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研究成果の概要（和文）：多彩な細胞分画が含まれる腫瘍微小環境のうちCAFsが癌の進展や浸潤・転移を促進し
ていることが数多く報告されている。しかし胃は管腔臓器であると同時に遊離臓器であるため、実質臓器と比べ
生体イメージングが難しく、癌細胞とCAFsの相互作用を報告したin situ & in vivo観察の論文はほとんど存在
しない。
我々は2光子顕微鏡を用いて癌細胞およびCAFs間の相互作用を観察可能な系を作り上げた。また我々は線維芽細
胞特異的にtdTomatoを発現する遺伝子組み換えマウスを作製し、同マウスにGFP発現胃癌細胞を移植するモデル
を確立し、胃癌およびストローマ、血流を経時的に観察可能な実験系を確立した。

研究成果の概要（英文）：CAFs (Cancer-associated fibroblasts) are one of the major components in 
tumor stroma, and contribute to cancer progression, infiltration, metastasis and drug resistance. 
However, there has been limited number of researches about in situ & in vivo interactions between 
cancer cells and tumor stroma including CAFs. This is mainly due to experimental difficulties of 
imaging because the stomach is anatomically a hollow and intraperitoneal floating organ thus it’s 
challenging to stabilize under an objective lens.
We have established the experimental setups and procedures to observe interactions of cancer cells 
and CAFs at subcellular resolution in situ & in vivo under 2-photon microscopy. Additionally, we 
generated a transgenic line (FAP-tdTomato) which specifically label activated CAFs. Transplantation 
of GFP-expressing cancer cells into FAP-tdTomato mice enables us to observe cancer cells, tumor 
stroma including CAFs and ECM and blood-flow simultaneously.

研究分野： 光学、腫瘍生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
ガンは癌細胞のみで構成されるものではなく腫瘍微小環境として線維芽細胞や浸潤マクロファージなど多彩な細
胞分画を含み、なかでもCAFs (Cancer-Associated Fibroblasts)が癌細胞に抗ガン剤抵抗性を直接誘導するこ
と、癌の進展や浸潤・転移を促進していることが立証されている。我々は2光子顕微鏡を用いてがん細胞とCAFs
の相互作用を直接観察する実験系を確立した。生体イメージングとがん研究を融合した新しい実験技術により、
ガン細胞と腫瘍微小環境との相互作用の理解がより進むことが期待される。

※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 
 固形癌は癌細胞のみで構成されるものではなく、腫瘍微小環境として線維芽細胞(fibroblast)
や浸潤マクロファージなど多彩な細胞分画を含んでいる。癌細胞は腫瘍微小環境(tumor stroma)
中の多様な細胞とクラスターを形成し、ホストの免疫や様々なストレスを回避していることが
示唆されている。なかでも CAFs (Cancer-Associated Fibroblasts)が細胞外マトリクスのリモ
デリングや細胞外小胞経由で癌細胞に抗ガン剤抵抗性を直接誘導すること、癌の進展や浸潤・転
移を促進していることが世界中の研究者により立証されていた。しかし、実際の癌組織内でどの
ようなガン細胞と CAFs を含む tumor stroma と相互作用が生じているのかを確認するためには
同種移植マウスモデルで直接観察することが必要であることは明白であったが、実験の困難性
のため報告が存在しなかった。 
 
 
２．研究の目的 

本研究の目的は、2 光子顕微鏡を用いた subcellular resolution イメージングによって、癌
細胞および腫瘍微小環境とくに CAFs 間の相互作用を観察し、それらの相互作用がどのように癌
の浸潤・転移に寄与するのかを明らかにすることであった。 
 
 
３．研究の方法 
(1) 2 光子顕微鏡を用いて、麻酔下でマウスにおける胃癌の経時的 in situ & in vivo イメー
ジングを可能とする技術を確立した。 
(2) 活性化された CAFs が選択的に蛍光たんぱく質で標識される FAP-tdTomato マウスを樹立し
た。 
(3) FAP-tdTomato マウスの胃壁に、GFP 標識したマウス胃がん細胞の胃壁移植を用いた血行性
がん転移モデルを確立し、ガン細胞、CAFs を含むガン周囲組織、血流を同時にイメージング可
能とする実験モデルを確立した。 

 

 

４．研究成果 
(1) 2光子顕微鏡下における胃壁および移植細
胞の acute 観察モデル系を確立した（図 1）。
高速撮影可能な resonant-scanner 搭載 2 光子
顕微鏡(60-120 枚/秒)を用いることで、周囲組
織および血管内を subcellular-resolution で
撮影することを可能としている。胃は遊離臓器
であり観察対象が移動したり拍動の影響を受
けたりするが、実験セットアップの工夫および
post-hoc 画像処理で drift を除去し安定した
動画撮影を可能とした。 
 
(2)CAFs のマーカーとして同定されている FAP 
(Fibroblast Activation Protein)プロモータ
ー下に赤色蛍光タンパク tdTomato を発現する
トランスジェニック動物を作成し、CAFs が選
択的にラベルされる動物モデル FAP-tdTomato 
reporter マウスを樹立した。(図 2)通常の
fibroblast は FAP 陽性ではないが、ガン組織
stroma 内の CAFs は FAP 陽性となるため、
tdTomatoが発現し顕微鏡下に赤色細胞として
確認できる。 

  



 

(3) FAP-tdTomato マウスに対し GFP

発現胃癌細胞移植によるシンジェニ

ックマウスモデルを確立した。(図 3) 

胃壁移植したがん細胞が血行性に

肝・肺転移を形成する、がん転移モ

デルである。 

ガン組織内で GFP でラベルされた癌

細胞およびtdTomatoでラベルされた

CAFs、血流を同時に生体イメージン

グすることに成功している(図 4) 

ガン組織と CAFs の相互作用を観察

し 、 CAFs が ガ ン 転 移 ・ CTC 

(Circulating tumor cells)の形成に

どのような役割を果たすのか検証中

である。 
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