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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は、造影超音波画像診断法を用いて、頸部リンパ節ネットワークをリアルタイ
ムで描出し、頭頸部癌の転移ルートを検出できる新たな画像診断法を開発することである。本研究では、直径10mm程の
大きさまでリンパ節が腫脹し、腸骨下リンパ節の輸出リンパ管を介して腋窩リンパ節にリンパ節転移きたすMXH10/Mo/l
prマウスをリンパ節転移モデルとして使用した。その結果、ナノ・マイクロバブルを超音波造影剤として用いた造影超
音波画像解析法を用いることにより、臨床応用可能なリンパネットワーク検出システムの開発が可能であることが示唆
された。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study is to develop a new diagnostic imaging technique which can 
detect the head and neck cancer metastasis routes. In this study, MXH10 / Mo / lpr mice,　which develop 
systemic swelling of lymph nodes up to 10 mm in diameter,　were used as a lymph node metastasis 
model.　As a method for visualization of lymph node network in real time, we examined a contrast 
ultrasound imaging system using nano-microbubbles.　As a result, it was suggested that contrast 
ultrasound image analysis method using a nano-micro-bubbles might be a potential method clinically 
applicable to detection of lymphatic network.

研究分野：医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 
がん細胞が原発巣からリンパ液にのって
最初に流れ着くリンパ節（センチネルリンパ
節）は１～数個あるといわれている。センチ
ネルリンパ節診断法は、近年、頭頸部がんや
乳がんで有用性が報告されているが、「セン
チネルリンパ節の生検で転移がなければそ
れより下流のリンパ節には転移がない」とす
るセンチネルリンパ節診断法の根本的考え
方を裏付けることのできる画像診断システ
ムは現在のところ開発されていない。また、
これまで、センチネルリンパ節の下流のリン
パネットワークを術前に画像診断で同定し、
微小転移の有無を明らかにした報告もない。
リンパネットワークイメージングは、国内・
国外において、生体発光イメージングシステ
ムや蛍光実体顕微鏡等の小型動物用イメー
ジング機器の開発により、マウス等の実験動
物においては初歩的な段階ではあるが、ある
程度の研究成果が報告されるようになって
きた。しかし、生体発光イメージングシステ
ムに対応できる生体発光関連タンパクの発
現腫瘍細胞株の制限やマウスのリンパ節の
大きさ等の問題により、臨床ではほとんどあ
り得ない SCIDマウスやヌードマウスを用い
た実験や長径 1-2mm レベルのマウスリンパ
節での実験結果の報告がほとんどで、臨床応
用可能な前臨床研究に対応できる動物モデ
ルは、これまで報告されてこなかった。さら
に、現在、動物実験で使用されている蛍光色
素で、臨床応用可能な蛍光色素は ICGのみで
あるが、この ICGの検出深度では、ヒトの深
部のリンパネットワークを検出することは
困難である。 
 研究代表者は、頭頸部の画像診断専門医と
して、東北大学大学院医工学研究科とのがん
転移に関する共同研究に参加し、下記の研究
成果が得られた。 
（１）通常のマウスのリンパ節は、 長径約 1
～2mm 程度であるためにリンパ管やリンパ
節を同定することは困難である。我々の研究
グループはヒトのリンパ節と同等の大きさ
である長径約 10mm 程度にリンパ節が腫脹
する近交系マウス、MXH10/Mo/lpr マウス、
とこのマウスに生着する生体発光関連タン
パクであるルシフェラーゼ発現腫瘍細胞株
を樹立し、リンパ節転移モデルの開発の開発
を進めてきた。 
（２）我々の研究グループは、臨床応用可能
なナノ・マイクロバブルと高周波超音波画像
解析システムを開発し、脈管構造の描出を可
能にした。 
 
２．研究の目的 
近年、「頭頸部がん」ではセンチネルリン
パ節に転移があるか否かを生検によって診
断し、頸部郭清術の適応や範囲を決定するセ
ンチネルリンパ節診断法が注目されている。
しかし、この方法は手術の際に悪性腫瘍の近
傍の組織に特殊な薬剤を注入し、その薬剤を

取り込んだリンパ節をセンチネルリンパ節
と同定するもので、術前にセンチネルリンパ
節や下流のリンパネットワークを同定する
ことは不可能であった。本研究の目的は、造
影超音波画像診断法を用いて、頸部リンパ節
ネットワークをリアルタイムで描出し、頭頸
部癌の転移ルートを検出できる新たな画像
診断法を開発することである。 

 
３．研究の方法 
（１）実験動物 
MXH10/Mo/lpr マウスを 14 週齢まで系統維
持・繁殖させた。この週齢でリンパ節腫脹が
発現し、安定化する。リンパ節は、頸部リン
パ節もヒトのリンパ節と同等の長径約 10 ㎜
に腫大する。 
（２）腫瘍細胞 
腫瘍細胞には、マウス線維芽細胞由来の腫瘍
細胞である MRL/KM-Luc/GFP (KM-Luc/GFP) 
細胞とマウス乳がん細胞由来の  FM3A-Luc 
細胞を使用した。 
（３）ナノ・マイクロバブル 
ナノ・マイクロバブルには、脂質二重膜の音
響性リポソームを使用した（J Electron 
Microsc 59(3):187-196,2010）。膜組成は
94mol% Distearoyl-Phosphocholine 
(DSPC)+6mol% 
Distearoyl-phosphoethanolamine 
(DSPE)-PEG-OMe であり、内部ガスには C3F8
ガスを使用した。 
（４）リンパ節転移モデル 
上記腫瘍細胞懸濁液と Matrigel を混合し、
マウスリンパネットワークにおいて腋窩リ
ンパ節の上流のリンパ節である腸骨下リン
パ節に腫瘍細胞を接種し、リンパ節転移モデ
ルを作製した。 
（５）生体発光イメージング法による解析 
本実験で使用した KM-Luc/GFP および
FM3A-Luc はルシフェラーゼ発現細胞であり、
ルシフェリン・ルシフェラーゼ反応を起こし
た細胞の発光量を生体発光イメージングシ
ステム  (IVIS, Lumina Imaging System, 
Xenogen, Alameda, CA, USA) により測定し
た。本実験では、 腫瘍細胞を直接接種した
腸骨下リンパ節と転移巣と考えられる腋窩
リンパ節についてルシフェラーゼ活性を測
定した。 なお、 測定時にはマウスは吸入麻
酔下に置いた。 
（６）蛍光実体顕微鏡による解析 
蛍光色素であるICGを腸骨下リンパ節に注入
し、腋窩リンパ節に至るリンパネットワーク
を赤外線観察カメラで観察した。また、蛍光
色素である FITC についても腸骨下リンパ節
に注入し、リンパネットワークを蛍光顕微鏡
で観察した。 
（７）造影超音波画像解析 
上記ナノ・マイクロバブルを尾静脈に注射し、
高周波超音波画像解析装置を用いて、四次元
的に造影超音波画像を解析した。 
（８）病理組織学的解析 



腋窩リンパ節の転移病巣に関して、HE 染色標
本により病理組織学的に観察し、また、血管
内皮細胞のマーカーである D31、リンパ管の
マーカーである LYVE-1 に関して免疫組織学
的に解析した。 
（９）造影超音波画像の臨床応用の可能性に
関する評価 
上記、生体発光イメージング装置による解析、
蛍光実体顕微鏡による解析、および病理組織
学的解析の結果と造影超音波画像解析結果
を比較検討した。 
 
４．研究成果 
これまで報告されてきたリンパネットワ
ークイメージングは、生体発光イメージング
システムに対応できる生体発光関連タンパ
クの発現腫瘍細胞株の制限やマウスのリン
パ節の大きさ等の問題により、臨床ではほと
んどあり得ない SCID マウスやヌードマウス
を用いた実験や長径1-2mmレベルのマウスリ
ンパ節での実験結果の報告がほとんどで、臨
床応用可能な前臨床研究に対応できる動物
モデルは、これまで報告されてこなかった。
さらに、現在、動物実験で使用されている蛍
光色素で、臨床応用可能な蛍光色素は ICG の
みであるが、この ICG の検出深度では、ヒト
の深部のリンパネットワークを検出するこ
とは困難であった。これらの問題を克服する
ため、我々の研究グループでは、ヒトのリン
パ節と同等の大きさである長径約 10mm 程度
にリンパ節が腫脹する近交系マウス、
MXH10/Mo/lpr マウスとこのマウスに生着す
るルシフェラーゼ発現腫瘍細胞株を樹立し、
リンパ節転移モデルの開発の開発を進めて
きた。さらに、我々の研究グループは、臨床
応用可能なナノ・マイクロバブルと高周波超
音波画像解析システムを開発し、脈管構造の
描出を可能にした。 
 本研究においては、ヒトと同等の大きさの
転移リンパ節において、臨床応用可能な造影
超音波画像解析システムを用いることによ
り、蛍光実体顕微鏡で検出可能なレベルのリ
ンパネットワークを検出できるかどうかを
検討した。その結果、ナノ・マイクロバブル
を超音波造影剤として用いた造影超音波画
像解析法を用いることにより、臨床応用可能
なリンパネットワーク検出システムの開発
が可能であることが示唆された。この結果は、
頭頸部がんのリンパ節転移の早期診断・治療
に極めて有用な画像診断機器の開発の指針
になり得るものと思われる。 
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