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研究成果の概要（和文）： 

本研究では、腫瘍－宿主相互作用からみた癌細胞と間質細胞との相互作用や担癌状態に

おける宿主反応に基づく臓器特異的転移を実体的かつ統合的に解析し、‘生きた癌転移巣’に対す

る転移阻害薬のリアルタイムな反応性を同一マウスにおいて繰り返し観察、評価し、二光子レ

ーザー顕微鏡を用いた‘dynamic pathology’による生体内評価法を確立する。 
肝類洞内の癌細胞は類洞内皮細胞に接着、停止し、癌細胞に胞血小板が付着する tumor 

cell induced platelet aggregation (TCIPA)が観察された。また、Kupper 細胞と思われる細胞

に被覆され、あたかも貪食されている様な像も観察された。5-FU、CPT-11 投与後の肝転移巣

では、癌細胞は断片化、膨化、細胞内空胞が観察できた。また、間質反応としてマウス由来の

GFP 発現腫瘍血管では内皮細胞障害を示唆する血小板凝集と内皮細胞への付着が観察できた。 
5-FU が脾臓に移植した癌細胞の肝類洞内皮細胞への接着を抑制するかを検討したとこ

ろ、5-FU 群と control 群に差はなかった。脾臓に移植した癌細胞が肝類洞内皮細胞に接着後に

5-FU を投与すると、肝類洞内癌細胞数は 24h, 48h, 72h の早期では control 群と差は無かった

が、4-8 weeks 後の肝転移形成能は 5-FU 群のほうが少なかった。 
担癌状態が肝転移形成および肝転移増殖能に影響を与えるかどうかを検討するため、皮

下移植腫瘍形成後に肝転移モデルを作成した。皮下移植腫瘍の増殖スピードが肝転移形成スピ

ードより速く担癌状態で肝転移形成を評価できるモデルを確立することができなかった。 
 
研究成果の概要（英文）： 

We visualized the interactions between cancer cells and stromal cells in tumor 
microenvironment with regard to ‘organ-specific metastasis, and in vivo real-time 
chemotherapy response for metastatic tumor xenografts using intravital TPLSM. Cancer 
cells were arrested within hepatic sinusoids after intrasplenic cancer cell injection. Platelet 
aggregation surrounding a cancer cell was observed, indicating a phenomenon of tumor-cell 
induced platelet aggregation (TCIPA). Cancer cells were extravasated from hepatic 
sinusoids to the space of Disse. Protrusions of Kupffer cells surrounding a cancer cell were 
observed, indicating that Kupffer cells appear to phagocytose cancer cells. After 
5-fluorouracil (5-FU) or irinotecan chemotherapy, tumor cell fragmentation, condensation, 
swelling and intracellular vacuoles were observed. The platelet aggregation and the 
relatively decreased blood flow in the tumor vessels of colorectal liver metastases were also 
observed. 5-FU administration prior to the intrasplenic injection of cancer cells didn’t 
influence the adhesion of cancer cells to endothelial cells of hepatic sinusoids.  

We didn’t establish a liver metastasis model in subcutaneous tumor bearing mice 
because of the faster growth of subcutaneous tumor than liver metastatic tumor.  
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１．研究開始当初の背景 
癌転移は、癌細胞と宿主細胞の複雑な相互作
用を中心とした多段階過程から成る現象で
ある。病理組織学的手法、分子生物学的手法
を中心としたこれまでの研究により、そのメ
カニズムはかなり解明されてきたが、さらな
る病態解明には、生きた生命現象としての癌
転移を実体的かつ統合的に捉えることが必
要である。 
二光子レーザー顕微鏡(Two-Photon Laser 
Scanning Microscopy; TPLSM)は物質励起
に二光子過程を利用した顕微鏡である。長波
長の励起光を用いるため、共焦点顕微鏡より
退色・光毒性が低く、生きたままの組織や細
胞の観察が可能（低光毒性）で、組織表面か
ら数百マイクロメートルといった深部観察
(高透過性)も可能である。また、蛍光波長の
異なる二つの蛍光色素(Green Fluorescent 
Protein; GFP と Red Fluorescent Protein; 
RFP など)を１波長で同時励起する多重同時
染色も可能である。 
我々は独自の腹腔内臓器固定法を確立し、消
化管や肝臓を高倍率かつ高分解能な生体内
リアルタイム画像で形態学的に解析するこ
とに成功した (Intravital TPLSM)。さらに、
開腹、肝葉の創外脱転、固定、閉腹の各ステ
ップの工夫による手術侵襲の最小限化と癒
着防止フィルムの使用により、同一マウスに
おける肝転移巣を経時的に観察できるよう
になった (Time series intravital TPLSM)。
つまり、同一マウスの肝転移巣を生理的、機
能的に‘生きた癌細胞を生きた癌微小環境’ の
状態で数日後、数ヵ月後も繰り返し観察でき、
病理組織標本画像に勝るとも劣らない形態
学的評価を可能にした。 
本法により、多段階から成る癌転移過程の実
体的かつ統合的な形態学的解析だけでなく、
転移制御に関わる薬剤 (抗癌剤、分子標的薬、
転移阻害薬など)の細胞レベルでの反応性を
同一個体で生体内評価できる。 
 
２．研究の目的 
二光子レーザー顕微鏡を用いた‘生きたマウ
ス’における、‘生きた癌転移巣’の細胞レベル
での可視化（生体内イメージング）により、
腫瘍－宿主相互作用からみた癌細胞と間質
細胞との相互作用や担癌状態における宿主
反応に基づく臓器特異的転移を実体的かつ
統合的に解析する。さらに、‘生きた癌転移巣’

に対する転移阻害薬のリアルタイムな反応
性を同一マウスにおいて繰り返し観察、評価
し、二光子レーザー顕微鏡を用いた‘dynamic 
pathology’による生体内評価法を確立する。 
 
３．研究の方法 
（１）宿主免疫応答に差がある GFP マウス
(immunocompetent)と GFPヌードマウス
(immunodeficient)を用いて同種移植または
異種移植モデルでの肝転移巣における腫瘍
－宿主相互作用を評価する。同種移植モデ
ル；GFPマウスの脾臓に RFP 標識マウス大腸
癌細胞株(RFP-SL4)を移植し、同種肝転移モ
デルを作成。異種移植モデル； GFPヌードマ
ウスの脾臓に RFP標識ヒト大腸癌細胞株
(RFP-HT29)を移植し、異種肝転移モデルを作
成。 
（２） 皮下移植腫瘍存在下において、腫瘍
に対する宿主反応または腫瘍自体からのサ
イトカイン反応が肝転移形成に与える影響
を検討する。同種移植モデル；RFP-SL4 を GFP
マウスの皮下に移植し皮下腫瘍形成後、
RFP-SL4を脾臓に移植し、担癌状態での
RFP-SL4の肝転移能を経時的に生体内評価。
異種移植モデル；RFP-HT29を GFPヌードマウ
スの皮下に移植し皮下腫瘍形成後、RFP-HT29
を脾臓に移植し、担癌状態での RFP-HT29の
肝転移能を経時的に生体内評価。 
（３）転移性大腸癌治療に一般的に用いられ
る作用機序の異なる各々の抗癌剤：
5-fluorouracil(5-FU), irinotecan 
(CPT-11), oxaliplatinが単剤で肝転移巣の
ヒト大腸癌細胞にどのように作用している
かを生体内観察する。抗癌剤の濃度依存性や
時間依存性も合わせて検討する。さらに肝転
移巣がどのように消退していくのかを担癌
マウスと非担癌マウスの肝転移モデルにお
いても行い臓器特異的転移との関連も検討
する。 
（４）前臨床試験で検証されている新規転移
阻害剤が、脾臓への癌細胞移植後、類洞内に
停止、接着している癌細胞にどのように作用
しているか、血管内の癌細胞が、apoptosis
を引き起こすのか、Kupper細胞などに貪食さ
れるのか、血管内で増殖、増大し肝転移巣を
形成していくのか、血管外へ浸潤し
(extravasation)肝転移巣を形成するのかな
どを生体内観察し、複雑な転移巣形成過程の
どのステップのどこにターゲットを当てた



治療が有効かを評価する。さらに担癌マウス
と非担癌マウスの肝転移モデルにおいても
同様に行い臓器特異的転移との関連も検討
する。 
 
４．研究成果 
転移巣における腫瘍－宿主相互作用と宿主
免疫の経時的生体内イメージング 
脾臓への癌細胞移植後、肝類洞内の癌細胞は
類洞内皮細胞に接着し、停止した癌細に胞血
小板が付着する tumor cell induced platelet 
aggregation (TCIPA)が観察された(図１)。
また、Kupper 細胞と思われる細胞に被覆され、
あたかも貪食されている様な癌細胞も観察
された(図２)。TCIPA は RFP-SL4 を用いた同
種移植モデルのほうが RFP-HT29 を用いた同
種移植モデルより著明であった。血管内に静
止、接着した癌細胞が形態変化を伴い類洞内
皮細胞外に出る像も観察できた(図３)。拡張、
蛇行した腫瘍血管及び血管内形態変化も観
察可能であった(図４)。RFP-SL4 を GFP マウ
スまたは GFPヌードマウスに移植し宿主免疫
応答の差による間質反応や癌増殖能を比較
する検討は完遂できなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
担癌マウスにおける臓器特異的転移の経時
的生体内イメージング 
皮下移植腫瘍存在下において、皮下腫瘍に対
する宿主反応または腫瘍自体からのサイト
カイン反応が肝転移形成に与える影響を検
討するため、同種移植、異種移植ともに、皮
下移植腫瘍確認後、脾臓に癌細胞を移植し肝
転移モデルを作成した。しかしながら、皮下
移植腫瘍の増殖スピードが肝転移形成スピ
ードより速く担癌状態で肝転移形成を評価
できるモデルを確立することができなかっ
た。担癌マウスにおいて肝転移形成までの時
間、転移形成能、転移個数、間質反応などを
検討するためには、皮下移植腫瘍の増殖スピ
ードと肝転移形成スピードおよび形成した
肝転移巣の増殖スピードなどを十分検討し
モデル化する必要がある。 
 
転移巣における殺細胞性抗癌剤反応性の経
時的生体内イメージング 
肝転移巣を TPLSMにて生体内観察後、5-FUま
たは CPT-11 を投与し、再び同一個体で薬物
投与後の肝転移巣を評価した。肝転移巣の癌
細胞の断片化、膨化、細胞内空胞が観察でき
た(図 5)。また、間質反応としてマウス由来
の GFP発現腫瘍血管では内皮細胞障害を示唆
する血小板凝集と内皮細胞への付着が観察
できた。これら形態学的所見では 5-FU と
CPT-11による差は認められなかった。抗癌剤
の濃度依存性や時間依存性はマウスによる
個体差が大きく十分検討できなかった。 
 
血管内癌細胞に対する転移阻害剤反応性の
経時的生体内イメージング 
5-FUは大腸癌根治術後の補助化学療法の key 
drug で あ り 、 画 像 では 検 出 で き な い
clinically undetectable micrometastasis
に対し増殖抑制による抗腫瘍効果を発揮し、
再発を抑制していると考えられている。また、
癌細胞が体内のどこかに存在する nicheで潜
伏し何らかの triggerで血中に入り標的臓器
に 着 床 し 増 殖 す る 場 合 （ cancer 
niche→circulating cancer cells: 
CTCs→metastatic colonization）、抗癌剤
(5-FU)自体が標的臓器への着床すなわち血
管内皮細胞への接着と増殖を阻害している
可能性もある。われわれは血中半減期が短い



5-FU が血中に存在するタイミングにおいて
脾臓内に癌細胞を移植し、肝類洞内皮細胞へ
の癌細胞接着に影響を及ぼすかどうかを検
討した。TPLSMの z-stacks imagingを用い任
意の voxel 単位内の RFP-HT29 細胞を 5-FU 
groupと control groupで脾臓へ移植後 24h, 
48h, 72hで比較したところ各タイムポイント
で両群に有意差は認められなかった。同様に、
転移抑制効果が報告されているヘパリンも
RFP-SL4 細胞による肝類洞内皮細胞への癌細
胞接着数に有意差は認めなかった。 
しかしながら、脾臓に癌細胞移植し肝類洞内
に癌細胞が接着後、5-FU 投与群と control 
群とに分けて肝転移形成能を比較すると、肉
眼的肝転移形成は 5-FU 群が有意に少なかっ
た 。 す な わ ち 、 5-FU は clinically 
undetectable micrometastasisに対して増殖
抑制による抗腫瘍効果を発揮するが、CTCsの
肝類洞内皮細胞への接着は抑制しないこと
が分かった。 
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