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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は、肺癌切除検体の肺静脈血を採取しストローマ細胞の検出と解析を行うこと
である。そのためにマウス肺癌モデルで静脈血中に肺癌細胞とともに放出されるストローマ細胞を検出、解析するモデ
ルを作成した。培養したマウス肺癌細胞株Lewis lung carcinoma(LLC)をマトリゲルに懸濁しマウス肺内に注入し生着
させた。腫瘍は経時的に増大し、病理学的にも肺への生着が確認され、LLCの肺への移植法が確立できた。肺静脈血か
らセルブロックを作成し癌細胞の検出を試みたが、腫瘍細胞が少なく、目的とした細胞塊を得ることは困難であった。
実験モデルのさらなる改良が必要である。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study is to detect and analyze stroma cells included in the 
pulmonary venous blood of the resected lung from the lung cancer patients. We prepared mouse lung cancer 
model in order to establish to detect stromal cells circulating with cancer cells in the pulmonary venous 
blood. Incubated lung cancer cells, Lewis lung carcinoma (LLC), were suspended with Matrigel and injected 
into mouse lung parenchyma. Cancer cells formed tumor, then the tumor was increased in size 
chronologically. Pathological result indicated the engraftment of cancer cells into mouse lung 
parenchyma. Subsequently we tried to detect the cancer cells using the cell block technique in pulmonary 
venous blood. We made cell block from pulmonary venous blood, but it was difficult to obtain cancer cells 
because of smallness of circulating cancer cells. Further studies should be conducted to validate this 
method for screening circulating stromal cells.

研究分野： 呼吸器外科
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１．研究開始当初の背景 
癌転移のメカニズムに関して宿主－腫瘍

間の相互作用の重要性が認識されている。腫
瘍を構成する癌細胞以外の宿主側のストロ
ーマ細胞（間質細胞）には線維芽細胞・筋線
維芽細胞などの間葉系細胞、単球・マクロフ
ァージなどの免疫細胞、血管内皮細胞や様々
な前駆細胞などが挙げられる 1)。研究代表者
らのグループは、ストローマ細胞が癌細胞と
共に転移し、転移のメカニズムに関与してい
るという仮説を立てた。 
原発巣由来のストローマ細胞が転移に関与
するという仮説を動物実験モデルで再現し、
動物実験で明らかになったメカニズムを利
用して、臨床に役立たせることが研究の最終
目的である。 
 
２．研究の目的 
マウス肺癌モデルで静脈血中に肺癌細胞

とともに放出されるストローマ細胞を検出、
解析する方法を開発する（セルブロック法及
び免疫染色）。臨床で肺癌のために切除され
た肺葉の肺静脈血を採取し、ストローマ細胞
の検出と解析を行う。肺癌細胞とともに放出
されるストローマ細胞のフェノタイプを明
らかにする。蛋白発現プロフィールを明らか
にして、肺癌細胞－ストローマ細胞間の相互
作用を解明する。 
 
３．研究の方法 
赤色蛍光蛋白DsRedに標識されたマウス肺

癌細胞株をGFPマウスの肺或いは腎臓に移植
し、ストローマ細胞が緑色蛍光蛋白に標識さ
れた腫瘍を発育させる。肺静脈或いは腎静脈
にカニュレーションし、持続採血し、蛍光顕
微鏡で癌細胞とストローマ細胞が収集され
ていることを確認する。セルブロック法を用
いて静脈血中の細胞を効率よく収集してパ
ラフィンに包埋する。ストローマ細胞のマー
カーを用いて免疫染色し、収集された細胞の
解析を行う。転移能の異なる癌細胞株で比較
し、検討する。マウス実験で手法を確立した
後、肺癌のために切除されたヒトの肺葉から、
肺静脈内に残留する血液を採取し、セルブロ
ック法でストローマ細胞の解析を行う。マー
カーによる免疫染色に加え、種々の蛋白発現
プロフィールを明らかにし、癌細胞-ストロ
ーマ細胞間の相互作用も解析し検討する。 
 
４．研究成果 
（1）マウス肺癌モデルの作成 
①手技：マウスは C57BL/6、雄性、8 週齢を
使用。Lewis lung carcinoma(LLC)をカウン
トし、50000 個をマトリジェルに懸濁して使
用した。マウスに麻酔をかけ、左側胸部を剃
毛。気管挿管を行い人工呼吸器管理下に皮膚、
皮下組織、前鋸筋を切開する。骨性胸郭を露
出させると肋間から左肺が透見できる。肋間
筋を切離し開胸。左肺靭帯を切離し肺を持ち
上げ、インスリン注射用 30G 針を刺入し、培

養癌細胞を懸濁したマトリジェル 20µl を肺
内にゆっくり注入する。閉創し、数日後、肺
内に腫瘍が形成され、やがて縦隔リンパ節に
転移を形成したことを確認する。 
②結果：移植 5日目のマウスでは、肉眼的に
左肺に腫瘍が生着していることが確認でき
た。病理所見でも大型の腫瘍細胞が正常肺胞
構造の中に存在していることを確認した。11
日目のマウスでは肉眼的に縦隔リンパ節が
腫大しており病理学的にも転移が確認され、
肺内に移植した癌細胞がリンパ節転移する
ことが確認された。 
（2）肺静脈血からのセルブロック作成 
①手技：マウスに麻酔をかけ胸骨正中切開で
開胸する。左心房を同定し、SP31 カテーテル
を左心房内に挿入。シリンジでゆっくりと肺
静脈血を採取した。採取した血液からセルブ
ロックを作成する。②結果：遠心管法（クラ
イオバイアル）、二重遠心法を行った。安定
して 1～1.2ml の血液が採取できた。バフィ
ーコート層は比較的明瞭であったが、血球成
分を除いた細胞塊を得ることができずパラ
フィン包埋に至らなかった。 
 本研究で達成できたことは、マウス肺癌細
胞株を肺に移植し腫瘍を発育させる手技を
確立したこと、肺静脈（左心房）にカニュレ
ーションし採血する手技が安定したことで
ある。肺静脈血中の腫瘍細胞塊をセルブロッ
クで観察することが困難でありさらなる改
良が必要である。今後も継続して実験モデル
の確立を目指す。 
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