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研究成果の概要（和文）：本課題は, センチネルリンパ節が遠隔転移の起点になり得ると考えるリンパ節介在性
血行性転移理論を実験的に検証するものである. 本研究成果は以下の2点に要約される. (1) リンパ節転移の初
期段階において血流欠損が形成される. (2) 頭頸部がん患者のリンパ節病理像を精査し,リンパ節被膜を貫く穿
通枝の存在を確認した. リンパ節介在血行性転移理論とは,  腫瘍細胞がリンパ節の辺縁洞に転移・増殖した初
期段階における血行性転移を示す. 今後は, 本理論の実験的事実の積み上げが必要である. 

研究成果の概要（英文）：This proposal is to experimentally verify the theory of lymph node-mediated 
hematogenous metastasis, which considers that the sentinel lymph node can be the origin of systemic 
metastasis.  The results of this study can be summarized in the following two points. (1) A 
perfusion defect is formed in the early stage of lymph node metastasis. (2) The pathological images 
of lymph nodes in patients with head and neck cancer were carefully examined, and the presence of 
perforating branches penetrating the lymph node capsule was confirmed. The lymph node-mediated 
hematogenous metastasis theory accurately describes hematogenous metastasis in the early stage when 
tumor cells have metastasized and proliferated in the marginal sinuses of lymph nodes. In the 
future, it is necessary to accumulate experimental evidence for this theory.

研究分野：医用システム

キーワード： リンパ節転移　転移　解剖　血流欠損
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究成果は, 本理論が適用される転移リンパ節のステージを明らかにした. 本理論に基づきセンチネルリンパ
節からの遠隔転移を予防するには, 原発巣が確認された段階で, 原発巣周囲に確認される全てのリンパ節に対し
て予防的治療を実施することが求められる. 本研究成果は, 本理論の学術的根拠ならびに転移初期段階にあるリ
ンパ節の予防的治療の理論的根拠を提示するものである.

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
従来のリンパ節転移に関する腫瘍動態は, 原発巣からの離脱, 新生リンパ管を介した所属リン
パ節への転移, 数珠状に繋がるリンパ節介したリンパ系内の移動, 静脈系を介した遠隔臓器へ
の転移, であると考えられてきた. 最近, 研究代表者らは, 腫瘍細胞が輸入リンパ管からリン
パ節の辺縁洞に侵入する段階において, 辺縁洞を貫通する静脈に浸潤し, 腫瘍細胞は血行性と
して遠隔臓器に転移することを見出し, この転移形態をリンパ節介在血行性転移理論として提
唱した.  
 
 
２．研究の目的 
本研究では, リンパ節内の血管構造, 血流の流れ, 病理解析からリンパ節介在血行性転移理論を
実験的検証することを目的とする. 
 
 
３．研究の方法 
東北大学遺伝子組換え実験計画書および東北大学動物実験計画書の承認後に, 本実験を実施し
た.  
 
 
(1) リンパ節表層の血管の流れ 
2 種類の蛍光溶液として , NBD-リポソーム(励起 : 463 nm; 蛍光 : 536 nm) および 5(6)-
carboxyfluorescein (MW: 376; 励起: 492 nm; 蛍光: 517 nm)を使用した. NBDリポソームの膜
組成は, 1,2-distearoyl-sn-glycero-3-phosphatidylcholine (DSPC; MC8080;日油), N-(carbonyl-
methoxypolyethyleneglycol 2000)-1,2-distearoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine (DSPE-
PEG2000; DSPE-020CN; 日油 ), 1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine-N-(7-
nitro-2-1,3-benzoxadiazol-4-yl) (NBD-DPPE; 日油)からなり, モル比は 92：6：2である. 粒子
径・ゼータ電位解析装置（ELSZ-2；大塚電子）を用いて測定した平均粒子径は 200 nm, ゼータ
電位は -1.5 mV であった . リンパ節内の血管構造の解析のために , リンパ節腫脹マウス
MXH10/Mo-lpr/lpr (MXH10/Mo/lpr) を使用した. このマウスを麻酔下におき, 腸骨下リンパ節 
(SiLN) を露出させ, 蛍光溶液を SiLN に注射した. 実体蛍光顕微鏡で蛍光色素の流れを可視化
した. 
 
(2) リンパ節内の血管構造 
血管造影用に, 硫酸バリウム,ゼラチン，赤色アクリルバリウムからなるバリウム造影剤を準備
する. 造影剤の大きさは 1.0 ± 0.3 mであった[1]. つぎに, マウスに麻酔をかけ，37Cパッド
の上に置いた. シリンジポンプ(Legato100; KD Scientific)を用いて造影剤を SiLNに注入した. 
造影剤注入後, SiLNおよび固有腋窩リンパ節 (PALN) を摘出し, 10%中性緩衝ホルマリン溶液
で 4C, 4 日間固定した. 最後に固定したリンパ節をマイクロ CT スキャナー(8～20 m, 
scanXmate/E090, コムスキャンテクノ株式会社)を用いて解析をおこなった. 取得したスライ
スデータは 3D画像としてレンダリングした(Amira-Avizo, Thermo Scientific) [2]. 
 
 
(3) リンパ節内の腫瘍増殖 
リンパ節内の腫瘍増殖形態を明らかにするために, ルシフェラーゼ遺伝子と蛍光強化型緑色蛍
光遺伝子の融合遺伝子を発現するKM-Luc/GFP悪性線維性組織球腫様細胞およびルシフェラー
ゼ遺伝子を発現する FM3A-Luc マウス乳腺がん細胞を用いた.リンパ節転移モデルを作製する
ために, 細胞混合液を準備する. 細胞混合液は 20 µLの PBSと 40 µLのマトリゲル(400mg/mL)
からなり, この溶液に 1.0×104個のKM-Luc/GFP細胞または 1.0×104個の FM3A-Luc細胞を混
合させた. つぎに, マウスを麻酔下におき, 混合溶液を SiLN に注入し, リンパ管を介して
PALNに転移させる.コントロールとして 60Lの PBSを用いた. 移植日を day 0とした. 腫瘍
増殖・転移の評価に，生物発光イメージング（IVIS；PerkinElmer）を用いた. 計測日は KM-
Luc/GFP細胞では day 0, day 4, day 7, day 10,  FM3A-Luc細胞では day 0, day 14, day 21, 
day 28, day 35であった. PALNルシフェラーゼ活性がコントロールのバックグラウンドレベル
（～4 104 photons/sec）を超えた時点で, 転移が成功したと判断した. PALNルシフェラーゼ活
性は KM-Luc/GFP細胞では 0日目, FM3A-Luc細胞では 21日目の値を用いて正規化した.  
 



(4) 組織学的評価 
実験最終日に SiLNおよび PALNを摘出し, 10%ホルマリン 4Cで一晩固定し, 脱水後, パラフ
ィンに包埋し連続して切片(3〜5μm)を作製した. 切片をヘマトキシリン・エオジン（HE）で染
色, あるいは抗 CD31抗体免疫染色した. 組織学的画像はデジタルカメラ(DP72；オリンパス)で
撮影する. 
 
(5) ヒト頭頸部がん病理標本の解析 
ヒト頭頸部がん治療時に摘出されたリンパ節の病理標本を顕微鏡下で解析する.  
 
４．研究成果 
(1) リンパ節表層の血管の流れ 
リンパ節表層には静脈が走行し, この静脈にリンパ節内の静脈が吻合する. 尾静脈に NDB-リポ
ゾームを投与すると, リンパ節表層の静脈内の血液の流れは内部から外向きであった. 蛍光溶
液を SiLNに投与すると, SiLNは蛍光溶液で満たされる. その後, 蛍光溶液は輸出リンパ管およ
び胸腹壁静脈に流れる. KM-Luc/GFP 細胞の移植した腸骨下リンパ節に蛍光溶液を投与すると, 
ほとんどの場合, 蛍光溶液は胸腹壁静脈に流れ, つぎに輸出リンパ管に流れる. FM3A-Luc 細胞
では, 蛍光溶液は胸腹壁静脈に流れ, 輸出リンパ管に流れる.この両者の蛍光色素の流動の違い
は各腫瘍細胞のリンパ節内での腫瘍増殖形態の違いに起因する.  
 
(2) リンパ節内の血管構造 
KM-Luc/GFP 細胞および FM3A-Luc 細胞で形成される転移リンパ節内の血管構造を造影マイ
クロCT撮影法で精査した. 腫瘍細胞の増殖によりリンパ洞ならびに血管の流れが欠損する血流
欠損が確認された[3]. 血流欠損は辺縁洞から形成がはじまり, 辺縁洞直下の表層皮質を腫瘍細
胞に置き換えながら拡大する. 表層皮質には高内皮細静脈が存在し血液成分であるリンパ球の
出入り口であることから, Brown ら[4]は高内皮細静脈が腫瘍細胞の血液循環への入口であると
推測している. 一方, われわれは, 内部静脈と表層静脈を連結する穿通枝内への腫瘍細胞の侵入
によって, 腫瘍細胞が血液循環に入る可能性を提案した.  
 
(3) ヒト頭頸部がん患者の組織標本 
頭頸部がん患者から摘出したリンパ節の組織標本を解析し穿通枝の存在を確認した. しかし, 
内部血管と表層血管とが連絡している画像は観察されなかった.   
 
以上から, 腫瘍細胞がリンパ節の辺縁洞に転移・増殖した初期段階において, 腫瘍細胞は穿通枝
内に侵入し, 遠隔転移を来す. 一方, 腫瘍細胞は表層被膜に浸潤・増殖し血流欠損が形成される. 
リンパ節介在血行性転移理論とは,  腫瘍細胞がリンパ節の辺縁洞に転移・増殖した初期段階に
おける血行性転移を的確に表現している. 今後は, 本理論の実験的根拠の積み上げが必要であ
る.  
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