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研究成果の概要（和文）：リンパネットワークは転移機序と密接に関与すると報告されるが, その構造や機能は十分に
明らかにされていない. 本研究では, ヒトのリンパ節と同等の大きさを有するリンパ節腫脹マウスMHX10/Mo-lpr /lpr 
を使用し, 腸骨下リンパ節から腋窩リンパ節に向うリンパ管の形態学的な特徴やリンパ管を介した転移誘導の特性を実
験的に明らかにした. また, 腸骨下リンパ節と腋窩リンパ節との圧力差に起因して発生するリンパ液の流動を理論的に
解明した. 本研究成果は今後のリンパ行性転移の作用機序の解明やリンパ行性薬剤送達法の開発につながるものと期待
される. 

研究成果の概要（英文）：The lymphatic system plays a crucial role in tumor formation and metastasis 
progression. However, its function and structure have not been investigated fully. Here we show 
characteristics of lymphatic network between the subiliac lymph node (SiLN) and proper axillary lymph 
node (PALN), and of metastasis induction via lymphatic vessel. We used MXH10/Mo-lpr/lpr inbred mice that 
exhibit systemic lymphadenopathy. We found that bifurcation patterns for the lymphatic vessel that lies 
between the SiLN and the PALN. In most cases the lymphatic vessel had at least one bifurcation. 
Furthermore we found that metastasis was induced in the PALN by injection of tumor cells into the SiLN. 
The intranodal pressure increased in the SiLN and PALN during the course of LN metastasis. The findings 
provide new insights relevant to the investigation of the mechanisms of lymph node metastasis and and the 
development of treatment methods for lymph node metastasis, including drug delivery systems.

研究分野： 複合領域
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１．研究開始当初の背景 
 
リンパ管やリンパ節からなる「リンパネット
ワーク」は, 乳癌, 悪性黒色腫, 頭頸部癌など
多くの「がん」の転移経路であり, 古くから
のその重要性が指摘されてきた. しかしなが
ら, 臨床病理学的にも, 実験病理学的にもリ
ンパネットワークを明らかにした研究報告
は少なく, リンパ行性転移やリンパ管新生の
機序の解明, あるいは転移の診断・治療の方
法論がいまだ確立されていないのが現状で
ある. 
 
(1) 国内・国外の研究動向及び位置づけ 
リンパ管生長因子や分子マーカーはわずか
10 年前に同定され (Alitalia et al., Nature, 
2005), リンパ管新生, リンパ管内皮細胞の
単離, リンパ行性転移などの問題が解明され
つつある(Skobe et al., Nat Med, 2001). ま
た, 現在の小型動物用イメージング機器の
開発により, リンパ管ネットワークやリンパ
節転移機序に関する研究が精力的に進めら
れている(Kosaka et al., J Invest Dermatol, 
2009).  
 
(2) 着想に至った経緯 
通常のマウスのリンパ節は , 長径  約 1~2 
mm 程度 であり, リンパ管やリンパ節を同
定することは困難である. 研究代表者らは, 
ヒトのリンパ節の大きさである長径  約
10mm 程度までリンパ節が腫脹するマウス
を使用して, リンパ節転移モデルの開発とリ
ンパ節転移早期診断法の開発を進めてきた 
(2008 年度 日本癌治療学会 「優秀演題賞」
受賞). このモデルでは腸骨下リンパ節から
腋窩リンパ節に１本のリンパ管を介してリ
ンパ節に腫瘍細胞が転移することが，蛍光実
体顕微鏡観察と生体発光イメージング法か
ら明らかにされている. したがって, このモ
デルを用いることで, X 線 CT, 蛍光実体顕微
鏡, 造影超音波の画像解析から, 各臓器に隣
接する全ての所属リンパ節とリンパ管から
なるリンパネットワークを構築することが
可能であり, 転移に関わるリンパネットワー
クの機能を解明することができるという着
想に至った. 
 
(3) これまでの研究成果を発展させる方法 
研究代表者はリンパ管を介したドラッグデ
リバリーシステム(DDS)の基礎研究をすでに
進めている. 本研究において, 各臓器の所属
リンパとリンパ管からなるリンパネットワ
ークを解明することができれば, 既存の概念
を打ち破るリンパ管経由によるセラノステ
ィクス  (Theranostics) を有する革新的な
DDS が展開されるものと考えられる.  
 
(4) 本研究の学術的な特色及び予想される結
果と意義 
がん治療には動脈・静脈を介した血液循環に

基づいた治療が実施されているが, リンパ管
を介した薬剤投与はこれまでおこなわれて
いない. 本研究では, リンパネットワークの
全容を明らかにして, これにより, 革新的な
リンパ管経由による薬剤投与法の開発に展
開するものである. 本研究成果により, 分子
生物学的な転移機序の解明や, 転移に関わる
腫瘍細胞の流動特性, 腫瘍細胞を標的にする
新たな分子マーカーの開発, 超早期のリンパ
節転移の診断・治療法の開発が期待でき,  医
工学, 腫瘍学, 病理学,薬理学等の分野への波
及も大きく普遍的である.  
 
２．研究の目的 
 
本研究では, ヒトのリンパ節と同等の大きさ
を 有 す る リ ン パ 節 腫 脹 マ ウ ス
MHX10/Mo-lpr /lpr (MXH10/Mo/lpr)を使用
して, X 線 CT, 蛍光実体顕微鏡, 小動物用高
周波超音波システムから (1) 腸骨下リンパ
節および腋窩リンパ節を介在するリンパネ
ットワークを明らかにして, (2) 同定された
リンパ節から下流側へのリンパ節転移を誘
導することで, 本リンパネットワークが病理
的な機能を有していることを立証し, かつ, 
(3) 転移に関わるリンパネットワークの実験
的・理論的な解明を目的にする. 
 
３．研究の方法 
 
(1) MXH10/Mo/lpr マウスの系統維持  
マウスを 14-16 週齢まで系統維持・繁殖させ
る. この時点で lpr 遺伝子の表現形質である
リンパ節腫脹が発現し, その大きさはヒトの
リンパ節と同等の長径約 10 mm になる. 
 
(2) X線CTを用いたリンパ節内の３次元血管
構造の解析 
麻酔下で抗凝固薬ヘパリン 0.1 mL をマウス
尾静脈投与し, つぎに血管拡張・鎮痙剤であ
るパパベリン塩酸塩 0.05 mL を皮下に注射
する. 開腹・開胸後に, 左心室に穿刺し X 線
造影剤であるバリトゲンゾルを 18 mL/hr で
1.5 mL をシリンジポンプで注入する. 実験
動物用X線CT を使用して, 機器の最高分解
能 (ピクセルサイズ：24m, スライス厚：
24m, スライス間隔：24m)で撮影をおこな
う. 得られたデータから 3 次元血管像を構築
する. 
 
(3) リンパネットワーク内の流れの解析 
マウスを開腹して腸骨下リンパ節に蛍光分
子(FITC 5.6-Carboxyfluorescein, MW 376, 
Ex:492nm, Em: 517nm; ないしはインドシ
アニングリーン(ICG, Ex: 800 nm, Em:845 
nm)を注射し, 腋窩リンパ節に流れるリンパ
管の流れを蛍光実体顕微鏡あるいは近赤外
蛍光観察システムで明らかにする.  
 
(4) リンパ節転移の誘導 



ルシフェラーゼタンパクを発現する細胞株 
MRL/KM-Luc および FM3A-Luc 細胞株を使
用する. 腸骨下リンパ節にこれらの細胞を移
植し, 下流側の腋窩リンパ節に転移を誘導す
る. 転移の評価には生体発光イメージングシ
ステムを使用する.  
 
(5) 転移の生体分布計測 
下流側のリンパ節の転移以外に, 他の臓器に
も転移されるかどうか検査するために, 移植
後, 他のリンパ節, 肝臓, 腎臓, 肺, 心臓等の
各臓器を摘出し, ルシフェラーゼ発現活性を
ルミノメータで測定する. 
 
(6) ナノバブルと高周波超音波を用いた新生
血管の評価  
脂質二重膜の音響性リポソーム (ナノバブ
ル ) を 使 用 す る . 膜 組 成 は 94 mol% 
Distearoyl- Phosphocholine (DSPC) + 6 
mol % Distearoyl-  phosphoethanol- 
amine (DSPE) - PEG- OMe であり, 内部
ガスは C3F8 ガスを使用する.移植後 0 日, 6 
日, 10 日, 14 日目に, マウス尾静脈にナノ
バブルを注射し, 高周波超音波イメージング
装置（中心周波数 40MHz）でリンパ節の血
管像を二次元的および三次元的に抽出する. 
また, その単位面積および単位体積当たりの
血管密度を算出する.  
 
(7) 組織学的評価 
細胞移植後, リンパ節を摘出し, パラフィン
切片作製後に, 血管内皮細胞マーカーCD31 
およびリンパ管内皮細胞マーカーLYVE-1 
を免疫染色する. 前述の 3-③の血管抽出像は
免疫染色部位に一致することを検証する. 
 
(8) 腫瘍成長にともなうリンパ節の内部圧力
計測と腫瘍流出特性の計測 
移植後, リンパ節の腫瘍正着と増殖にともな
うリンパ節内の圧力上昇を圧力トランスデ
ューサーで測定する. また, 輸出リンパ管
に流出する腫瘍細胞の流動特性を同時に蛍
光顕微鏡で観察することで, 圧力計測値から
リンパ管の抵抗係数, 圧力損失, 細胞平均流
動特性を理論的に明らかにする. 
 
４．研究成果 
 
(1) 腸骨下リンパ節および腋窩リンパ節を介
在するリンパネットワークの解明 
通常のマウスのリンパ節の大きさは 1-2 mm
程度であるのでリンパ節に直接に薬剤を注
射し，下流側のリンパ節に薬剤を送達させる
実験系の樹立は困難であったが, 本研究では
MXH10/Mo/lpr マウスの腸骨下リンパ節に
直接蛍光色素を投与することによって，腸骨
下リンパ節内，リンパ管，腋窩リンパ節の流
動場を世界で初めて明らかにした(Kodama 
et al. 2015). 腸骨下リンパ節から腋窩リンパ
節に向かうリンパ管は通常は 1本のリンパ管

が分岐し 2 本に分かれたり, 2 本が１本に結
合するなどの形態をとり, 単管である場合は
希である. X 線 CT 解析からは腸骨下リンパ
節の表面上の胸腹壁静脈と内部の血管網と
の交通が明らかになった.  
 
(2) 外側腋窩リンパ節と内側腋窩リンパ節の
ネットワーク 
外側腋窩リンパ節と内側腋窩リンパ節のネ
ットワークを調べるために, 内側腋窩リンパ
節に蛍光色素を投与あるいは外側腋窩リン
パ節に蛍光色素を投与した. 内側腋窩リンパ
節から外側腋窩リンパ節への流れは存在せ
ず, 外側腋窩リンパ節から内側腋窩リンパ節
への流れが存在することが明らかになった
(Kodama et al. 2015).  
 
(3) 腸骨下リンパ節から腋窩リンパ節への転
移誘導 
腸骨下リンパ節に腫瘍細胞を移植すること
で腋窩リンパ節に転移を誘導することに成
功 し た . 腋 窩 リ ン パ 節 へ の 転 移 は
KM-Luc/GFP 細 胞 は 移 植 後 4-6 日 , 
FM3A-Luc 細胞が９日前後であった. 細胞の
増殖速度が速いほど, 転移が確認される日数
が短くなる傾向にある. 腸骨下リンパ節への
腫瘍細胞の移植は腋窩リンパ節だけでなく, 
肺, 肝臓にも確認された. 肺, 肝臓への転移
は, 腸骨下リンパ節に腫瘍細胞が移植された
際にリンパ節上の胸腹壁静脈を介してこれ
らの臓器に播種されることが示唆された.  
 
(4) リンパ節内の圧力測定 
腸骨下リンパ節に腫瘍細胞を移植後に, 経時
的に腸骨下リンパ節ならびに腋窩リンパ節
の内圧を計測した. 腫瘍細胞移植後に, 腸骨
下リンパ節ならびに内側腋窩リンパ節に圧
力は上昇することが明らかになった. 固形腫
瘍細胞の場合には腫瘍新生血管からの液体
の流出とリンパ管の液体回収能の低下によ
って固形腫瘍内の圧力が増加すると報告さ
れる. しかしながらリンパ節の場合には腫瘍
新生血管が成長する前の段階 ,すなわち 
niche 形成の段階で圧力増加が観察されるこ
とから, 固形腫瘍の場合に観察される圧力上
昇の機序と異なった作用で圧力上昇が発生
するものと判断された(特願 2014-064466).  
 
(5) 転移に関わるリンパネットワークの実験
的・理論的な解明 
腫瘍細胞を腸骨下リンパ節に移植すると腫
瘍増殖にともない腸骨下リンパ節ならびに
腋窩リンパ節内の圧力が増加することが示
された. 腸骨下リンパ節と腋窩リンパ節の
圧力をもとにリンパ管内を流れるリンパ流
の速度を求めた. また, 圧力計測値からリ
ンパ管の抵抗係数, 圧力損失, 細胞平均流動
特性を理論的に明らかにした.  
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