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研究成果の概要（和文）：本研究では転移リンパ節内で酸素バブルを超音波で破壊して酸素濃度を高め, 放射線
治療の奏効率を改善することを目的にした. 実験遂行中において, リンパ節腫脹マウスMXH10/Mo/lprの転移リン
パ節内での酸素分圧が血液中の酸素分圧と近似値を示す結果を得た. そこで, 研究内容を変更し, リンパ節のみ
に放射線照射が可能な放射線照射システムを開発した. 単一リンパ節に 8Gy以上の線量を照射することが可能に
なり, また, 放射線照射後，アブスコパル効果が確認された. 本成果は今後の放射線治療と腫瘍免疫をつなぐ新
しい免疫放射線療法の可能性を提示するものである.

研究成果の概要（英文）：In this study, the aim was to increase the oxygen concentration by 
ultrasonically destroying oxygen bubbles in the metastatic lymph node with a view to improving the 
response rate to radiation therapy. During the experiments, we found that the oxygen partial 
pressure in the metastatic lymph node of an MXH10/Mo mouse was similar to that in adjacent blood 
vessels. We altered the research strategy to develop a mouse irradiation system capable of applying 
radiotherapy to treat only one lymph node. We succeeded in treating a single metastatic lymph node 
with radiation larger than 8 Gy. Also, we confirmed the abscopal effect after the irradiation. It is
 suggested that there is a relationship between radiation therapy and tumor immunity. We anticipate 
that this radiation system has potential to open the way for new immunoradiotherapy treatment 
strategies.

研究分野： 腫瘍医工学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
リンパ節内の酸素分圧はこれまで測定されておらず, 本研究において, リンパ節内の酸素分圧が血液中の値と同
程度であることがはじめて示された. また, 従来, 正常マウスのリンパ節の大きさは1-2mm程度であるために, 
マウスを使用した放射線治療実験は全身照射（致死線量8Gy）に限定されていた. 今回, リンパ節腫脹マウス 
MXH10/Mo/lprマウス(リンパ節の大きさ：直径10mm程度)を使用することで, 8Gy以上を単一リンパ節に照射する
ことが可能になり, また放射線照射後，照射部位以外のリンパ節が縮小するアブスコパル効果が確認された. 本
研究は今後の免疫放射線療法研究の展開に期待される.



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
乳がんなどの転移リンパ節の治療では外科的郭清が第一次選択肢であり, 郭清域外にある不顕
性リンパ節(早期リンパ節転移)の治療では全身化学療法や放射線治療が一般的である. 放射線
治療は局所制御を目的に実施されるが, 一般に奏効率は低く, 最近では, 転移初期段階におけ
る乳がんの放射線治療は, 5 年生存率に寄与すことはないと報告された. 腫瘍内部の酸素分圧
は5 mmHg 未満であり慢性的な低酸素状態にあり, この酸素濃度の低さが, 腫瘍細胞の放射線に
対する感受性を下げる原因になっている. したがって, 腫瘍内部が相対的放射線感受性最大酸
素濃度25 mmHg (静脈内酸素濃度) 程度まで高められれば,放射線感受性は大幅に改善されること
になるが, 転移リンパ節内部の酸素分圧のみを効果的に高める方法論はこれまで報告されてこ
なかった.  
 
２．研究の目的 
本研究では, 申請者らが開発したリンパ節転移モデルマウスを使用して,転移リンパ節内で酸素
バブルを超音波で破壊して酸素濃度を高め, 放射線に対する腫瘍細胞の放射線感受性を高め, 
放射線治療の奏効率を改善することを目的にする. 
 
３．研究の方法 
(1) 酸素バブルの作製 
酸素バブルの基本構造は, リポソームを基本として, 膜組成成分を DSPC / DSPG/ 
DSPE-PEG-(2k)OMe とし, DSPC / DSPG の成分比を変えた. DSPC/DSPG の成分比を変えることで膜
の硬さを制御する. 酸素バブルのゼータ電位と粒径はゼータ電位・粒径測定システムで計測し
た. 
(2)  転移リンパ節の作製と評価 
腫瘍細胞としてKM-Luc/GFPマウス悪性線維性組織球腫様細胞およびFM3A-Lucマウス乳がん細胞
を使用した．MXH10/Mo-lpr/lpr マウスの腸骨下リンパ節に腫瘍細胞を移植して, リンパ管を経
由し固有腋窩リンパ節に転移を誘導する. 転移の進行は生物発光イメージング法および小型動
物用高周波超音波イメージングで評価した. 
(3)  酸素分圧測定 
酸素分圧測定用電極を用いて転移リンパ節内の酸素分圧を測定する．比較のために, 肝臓, 脾臓, 
腎臓, 腹大動脈中, 尾静脈中の酸素分圧も測定した． 
(4)  マイクロ CTによるリンパ洞造影 
バリウム造影剤(1.0  0.3 m)を副腋窩リンパ節に注射し, 固有腋窩リンパ節に送達させる. 上
記記載の生物発光イメージング法および小型動物用高周波超音波イメージングを用いた測定日
にマウスを屠殺し, 固有腋窩リンパ節を摘出し, ホルマリン固定後, 産業用マイクロ X線 CT装
置を用いてリンパ洞造影をおこなう.  
(5)  リンパ節内の血流解析 
転移リンパ節内の血管内の流動を明らかにするために, 蛍光粒子を尾静脈に注射し, 転移リン
パ節内の血管内の蛍光粒子の流れを蛍光実体顕微鏡で観察した.  
(6)  放射線照射 
固有腋窩リンパ節への単回照射を可能にするために, 鉛板の腋窩部を露出できるほどの穴(直径
2cm)を設けた. 固有腋窩リンパ節に転移を誘導後に X線照射装置を用いて 8Gy まで照射した.  
(7)  組織学的解析 
摘出したリンパ節をホルマリン固定後に, pimonidazole 染色, 抗 CD31 染色, リンパ抗 LYVE-1
染色, HE 染色をおこなった.  
(8)  病理学的解析 
有意差検定には paired t-test, Wilcoxon signed-rank test, One-way repeated measures ANOVA, 
Tukey test を用いた. 
 
４．研究成果 
(1)  酸素バブル 
作製した酸素バブルを副腋窩リンパ節に投与することで, 副腋窩リンパ節から固有腋窩リンパ
節にリンパ管を介して送達させた. 酸素バブルの注入量・注入速度, 固有腋窩リンパ節および副
腋窩リンパ節の大きさから固有腋窩リンパ節内の酸素バブルの流動, 分布, 貯留時間を評価し
た. 
(2)  低酸素分圧 
ニードル型酸素分圧装置を用いて転移偽陰性リンパ節内部の酸素分圧を測定したところ, 計測
値 pO2は 40mmHg 程度であり, この値は肝臓, 脾臓, 腎臓, 尾静脈中, 動脈中での値と統計的な
有意差はなかった. 



(3)  マイクロ CTによるリンパ洞造影 
転移初期段階におけるリンパ洞の面積はコントロールと比して統計学的に有意差がなかった.  
(4)  リンパ節内の血流解析 
蛍光実体顕微鏡下において, 転移リンパ節内の血管内を流れる蛍光粒子の流れは, コントロー
ルと比して有意差がなかった.  
(5)  転移リンパ節への X線照射実験 
固有腋窩リンパ節に転移を誘導後に 8Gy まで照射した. 固有腋窩リンパ節内の腫瘍抑制が観察
され, かつ固有腋窩リンパ節の体積が減少した. また, 放射線が照射されないはずの腸骨下リ
ンパ節の体積が減少した. 
 
(6)  考察 
本研究では転移リンパ節内で酸素バブルを超音波照射で破壊することで酸素濃度を高めて, 腫
瘍の放射線感受性を高め, 放射線治療の奏効率を改善することを目的にしている. 転移リンパ
節内の酸素分圧値は 40 mmHg 程度であり, この値は肝臓, 脾臓, 腎臓, 尾静脈中, 動脈中で値
と統計的な有意差はなかった.  
 この意味は, リンパ節内の腫瘍細胞の放射線感受性を高めために, 酸素バブルと超音波を用
いるという当初の実験手法は必要なく, 転移リンパ節のみに放射線を照射することができれば, 
転移リンパ節は効率よく治療されることを示唆している. この概念を実証するために, 単一リ
ンパ節のみが照射可能な照射システムを開発し, リンパ節に放射線を単回照射することにした.  
 従来の通常マウスを使用した実験では, マウスのリンパ節の大きさは 1-2 mm 程度であるため
に,単一リンパ節に放射線を照射することは不可能であり, 全身照射が前提で,その致死線量は
8 Gy 程度であった.  
 今回の実験系では, マウスを致死させずに, 単一リンパ節に単回照射で 8Gy 以上の照射が可
能な新たなマウス実験モデルを開発することに成功した. さらに,  放射線照射を実施後，照射
部位以外のリンパ節が縮小するアブスコパル効果が確認された. 本研究においては, 放射線治
療と腫瘍免疫をつなぐ新しい免疫放射線療法の可能性を提示するに至った. 
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