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研究成果の概要（和文）：静脈内投与された抗癌剤が癌組織内または細胞内に取り込まれて作用する過程を生体内リア
ルタイムイメージングするためのモデルの確立を目指し、in vitroおよびin vivoでの実験を行った。抗癌剤として分
子標的抗体医薬の抗EGFR抗体や抗c-MET抗体を蛍光標識し、シャーレ上に生着している癌細胞との結合が蛍光顕微鏡で
可視化できることを確認した（in vitro）。次に、マウス癌転移モデルを用い蛍光標識した抗EGFR抗体や抗c-MET抗体
を静脈内投与すると、癌転移巣で蛍光標識抗体が癌細胞と結合するのが二光子励起顕微鏡で観察できた（in vivo）。

研究成果の概要（英文）：We developed a method of in vivo optical pathology using a multiphoton microscopy 
(MPM) on metastatic tumor xenograft model (colorectal liver metastasis and gastric peritoneal 
metastasis), and evaluated chemotherapeutics efficacy in the tumor microenvironment.
We imaged the binding of Alexa Fluor labeling anti-epidermal growth factor receptor (EGFR) antibody 
(cetuximab) to EGFR on viable HT29 cells (colorectal cancer cell line) in vitro without cell fixation. 
Similarly, we imaged the binding of Alexa Fluor labeling anti- c-MET (hepatocyte growth factor receptor) 
antibody to MET on viable NUGC4 cells (gastric cancer cell line). We imaged the binding of fluorescently 
labeled antibodies on tumor cells via their antigens on the metastatic tumor xenografts using a MPM in 
vivo real-time. In vivo imaging system of dynamics of such drugs.on the metastatic tumor xenografts will 
be useful to clarify in vivo pharmacokinetic and pharmacodynamic mechanisms.

研究分野： 消化器外科

キーワード： 二光子励起顕微鏡　癌転移　生体内リアルタイムイメージング
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１．研究開始当初の背景 
我々は、様々な病態の全体像を統合的か

つ実体的にとらえ解析できるモダリティー
として二光子励起顕微鏡(Two-Photon Laser 
Scanning Microscopy; TPLSM)を用いた生体
内イメージングが有用と考え、専門領域であ
る消化器疾患の病態解明を目的に、TPLSM を
用いた GFP (green fluorescent protein)マ
ウス腹腔内臓器の高倍率、高分解能、リアル
タイム撮影法とその画像解析を行ってきた。 

独自開発した腹腔内臓器固定法を併用
したTPLSM下生体内イメージングを報告した
(Toiyama Y, Tanaka K et al. J Gastroenterol. 
2010)。消化管領域では、大腸全層の 3 次元
生 体 内 イ メ ー ジ ン グ 法 を 確 立 し
(serosal-approaching method)、治療効果を
同一マウスにおいて継時的に細胞レベルで
生 体 内 評 価 (dynamic pathology) し た
(Morimoto Y, Tanaka K et al. J Gastrointest 
Surg. 2011)。また、レーザー誘発性、選択
的血管内皮傷害による血小板血栓形成モデ
ルを確立し、治療薬の血栓形成予防効果や溶
解効果の生体内評価法を報告した(Koike Y, 
Tanaka K et al. J Thromb Thrombolysis. 
2011)。 

Intravital TPLSM では組織表面から 400
μm の深部観察が可能であり、組織学的薬物
効果を 3次元評価できる。実際、われわれは
微小肝転移巣の癌細胞が辺縁から細胞死に
至 る 像 (peripheral tumor cell 
fragmentation)と中心部から細胞死に至る
像(central tumor necrosis)を生体内観察し
報告した。また、転移巣腫瘍血管内では血小
板凝集とそれらが内皮細胞へ接着している
所見が見られ、腫瘍血管内皮細胞障害が示唆
された。このような現象は 5-FU, CPT-11 な
どの抗癌剤を metronomic scheduling で投与
した場合に多くみられ、従来から示唆されて
いる metronomic chemotherapy の腫瘍血管障
害効果を裏付けている所見と思われた。すな
わち、Intravital TPLSM は従来の病理組織学
的解析、分子生物学的解析では捕えられなか
った所見を観察し、評価できる可能性がある。 

 
２．研究の目的 
  今回の研究では、TPLSM を用い癌転移巣
の癌細胞及び腫瘍血管内皮細胞における薬
物の組織学的効果を同一個体の生体内で継
時的に評価する(dynamic pathology)。大腸
癌では肝転移モデルを、胃癌では腹膜転移モ
デルを用い、現在実臨床で用いられている抗
癌剤の dynamic pathology を癌細胞自体と腫
瘍血管内皮細胞で再評価する。さらに皮下移
植モデルで効果が認められた種々の新規抗
癌剤（チロシンキナーゼ阻害薬、シグナル伝
達阻害薬、血管新生阻害薬、抗体医薬など）
を、転移モデルを用いて再評価するとともに、
TPLSM を用いて癌細胞自体と腫瘍血管内皮細
胞の生体内における組織学的薬物効果を可
視化する。 

 
３．研究の方法 

GFP ヌードマウスに RFP 標識大腸癌
(RFP-HT29)または RFP 標識胃癌(RFP-NUGC4)
を異種移植し、大腸癌肝転移モデル、胃癌腹
膜転移モデルを作成。肝転移巣または腹膜転
移巣を TPLSM を用い生体内観察 (1st 
intravital TPLSM)。その後、各種抗癌剤を
投与し、同一マウスにおいて転移組織の癌細
胞と腫瘍血管内皮細胞の組織学的効果を生
体内観察する (2nd intravital TPLSM)。転
移巣の病理組織学的検討と分子生物学的検
討を行い、生体内観察所見と比較検討する。 

抗癌剤の組織学的効果の継時的生体内
可視化による細胞レベルの評価から、癌細胞
と宿主間質細胞の相互作用に焦点を当てた
新しい抗腫瘍効果メカニズムを見出す。同一
マウスにおける皮下移植腫瘍と転移部位移
植腫瘍の組織学的効果を intravital TPLSM
所見と病理組織学的所見から統合的かつ実
体的にとらえ、分子生物学的検討も加えて解
析する。 

 
４．研究成果 
  静脈内投与された抗癌剤（分子標的薬で
ある抗体医薬）が癌組織内または細胞内に取
り込まれて作用する過程をTPLSMを用いて
生体内リアルタイムイメージングするモデ
ルの確立を目指すため、in vitro と in vivo
の検討を行った。 
 
① 生きた大腸癌細胞と蛍光標識した抗EGFR

抗体との結合 
 

 
  上皮成長因子受容体 (Epidermal growth 
factor receptor: EGFR)は大腸癌の約 60-80%
で EGFR が高発現している。抗 EGFR 抗体薬で
ある Cetuximab と Panitumumab は、大腸癌治
療において細胞毒性抗癌剤との併用で有効
性が示されている。 
  大腸癌細胞株 HT29 細胞は EGFR 高発現細
胞であり、シャーレ上に生着している‘生
きた HT29 細胞’に、Zenon Alexa Fluor 594
標識した Cetuximab を反応させ、蛍光顕微鏡
下で観察すると、HT29 細胞の表面に存在する
EGFRと蛍光標識したCetuximabが結合するこ



とで、HT29 細胞の細胞膜が赤色に観察できた。 
 
② 生きた胃癌細胞と蛍光標識した抗 MET 抗

体との結合 
 

 
c-MET (hepatocyte growth factor 

receptor)は胃癌の約 20%で高発現し、そのモ
ノクロナール抗体である Onartuzumab は Met
陽性非小細胞肺癌だけでなく、 Met 陽性胃癌
での有効性が期待されている。 

胃癌細胞株 NUGC4 細胞は MET高発現細胞
であり、シャーレ上に生着している‘生き
た NUGC4 細胞’に、Zenon Alexa Fluor 594
標識した抗 MET 抗体を反応させ、蛍光顕微鏡
下で観察すると、NUGC4 細胞の表面に存在す
る c-MET と蛍光標識した抗 MET抗体が結合す
ることで、NUGC4 細胞の細胞膜が赤色に観察
できた。 
 
③ TPLSM を用いた大腸癌肝転移巣の生体内

リアルタイムイメージング法 
 

 
GFP ヌードマウスに RFP 標識大腸癌

(RFP-HT29)または非標識大腸癌(HT29)を異
種移植し、大腸癌肝転移モデルを作成。Organ 
Stabilizing System (Japanese Patent 
No.5268282)を用いることで肝転移巣の癌細
胞自体と腫瘍血管内皮細胞を600倍～1200倍
で生体内観察可能となった。 
 
④ TPLSM を用いた胃癌腹膜転移巣の生体内

リアルタイムイメージング法 

 
 
 

 
GFP ヌードマウスに RFP 標識大腸癌

(RFP-NUGC4)または非標識大腸癌(NUGC4)を
異種移植し、胃癌腹膜転移モデルを作成。
Organ Stabilizing System を用いることで腹
膜転移巣の癌細胞自体と腫瘍血管内皮細胞
を600倍～1200倍で生体内観察可能となった。 
 
⑤ GFP ヌードマウスに非標識癌細胞株を移

植後、癌転移巣における蛍光標識抗体医
薬の生体内可視化 

 

 
GFP ヌードマウスに移植した非標識癌細

胞による癌転移巣は、非標識ヒト癌細胞（黒）
とマウス由来間質細胞（緑）から成る。 

Zenon Alexa Fluor 594 で蛍光標識した
抗体医薬（赤）と癌細胞表面の標的抗原（EGFR
または c-MET）が結合すれば、癌細胞表面が
赤く標識され可視化できる。 

マウス癌転移モデルの転移巣で、蛍光標
識した抗 EGFR 抗体または抗 c-MET 抗体が癌
細胞と結合している様子がリアルタイムイ
メージングできる。 
 
⑥ 蛍光標識 Cetuximab の大腸癌肝転移巣内

における生体内リアルタイムイメージン
グ 
  GFP ヌードマウスに非標識癌細胞を

移植した大腸癌転移巣は、非標識癌細胞（黒）
とマウス由来間質細胞（緑）から成るが、



Zenon Alexa Fluor 594 蛍光標識 Cetuximab
を静脈内投与すると、約 30 分で肝転移巣の
非標識大腸癌細胞（黒）の表面が赤色に染色
され、非標識HT29細胞の表面に存在するEGFR
と蛍光標識したCetuximabが結合することで、
非標識 HT29 細胞の細胞膜が赤色に観察でき
た。 
 

 
⑦ 蛍光標識抗 c-MET 抗体の胃癌腹膜転移巣

内における生体内リアルタイムイメージ
ング 

  GFP ヌードマウスに非標識癌細胞を移植
した胃癌転移巣は、非標識癌細胞（黒）とマ
ウス由来間質細胞（緑）から成るが、Zenon 
Alexa Fluor 594 蛍光標識抗 c-MET 抗体を静
脈内投与すると、約 30 分で胃癌腹膜転移巣
の非標識大腸癌細胞（黒）の表面が赤色に染
色され、非標識 NUGC4 細胞の表面に存在する
c-MET と蛍光標識した抗 c-MET 抗体が結合す
ることで、NUGC4 細胞の細胞膜が赤色に観察
できた。 
 

 
⑧ 胃癌腹膜転移巣の腫瘍血管における蛍光

標識抗 c-MET 抗体の生体内リアルタイム
イメージング 

  腫瘍血管が漏れやすく血管外漏出した
抗体医薬が癌細胞表面抗原と結合するとい
う仮説を立てたが、血管外漏出した蛍光標識
抗体は可視化できず。今後の課題である。 
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