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研究成果の概要（和文）：本研究では造影高周波超音波画像(CE-HFUS)を用いたリンパネットワークにおける微
小転移リンパ節(LN)の検出を可能にする画像診断システムの開発を検討した。本研究では、リンパ節腫脹転移モ
デルマウスを用いてLN転移の形成過程のCE-HFUS、マイクロCT画像、生体発光画像解析法および病理組織像を経
時的に解析した。その結果、CE-HFUSは微小転移LNの検出に有効であり、さらに、ICGを封入したリポソームを造
影剤として用い、近赤外線カメラで蛍光粒子の流れを捉えることにより、微小転移LNの存在が想定されるリンパ
ネットワークにおいて中継点となるLNの検出に有効であることが示された。

研究成果の概要（英文）：In this study, we examined if it was possible to develop maging system 
capable of the detection of micrometastatic lymph nodes (LNs) and the mapping of detailed anatomical
 position of the LNs by using contrast-enhanced high-frequency ultrasound (CE-HFUS) imaging.  We 
used MXH10/Mo/lpr mice in which LNs are similar size as those of human as a LN metastasis model.　
This model enabled us to observe the process of the metastasis formation from the onset by using 
CE-HFUS 3D, bioluminescence, and  micro CT 3Dimaging.　 In addition, by preparing liposomes 
encapsulating ICG and capturing the flow of fluorescent particles with a near infrared camera or 
fluorescent stereomicroscope, we investigated whether the identification of both of LNs and the 
lymph network can be made. As a result, it was shown that this method is effective for the detection
 and mapping of LN which becomes the relay point in the lymph network where existence of 
micrometastatic LN is assumed.
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１．研究開始当初の背景 

口腔癌においてリンパ節転移は患者の生
死を規定する大きな要因であるが、現在の
CT、MRI、PET および超音波診断等の画像
診断法を駆使しても、長径 10mm に満たない
リンパ節の微小転移を検出することは困難
である。今後、リンパ節転移に対する新たな
低侵襲治療法を開発するためには、リンパ節
の微小転移の検出と治療の標的とすべきリ
ンパ節の詳細な位置情報の取得を可能にす
る新たな画像診断法の開発が必要である。 
しかし、リンパ節微小転移を臨床において

予測、診断することは困難であり、上記画像
診断法の開発には、新たな実験動物モデルの
樹立が必要である。 
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が、我々はヒト
のリンパ節と同等の大きさである短径約
10mm 程度にリンパ節が腫脹する近交系マ
ウスとこのマウスに生着するルシフェラー
ゼおよび GFP 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。一方、高周波超音波解析装置で血管・リ
ンパ管内を流れるナノ・マイクロバブルの動
きを捉え、三次元構築画像を作成できる超音
波画像解析システムを開発し、微小転移リン
パ節内の微小脈管構造の描出を可能にした。
さらに、上記リンパ節転移モデルのリンパ管
の微小構造を実体蛍光顕微鏡や高周波超音
波画像解析装置により可視化し、同時にリン
パ管内の流体力学的特性を計測するシステ
ムを開発した。また、我々が樹立したリンパ
節転移モデルマウスを対象として、リンパ節
転移に伴うリンパ節内の微小血管構造の変
化を造影マイクロ CT および高周波超音波画
像解析装置を用いて三次元画像として捉え
解析してきた。 
以上の経験を踏まえて、本研究では微小転

移リンパ節を検出するとともに、同リンパ節
を含むリンパネットワークを包括的に把握
する診断システムの開発を前臨床研究とし
て検討することが可能となった。 
２．研究の目的 
本研究の目的は、ナノ・マイクロバブルと

高周波超音波を用いた造影超音波三次元画
像をマイクロ CT 画像を用いて検証し、従来
の画像診断法では困難であった微小転移リ
ンパ節の検出と詳細な解剖学的位置情報を
画像化し、マッピングできる次世代の画像診
断システムを開発することである。 
３．研究の方法 
(1) マウス系統維持および繁殖 
リンパ節転移モデルマウスとして、我々が
系統樹立したヒトと同等の大きさのリンパ

節を有する遺伝子組み換え近交系マウス、
MXH10/Mo-lpr/lprマウスを用いた。同マウス
を、東北大学動物施設において飼育し、東北
大学の動物実験倫理委員会の承認の下実験
を行った。 
(2)リンパ節への転移誘導 
マウスリンパネットワークにおいて固有腋
窩リンパ節(PALN)の上流に位置する腸骨下
リンパ節(SiLN)にルシフェラーゼ発現細胞
である KM-Luc/GFP マウス悪性線維芽細胞腫
細胞あるいは FMT3/Luc マウス乳癌細胞を移
植し PALN に転移誘導した。 
(3)造影高周波超音波画像解析と造影X線マ
イクロ CT による画像解析 
造影高周波超音波画像解析および造影 X 線
マイクロ CT の基準点のマーカーとして使用
可能な材料であるガッタパーチャ等を用い
て、MXH10/Mo /lpr マウスの PALN 近傍の 3点
をマーキングし、モダリティーの異なる三次
元画像の基準点とした。造影高周波超音波画
像の解析に際しては、画像解析手法である
Scale-Invariant-Feature-Transform および
Phase-Only Correlationを用いて我々の研究
グループで開発したアルゴリズムを用いて、
転移リンパ節の微小血管の二次元および三
次画像を高精度に抽出した。 
(4)ICG 封入リポソームの調整 
本研究においては、臨床応用可能な蛍光色
素であるICGを封入したリポソームを以下の
ように作製した。 
1, 2 – distearoyl – sn – glycerol – 3 – 
phosphatidylcholine (DSPC) (MC8080, NOF 
Co., Tokyo, Japan), 1, 2 – distearoyl – 
sn –  glycerol –  3 – 
phosphatidylethanolamine – methoxy –
polyethylenglycol (DSPE-PEG [2000-OMe]) 
(DSPE-020CN, NOF Co.,Tokyo, Japan) を物
質量比が 94 : 6 の割合でクロロフォルム溶
液に溶解し, 減圧下で, クロロフォルムを
完全に蒸発させ脂質薄膜を形成。 この脂質
薄膜を PBS で希釈した ICG 溶液 (80 µM) で
溶解し ICG 封入リポソームを形成。その後フ
ィルタで粒径を調節して使用して。 
(5) ICG 封入リポソーム、近赤外線カメラ蛍
および光実体顕微鏡を用いたリンパネット
ワークの解析 
SiLN に ICG 封入リポソームを注入、近赤外

線カメラや蛍光実体顕微鏡で蛍光粒子の流
れを捉えることにより、対象とするリンパネ
ットワークの同定が可能となるかどうかを
検討した。 
４．研究成果 
本研究の目的は、ナノ・マイクロバブルと

高周波超音波を用いた造影超音波三次元画
像をマイクロ CT 画像を用いて検証し、従来
の画像診断法では困難であった微小転移リ



ンパ節の検出と詳細な解剖学的位置情報を
画像化し、マッピングできる次世代の画像診
断システムを開発することであったが、本研
究の過程において、リンパ節にはリンパ節被
膜を貫通しリンパ節内外の細静脈を連結す
る穿通枝が多数存在することが明らかとな
った。さらに、リンパ節転移の初期段階にお
いて、腫瘍細胞が転移リンパ節近傍の血管に
浸潤し血液循環系に侵入し、遠隔転移を来す
リンパ節介在血行性転移という新たな転移
機構を見出した。リンパ節転移の超早期段階
においては、リンパ節辺縁洞で腫瘍細胞が増
殖することから、血行性の抗癌剤投与では、
リンパ節辺縁洞内の腫瘍細胞に十分な抗癌
剤が送達しない可能性がある。そこで、これ
まで我々は、所属リンパ節の微小転移リンパ
節に対するリンパ行性の癌化学療法を検討
してきたが、この治療法は、リンパネットワ
ークの上流に位置するリンパ節に抗癌剤を
注入し、下流に存在する微小転移リンパ節の
治療を意図したものである。この治療法を実
現するためには、個々の微小転移リンパ節を
同定するばかりではなく、対象となるリンパ
節をリンパネットワークの中継点として捉
える必要がある。 
そこで、本研究においては、臨床応用可能

な蛍光色素であるICGを封入したリポソーム
を作製し、近赤外線カメラや蛍光実体顕微鏡
で蛍光粒子の流れを捉えることにより、対象
とするリンパネットワークにおいて中継点
となるリンパ節の同定が可能となるかどう
かを検討した。その結果、本法が微小転移リ
ンパ節の存在が想定されるリンパネットワ
ークにおいて中継点となるリンパ節の検出
およびマッピング法に有効であることが示
された。 
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〔その他〕 
ホームページ等 
① 東北大、リンパネットワークを介した新

しいがん化学療法を提案：日経プレスリ
リースサイト（2016 年 9月）． 

② リンパ節転移治療に新抗癌剤投与法： 
QLifePro 医療ニュース（2016 年 9月） 

③ 全く新しい抗がん剤の投入方法が開発
される。副作用を軽減しながら、治療効
果を最大化：melipa（2016 年 9月）． 
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