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研究成果の概要（和文）：悪性腫瘍の進行の過程で、腫瘍細胞の動態に関する特性は極めて重要な因子であると
以前から認識されてきたが、細胞の動態に関わる情報を従来の組織標本から取得するのは困難であった。本研究
では、生体イメージング技術を用いてモデル動物を観察し、腫瘍の増大・進行過程における腫瘍細胞の動態を可
視化した。そして腫瘍の進行を早期に検出でき、臨床医学でのがん組織診断に応用できるような因子の抽出を行
った。さらに、確立した評価系がヒト組織でも実際に適用できることを見出した。

研究成果の概要（英文）：Although it has long been recognized that the characteristics of tumor cell 
dynamics are extremely important factors in the progression of malignant tumors, it has been 
difficult to obtain information on cell dynamics from conventional tissue specimens. In this study, 
we observed model animals using intravital imaging technology and visualized the dynamics of tumor 
cells during tumor growth and progression. As a result, we extracted the factors that can detect the
 tumor progression at an early stage and can be applied to the cancer tissue diagnosis in clinical 
medicine. Moreover, we found that the established evaluation system can be actually applied to human
 tissue samples.

研究分野： 人体病理学

キーワード： 生体イメージング
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研究成果の学術的意義や社会的意義
悪性腫瘍（がん）の早期発見は現在の本邦の医療状況では最重要課題といえる課題であり、本研究で見出された
成果の社会的意義は極めて大きい。また、病理学に立脚した基礎研究成果と光学イメージング技術との融合が、
非常に大きな意義があることを示すものでもある。さらに現時点では国際的にも同様の報告例は未だなく、独自
性の高い内容で学術的にも大きな意義がある。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
悪性腫瘍は、遺伝子変異によって生じた良性腫瘍や前がん病変のような微小な病変から、遺伝

子変異の蓄積や他の細胞との相互作用などによって進展し、進行性の病変に至るまで、形状やふ
るまいを変化させてダイナミックに進行していく。この進行の過程を詳細に理解するうえで、腫
瘍細胞の動態に関する特性は極めて重要な因子であると認識されてきた。しかし臨床医学の病
理診断の領域や実験医学のほとんどの領域で使用されている組織標本は、ある一時点のがん組
織を切離して細胞の状態を固定したものを観察している。そのため、腫瘍細胞の動態に関わる詳
細な情報をこの固定した組織標本から取得するのは困難であった。 
 本研究者はこれまで、動物や組織を生かしたまま細胞の動態を観察する生体イメージング技
術を駆使して、迅速かつ客観的な悪性腫瘍の診断方法を開発し報告してきた(Matsui et al., Sci 
Rep 2017)。そして生体イメージング技術を用いて腫瘍細胞の動態に関わる情報を取得すること
で、腫瘍細胞の解析や臨床医学におけるがん診断に新たな知見が得られることを見出してきた。 
 
 
２．研究の目的 
本研究では、生体イメージング技術の 1 つである多光子励起イメージング技術を用いて担が

ん状態のモデル動物を観察し、腫瘍の発生時から疾患の増大・進行過程における腫瘍細胞の動態
を可視化する。そして腫瘍細胞の動態に関わる情報から腫瘍の進行メカニズムを理解し、腫瘍の
進行を早期に検出でき、臨床医学でのがん組織診断に応用できるような因子を抽出することを
目的とする。 
 
 
３．研究の方法 
(1) 自然発がんマウスを用いた経時的な生体多光子励起イメージング系の確立 
乳腺上皮細胞で特異的に発現するプロモーターの mouse mammary tumor virus promoter の制

御下に受容体型 tyrosine kinase の erbB-2(HER2)と蛍光タンパク質を発現する自然発がんマウ
スを作製した。この蛍光標識マウスの成長後に多光子励起イメージング技術を用いた観察を行
い、経時的・連続的な観察を可能とするイメージング系の最適条件を決定した。 
 
(2) 生体イメージングによる腫瘍細胞浸潤の可視化・浸潤能の評価 
 上記手順で確立した生体イメージング系を用いて、自然発がんマウスの生体イメージングを
連続的に行った。組織像との対比としてイメージング終了後にマウスから組織を摘出し、従来の
病理組織標本を作製した。病理組織標本は、HE染色のほか collagen type 1 分子を検出する免
疫組織化学染色や、弾性線維と膠原線維を検出する Elastica van Gieson 染色を使用した。この
イメージングデータと病理組織標本との対比により、腫瘍細胞の浸潤能の可視化と浸潤に伴う
組織変化の定量化、統計学的評価を行った。 
 
 
４．研究成果 
(1) 自然発がんマウスを用いた経時的な生体多光子励起イメージング系の確立 
 腫瘍細胞の動態を可視化するための生体イメージングを確立すべく様々な技術開発を行い、
生きたままの状態のマウスの腫瘍組織とその周辺をリアルタイムで可視化するライブイメージ
ング系を確立した。具体的には、血管は isolectin により細胞核は Hoechst33342 によりそれぞ
れ描出し、また腫瘍細胞周囲の膠原線維を非線形光学現象により可視化できる観察系を確立す
ることができた。さらに本観察系を用いて、上述の方法で確立したモデル動物の組織を経時的・
連続的に観察することができた。 
 
(2) 生体イメージングによる腫瘍細胞浸潤の可視化・浸潤能の評価 
 上述した観察系を用いて、浸潤能を獲得した腫瘍細胞とそれ以前の腫瘍細胞との生体イメー
ジングを行った。その結果、腫瘍細胞の浸潤に伴って、浸潤開始のごく早期から細胞周囲に膠原
線維の増生が認められることが分かった。増生する膠原線維の性状を免疫化学的に解析したと
ころ、最初に想定していた、基底膜の主要な構成蛋白で非線維性コラーゲンでもある collagen 
typ4 分子については、増生はそれほど目立たず、一方で線維性コラーゲンの主要な分子である
collagen type 1 分子の増生が主に認められることが分かった。そこで、さらにこの当該分子の
増生を定量的に評価する方法を検討した結果、非線形光学現象の描出によって達成できること
を見出した。一方で弾性線維については、腫瘍細胞の浸潤により増生する場合が一部に観察され
たものの、これを生体イメージング系で定量的に評価する方法は、本研究期間内に確立できなか
った。ただ、定性的な観察として、弾性線維自体は通常の観察で可視化可能な程度の自家蛍光を
発生させる傾向があることは確認できた。また腫瘍細胞の核を Hoechst 33342 で染色すること
により、腫瘍細胞の浸潤に先立って細胞核の形状が変化し、特に真円度が低下することが分かっ
た。この真円度は、イメージング画像から周長値と等面積円の円周値とで算出した場合、定量的
な評価値として使用できることが分かった。 
 さらにこの評価系がヒト組織にも適用できるかどうかを解析するため、臨床研究計画を作成



したのち、手術残余検体から得られるヒト腫瘍組織及び対応する正常組織を用いて、同様の観察
系によるイメージングを行った。その結果、浸潤能を有した腫瘍細胞が観察できる組織では、上
述した collagen type 1 分子の増生がみられ、またヘマトキシリンを用いた核染色との対比で、
核の真円度が浸潤能を有した腫瘍細胞で有意に低下していることが分かった。さらにこれらの
所見は、非線形光学現象の描出によりヒト腫瘍組織でも可視化できることが分かった。 
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