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研究成果の概要（和文）：悪性腫瘍の進行の過程で、腫瘍細胞の浸潤に関する特性は極めて重要な因子であると
の認識は以前からなされてきたが、従来の組織標本からは、浸潤という腫瘍細胞の動態に関する情報を取得する
のは困難であった。本研究では、生体イメージング技術を用いてモデル動物を観察し、悪性新生物の進行過程に
おける腫瘍細胞の動態を可視化することを試みた。そして腫瘍の浸潤を早期に検出でき、臨床医学におけるがん
組織診断にも応用できるような因子の抽出を試みた。さらに、確立した評価系がヒトの腫瘍組織においても実際
に適用できることを検証した。

研究成果の概要（英文）：Although it has long been recognized that the characteristics of tumor cell 
dynamics are extremely important factors in the progression of malignant tumors, it has been 
difficult to obtain information on cell dynamics from conventional tissue specimens. In this study, 
we observed model animals using intravital imaging technology and visualized the dynamics of tumor 
cells during tumor growth and invasion. As a result, we extracted the factors that can detect the 
tumor invasion at early stage and can be applied to the cancer diagnosis in clinical medicine. 
Moreover, we found that the established evaluation system can be actually applied to human tissue 
samples.

研究分野： 人体病理学

キーワード： 生体イメージング

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
悪性腫瘍（がん）の早期発見については、現在の本邦の医療状況において最重要課題といえる課題であり、本研
究で見出された成果の社会的意義は極めて大きい。また、組織病理学に立脚した基礎研究成果と光学イメージン
グ技術とを融合した学際的な研究が、悪性腫瘍の理解に大きな意義があることを示すものでもある。現時点では
国際的にも同様の研究の報告例はなく、世界的にも独自性の高い内容であり、学術的に大きな意義がある。

※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 
悪性腫瘍は、遺伝子変異によって生じた良性腫瘍や前がん病変のような微小な病変から、遺伝

子変異の蓄積や他の細胞との相互作用などによって進展し、進行性の病変に至るまで、形状やふ
るまいを変化させてダイナミックに進行していく。この進行の過程を詳細に理解するうえで、と
りわけ「浸潤」や「転移」といった腫瘍細胞の動態に関する特性は極めて重要な因子であると認
識されてきた。しかし臨床医学の病理診断の領域や実験医学のほとんどの領域で使用されてい
る組織標本は、ある一時点のがん組織を切離して細胞の状態を固定したものを観察している。そ
のため、腫瘍細胞の動態に関わる詳細な情報をこの固定した組織標本から取得するのは困難で
あった。 
 本研究者はこれまで、動物や組織を生かしたまま細胞の動態を観察する生体イメージング技
術を駆使して、迅速かつ客観的な悪性腫瘍の診断方法を開発し報告してきた(Matsui et al., Sci 
Rep 2017)。そして生体イメージング技術を用いて腫瘍細胞の動態に関わる情報を取得すること
で、腫瘍細胞の解析や臨床医学におけるがん診断に新たな知見が得られることを見出してきた。 
 
 
 
２．研究の目的 
本研究では申請者が応用してきた生体多光子励起イメージング技術を用いて、腫瘍細胞が生

体内で浸潤能を獲得して動き出す過程を可視化することにより、腫瘍細胞の動態の観点から腫
瘍浸潤のメカニズムを解明する。そして腫瘍細胞の浸潤能や動態を制御する分子メカニズムを
ヒト病理検体でも検証し、病理組織診断の分野でがんの進行に関わる腫瘍細胞の浸潤を早期に
検出できるような、原因因子の抽出を行うことを目標とする。 
 
 
 
３．研究の方法 
(1) 自然発がんマウスを用いた経時的なイメージング系の確立 
雌性生殖器の上皮細胞(重層扁平上皮)に発現している KRT14 のプロモーター配列の制御下に、

HPV16 の遺伝子配列を発現する自然発がんマウスを用いた。ホルモン徐放剤の投与下において、
マウスの成長後に多光子励起イメージング技術を用いた観察を行い、経時的・連続的な観察を可
能とするイメージング系の最適条件を決定した。 
 
(2) 腫瘍の浸潤に伴う膠原線維の配向性の定量的評価 
扁平上皮癌では、腫瘍細胞は上皮下の間質に向かって浸潤するため、浸潤により間質の膠原線

維の配列が不規則になる。また多光子励起イメージングでは、膠原線維を非線形光学現象(第二
高調波発生; second harmonic generation<SHG>)により無染色で描出できる。そこでイメージ
ング画像の SHG シグナルの画像解析を行い、膠原線維の配向度と配向角度の算出を試みるとと
もに、非浸潤がんと浸潤がんのイメージング画像で比較して、浸潤に伴う膠原線維の配向性を定
量的に評価する方法を検証した。さらに、配向度を用いない他の画像解析でも両者を定量的に分
類する方法を検討した。 
 
(3) 浸潤能獲得に関与する責任因子の同定およびヒト病理検体を用いた検証 
子宮頸がんのヒト病理標本を用いて免疫組織染色を行い、浸潤病変の早期検出に対する臨床

的な有用性を検証した。 
 
 
 
４．研究成果 
(1) 自然発がんマウスを用いた経時的なイメージング系の確立 
腫瘍細胞の動態を可視化するための生体イメージングを確立すべく様々な技術開発を行い、

生きたままの状態のマウスの腫瘍組織とその周辺をリアルタイムで可視化するライブイメージ
ング系を確立した。具体的には、血管は isolectin により細胞核は Hoechst33342 によりそれぞ
れ描出し、また腫瘍細胞周囲の膠原線維を非線形光学現象 SHG により可視化できる観察系を確
立することができた。さらに本観察系を用いて、疾患モデル動物の組織を経時的・連続的に観察
することができた。 
 
(2) 腫瘍の浸潤に伴う膠原線維の配向性の定量的評価 
上述した観察系を用いて、浸潤能を獲得した腫瘍細胞とそれ以前の腫瘍細胞との生体イメー

ジングを行った。その結果、腫瘍細胞の浸潤に伴って、浸潤開始のごく早期から細胞周囲に膠原



線維の増生が認められることが分かった。増生する膠原線維の性状を免疫組織化学的に解析し
たところ、線維性コラーゲンの主要な分子である collagen type 1 分子の増生が主に認められ
ることが分かった。そこで、さらにこの当該分子の増生を定量的に評価する方法を検討した結果、
非線形光学現象 SHG の描出によって達成できることを見出した。浸潤がんと正常組織のイメー
ジング画像のデータセットを用いて、SHG シグナルで定量的に浸潤ないし非浸潤を判断できる機
械学習の分類系を、人工知能の画像解析システムで構築できた。 
 
 (3) 浸潤能獲得に関与する責任因子の同定およびヒト病理検体を用いた検証 
手術残余検体から得られるヒト腫瘍組織及び対応する正常組織を用いて、同様の観察系によ

るイメージングを行って画像データを集積した。その結果、浸潤能を有した腫瘍細胞が観察でき
る組織では、上述した collagen type 1 分子の増生がみられ、ヒト組織のイメージング画像でも
SHG シグナルの定量的な評価によって、浸潤がんと非浸潤病変とを分類できることが検証できた。 
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