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研究成果の概要（和文）：本課題では, 転移リンパ節AI診断法, 放射線療法, 遺伝子解析から転移初期段階にあ
るセンチネルリンパ節の治療から遠隔転移の治療を目指す革新的なリンパ行性薬剤送達法(LDDS)の開発を目指し
た. 転移リンパ節AI診断法の開発では転移リンパ洞の形態学的変化に着目し解析手法を提案した. つぎに照射線
療法に関しては全身照射とLDDSおよび転移リンパ節への局所照射とLDDSによる治療効果比較から1Gy程度の放射
線による免疫活性化の高まり遠隔転移を予防できる可能が示唆された. 遺伝子解析ではTh1細胞を介した抗腫瘍
効果とCD8を介した抗腫瘍免疫応答がLDDS治療に関連することが示唆された. 

研究成果の概要（英文）：In this project, we aimed to develop an innovative lymphatic drug delivery 
system (LDDS) for the treatment of distant metastasis from the sentinel node in the early stage of 
metastasis based on metastatic lymph node AI diagnostics, radiation therapy, and genetic analysis. 
In the development of diagnostic methods for metastatic lymph node AI, we focused on the 
morphological changes of metastatic lymph sinuses and proposed an analysis method. In the next step,
 we compared the therapeutic effects of total-body irradiation, LDDS, local irradiation to 
metastatic lymph nodes, and LDDS, and suggested that 1 Gy of radiation may increase immune 
activation and prevent distant metastasis. Genetic analysis suggested that Th1 cell-mediated 
antitumor effects and CD8-mediated antitumor immune responses were associated with LDDS treatment.

研究分野： 医用システム

キーワード： リンパ節　転移　がん　DDS

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は, AIを駆使した転移初期段階にあるセンチネルリンパ節の診断技術, LDDS併用放射線治療の開発, 遺伝
子解析から, 革新的なリンパ行性薬剤送達法の開発を目指す世界で初めての試みである. 本研究は, これまで診
断が困難であった転移初期リンパ節を的確に診断することで不必要な郭清術を減少させ, 腫瘍性免疫学的変化に
関与する素因の解明から新規の免疫療法戦略の立案など, 学術体系やその方向性を大きく転換させ得る可能性を
秘めるものである. 

※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、研究者個人に帰属します。
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1．研究開始当初の背景 
がん患者にはがん種によって異なり, 10-100%の確率でリンパ節転移が確認される. 研究代表者
らは, 転移リンパ節が遠隔転移の起点になり得るとするリンパ節介在血行性転移理論を提唱し
ている. この理論に従えば, 転移初期段階にあるセンチネルリンパ節を治療することで遠隔転
移の治療が示唆される.  
 
2．研究の目的 
研究代表者はリンパ節に直接薬剤を投与するリンパ行性薬物送達法を開発してきた. 本研究で
は, 転移リンパ節 AI 診断法, 放射線療法, 遺伝子解析から転移初期段階にあるセンチネルリン
パ節の治療から遠隔転移の治療を目指す革新的なリンパ行性薬剤送達法(lymphatic drug 
delivery system: LDDS)の開発を目的にする.  
 
3．研究の方法 
3.1 腫瘍の接種と転移誘導 
MXH10/Mo/lpr マウス(12-15 週齢) を使用した 1. ルシフェラーゼ遺伝子を恒常的に発現する
C3H/He マウス乳がん細胞(FM3A-Luc)を用いた. 20 L の PBS と 40 L の 40 mg/m マトリゲ
ルの混合液に懸濁した FM3A-Luc 細胞を腸骨下リンパ節 (subiliac lymph node: SiLN)に注入
し, 固有腋窩リンパ節 (proper axillary lymph node: PALN)と肺に転移を誘導した.  
 
3.2. 放射線療法と LDDS との併用治療 
放射線源としてガンマ線照射装を用いた 1. 全身線量として Single M-TBI (1.0 Gy ×1), 
Fractionated M-TBI (1.0 Gy × 2)を考えた. 局所放射線照射では 1.0 Gy とした. LDDS では
CDDP (5mg/kg)を用いた. CDDP は浸透圧 1897kPa, 粘度 11. 5mPa・s に調整した. 投与した
薬剤の生体内分布と滞留性を評価するため, ICG（分子量 775, 励起波長 774nm, 発光波長
805nm）を CDDP 溶液と混合した.  
 
3.3. 治療評価 
腫瘍増殖は生物発光強度により評価した. リンパ節体積は小動物用高周波超音波画像診断装置  
を用いてリンパ節容積を測定した.  放射線による皮膚損傷にはマウスの皮膚表面のマクロ写真
で評価した.  
 
3.4. 組織学的解析 
28 日目に摘出したリンパ節と肺をパラフィンに包埋し, 薄切を作製した. リンパ節ヘマトキシ
リン・エオジン（H&E）で染色し, 肺は H&E とエラスチカ・マッソン染色で評価した.  
 
3.5. 定量的 RT-PCR 
マウス脾臓を摘出し, 全 RNA を単離した. 細胞表面抗原 (CD4, CD8), サイトカイン(IL-6, IL-
12b, TNF-, IFN-), および熱ショックタンパク質(Hsp70, Hsp90)の発現レベルを定量 PCR で
測定した.  
 
3.6. 転移リンパ節の病理像に対する AI 診断の開発 
マウスの SiLN に腫瘍細胞を移植し, PALN に転移を誘導する. 実験条件に合わせて, SiLN, 
PALN を摘出する. 摘出されたリンパ節の病理標本を作製し, 抗 LYVE1 抗体で染色し, リンパ
洞を染色する. 染色切片をデジタルデータに変換後に, バイオイメージ分析ソフトウェアを用
いて, 2050 個のリンパ洞についてアノテーションをおこなった. 畳み込みニューラルネットワ
ーク(CNN)と CSAM (cross self-attention modules）を含む統計と深層学習モデルを統合する
LSLN-Net 深層学習を用いて, リンパ洞の解析をおこなった. 
 
3.7. 統計解析 
in vivo 生体発光強度, ex vivo 生体発光強度, LN 体積, 体重変化の結果は, 平均値±SEM で示
した.  
 
4. 研究成果 

4.1 リンパ行性薬物送達法併用放射線治療 

(1) 全身照射と LDDS 

線量として SingleL-TBI (0.2 Gy  1), Single M-TBI (1.0 Gy 1), Fractionated M-TBI (1.0 Gy 

 2)の 3 群を考えた. 線量が 1Gy 以上の全身放射線照射 (Single L-TBI 群および Fractionated 

M-TBI 群)では肺転移を抑制できた. Fractionated M-TBI 群では SiLN においても腫瘍増殖が遅



延した. 全身放射線照射による SiLN, PALN および肺における治療効果は Fractionated M-

TBI > Single M-TBI > Single L-TBI の順であった．つぎに抗がん剤としてシスプラチンを使用

して LDDS と single M-TBI (1.0 Gy ×1)との併用実験を実施した. Single M-TBI + LDDS の併

用療法は, LDDS 単独と比較して, PALN における腫瘍の増殖を著しく遅延させた. Single M-

TBI + LDDS の併用療法では肺における腫瘍増殖が認められず, 肺転移の抑制ができた.  

(2) 放射線(1Gy)局所照射は肺転移を抑制し, 脾臓と肺の I 型免疫を増加させた. さらに, 1Gy と

CDDP を併用した局所放射線免疫療法により, PALN と肺の腫瘍増殖が抑制された. 局所放射

線免疫療法は, 放射線療法単独の場合よりも抗腫瘍効果が高い結果になった. 

(3) 病理学的解析では, 腫瘍は非治療群と LDDS 群で PALN 全体に広く分布していた. 単一 M-

TBI 群では, 腫瘍は実質には認められなかったが, 腫瘍は辺縁洞とその周辺に残存していた 1.  

(4) 免疫学的分子機序 

全身照射では, LDDS 群は, IL-12b, TNF-, IFN-, Hsp70 が非投与群に比べて上昇し, 特に IL-

12b の上昇が顕著であった. しかし, CD4, CD8, IL-6, Hsp90 は低下した. シングル M-TBI 群で

は, CD4 の発現レベルは非治療群に比べて上昇したが, CD8, IL-6, IL-12b, TNF-, IFN-, Hsp70, 

Hsp90 の発現レベルは低下した. シングル M-TBI + LDDS 群では, CD4, CD8, IL-12b, IFN-, 

Hsp90 の発現レベルは非治療群と比較して上昇した. TBI および局所照射においても, マウス

の皮膚の炎症性変化や肺炎は検出されなかった.  
4.2. 転移リンパ節の病理像に対する AI 診断の開発 
畳み込みニューラルネットワーク(CNN)と CSAM (cross self-attention modules）を含む統計と

深層学習モデルを統合する LSLN-Net 深層学習を用いて, リンパ洞をおこなった.ピクセル単位

の受信者動作特性（ROC）曲線と t 分布確率的近傍埋込みを提示する. AUC(Area under an ROC 

curve)スコアは 0.8675 であった.また, リンパ洞マスク画像を生成し, 入力画像（病理画像）, 出

力画像（マスク画像）とするデータセットを構築後に機械学習を実施した. 教師データ（リンパ

洞マスク画像）と推定データ（モデル出力マスク画像）の一致率が 82%になった. 特にリンパ洞

に関しては 96%になった 2. 

結論 

本課題では, 転移リンパ節 AI 診断法, 放射線療法, 遺伝子解析から転移初期段階にあるセ

ンチネルリンパ節の治療から遠隔転移の治療を目指す LDDS の開発を目指した. 転移リン

パ節 AI 診断法の開発では転移リンパ洞の形態学的変化に着目し解析手法を提案した. つぎ

に照射線療法に関しては全身照射とLDDSおよび転移リンパ節への局所照射とLDDSによ

る治療効果比較から 1Gy 程度の放射線による免疫活性化の高まり遠隔転移を予防できる可

能性が示唆された. 遺伝子解析ではTh1 細胞を介した抗腫瘍効果とCD8 を介した抗腫瘍免

疫応答が LDDS 治療に関連することが示唆された. 
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