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研究成果の概要（和文）：本研究では、動物用光超音波イメージング装置によってマウスの乳腺腫瘍、腫瘍血
管、腫瘍内低酸素領域の可視化を行うことを目的とした。
光超音波イメージングでは、光音響物質の明瞭な描出が可能であり、光音響物質であるヘモグロビンを介して腫
瘍血管が描出される。腫瘍そのものの描出のため、腫瘍特異的に結合する抗体へ別の光音響物質であるインドシ
アニングリーン(ICG) やIRDyeを付加したものを作成し、酸素濃度測定装置を用いて担癌マウスの腫瘍内酸素濃
度を測定する実験系を構築した。動物用光超音波イメージング装置の使用が困難となり、光超音波画像の取得、
酸素分圧データとの比較は次の研究への持ち越し課題となった。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study was to visualize mammary tumors, tumor blood 
vessels, and hypoxic regions within tumors in mice by means of photoacoustic imaging system.
Photoacoustic imaging allows clear delineation of photoacoustic material. Tumor blood vessels are 
depicted through hemoglobin, one of photoacoustic material. In order to delineate the tumor itself, 
we tried to prepare an antibody that binds specifically to the tumor with other photoacoustic 
substances, indocyanine green (ICG) and IRDye, and constructed an experimental system to measure the
 intratumoral oxygen concentration of cancer-bearing mice using an oxygen concentration measuring 
device. Since it became difficult to use the photoacoustic imaging system for animals, the 
acquisition of photoacoustic images and comparison with oxygen concentration data were carried over 
to the next study.

研究分野：乳腺腫瘍学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
動物用光超音波イメージング装置が使用可能となり、本研究で作成した腫瘍特異的な抗体に光音響物質を付加す
る方法と同様の手法で低酸素マーカーとなる抗体に光音響物質を付加することで、腫瘍と腫瘍血管のみならず、
腫瘍内低酸素領域が光超音波イメージング装置で画像化されるようになると考える。その描出結果と腫瘍内酸素
濃度の実測結果、腫瘍の免疫染色データ等を３次元的に比較することで、光超音波イメージングにより腫瘍内低
酸素領域が適切に画像化されうることが示されれば、腫瘍の悪性化に関与するその他のマーカーにも応用可能と
なるであろう。これは、さらなる乳癌の個別最適化治療に繋がると思われる。

※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 
光超音波イメージングは、光音響物質に照射された光エネルギーが超音波として放出される現
象を利用したイメージングである。その精細な描出能力および深度から生体イメージングへの
応用開発が進んでいる。 
これまでの光超音波イメージング研究では、光音響物質である血中ヘモグロビンを標的として、
非侵襲的に人体の正常組織や腫瘍の微細血管像が得られることが報告されてきた（文献①、文献
②）。しかしながら、腫瘍血管の描出のみでは腫瘍の位置の把握が困難な場合もあり、腫瘍その
ものを光超音波イメージングで精細に描出することが求められている。さらには腫瘍内の不均
一性（heterogeneity）が強い腫瘍に対しては、悪性度や生物学的特性を分けて描出できること
が治療選択上は望ましいと言える。光超音波イメージングは酸素化ヘモグロビンと還元ヘモグ
ロビンの吸光スペクトルの違いから酸素飽和度の指標を描出できるという特長も持つため、腫
瘍内の低酸素領域など腫瘍の悪性化に関与している部位が合わせて可視化されるようになれば、
薬物療法前後での腫瘍血管の形状や酸素化の改善(腫瘍血管の normalization)をモニタリング
する際に有益な情報となる。以上は、癌治療における薬物治療の耐性メカニズムの解明や、個別
化治療の最適化に大きく寄与すると考えられる。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、光超音波イメージングによって腫瘍そのものと腫瘍血管の同時描出ならびに、
腫瘍内に存在する低酸素領域を in vivo で可視化することである。本研究では 光超音波イメー
ジングによって担がんマウスモデルの腫瘍血管を描出するとともに、光音響物質を付加した腫
瘍特異的抗体を作製して投与することにより、腫瘍そのものの描出を試みる。この際、HIF-1の
下流に存在し、低酸素応答性の酵素である抗 CA IX 抗体を用いて腫瘍低酸素領域の可視化を行
うことで、腫瘍血管、腫瘍、低酸素領域の triple imaging を目的とする。これらにより薬物療
法前後での腫瘍血管の normalization と酸素化の改善をモニタリングできる技術の開発を目指
す。 
 
３．研究の方法 
(1) 光超音波による腫瘍のイメージング 
インドシアニングリーン（Indocianine Green, ICG）や IRDye で標識した腫瘍特異的(HER2)抗体
を作成して HER2 陽性乳がん担がんマウスに投与し、至適な光超音波撮像法を検討する。ICG や
IRDye とヘモグロビンの吸光スペクトルは異なるため、腫瘍と腫瘍血管を分離して同一座標軸で
の描出が可能かを確認する。本研究では ICG-Trastuzumab および IRDye-Trastuzumab の製造お
よび光超音波測定を行う。Trastuzumab(200 ug, 100 uL, 1.3 nmol)に ICG-EG4-Sulfo-OSu(1.5 
ug/0.3 uL DMSO, 1.3 nmol(1 等量))、(7.5 ug/1.5 uL DMSO, 6.5 nmol(5 等量))、(15 ug/3 uL 
DMSO, 13 nmol(10 等量))あるいは IRDye800cw-NHS(1.5 ug, 0.3 uL, 1.3 nmol(1 等量))、(7.5 
ug, 1.5 uL, 6.5 nmol(5 等量))、(15 ug, 3 uL, 13 nmol(10 等量))を添加し、遮光下室温で 1
時間反応させ、反応溶液をサイズ排除クロマトグラフィーカラム(PD-10カラム)を用いて精製し、
ICG-Trastuzumab および IRDye800-Trastuzumab を得る。得られた ICG-Trastuzumab および
IRDye800-Trastuzumabについて、BCA Assay 法により Trastuzumab 量を、吸収スペクトル測定に
より ICGおよび IRDye800量を測定し、Trastuzumab 1分子あたりに結合した ICGおよび IRDye800
の個数を求める。 ICG-Trastuzumabおよび IRDye800-Trastuzumabについて、各濃度（0.25-1.00 
μM）に調製した後、光超音波測定装置を用いて 800 nm における光超音波測定を行う。 
 
(2) 担がんマウスの腫瘍内酸素濃度の測定および腫瘍血管関連免疫染色 
組織内の酸素濃度測定が可能な MicroxTX3 (PreSens 社）を用いて腫瘍組織内酸素濃度を実測し、
腫瘍組織の低酸素領域を確認する。また、低酸素領域との関係を確認できるよう、腫瘍血管に対
する血管関連マーカーの免疫染色リストを作成する。 
 
４．研究成果 
(1) 光超音波による腫瘍のイメージング 
ICG-Trastuzumab および、IRDye-Trastuzumab の作製および光超音波測定を行った。ICG-
Trastuzumab および IRDye800-Trastuzumab はそれぞれ、純度 95%以上で得られた。また、
Trastuzumab に結合した ICG および IRDye800 量はそれぞれ 0.5(1 当量)、2.4(5 当量)、5.0(10
当量)および、1.0(1 当量)、3.2(5 当量)、5.3(10 当量)であった。ICG-Trastuzumab および
IRDye800-Trastuzumabの吸収スペクトルは図 1のようになり、それぞれ、793 nm および 778 nm
に最大吸光波長を有することを確認した。また、各薬剤について光超音波測定を行ったところ、
濃度依存的に光超音波強度が上昇することを確認した。 
 



 

 

 
図１．ICG-Trastuzumabおよび IRDye-Trastuzumabの光超音波測定結果 
 
 

 
図２．ICG-Trastuzumabおよび IRDye-Trastuzumabの光超音波測定結果 

 
上記試薬等の光超音波測定とは別に、これまでマウスの in vivo 腫瘍血管イメージングは動物
用光超音波イメージング装置を用いて行ってきたが、本研究期間中は当該装置の機器都合によ
り画像取得が困難な状況が続いた。学外にある別装置の使用も検討したが、こちらの使用目処も
立たず、ICGや IRDye を付加した抗体を担がんマウスに投与した際の腫瘍の光超音波イメージン
グ実験は次の研究での持ち越し課題となった。 
 
(2)担がんマウスの腫瘍内酸素濃度の測定および腫瘍血管関連免疫染色 
酸素濃度測定装置を用いた担がんマウスの実験系を構築し、腫瘍内の酸素濃度データを収集し
た。図 3に示す通り、種々の腫瘍組織で一貫して腫瘍内では低酸素領域が存在すること、腫瘍内
でほぼ一定して低酸素状態にある腫瘍や、腫瘍内で低酸素領域がスポット状に存在する腫瘍が
あることがわかった。腫瘍内酸素濃度の測定結果と３次元的に比較できるよう、担がんマウスの
腫瘍切片に対する免疫染色のリストを検討した(図４)。マウス乳腺細胞株の種類によって、血管
密度や血管内皮細胞、ペリサイトなどの分布が異なり、低酸素の度合いも大きく異なることがわ
かった。腫瘍の増殖スピードや、悪性度にも関連していると思われるが、我々の系では血管系マ
ーカー、低酸素領域の染色結果などを考慮し、今後、動物用光超音波測定装置が再稼働した際に
は 4T1細胞を用いる予定である。 
 

    
図３. 担がんマウスの腫瘍内外酸素濃度測定結果 
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図 4.腫瘍血管および低酸素領域評価のためのマーカー 

 

 

今後、動物用光超音波イメージング装置を新規に購入し、腫瘍や腫瘍血管、腫瘍内低酸素領域が

光超音波イメージング装置および光音響物質を付加した抗体により画像化されること、酸素濃

度測定データと３次元的に比較可能であることを示し、それらが適切に画像化されうることが

確認されれば、低酸素状態のみならず、腫瘍そのもの並びにその悪性化に関与するその他のマー

カーにも応用可能となると思われる。これらは薬物療法前後の画像比較等から乳癌の新規診断

法、治療法の最適化個別化に繋がると思われる。 
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