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研究成果の概要（和文）：転移巣形成メカニズムの解明は、原発巣から離れた数個のがん細胞の動態を追う必要
があるために、一細胞レベルで、がんの動態を観察する必要がある。本研究を通して、悪性リンパ腫の肝臓への
転移巣形成メカニズムを明らかにし、肝臓の血管に存在する脂質分子(スフィンゴミエリン)がその転移巣形成に
影響を与えることが明らかになった(FASEB J. 2020 Mar;34(3):3838-3854.)。また、このスフィンゴミエリン
は、生体内の大腸の陰窩の表面に存在することが明らかとなった(Biochem Biophys Res Commun. 2022 Jun 30;
611:14-18.)。

研究成果の概要（英文）：Since cancer metastasis includes the movement of single cancer cells to form
 metastasis foci, observation with a single cell resolution is needed. Through the present study, we
 found the mechanism of malignant lymphoma metastasis in the liver, and a lipid, sphingomyelin, on 
the surface of blood vessels in the liver affects the formation of metastatic foci(FASEB J. 2020 
Mar;34(3):3838-3854.). Additionally, it was discovered  by in vivo imaging using two-photon 
microscopy that sphingomyelin is localized at the crypts in the colon and small intestine (Biochem 
Biophys Res Commun. 2022 Jun 30;611:14-18.).

研究分野： 生体内イメージング
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  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、肝臓での悪性リンパ腫の転移巣形成メカニズムの一端を明らかにした。以前に明らかにした大腸で
の転移巣形成メカニズムと合わせて、転移巣形成には多様な様式が存在する。単純に一つのがん細胞から転移巣
を形成するわけでなく、その他のがん細胞と集合し、転移巣を大きくすることによって、周りの免疫細胞や抗が
ん剤からのダメージを少なくしていることが示唆される。今後、創薬の戦略として、転移巣を個々に分解するこ
とによって、抗がん剤などへの暴露効率を上げて転移巣を撲滅するなどの戦略が上げられる。

※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 

現在、２人に１人ががんに罹患し、３人に１人ががんで生命を落とす。その 9 割は転移が要因とされる。

従って、がんの転移のメカニズムを調べることは、がん患者の生存率を上げること、さらには、がんの治

療、創薬に繋がる。現在行われている原発巣から他臓器への転移の研究は、動物レベルでは、組織を

固定化し、パラフィン包埋し、切片を作製し、ヘマトキシリン・エオシン染色を基に判断される。臨床の現

場であっても、組織切片に加えて MRI, PET などが用いられているものの、その場所に転移巣が「あるか

否か」という判断を主とする。しかしながら、現在、モデルとなっているがんの転移は、変異を起こした一

つの細胞が増殖し、その中の性質の変わったがん細胞が、血管やリンパ管に入り込み、血流の流れに

乗って、然るべき場所へ行きつき転移巣を形成するというものであり、一細胞レベルの動きを追うことに

よってはじめてより詳細に理解できるが、従来の一般的な蛍光顕微鏡技術では困難である。 

 2 光子顕微鏡は、生体内の蛍光を有した細胞を一細胞レベルで、かつ、動きを込みにして観

察ができる他のシステムにはない特徴を持っている。申請者は、現在、がん細胞の生体内での動態可

視化の研究を行っている(Ueda Y. et. al. Sci Rep. 2018 Mar 5;8(1):3978.)。この論文においては、定常

的に蛍光タンパク質 GFP を発現する細胞を樹立し(EL4-EGFP 細胞)、c57BL6/J マウスに EL4-EGFP

細胞を尾静脈より注入し、7日後、大腸粘膜層上皮下の毛細血管において、一つ一つの EL4-EGFP細

胞が集簇している様子が観察できた。さらに、2 週間後に、絨毛の中に数個からなる EL4-EGFP 細胞が

存在し、転移巣の形成が確認された。興味深いことに、このような数個からなる転移巣は、絨毛内だけ

でなく、血管内にも存在した。このデータは、がんの転移巣の形成が、従来の血管から内皮細胞に入っ

てそこで形成されるという説とは異なっている。このように、申請者のシステムは一細胞レベルで観察す

ることによってはじめて明らかなる現象を明らかにすることができる。さらに、申請者は、大腸以外にも、

骨髄および肝臓で EL4-EGFP細胞の浸潤を観察している。大腸の絨毛周りの毛細血管は、わずか 2-3

μm であり直径 10μm の EL4-EGFP 細胞に取って極めて窮屈な環境である。一方で肝臓の類洞血管

は、5-7μm であり、大腸に比べて広い。また、骨髄の類洞血管に EL4-EGFP 細胞が詰まっていること

は無く、骨髄腔の中に既に浸潤している様子が観察できる。これらの予備実験から、転移巣は、環境に

よって、形成する様式も変わってくると考えられ、多様性があるのではないかとの問いに至った。 

２．研究の目的 

「がん細胞の転移巣形成メカニズムの多様性」を明らかにする。 

具体的には、 

１）一つの細胞の増殖・分裂による効果、 

２）積み重なりにより形成される効果が、肝臓および骨髄で起きる転移巣の形成において、どれほど影

響を及ぼすのか、さらに、その他の効果があるのかを検証していく。 

３．研究の方法 

A．肝臓、骨髄での EL4-EGFP および EL4-mCherry 細胞の経日変化の観察 

B．細胞分裂の影響の検証(Fucci プローブ) 

C.積み重なり効果を検証する (EL4-EGFP 細胞および EL4-mCherry 細胞) 

４．研究成果 

肝臓での EL4-EGFP 細胞の経日変化を観察した。EL4-EGFP 細胞の接種 4 日後と 10 日後を比較す

ると、10 日後で転移巣が結節を作り出し、かつ、個々の EL4-EGFP 細胞の動きは 10 日後の方が活発

であった。これは、EL4-EGFP 細胞が作り出す環境が液性因子を放出し、EL4-EGFP 細胞を活発化さ

せていると考えられる。この結果を FASEB J. 2020 Mar;34(3):3838-3854.に報告した。さらに研究を進



め、EL4-EGFP 細胞および EL4-ｍCherry 細胞を、マウスに接種し 7 日後、両者混合の結節が観察さ

れた。これは、転移巣結節を形成する際に、細胞増殖のみならず、細胞同士の積み重なり効果もあるこ

とを示している。EL4 細胞が集合するメカニズムを探るために、In vitro で集合していない EL4 細胞群と

集合している EL4 細胞群の間の mRNA プロファイルを比較した。細胞間接着に関与するタンパク質の

mRNAの増加が多数見られた。候補となる接着因子が結節部位において高発現してるかを免疫組織染

色の実施を試みる予定だったが、かなり多くの因子が変動しており、確認するための抗体の存在しない

因子が多くあり同定までには行きつかなかった。クラスター解析を行った結果、むしろ、様々な接着因子

が全体的に上昇している傾向にあったため、EL4 細胞が集合するメカニズムは、全体的な接着因子の

増加によるものと結論付けた。 この結果に関しては、現在、論文を作成中である。  

まとめ）本研究では、肝臓での悪性リンパ腫の転移巣形成メカニズムの一端を明らかにした。以前に明

らかにした大腸での転移巣形成メカニズムと合わせて、転移巣形成には多様な様式が存在する。単純

に一つのがん細胞から転移巣を形成するわけでなく、その他のがん細胞と集合し、転移巣を大きくする

ことによって、周りの免疫細胞や抗がん剤からのダメージを少なくしていることが示唆される。今後、創薬

の戦略として、転移巣を個々に分解することによって、抗がん剤などへの暴露効率を上げて転移巣を撲

滅するなどの戦略が上げられる。また、2 光子顕微鏡を用いて並行して行っていたマウス生体内イメー

ジング研究において、腸を生きたままで観察し、がんの形成および進展に関与するスフィン ゴミエリン

の分布を調べた。大腸および小腸においては、粘膜層の陰窩の表層に、スフィンゴミエリンが分布して

いることがわかり、代表者を筆頭著者、研究責 任著者として、Biochem Biophys Res Commun. 2022 Jun 

30;611:14-18.に報告した。 
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