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研究成果の概要（和文）：蛍光をつかった生体内の肉腫イメージングに関して研究した。骨代謝

に関連するアルカリフォスファターゼの抗体など用いることで、骨肉腫を蛍光標識できること

がわかった。蛍光色は GFP（緑）が広く使われるが、直視下での観察の際は自家蛍光による問

題があり、赤色または、赤外線を用いることでより良好な観察ができた。マウス肺転移モデル

でのリアルタイムイメージングを行い、肺転移早期と免疫細胞の関係をみた。また、液体窒素

処理を行った腫瘍による免疫活性作用を樹状細胞の培養を行い、抗腫瘍効果の増強を確認した。 
 
研究成果の概要（英文）：We have investigated in vivo sarcoma fluorescent imaging. 
Fluorescent alkaline phosphatase antibody can label osteosarcoma. Although GFP (green) 
is widely used for fluorescent imaging, it has a problem of autofluorescence. Red or infrared 
were better observed to detect cells without autofluorescence. Real-time imaging performed 
in mouse lung metastasis model, the contribution of immune cells for early step of 
metastasis was observed. Dendritic cells for immunotherapy combined with tumor lysate of 
cryo-treatment were effective. 
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１．研究開始当初の背景 
これまで申請者らは，米国カリフォルニア大
学サンディエゴ校外科学教室およびアンチ
キャンサー社との共同実験で，癌細胞の生体
内イメージングを世界でも先駆的に行って
きた．まず，GFP（緑蛍光タンパク）または
RFP（赤蛍光タンパク）を，レトロウィルス

を用い癌細胞に遺伝子導入し，安定して蛍光
を発する細胞株を樹立した．これをヌードマ
ウスに移植し，オリンパス社から提供された
マルチカラーイメージングシステムを使用
することで，マウス内での血行転移，リンパ
節転移などのリアルタイムイメージングに
成功した（ Hayashi et al. Cancer Res 
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2007;67:8223, Yamauchi et al. Cancer Res 
2006;66:4208）．原発巣から癌細胞が離脱し，
脈管内を流れ，転移巣を形成するまでの一連
の現象が蛍光を発する癌を用いることで，明
瞭に可視化された．また，骨の中の腫瘍も蛍
光蛋白を使うことで観察に成功した．RFP を
発現する骨腫瘍を，新生血管が GFP を発現
するトランスジェニックマウスに移植する
ことで，腫瘍と血管新生がマルチカラーで観
察 さ れ た (Hayashi et al. J Surg Res. 
2007;140:165)．このように，安定した蛍光を
発する細胞と，高感度のカメラを使用するこ
とで，これまで観察できなかったものを観察
することができるようになった．この技術を
更なる癌研究、すなわち生体内での腫瘍の可
視化、転移の機序や抑制方法、免疫療法の可
能性などに応用を行った。 
２．研究の目的 
主目的は，骨軟部腫瘍の蛍光を使用したイメ
ージングを生体内で可能にし，癌治療研究の
根本である腫瘍進展の動態の観察，転移のメ
カニズムの解明，そして有効な治療をイメー
ジングで追求することである．更に臨床に応
用し，腫瘍切除手術の際のガイド，腫瘍細胞
を検出する検査技術への適応などを考えた． 

また，申請者らは，臨床で世界でもオリジ
ナルの手術として，骨腫瘍を骨ごと摘出した
後，液体窒素処理し腫瘍細胞を不活化して骨
の再建に利用している (Tsuchiya et al. J 
Bone Joint Surg 2005;87B:218)．この液体窒
素で不活化した腫瘍片には，免疫増強作用が
あると報告されている (Sabel MS et al.  
Immunologic response to cryoablation of 
breast cancer. Breast Cancer Res Tr 
2005;90:97).また，イメージングを利用して，
その免疫作用を証明することも計画した． 
更に，これらの研究は，あらかじめ蛍光で

標識した癌をマウスに移植するといった方
法でやってきたが，次のステップとして，す
でに体内にある腫瘍を外から標識してイメ
ージングすることを考えた．これにより，最
終的には人間の生体内で癌細胞を可視化す
ることをめざした．このためには，癌細胞を
特異的に標識する必要があり，今回は，蛍光
抗体を使用した標識を中心に実験を進めた．
腫瘍に特異的な一次抗体と蛍光の二次抗体
を使用することは，蛍光染色として，病理で
はすでに広く行われている手法であるが，生
体内で使用した報告はまだ散見されるのみ
である（Koyama et al. Clin Cancer Res 
2007;13:2936）．人体での応用はまだ報告が
ない．適切な抗体と，これまでの実験で使用
した高感度のカメラの環境で，これは十分可
能と考えられる．申請者らは骨軟部腫瘍（主
に骨肉腫）の標識を行う予定であるが，上皮
系の癌と異なり，骨肉腫などには共通の抗原
は現在のところ発見されていない．手術標本

から，より有用なマーカーとなりうる遺伝子
を模索した。 
 
３．研究の方法 
蛍光をつかった生体内のイメージングを以
下の４つのテーマにわけ，平行して研究した．
１）蛍光抗体を使った生体内の腫瘍のイメー
ジング  
蛍光抗体を使った骨肉腫のイメージングに
は，骨代謝で増加するアルカリフォスファタ
ーゼ（ALP）を一時抗体とし、二次抗体に
AlexaFluorおよびZenonを用いて蛍光標識し
た．骨肉腫細胞 SaOS2 および陰性コントロー
ルである線維肉腫細胞 HT-1080 を抗 ALP 抗体
で蛍光染色し，標識を確認した。一般的な波
長である緑色に加え、赤色、近赤外線に関し
ても検討した。さらに動物内でもそれぞれの
波長で腫瘍観察を行った。 
２）骨軟部腫瘍のマーカーの検索 
臨床で切除検体の骨肉腫を免疫染色するこ
とで、マーカーとなりうるタンパクを検索し
た。同様に培養細胞でも染色を行った。また、
マウスの低転移腫瘍と高転移腫瘍のサンプ
ルから、マイクロアレイで悪性度の高い骨軟
部腫瘍の発現遺伝子の同定を行い、mRNA で培
養細胞、臨床検体の確認を行った。転移に密
着し関与するといわれる接着因子に注目し
て実験を行った。 
３）マウス肺転移モデルでのリアルタイムイ
メージング  
レトロウィルスで蛍光蛋白を導入した腫瘍
細胞をマウスの尾静脈に注射し，実験的肺転
移を得ることができる．マウスを人口呼吸下
で開胸し，呼吸や心拍の振動をおさえて肺を
直接イメージングした．細胞レベルの観察が
可能であり、線維肉腫と乳癌細胞の尾静脈注
射による０～７日後の肺転移の観察を行い、
細胞の性質の違いによる転移の時間経過の
違いを計測した。免疫細胞と肺転移の腫瘍細
胞のインターアクションをみるために、免疫
細胞を集めるモデルを使用した。Ovalbumin
を抗原感作として喘息発作 GFPマウスを作製
し、正常マウスに GFP(+)免疫細胞を移植し、
腫瘍との関係を可視化させる方向とした。免
疫不全マウスと正常マウスでの転移初期の
相違点も観察した。さらに、肺、肝臓、筋肉
内の転移形式の違いをイメージングにて観
察を行った。 
４）マウス内に骨肉腫細胞を移植，腫瘍塊に
成長した後摘出，液体窒素で不活化する．こ
の不活化した腫瘍片を別の GFPマウスに移植，
抗原として認識させる．感作させたマウスか
ら脾細胞(GFP 陽性)を摘出し，さらに別の正
常マウスに移植する．このマウスに RFP の腫
瘍を移植し，GFP の免疫細胞とのインターア
クションをみる．腫瘍に対して集まってくる
細胞の数，種類，時間などが，生体内でリア



 

 

ルタイムに観察できる．更に免疫応答を高め
るため、単球から分化した樹状細胞も用い、
抗原提示の増強を試みた。 
 
４．研究成果 
本研究である蛍光腫瘍イメージングは、2011
年米国整形外科学会の scientific exhibit
に選出され、ポスター7 枚とビデオ展示によ
り総括の発表を行った。また、2011 年の整形
外科学会基礎学術集会のシンポジウムとし
て蛍光イメージングの演題を指名され、発表
予定である。 
 
１）蛍光抗体を使った生体内の腫瘍のイメー
ジングとして、腫瘍特異的な抗体と蛍光二次
抗体を利用し，骨軟部腫瘍を蛍光標識するこ
とを目的とした。骨代謝で増加する ALP を使
用し，培養細胞を抗 ALP 抗体で免疫染色する
と、抗体は陽性であった。この抗体と蛍光二
次抗体を使用し、骨肉腫培養細胞を標識した。
通常の AlexaFluor 蛍光抗体で標識されるこ
とが確認されたが、可視化が不明瞭であり、
蛍光標識の方法を Zenon 法に変えたところ、
標識が良好となった。 
骨代謝に関連するアルカリフォスファター
ゼの抗体を用いることで、骨肉腫培養細胞が
標識できることは確認された。in vivo の実
験の橋渡しとして、in vitro で線維肉腫
HT-1080 株と共培養して骨肉腫細胞の特異度
をみたが、蛍光抗体が HT-1080 にもやや停溜
する蛍光があり、偽陽性の問題があると考え
られた。 
蛍光色は、一般に GFP（緑）が広く使われる
が、直視下での観察の際は自家蛍光による正
常組織の蛍光の問題があり、最適な波長のも
のを選択する必要があった。赤色または、赤
外線を使用することで自家蛍光の問題は解
消され、観察が可能であった。 
２）骨軟部腫瘍のマーカーの検索 

当院で手術を行った骨肉腫患者の免疫染
色の結果で Ki-67抗体は悪性度が強い症例で
陽性度が高かったため、これをマーカーとし
することが示唆された。また、ALPや Vimentin
もマーカーとして有用と考えられた。骨肉腫
に完全な特異的なマーカーとしては不適応
であるが、生体内で腫瘍を他と区別する目的
であれば応用可能と考えた。 

接着因子の解析を行っているが、遺伝子の
検索で、接着因子であるプラコグロビンの発
現が、骨軟部肉腫の悪性度に相関する結果が
得られている。プラコグロビン mRNA の発現
は downregulate されている傾向があった。
その上流の upregulate するものでマーカー
となりうると考えた。 
３）マウス肺転移モデルでのリアルタイムイ
メージング 
マウスを人口呼吸下で開胸し，呼吸や心拍の

振動をおさえて肺転移のイメージングを行
った．これまで，高輝度の蛍光発現細胞，高
感度カメラなどを使用することで、連続 8時
間の肺の観察や、同一マウスでの数回の開胸
と閉創の繰り返しに成功している。 
ヒト線維肉腫細胞とマウス由来乳癌細胞を
尾静脈注射して 0、1、7病日に観察したとこ
ろ、ヒト線維肉腫細胞はマウス乳癌細胞に比
べトラップされる数は多いが、7 病日ではほ
とんど消えていた。これは細胞がトラップさ
れる際は、接着因子などの関与、その後の生
着は免疫などの関与が示唆された。 
Ovalbumin（喘息抗原）による喘息マウス

モデルを作成した。転移と免疫細胞の関係を
イメージングすることを試みた．GFP トラン
スジェニックマウスを抗原感作し，脾細胞よ
り監査済みの血球で採取，白血球を別の正常
マウスに移植し，移植した免疫細胞のみ GFP
を発現するホストを得た．その後，喘息抗原
の吸入を行い，喘息を誘発した．肺での GFP
陽性細胞のダイナミクスをリアルタイムで
イメージングを試みたが、GFP 陽性細胞は、
喘息発作を誘発しても集積は乏しく、腫瘍細
胞とのインターアクションを見ることまで
はできなかった。 
尾静脈から蛍光標識した腫瘍細胞を注射

し、開胸して直視下に観察すると、トラップ
された細胞が観察可能である。これを繰り返
し観察することで、同一個体で経時的な腫瘍
の転移が観察された。肺、肝臓、筋肉内のト
ラップされた腫瘍を継時的に観察し、それぞ
れ細胞の生存の特徴が観察された。肺の細胞
は、多臓器に比べ速やかに消失し、かつ免疫
不全マウスと正常免疫マウスでの差は認め
られず、転移早期には免疫細胞の関与は少な
いと考えた。 

腫瘍をマウスに尾静注して肺転移を継時的
に観察。免疫不全マウス（左）と正常マウス
に差がなく、転移早期には免疫細胞の関与は
少ないと考えた。 
 
４）液体窒素処理腫瘍の免疫増強反応．マウ
スに生育した腫瘍を摘出、液体窒素処理して
腫瘍細胞を殺したのち、マウスに接種するこ
とで、癌免疫が高まることを確認する目的と
した。蛍光標識したリンパ球を用いることで、
液体窒素処理した群でリンパ球の集積が期
待されたが、有意差がなかった。 
液体窒素処理を行った腫瘍による免疫活性
作用を研究しているが、さらにその作用を増
強する方法にとりくんだ。腫瘍抗原の認識を
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高めるため、樹状細胞の培養を行い、抗腫瘍
効果の増強を確認した。樹状細胞は単球から
成熟させるが、OK432 を用いることで効率よ
く分化を誘導することができた。  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

担癌マウスにおいて、腫瘍切除のみに比べ、
切除した腫瘍を液体窒素処理し抗原提示と
して使用し、樹状細胞を移植したものは、そ
の後の肺転移の面積が少ない傾向となった。 
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