治療に有効な薬剤特性
は不明である.  
２．研究の目的 
転移初期段階の転移リンパ節の精密診断法と LDDS を用いた低侵襲な新しい局所的化学療法の

開発を目的とし，（１）マイクロ CT(空間分解能 5m)を用いた転移初期リンパ節の画像診断法の
開発，（２）上流側リンパ節への蛍光色素注入速度の違いによる下流側リンパ節への送達性評価，
（３）LDDS を用いた抗がん剤の転移初期リンパ節における抗腫瘍効果，副作用の検証と LDDS に
求められる薬剤特性の検討を行った． 
３．研究の方法 
（１）マイクロ CT 像を用いた転移初期リンパ節の診断法の開発 
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．14週齢でリンパ節腫脹が発現し，ヒ
トのリンパ節と同等の径約10㎜に腫大して安定化する．実験には16-18週齢のマウスを用いた． 
② 腫瘍細胞 
マウス乳がん細胞由来で生体発光関連酵素であるルシフェラーゼ遺伝子を導入した FM3A-Luc 
細胞を用いた． 
③ リンパ節転移マウスモデルの作製 
FM3A-Luc 細胞懸濁液をマウスリンパネットワークにおいて固有腋窩リンパ節に対し上流側の腸
骨下リンパ節に接種し，下流側の固有腋窩リンパ節に転移させた． 
④ 生体発光イメージング法による解析 
ルシフェラーゼ発現細胞である FM3A-Luc 細胞の発光量を生体発光イメージングシステム(IVIS) 
により測定した．腫瘍細胞を接種した上流側の腸骨下リンパ節，および下流側の固有腋窩リンパ
節のルシフェラーゼ活性を腫瘍細胞接種後 14，21，28 日目に測定した． 
⑤ 造影マイクロ CT画像解析 
リンパ節初期転移診断を目的にリンパ節転移マウスモデルの転移病巣の造影マイクロ CT 画像を
撮影した．CT 造影剤を腸骨下リンパ節，および固有腋窩リンパ節の上流リンパ節である副腋窩
リンパ節に注射して固有腋窩リンパ節に 10，30，60μL/min の注入速度で造影剤を送達させ，リ
ンパ洞の画像解析を行った．  
⑥ 病理組織学的解析 
固有腋窩リンパ節と上流側の副腋窩リンパ節のパラフィン切片を作製し，HE 染色で腫瘍細胞を
特定し，造影マイクロ CT画像の検証に用いた． 
  



（２）上流側リンパ節への蛍光色素注入速度の違いによる下流側リンパ節への送達性評価 
LDDS による転移リンパ節への薬剤送達は，薬剤注入部位となる上流側リンパ節への薬剤投与

速度が下流側リンパ節への送達能を規定する．そこで，様々な速度で上流側リンパ節に蛍光色素
を注入し，下流側リンパ節への至適注入速度を検討した． 
① 実験動物 
（１）と同様に 16-18 週齢の MXH10/Mo/lpr マウスを用いた． 
② 蛍光色素 
上流側の腸骨下リンパ節に注入する蛍光色素として、FITC 修飾トマトレクチンを用いた． 
③ 腸骨下リンパ節への FITC 修飾トマトレクチンの注入と注入圧力計測 
マウス腹部に皮膚切開を加え，腸骨下リンパ節から固有窩リンパ節に至るルートを露出させ，腸
骨下リンパ節へ FITC 修飾トマトレクチンを 10, 20, 40, 60, 80, 100 µL/minおよび bolus（2.4 
mL/min）の速度で注入した．FITC 修飾トマトレクチン注入中に, 腸骨下リンパ節における注入
圧力をリアルタイムに計測した. FITC 修飾トマトレクチン注入終了後, 下流側である固有腋窩
リンパ節を摘出した． 
④ 固有腋窩リンパ節への FITC 修飾トマトレクチンの送達量の定量化 
下流側である固有腋窩リンパ節への FITC 修飾トマトレクチンの送達量を定量化するために平均
蛍光強度解析を行った． 
⑤ 蛍光免疫染色 
下流側である固有腋窩リンパ節への FITC 修飾トマトレクチンの局在を評価するために，リンパ
内皮細胞を標的とする抗 LYVE-1 抗体による免疫染色を行った． 
 
（３）LDDS を用いた抗がん剤の転移初期のリンパ節における抗腫瘍効果，副作用の検証と LDDS
に求められる薬剤特性の検討 
腸骨下リンパ節に腫瘍細胞を接種し, 固有腋窩リンパ節に転移を誘導することで作製した転

移リンパ節マウスモデルの副腋窩リンパ節に，（２）で明らかとなった至適注入速度で抗がん剤
を注入し,リンパ行性薬剤送達法の有効性および副作用を検討した．また，浸透圧や粘度の異な
る抗がん剤溶液の治療効果を検証した． 
 
① 実験動物 
（１）（２）と同様に 14～20 週齢の MXH10/Mo/lpr マウスを用いた． 
②  腫瘍細胞 
ルシフェラーゼおよびGFP発現細胞であるマウス悪性線維性組織球腫様細胞（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 転移リンパ節モデル作製 
KM-Luc/GFP細胞およびFM3A-Luc細胞細胞懸濁液をリンパネットワークで上流側の腸骨下リンパ
節に接種し，下流側の固有腋窩リンパ節に転移させ，リンパ節転移マウスモデルを作製した．腫
瘍細胞接種日を Day 0 と定義し, IVIS を用いて固有腋窩リンパ節の in vivo 生物発光強度を測
定することで, 腫瘍増殖を評価した．KM-Luc/GFP 細胞群では Day 3, 6, 9 に生物発光強度を測
定し, Day 6 において生物発光強度が 2.0 × 105 photons/sec に達した固有腋窩リンパ節を転
移リンパ節とみなした. KM-Luc/GFP 細胞群では Day 6 を改めて Day 0Tと定義し，同日に 5-FU 投
与による治療介入を行った. 一方，FM3A-Luc 細胞群では Day 7, 14 および Day 14 以降には 3
日おきに生物発光強度を測定した．生物発光強度が 1.0 × 106 photons/sec に達した固有腋窩
リンパ節を転移リンパ節とみなした. FM3A-Luc 細胞群では転移誘導を確認した日を改めて Day 
－1Tと定義し, 翌日の Day 0Tに治療介入を行った. 
④ 副腋窩リンパ節からの薬剤注入 
抗がん剤には，5-FU を用いた．KM-Luc/GFP 細胞群では Control (0 g/g), 0.1 g/g, 1.0 g/g
および 10 g/g 群で治療効果を比較した. FM3A-Luc 細胞群では Control (0 g/g), 0.1 g/g, 
1.0 g/g, 10 g/g および 100 µg/g 群で治療効果を比較した．また，ポリソルベート 80, エタ
ノール, 生理食塩水で 5-FU を希釈し，粘度, 浸透圧を可変し，治療効果に違いがあるかを検討
した.  
⑤ 抗腫瘍効果の検証 
治療介入後の固有腋窩リンパ節での薬剤の抗腫瘍効果を腫瘍のルシフェラーゼ活性で確認した．
また，摘出した固有腋窩リンパ節と上流側リンパ節である副腋窩リンパ節のパラフィン切片を
作製し，HE染色で腫瘍細胞を特定し，病理組織像から腫瘍細胞の残存を評価した．  



⑥ 体重測定 
5-FU の急性毒性作用を評価するために，体重を測定した．KM-Luc/GFP 細胞を接種したマウスは，
Day0，3，6（0T）および Day9（3T）に体重を測定した． 
⑦ 5-FU の腎/肝毒性を評価するための血液生化学検査 
治療介入後のマウスから血漿を採取し, 急性腎不全の判定としてクレアニチン (CRE) および尿
素窒素 (BUN), 急性膵炎の判定としてアミラーゼ (AMY)，肝機能障害判定として AST, ALT およ
びビリルビン (T-BIL) の血漿中濃度を測定した. KM-Luc/GFP 細胞群では, Day 3Tのマウス血
漿，FM3A-Luc 細胞群では Day 9Tのマウス血漿を使用した． 
４．研究成果 
（１）造影高周波超音波像とマイクロ CT像を用いた転移初期リンパ節の診断 
リンパ節転移マウスモデルの臨床的 N0 状態モデルとした体積変化を認めない固有腋窩リンパ

節に輸入リンパ管を介して造影剤を 10，30，60μL/min の注入速度で流入させると，辺縁洞に造
影剤が貯留し，その後リンパ節の皮質および髄質のリンパ洞に流入した．固有腋窩リンパ節の上
流側リンパ節である副腋窩リンパ節への造影剤の貯留は，注入速度が速いほど増加した．さらに，
リンパ節に体積変化をきたしていない固有腋窩リンパ節の辺縁洞で増殖した乳がん細胞は，上
流側の副腋窩リンパ節からの造影剤の流れを妨げ，造影剤の局所欠損領域を CT画像上で示した．
マイクロ CT によるリンパ洞造影法は臨床的 N0 状態のリンパ節転移を診断するための新しい画
像診断法として有用と思われた． 
 

（２）上流側リンパ節への蛍光色素注入速度の違いによる下流側リンパ節への送達性評価 
全ての注入速度群において, 腸骨下リンパ節に注入された FITC 修飾トマトレクチンはリンパ

管を介して下流の固有腋窩リンパ節に送達された．10～80 µL/minでは, 注入圧力は注入開始直
後に急速に増大し, 鋭いピークを形成してから緩やかに変化した．100 µL/minおよび bolus 群
では, 注入中には圧力のピークを形成せずに, 高い圧力を維持したまま推移した．撃力値は
bolus 群では著しく減少した. 
10～100 µL/min では, 注入速度の上昇にともない固有腋窩リンパ節内の FITC 修飾トマトレ

クチンの分布は減少した. bolus 群では, FITC 修飾トマトレクチンは固有腋窩リンパ節の一部
の辺縁洞および実質にのみ確認された．下流側リンパ節における FITC 修飾トマトレクチンの分
布は撃力値と相関することが明らかとなった. 
 腸骨下リンパ節体積と注入圧力の最大値との間には相関は認められなかった． 
 以上の研究成果から，リンパ行性薬剤送達法の至適注入速度は 10～80 µL/min であることが
示唆された. 
 

（３）LDDS を用いた抗がん剤の転移初期のリンパ節における抗腫瘍効果，副作用の検証と LDDS
に求められる薬剤特性の検討 
KM-Luc/GFP 細胞群では 10 µg/g 投与群において，Control 群と比較して治療介入後に生物発

光強度の統計的有意な減少が認められた（P < 0.01）．一方，FM3A-Luc 細胞群では濃度依存的な
in vivo 生物発光強度の減少傾向が認められたが, 統計的有意差は認められなかった． 
FM3A-Luc 細胞群について浸透圧や粘度の異なる薬剤による転移リンパ節への治療効果の検討

を試みたところ，異なる浸透圧と粘度の抗がん剤では治療効果に違いがあることが明らかとな
った．しかし，どのくらいの浸透圧や粘度の薬剤がリンパ節全体に送達され，貯留性があるのか
については，今後の課題である． 
体重は，いずれの濃度の 5-FU 投与によっても統計的有意な減少は認めなかった． 
病理組織学的解析では，5-FU 濃度 0.1～10 µg/g 群では, KM-Luc/GFP 細胞群，FM3A-Luc 細胞

群ともに固有腋窩リンパ節内に腫瘍領域は認められなかったのに対し，Control 群において，辺
縁洞付近に境界明瞭な腫瘍領域が確認された．また，5-FU 投与による副腋窩リンパ節の構造変
化は KM-Luc/GFP 細胞群，FM3A-Luc 細胞群ともにみられなかった．肺, 肝臓および腎臓にも
Control 群を含む全ての群において, KM-Luc/GFP 細胞群，FM3A-Luc 細胞群ともに 5-FU 投与によ
る臓器傷害は確認されなかった. 
生化学検査結果は、KM-Luc/GFP 細胞群，FM3A-Luc 細胞群ともに，全ての測定項目において

Control 群と比較して統計的有意な差は認められなかった． 
５．考察 
LDDS による化学療法でリンパ節内の転移腫瘍は縮小することが明らかとなった．治療介入に

よる抗腫瘍効果は，腫瘍細胞として KM-Luc/GFP 細胞を用いた場合には, 固有腋窩リンパ節の in 



vivo 生物発光強度の統計的有意な減少が認められたが，FM3A-Luc 細胞を用いた場合には, 統計
的有意な抗腫瘍効果は認められなかった．この理由として，腫瘍細胞の浸潤性の違いや薬剤感受
性の違いによって, 抗腫瘍効果に差が生じたものと考えられる．下流側リンパ節の辺縁洞で主
に増殖する KM-Luc/GFP 細胞には 5-FU は送達されたが,リンパ節の実質で浸潤性に増殖する
FM3A-Luc細胞には5-FUが十分に送達されなかった可能性やFM3A-Luc細胞の5-FUに対する薬剤
感受性が低かった可能性がある． 
今後，薬剤の浸透圧や粘度を詳細に検討し，LDDS による転移初期のリンパ節治療に最適な薬

剤が開発されれば，低侵襲、低コスト、奏効性の高い LDDS 治療の臨床応用が可能となり，高齢
者や有病者，あるいは経済的に困窮している世界中のがん患者を救済するであろう．本研究成果
は，リンパ節転移の早期診断・新たな治療法開発の基礎となり得るものである． 
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