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研究成果の概要（和文）：本研究では、摘出悪性神経膠腫組織の腫瘍微小環境の可視化を目指した。高磁場7T 
-SWI撮像条件の最適化を図り、微小環境に重要な微小血管の描出に成功した。神経膠腫21例に対し、微小血管の
肥厚や圧排により、悪性度の判定や星細胞腫・乏突起膠腫の鑑別ができAJNRに報告した。次に微小環境の3次元
可視化について、1,2- Hexanediolと有機溶媒系のBenzyl Benzoate/Benzyl Alcoholで透明化する事で、抗原性
が維持された成体脳の透明化組織免疫染色ができ、悪性神経膠腫微小環境の構成要素を3次元撮影できた。研究
期間中に予定していた実験はほぼ完了し、今後、研究成果の論文化を行う。

研究成果の概要（英文）：In the present study, we set out to visualize the tumor microenvironment of 
malignant gliomas. First, we optimized 7T-SW imaging to visualize microvessels, which are an 
important element of the tumor microenvironment. We performed 7T-SWI in 21 glioma patients and 
succeeded in malignant grading and differentiating between astrocytomas and oligodendrogliomas by 
evaluating the thickening and compression of microvessels (Natsumeda, Fujii et al., AJNR, 2022). 
Next, for 3D visualization of the tumor microenvironment, tissue clearing methods using 1,2- 
Hexanediol and organic solvent benzyl benzoate/benzyl alcohol we were able to keep the antigens 
intact and visualize components of the tumor microenvironment in 3D. Experiments have gone according
 to plan, and we hope to write a paper soon. 

研究分野：脳神経外科学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
悪性神経膠腫の新規治療標的として、腫瘍微小環境が重要である。しかし、その微小環境は、個々の患者により
大きく異なり、また免疫応答が多大なる影響を及ぼすため、実験系で再現することは極めて困難である。本研究
では、術前に、7T-MRI詳細画像法を用いて、個々の脳腫瘍の微小構造の描出し、摘出脳組織を、術後に組織透明
化染色により腫瘍微小環境を3次元的に可視化し、病理学的に詳細解析する、新規治療法の開発を目指した、世
界初、かつ実現可能な腫瘍微小環境の3次元可視化プロジェクトである。個々の症例に応じた免疫チェックポイ
ント阻害剤の選択等が可能となり、悪性神経膠腫の治療に革命的な進歩をもたらす。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 

 

１．研究開始当初の背景 

(1) 悪性神経膠腫は、可及的摘出後の放射線治療及びテモゾロミドが標準治療であるが、再

発は免れず、極めて予後不良な脳腫瘍であることは周知の如くである。悪性神経膠腫の

血管新生には、腫瘍細胞、微小環境を構成する細胞および血管内皮とのクロストークが

重要であることが明らかにされている。悪性神経膠腫おける強力な血管新生抑制因子

である VEGFの阻害剤、ベバシズマブが臨床に導入されたが、大規模第 3相臨床試験

でも生存期間延長は示されず、微小環境そのものを標的とした新規治療法の開発が喫

緊の課題である。 

(2) しかしその微小環境は、個々の患者により大きく異なり、また免疫応答が多大なる影響

を及ぼすため、実験系で再現することは極めて困難である。 

 

２．研究の目的 

本研究では、画像評価に関しては超高磁場 7T-MRI を用いて、微細かつ複雑な腫瘍血

管の分布を術前に把握し、腫瘍および周辺組織を含めた脳切除術を行い、さらには組織

透明化技術を駆使して、3次元病理解析を行うことで正確に腫瘍微小環境を把握するこ

とを目指す。また、摘出前に 7T-MRIを撮像し、3次元病理解析との対比を複数症例で

行うことで術前における微小環境の評価が可能になり、微小環境の状態に応じて開発

された免疫チェックポイント阻害剤を選択することが可能となり、悪性神経膠腫の治

療に paradigm shiftをもたらす可能性を秘めている。 

 

３．研究の方法 

(1) 超磁場MRI：7T SWIを悪性神経膠腫の微小環境の大事な要素である微小血管を鮮明

に撮像できるよう、撮像及び画像加算処理に工夫をした。20例以上の悪性神経膠腫患

者の撮像を行った。 

(2) 脳腫瘍モデルマウス作製：当科で樹立したヒト膠芽腫細胞である NGT41 細胞をヌー

ドマウス Balbc nu/nuの脳内に移植し、異種同所移植モデルマウスを作製した。 

(3) 組織透明化蛍光染色：異種同所移植モデルマウスの摘出脳組織を 4％ パラホルムアル

デヒドで固定後に透明化蛍光免疫染色を行い、透明化染色には水溶性 CUBIC 法 

(Tainaka K et al., Cell 

Reports 24(8): 2196-

2210.e9, 2018) と有機溶

媒 系 の Benzyl 

Benzoate/Benzyl Alcohol 

(BABB; Azaripour A et 

al., Progress in 

histochemistry and 

cytochemistry, 51(2), 9-

23, 2016) 法を試した

（図 1）。それぞれ透明化
図 1：1,2- Hexanediolと有機溶媒系の Benzyl 
Benzoate/Benzyl Alcoholで組織透明化に成功 



染色後にLight sheet顕微

鏡  (Ultramicroscope 

Blaze, Miltenyi Biotec) 

で断層撮影し（図 2）、三

次元解析ソフト (Imaris, 

Oxford Instruments) で

3D再構成し、悪性神経膠

腫微小環境を解析した。 

 

４．研究成果 

脳内、腫瘍内の微小血管（図 3）及び腫瘍微小環境の他の構成要素（data not shown）

の三次元撮像に成功した。微小環境構成要素の症例別個人差及び同一症例内の空間的

不均一さを捉えることができた。現在、微小環境の構成要素の空間的不均一さの客観的

評価の方法を模索中である。 

 マウス脳腫瘍モデル脳を用いて、CUBIC法の膜透過処理は CUBIC-L試薬と BABB

では膜透過処理では 1,2- Hexanediolを使用した。BABB法の方が、全脳での透明化染

色で歪みのない画像が撮影できることがわかった。BABB 法での組織透明化染色後の

3D 撮影により、血管については 488nm の波長で自家蛍光として撮影され、腫瘍は

Podoplanin抗体で描出され、腫瘍とその内部を走行する血管など解析に成功した（図

3）。詳細に関しては論文掲載前のため省くが、腫瘍内部の新生血管を取り巻くように腫

瘍が形成されている様子が確認できた。 

 

 

 

 

図 2：ライトシート型顕微鏡で観察 

図 3：左前頭葉膠芽腫の 3次元蛍光免疫染色 
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