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研究成果の概要（和文）： 

核に GFP、細胞質に RFP が発現した２色のがん細胞を用い、マウスの血管内に転

移巣を形成させ、抗癌剤投与もしくは紫外線照射によりがん細胞の細胞死を誘導して、

その形態的違いについて in vivo での観察を行った。その結果、アポトーシスとネク

ローシスという 2 つのカテゴリーでは分類しきれない数種類の細胞死の形態が存在

する事が観察できた。またがん細胞の種類や投与する抗癌剤の種類、照射する放射線

の波長により、それらに違いがあることが分かった。 

 
研究成果の概要（英文）： 
 We observed morphology of in vivo cell death, induced by anti-cancer agent or ultraviolet 
light, using dual-color cancer cells in which GFP was expressing in nucleus and RFP in 
cytoplasm. As results, we found several morphologies of cell death, even though there is 
usually said to be only two categories for cell death, apoptosis and necrosis. We also found 
that those morphologic differences were dependent on cell line, anti-cancer drug, and wave 
length of radiation.  
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１．研究開始当初の背景 

新規抗癌剤の開発や、従来の抗癌剤の効果

を増強する新規薬剤などの登場により、これ

までは治癒が望めなかった担癌症例でも、化
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学療法を行うことで長期の無病期間や十分

な延命効果が得られるようになった。また癌

の種類や場所によっては放射線治療も十分

根治を望める治療手段の一つであり、これに

外科的手術を併せた集学的治療が大きな効

果を示している。 

一般に化学療法・放射線治療が奏功した場

合には、腫瘍は小さくなったり中心部が壊死

に陥ったりする。術後摘出した腫瘍を観察し

ても、壊死に陥った部位は本来の腫瘍の部位

とは明らかに性状が異なっている。これらを

臨床の立場では「壊死」と呼んでいる。一方

基礎研究においては、現在アポトーシスにつ

いての研究が活発に行われている。本来は特

異な形態をたどりつつ細胞死に至る一つの

過程であったが、これまでの研究によりがん

研究のみならず、人の成長などにも大きく関

与することはすでに周知の事実である。一般

にアポトーシスを起こすと、その細胞は縮小

しクロマチンが凝集、核が断片化しアポトー

シス小体が形成され、最後には炎症を起こす

ことなく消滅する。非常に特異な細胞死であ

り、いまだに研究を行う余地のある分野であ

ると考えられる。 

このように非常に特異な細胞死であるア

ポトーシスは、本来形態学的な見地から分類

された。そして現段階では基礎研究の立場か

らの「アポトーシス」と、臨床の立場からの

「壊死」という２つしか細胞死を分類する方

法がない。そこで、もともと形態学的に分類

されたアポトーシスに続いて、同じく形態学

的にアポトーシスとは異なる細胞死を分類

し、その医学的な意味を研究することを思う

に至った。 

 

２．研究の目的 

我々はすでに緑色蛍光蛋白（GFP）や赤色

蛍光蛋白（RFP）で標識した癌細胞をマウス

に血管内注入あるいは移植することにより、

生きたマウスにおける癌の血行性転移のダ

イナミックな各過程を高解像度の蛍光顕微

鏡を使用して連続的に且つ視覚的に捉える

ことに成功している。このモデルではがん細

胞１つ１つを核と細胞質を別々にはっきり

と視認できるため、化学療法や放射線療法を

併用することで、形態学的に新しい細胞死を

観察することが可能となると思われる。 

他の研究グループによりこれまでに報告

されている研究の多くは、マウスに移植した

GFP、RFP、もしくはルシフェラーゼによって

標識された癌の腫瘍塊をマウス全体位から

撮影し、主として局所進展（周辺組織への浸

潤）を観察したものである。皮下に移植した

癌が大きくなっていく様子を非侵襲的に観

察することが可能である。これに化学療法な

どを行い、その腫瘍塊の大きさを調べている。

手技的にも容易であり、常に同じマウスを用

いて定期的にがん細胞を観察することが可

能であり、データのばらつきが少なくなると

いう利点がある。マウスを定期的に犠牲死さ

せる必要がなく、ひとつの実験で使用するマ

ウスの数も少なくて済むため、管理面・経済

面からも優れている。本研究ではシングルセ

ルレベルで細胞死を視覚化する。これまでに

いくつかの施設でこのような試みが行われ

たことがある。ある施設では肝臓における癌

細胞の動態を観察している。肝臓は臨床的に

も非常に重要な臓器であり、癌の肝転移を研

究することはそのまま臨床にも直結するが、

マウスは生きた状態にあるため、肝臓を露出

しているため長時間の観察には不向きであ

る。他の施設ではマウスの尾静脈に癌細胞を

注射した直後にマウスを犠牲死させ、その肺

を取り出して観察している。この状態ならば

癌細胞をしっかりと確認できるが、すでに心

臓からの血流はなく、自然な状態を表してい



 

 

るとは考えられないという欠点がある。 

本研究の目的は、前述のマウスでのがん細

胞観察モデルを用いて、生体内での細胞死に

おいて、どのような形態があるのかを観察し、

その形態についてどのような違いがあるか

について検証し、分類化を行っていくことで

ある。本モデルでは経時的な観察も可能であ

るため、生きたマウスというヒトの体内と出

来るだけ近い環境で細胞死を観察する。そし

て化学療法を行う際にも、作用点の違ういく

つかの抗癌剤を用いることで、ある種の抗癌

剤に特異的な形態変化や、抗癌剤投与後、お

およそ一定の時間で生じる変化についても

観察を行う。また放射線治療を行うことで、

化学療法のときとは違った形態変化が観察

されると考えられ、それらを可能な限り時系

列で観察する。 

 

３．研究の方法 

今回の研究では核がGFP、細胞質がRFP

で標識された２色のがん細胞を用いた。

この細胞を使用することで核および細

胞質の変化を別々に観察することがで

き、細胞死を形態的にリアルタイムに観

察することが可能であった。 

（１）２色で蛍光標識されたマウス乳癌

細胞もしくはヒト線維肉腫細胞をヌー

ドマウスの腹部静脈内に直接移植し、転

移巣を作成させた。その後、尾静脈より

抗癌剤（シスプラチン、アドリアマイシ

ン）を投与し、蛍光顕微鏡を用いて生き

たマウスの中でのがん細胞の形態学的

な細胞死を単一細胞レベルで継時的に

観察した。 

（２）（１）の実験に引き続き、細胞死

を誘導する方法として放射線の代わり

に紫外線を用いた。紫外線を照射して癌

細胞の細胞死を誘導し、どのような形態

学的変化が生じるかを観察した。また、

照射する紫外線の波長の長さや照射時

間を変えることでどのような変化が生

じるかも観察した。 

 

４．研究成果 

（１）核が凝集せずに細胞死を起こすネ

クローシスでは、核がその形を維持しな

がら細胞質から脱核するタイプ、核が紡

錘形に変形しながら脱核するタイプ、ま

た細胞質が分解され核が取り残される

タイプが確認できた。核が凝集して細胞

死するアポトーシスでは、核が断片化し

ながら多数の核小体を作っていくタイ

プと、一旦凝集した一つの核から複数の

核小体ができるタイプが確認できた。 

一般的にネクローシスとアポトーシス

のみにしか分類されていない形態学的

細胞死だが、実際にはそれぞれの中に更

に異なる形態変化が確認できた。 

（２）紫外線照射により観察できたがん細

胞の細胞死の形態としては、①核・細胞

質とも形を維持しながら分離する②細

胞質が分解され核が取り残される③核

がリング状になる④核・細胞質ともに断

片化し分散していく⑤核だけが凝集し

細胞質が丸く膨張する⑥核小体の一部

と細胞質の一部が一緒になって細胞か

らちぎれていく、などが観察できた。こ

れらの細胞死は、紫外線照射後に徐々に

進行していくのではなく、突如として始

まり短時間のうちに終了する事がリア

ルタイムの観察で明らかになった。また

、癌細胞の種類や紫外線の波長に依存し

て細胞死の形態に特徴があることもわ

かった。 

抗癌剤を用いた実験ではネクローシ

スとアポトーシスのみにしか分類され



 

 

ていない形態学的細胞死の中に更に異

なる形態変化を確認したが、紫外線を用

いた実験からは更に細胞の種類や治療

媒体の性質によって細胞死の形態変化

に特徴があることが分かった。 

これまでの観察を総合すると、細胞死

の形態にはアポトーシスとネクローシ

スという 2 つのカテゴリーでは分類しき

れない数種類の細胞死が存在すると考

えることができる。今後は、これまでの

データを解析した上で、細胞死の新たな

形態学的な分類化を行い、その違いがア

ポトーシスやネクローシスに関連する

細胞内シグナルなどと、どの様な関連が

あるかを深く研究していきたい。 
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