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研究成果の概要（和文）：本研究は、リンパ管内皮を標的とした分子標的リポソーム技術を用い

リポソーム内の蛍光指示薬によるリンパ管の特異的可視化を行い、これをリンパ浮腫の診断に

役立てようとするものである。リンパ内皮細胞への結合、リンパ管の蛍光造影に成功したが、

ラットリンパ浮腫モデルでの測定法の確立までは至らなかった。関連技術として、光学顕微鏡

観察と電子顕微鏡観察に用いられる金コロイド内包リポソームが作製できた。 
 
 
研究成果の概要（英文）：Current research aimed to establish a new active targeting liposome 
system for diagnosis of lymphedema, by targeting it to the lymphatic endothelial cell 
markers. Specific binding of the molecular targeting liposome to cultured lymphatic 
endothelial cells in vitro and visualization of lymphatic vessels in normal mice were 
demonstrated. However, we could not establish the measuring system in rat lymphedema model. 
As for its related technique, we could develop a new liposome encapsulated with colloidal 
gold which enables both light- and electron- microscopic analysis.  
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１．研究開始当初の背景 
循環系の中でも血管系は、造影剤を確実に注

入することが可能なため血管造影が可能と

なっているが、毛細リンパ管は内皮細胞と断

続的基底膜から構成され、その特異性に乏し

くリンパ管を可視化することは容易ではな

かった。リンパ管の可視化の方法としては： 

  1)インドシアニングリーン(ICG), 

FITC-dextran などの非特異的蛍光指示薬 

  2)ヒアルロン酸結合 NIR-783 色素:リン

パ管内皮細胞にヒアルロン酸レセプターが
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存在することによる特異性を利用したもの。 

  我々は平成 18 年度より、アクティブタ

ーゲティング用糖鎖修飾リポソーム、ペプチ

ド修飾リポソームをつくり、分子標的リポソ

ームのフィージビリティーを確立しつつあ

る。特に、糖鎖修飾リポソームは白血球に擬

態（ミミック）させて炎症部位に集積するこ

とを報告している(Hirai et al., 2007)。本

課題ではそれらの分子ターゲットリポソー

ム作製の技術をリンパ管蛍光イメージング

に応用させるものである。 

 
２．研究の目的 

リンパ浮腫は、リンパ管損傷あるいは

先天的リンパ管形成不全により生じる慢

性疾患であり、その病態はほとんど解明

されていない。罹患患者は全世界で 3 億

人ともいわれており、特に乳がんや子宮

がん切除後の四肢リンパ浮腫が大きな問

題となっている。リンパ浮腫の確定診断

にはリンパ管造影やリンパ管シンチグラ

フィーが行われるが、感染や肺塞栓など

の合併症をきたす可能性があり、より低

侵襲の検査が求められている。しかし手

術適応の判断基準となるリンパ管の客観

的機能診断法は確立されていない。 

本研究の目的は、我々が開発してきた

分子標的リポソーム技術により、リンパ

管内皮をターゲットとしたリンパ管の特

異的可視化であり、これをリンパ浮腫の

診断に役立てようとするものである。 

 
３．研究の方法 

(1) LYVE-1 抗体修飾蛍光リポソームの作製: 

①抗LYVE-1モノクローナルあるいはポリク

ローナル抗体を用いて、リポソームの標識を

行う。リポソームに内包させる蛍光物質とし

ては、Cy5.5 を使用する。 

②作製したリポソームとLYVE-1抗原との結

合性を確認する。 

 

(2) LYVE-1 抗体修飾蛍光リポソームを用

いたリンパ管造影：正常マウス尾あ

るいは足の末梢に皮下注射し、リン

パ管の流れをin vivoレーザ走査型

顕微鏡を用いてモニターする。 

(3) リンパ浮腫モデルでのリンパ管造

影：マウスリンパ浮腫モデルを作成

する。これを用いて、尾の末梢に抗

LYVE-1 抗体標識蛍光リポソームを

皮下注射して、蛍光モニターし蛍光

強度変化、持続性などを健常コント

ロールと比較する。 

 
４．研究成果 

(1)．LYVE-1抗体修飾蛍光リポソームの作製 

 蛍光色素(Alexa488)を内包した抗LYVE1モ

ノクローナル抗体のリポソームを作製した。

比較対照用には未修飾リポソーム、isotype 

matched IgG修飾リポソームを同時に作製し

た。サイズ、表面ラベル量、内包蛍光量の同

等の標品が作製された。なお、抗体は市販品

からin vivo用にはanti-mouse LYVE1(MAB2125, 

R&D社)、in vitro用にはanti-human 

LYVE1(MAB20891, R&D社)を使用した。 

(2)．LYVE-1抗体修飾蛍光リポソームを用いた

リンパ管造影 

まず、抗ヒトLYVE-1抗体リポソームが対照リ

ポソームと比べて特異的にヒト皮膚微小リン

パ管内皮細胞(HMVEC-dLy)に結合することを

培養細胞実験により確認した。続いて、抗マ

ウスLYVE-1抗体リポソームと対照リポソーム

をマウス足裏の末梢に皮下注射し(30uL)、リ

ンパ管の流れ方を経時的に落射蛍光実体顕微

鏡(OLYMPUS SZX12)で観察した。既存のリン

パ管造影剤としてはFITCラベル

dextran(MW=2000K)を使用した。リポソーム３

者の中で、抗ヒトLYVE-1抗体リポソームのみ



 

 

が中枢側の大腿部リンパ管を造影することが

できた。またそのintensityはFITCラベル

dextranよりも優れていた。しかしながら、こ

のマクロの観察において、in vivoレーザ走査

型顕微鏡IV100(OLYMPUS)を用いて光強度の一

定時間内の変化をモニターすることはできな

かった。リンパ管の拍動性・強度がモニター

できるか検証点が残った。 

(3)．リンパ浮腫モデルの作製を次のように行

った。 

① ラット鼡径部を切開し、色素で染まったリ

ンパ管およびリンパ節を手術用顕微鏡下に完

全に切除する。 

② 同部に放射線照射を行う。 

前年度と同様の方法で、抗ヒトLYVE-1抗体リ

ポソームが対照リポソームを作製し、続いて

抗マウスLYVE-1抗体リポソームと対照リポソ

ームをラット足裏の末梢に皮下注射し(30uL)、

リンパ管の流れ方を経時的に落射蛍光実体顕

微鏡(OLYMPUS SZX12)で観察した。既存のリ

ンパ管造影剤としてはFITCラベル

dextran(MW=2000K)を使用した。しかしながら、

このマクロの観察において、リンパ浮腫モデ

ルにおいては、既存FITCラベルdextranとの統

計学的有意差は認められなかった。我々の有

する落射蛍光実体顕微鏡では、in vivoレーザ

走査型顕微鏡IV100(OLYMPUS)を用いて光強度

の一定時間内の変化をモニターすることはで

きなかった。in vivoレーザ走査型顕微鏡

IV100(OLYMPUS)などによるリンパ管の拍動

性・強度をモニターして比較する必要性が、

このリポソーム技術の優位性を示すための将

来の課題である。 

４．関連技術の開発として、電顕レベルでの

観察用に、金コロイドを内包するリポソーム

を開発し論文化した。昨年度開発できた金コ

ロイド内包化リポソームを用いて、電顕レベ

ルでin vivoの組織中リポソーム局在を観察

できた。また、パラフィン切片において、銀

増感することにより金コロイドシグナルを光

学顕微鏡レベルで観察する手法を確立した。 

この検出技術を、我々がすでに確立している

レクチンと糖鎖間の特異的な相互認識能を利

用した炎症標的指向性リポソームに使用し、

そのフィージビリティーを確認した。 

抗コラーゲン抗体（CAIA）惹起関節炎モデル

マウスに高密度金コロイド内包SLXリポソー

ム(K1)あるいは対照の表面未修飾リポソーム

(K0)を尾静脈より投与した。直後（5分）、6

時間後、24時間後に膝の炎症部組織を摘出し、

パラフィン切片を作成した。過型電子顕微鏡

(日立 H-7650)観察と銀増感後の光学顕微鏡

観察等を行った。 

銀増感後の光学顕微鏡観察により、6時間後の

炎症部位でK1のほうがK0に比べ有意な数のシ

グナルを認めた。また、銀増感シグナルは免

疫染色でE-セレクチン陽性の血管周囲に多く

認められた。透過型電子顕微鏡による観察で、

金コロイドはマクロファージあるいは滑膜表

層細胞様の細胞に取り込まれている様子が観

察された。 
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