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研究成果の概要（和文）：転移モデルマウスとルシフェラーゼ発現腫瘍細胞、および生体発光画像解析装置を用
い、転移モデルマウスにおいて、腸骨リンパ節切除において、肺微小転移病巣の活性化が確認された。しかし、
活性化までの期間は、腫瘍細胞の種類によって異なった。また、検体数を増やし、尾静脈に腫瘍細胞を注入する
と、肺に転移巣を形成する（100%）が、腸骨下リンパ節にも同時に移植すると、それが抑制される(16.7%)こと
がわかった。これらの結果より、リンパ節に腫瘍を移植することによって何らかの腫瘍抑制因子が発生するこ
と、リンパ節を切除すると、その因子が抑制されることが判明した。

研究成果の概要（英文）：Using a metastatic model mouse and luciferase expression tumor cells and 
bioluminescence image analysis equipment, the activation of the pulmonary micrometastasis lesion was
 confirmed in ilium lymphadenectomy in a metastatic model mouse.　However, the time to activation 
varied according to the type of tumor cells. Furthermore, the implantation of tumor cells into 
subiliac lymph nodes (SiLN) inhibited the pulmonary micrometastasis when the tumor cells were 
administered into a caudal vein. These results indicated that some kind of tumor inhibiting factors 
occured by a tumor implantation into lymph nodes.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、腸骨下リンパ節にがん細胞株(乳癌、悪性組織球腫)を移植すると、高頻度にリンパ節や肺に転移す
る。さらに移植したリンパ節を切除すると、転移巣が増大するという非常にゆみーくなモデルマウスであるが、
日常診療においても、同様の症例が散見され、非常に興味深いモデルと確立できたと考えている。今回の件党内
では、その分子病理学的な解明は条件検討などが難しく十分ではなかったが、さらに研究を継続することで新知
見を得られるモデルを確立できた学術的意義は大きいものと考える。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
癌治療において、遠隔転移は患者の生死を規定する大きな予後因子であり、その病態のさらな
る解明は、遠隔転 移の診断・治療において重要な課題である。近年、non cording RNA である
microRNA の研究が盛んに行われてお り、血中でもエクソソーム中に microRNA が安定し存在す
ることが明らかにされたことにより、癌転移における mi croRNA の働きが注目されている。本
研究の目的は、独自の遠隔転移モデルマウスを用い、活性化した肺転移の機 序を解明するため
に, microRNA の解析を進め、microRNA の遠隔転移における役割を解明することである。また、 
本研究で同定された転移に関連する microRNA の頭頸部癌患者の腫瘍組織や血中での変動を解
析することで、実臨 床での高精度診断法や低侵襲治療法への応用の可能性を探ることである。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、肺転移モデルマウスにおける肺転移病巣の活性化の機序を解明するために、
肺転移病巣活性化の状態における腫瘍組 織や血漿における microRNA を解析し、その遠隔転移
における役割を解明すること。また、本研究で同定された遠隔転移に関連する microRNA の頭頸
部癌患者の腫瘍組織や血中での変動を解析し、実臨床での高精度診断法や低侵襲治療法への応
用の可能性を探ることである 。本研究で用いる肺転移モデルマウスは、長径 10mmm 程のリンパ
節を有する MXH10/Mo/lpr マウスで、腸骨下リンパ節(SiLN)に腫瘍細胞 を接種し、そのリンパ
節を切除すると肺の転移病巣が活性化するというモデルである。一般に癌が増殖する過程にお
いては、血管やリ ンパ管の新生や間質細胞の増生等を伴うことから、担癌マウスの組織や血漿
に含まれる様々な因子が変動することが予想され、遠隔転移病巣活性化原因を分子生物学的に
解明することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
検体採取：研究分担者である遠隔転移モデルマウスより組織採取を行う。 Microarray(Agilent:
マウス遺伝子解析用マイクロアレイキット、マウス microRNA マイクロアレイキット)：採取 し
た組織から抽出した RNA 検体を用いて、マイクロアレイにて遺伝子発現、microRNA 発現の測定
を行う。また、 マイクロアレイの結果により得られた遺伝子、 microRNA につき、以下の実
験を行う。  Real time PCR(ABI7000)：各遺伝子、microRNA 特異的 primer と蛍光 probe を用
い、定量的 PCR を行い、mRNA 発現 量、microRNA 発現量を検討する。  Immunoblotting(泳動
装置、転写装置、可視化装置)：特異的抗体を用い、ECL Detection Reagent(Amersham B iosciences 
K.K)と LAS1000Plus with a Science Lab 99 Image Gauge(Fuji Photo Film, Minamiashigara, 
Japa n)にて可視化し、遺伝子の発現をみる。 
 
４．研究成果 
平成 28年度は、上記転移モデルマ ウスとルシフェラーゼ発現腫瘍細胞、および生体発光画像
解析装置を用いて、腫瘍細胞を接種した SiLN 切除のタイミングや腸骨下リン パ節切除後の肺
微小転移病巣の活性化の開始時期を検討した。その結果、マウス線維芽細胞由来の腫瘍細胞で
ある MRL/KM-Luc/GFP 細 胞およびマウス乳癌細胞由来の FM3A-Luc 細胞のいずれにおいても、
SiLN への腫瘍細胞接種後わずか 6時間経過後に SiLN を切除したマ ウスにおいて、肺微小転移
病巣の活性化が確認された。しかし、リンパ節切除から肺微小転移病巣の活性化までの期間は、
MRL/KM-Luc /GFP 細胞においては、SiLN 切除後 9日であったのに対し、FM3A-Luc 細胞において
は SiLN 切除後 28日で腫瘍細胞の種類によって活性化の 時期が異なることが明らかとなった。 
平成 29.30 年度は、主に、転移関連マイクロ RNA を抽出するためのモデル作成と検体の保存を
行った。我々の樹立したリンパ節転移モデル MXH10/Mo-lpr/lpr mouse は、腸骨下リンパ節にが
ん細胞株(乳癌、悪性組織球腫)を移植すると、高頻度にリンパ節や肺に転移する。さらに移植
したリンパ節を切除すると、転移巣が増大することがわかっている。そのメカニズムに腫瘍由
来のマイクロ RNA が関与する可能性を考えている。前年度は、肺転移巣病巣の活性化が確認さ
れる時期を検討した。今回我々は、そのことをふまえて、より詳細に 24種類の条件を設定し、
検体数を増やして(n=144)検討した。また、その際に採取した血清の保存を行った。おどろくべ
きことに、尾静脈に腫瘍細胞を注入すると、肺に転移巣を形成する（100%）のは当然のことだ
が、腸骨下リンパ節にも同時に移植すると、それが抑制される(16.7%)ことがわかった。また、
それらのリンパ節を取り除くタイミングを変更してみると、たとえ６時間後でもその効果は見
られる。これらの結果より、（1）リンパ節に腫瘍を移植することによって何らかの腫瘍抑制因
子が発生する。（2）リンパ節を切除すると、その因子が抑制される。ことが判明した。 
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