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研究成果の概要（和文）：本研究では期間内に以下の３点を達成した。１）胃がん細胞株からLuc発現細胞株を作成、
マウス腹腔内に接種し、Luc発光を指標としてICG標識したEGFR抗体による腹膜転移の蛍光イメージング法を確立した。
２）ICGに対して高感度なCCDカメラ、硬性鏡と光源を組み合わせた蛍光腹腔鏡システムを試作し、抗体プローブを用い
て腹膜転移巣の腹腔鏡による蛍光イメージングに成功した。３）上記胃癌細胞株をマウス胃奨膜に包埋同所移植を行い
、胃所属リンパ節転移モデルの作成に成功した。以上，デバイスとモデルの両面から胃がんの腹膜転移、リンパ節転移
に対する蛍光腹腔鏡イメージングの前臨床的な基盤を確立した。

研究成果の概要（英文）：Peritoneal and lymph node metastasis is the most frequent pattern of recurrence af
ter curative surgery for gastric cancer. However, such a recurrence is difficult to detect by conventional
 CT and MRI at an early stage. In the present study, we first developed a new lymph node metastasis model 
using GFP-tagged tumor cells. Second, we developed a new laparoscopic fluorescence device for detecting me
tastasis using ICG-labeled antibody as a probe. Using these mouse metastasis model and imaging device, we 
successfully detected peritoneal metastasis and lymph node metastasis at an early stage with high sensitiv
ity and specificity. 
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１．研究開始当初の背景 

胃がんでは腹膜転移、リンパ節転移が術

後再発の１位、２位を占め、これら転移

の早期診断法の開発が胃がん臨床上、最

重要課題の一つである。腹膜転移、リン

パ節転移の再発診断は、現在、主として

CT、MRI、PET 検査が行われている。これ

らの診断法の検出感度は年々改善されて

きてはいるが、１cm 未満の病変の診断は

依然困難である。CT、MRI など形態、コン

トラストに頼る診断法は腹膜転移のよう

に腹膜表面にできる扁平な転移や数 mm

程度の微小なリンパ節転移に対しては非

力である。また腫瘍特異性のある PET も

現状の FDG によるものでは分解能の点で

限界があり、しかも高コストと放射線被

爆の問題も無視できない。このように現

在の体外画像診断には限界があり、ブレ

ークスルーを図るために腫瘍特異性の高

いプローブ等をもちいた簡便•低コスト

な光イメージング法の開発が期待されて

きた。近年、通常の内視鏡観察よりも波

長の短い青色光を照射し、生体内の自家

蛍光物質からの蛍光を観察して、正常組

織と腫瘍組織の違いを強調表示する AFI

などが光イメージング法として使用され

つつあるが、AFI は組織の炎症反応も異常

と拾い上げてしまうなど課題も多く、腫

瘍特異性は高くない。我々はこれまでに

がん細胞にGFPや Luciferase等をリポー

ター遺伝子として導入した腹膜ならびに

リンパ節微小転移モデルを作成し、腹膜

転移やリンパ節転移を体外から検出でき

る光イメージング法を開発し、前臨床研

究に取り組んできた。しかし、ICG などの

毒性のない蛍光色素で標識した抗体等の

特異プローブを用いて安全に腹膜微小転

移巣を腹腔鏡下に高感度に蛍光検出でき

る方法はこれまで殆ど存在しなかった。

また、胃所属リンパ節転移についてもセ

ンチネルリンパ節のようにその同定は出

来ても転移の検出は不可能であった。こ

のように胃癌の腹膜転移やリンパ節転移

を安全，簡便しかも高感度に検出できる

蛍光イメージング法の開発が前臨床研究

レベルおよび臨床診断レベルともに待ち

望まれていた。 

 
２．研究の目的 

胃癌、大腸がんの初期の腹膜転移やリン

パ節転移は鏡視下手術でもしばしば画像

診断が困難であり、正確な診断には術中

迅速病理診断や遺伝子診断が必要である。

しかし、これらは時間とコストがかかり、

中小病院での施行は難しい。画像診断に

より無侵襲にこれらの転移を早期発見で

きれば、適切な早期治療が可能となり、

大幅な生存の延長が期待できる。本研究

では新たな転移モデルを確立し，ICG 標識

抗体をプローブとする胃癌の腹膜転移、

リンパ節転移に対する体内（腹腔鏡）イ

メージング法に関する基盤技術を確立す

ることを目的とする。本研究の具体的な

目標は以下の３点である。 

(1)胃癌の発光、蛍光遺伝子安定発現細胞

株の作成とそれらを用いた胃癌の腹膜お

よびリンパ節転移マウスモデルの作成 

(2)腹腔鏡型の体内蛍光イメージングシ

ステムの試作 

(3)近赤外蛍光色素(ICG)標識した抗体を

プローブとする上記腹膜転移, リンパ節

転移の蛍光イメージングシステムによる

検証。 

 

 



 

 

３．研究の方法 

(1)胃癌の発光、蛍光遺伝子安定発現株の作

成とそれを用いた胃癌の腹膜およびリンパ

節転移マウスモデルの作成 

 EGFR (HER2)発現の異なる胃がん細胞株４

株(GLM-1, MKN-28, MKN-45 および GCIY)に

Luciferase(GFP)遺伝子をコードする発現ベ

クターを導入し、遺伝子発現の強い安定細胞

株を作成する。腹膜転移は上記細胞を復腔内

接種することにより作成した。胃癌のリンパ

節転移モデルはリンパ節転移能を有する

GCIY—GFP 細胞の皮下移植腫瘍を摘出し，1 mm

角に細切した後、ヌードマウスの胃奨膜に包

埋同所移植を行うことにより作成した。 

(2)腹腔鏡型の体内蛍光イメージングシステ

ムの試作 

 ICGに対して高感度なCCDカメラを接続し、

その画像をリアルタイムにモニター上で観

察できる蛍光腹腔鏡を試作し、各種光源（ハ

ロゲン，レーザー光, 波長 800 nm）を用いた

蛍光イメージングシステムを作製した。 

(3)近赤外蛍光色素(ICG)標識した抗体をプ

ローブとする上記腹膜転移, リンパ節転移

の蛍光腹腔鏡イメージングシステムによる

検証。 

 近赤外蛍光色素(ICGあるいはICG封入リポ

ゾーム)標識した cetuximab, trastuzumab 抗

体を予め転移を形成しておいたマウス腹腔

内に注射し、１日後にマウスを屠殺•開腹し、

腹膜転移巣、リンパ節転移巣を暗視野で観察

し、Ivis Lumina II を用いた発光(ICG 蛍光)

イメージと腹腔鏡型ICG蛍光イメージを比較

することで本蛍光復腔鏡イメージングシス

テムの感度，特異性などの性能を検証した。 

 

４．研究成果 

期間内に以下の３点を達成した。 

(1)胃癌の発光、蛍光遺伝子安定発現株の作

成とそれを用いた胃癌の腹膜およびリンパ

節転移マウスモデルの作成 

 作成した発光、蛍光遺伝子安定細胞株をマ

ウス腹腔内に接種し、Luciferase 発光(GFP)

を陽性コントロールとして近赤外蛍光色素

(ICG)標識した抗 EGFR (cetuximab), 抗 HER2 

(trastuzumab)抗体による腹膜転移の蛍光イ

メージングを Ivis lumina II を用いて行っ

た。その結果、EGFR を発現する上記４種類の

胃がん細胞株すべてについて、Luc 発光イメ

ージに一致した腹膜転移のICG蛍光イメージ

を取得することに成功した。 

  また胃のリンパ節転移の体内イメージン

グのために必須なヌードマウスの胃所属リ

ンパ節転移モデルの作成を胃奨膜包埋同所

移植法により試みた。移植２ヶ月後に開腹し、

GFP 蛍光イメージングを行うと、胃から食道

に至る胃所属リンパ節転移巣に蛍光を認め、

リンパ節転移モデル作成に成功した（図１）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

(2)腹腔鏡型の体内蛍光イメージングシステ

ムの試作 

 ICG に対して高感度な CCD カメラと硬性鏡

を組み合わせ、近赤外蛍光腹腔鏡を作成した。



 

 

ICG 抗体投与マウスを屠殺、開腹後、暗箱に

入れ、暗視野で腹腔内の腹膜転移の蛍光画像

を PC モニター上で観察した。ハロゲン光源

（波長 800 nm カットフィルター付き）を用

いた場合には露光に数秒を要したが、レーザ

ー光源(波長800 nm)を用いた場合にはほぼリ

アルタイムに蛍光画像を観察可能であった。 

(3)近赤外蛍光色素(ICG)標識した抗体をプ

ローブとする上記腹膜転移, リンパ節転移

の蛍光腹腔鏡イメージングシステムによる

検証 

 上記試作蛍光腹腔鏡を用いたマウス腹膜

転移の蛍光イメージングと市販の IVIS イメ

ージング装置での蛍光イメージングを比較

検討した。直接 ICG で標識した EGFR 抗体を

用いた場合には蛍光が弱く、明瞭な転移巣の

イメージを取得できなかったのに対し、ICG

封入リポゾーム標識抗体を用いた場合には

蛍光も比較的強く、リアルタイムに蛍光画像

を取得できた（図２）。 

 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

結論 

蛍 光 腹 腔 鏡 シ ス テ ム の 試 作 、

ICG(ICG-Liposome)標識抗体プローブの作成

および胃がん腹膜転移，リンパ節転移マウス

モデルの作成を行い、前臨床レベルでは有る

が、デバイスとモデルの両面から胃がんの腹

膜転移、リンパ節転移の腹腔鏡蛍光イメージ

ングの基盤を確立した。今回の研究で胃がん

の所属リンパ節転移モデルが完成したので、

今後、微小なリンパ節転移をも蛍光イメージ

ングできるように、さらに蛍光腹腔鏡システ

ムを改良してゆく予定である。 
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