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研究成果の概要（和文）：消化器系の悪性腫瘍を高いコントラストで判別する光学的イメージング技術に関する
基礎研究を行った。手術によって切除された実際の腫瘍試料に対して、組織中の代謝レベルの指標となりうる補
酵素NADHおよびFADの自家蛍光スペクトルを計測した。血中ヘモグロビンの光吸収を適切に補正することで酸素
消費レベルを推定し、腫瘍部と正常部を正確に判別することに成功した。加えて、組織の深さ方向を走査して代
謝指標を算出し、腫瘍の存在する深さ分布を推定する原理を開発した。また、補酵素の自家蛍光寿命を計測し、
さらに精度の高い腫瘍判別を実現する可能性を見いだした。

研究成果の概要（英文）：We have studied the technique for unstained tumor detection imaging based on
 the autofluorescence spectra of coenzymes NADH and FAD. First, we measured the autofluorescence 
spectra of the coenzymes and calculated REDOX index which represents the metabolism in organs. The 
normalized REDOX index has been found to be highly correlated with the presence of the tumor. Next, 
we measured the REDOX index along the depth direction of the tumor organs. The results showed the 
possibility of estimating the presence of the tumor to the depth direction. Finally, we have 
measured fluorescence lifetime for more precise tumor detection. The lifetime was plotted using 
Feather plotting method. From there results, it was suggested that appropriate combination of these 
techniques will leads to high precision of the tumor detection technique.

研究分野： 医用生体光学

キーワード： 生体イメージング　蛍光スペクトル解析　癌検出　蛍光寿命　イメージセンサー
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
食道、胃、大腸などの消化器系組織の悪性

腫瘍診断には内視鏡を用いるのが今日では
一般的である。熟練した専門医でも 3ミリ以
下の小さな悪性腫瘍を発見することは容易
ではないが、悪性腫瘍は可能な限り早期に発
見、処置を行うことが重要である。悪性腫瘍
部位と正常部位の違いを光学的性質から判
別し、差異が明瞭になるような表示ができれ
ば、悪性腫瘍の早期発見への可能性が高まる
と考えられる。 
申請者らは分光イメージングによる生体

機能可視化技術、高性能 CMOS イメージセン
サー開発、および内視鏡による消化器系悪性
腫瘍の臨床研究をそれぞれ専門として成果
をあげてきたメンバーで構成されている。申
請者らはこれらの専門性を集結し、「補酵素
の 3次元的分布計測」、「空間的スペクトル圧
縮技術による補酵素濃度推定」、および「超
高感度イメージセンサー設計・開発技術」を
統合することで、消化器系悪性腫瘍の判別イ
メージング技術の開発を目指す。 

 
２．研究の目的 
内視鏡を用いた診断や手術において胃癌

や大腸癌などの消化器系悪性腫瘍を選択的
に描出できるイメージング技術の確立を目
指す。これは、正常部位と比較して悪性腫瘍
部位において濃度が変化することが知られ
ている自家蛍光性補酵素の濃度分布を可視
化することで実現する。組織内部の現象を理
解するために、補酵素の 3次元的分布を光学
的計測により明らかにする。補酵素の濃度推
定や不要因子を除去する解析技術を確立し、
独自開発の超高感度イメージセンサーで腫
瘍組織サンプルの自家蛍光スペクトルを測
定、正常部位と悪性腫瘍部位を正確に判別・
描出するイメージング技術を開発する。 

 
３．研究の方法 
本研究は以下の3つの研究要素で構成され、

それぞれ次のような手段で研究を進める。 
 
[1] 主要組織計測と自家蛍光データ解析法
の確立 
 腫瘍組織内部における NADH、FAD の 3次元
的分布を明らかにするとともに、2 次元的分
光スペクトル分布を推定する空間的スペク
トル圧縮技術を構築、さらに NADH と FAD の
濃度分布を決定する自家蛍光スペクトル解
析技術を確立する。実施項目は 
・腫瘍サンプル計測実験 
・NADH と FAD の濃度推定法確立 
・血中酸素飽和度推定 
とし、自家蛍光スペクトル計測および、必要
に応じて蛍光寿命計測を行う。 
 
[2] 超高感度 CMOS イメージセンサーの開発
と作製 
 反射・自家蛍光スペクトル画像のビデオレ

ート計測に適した、超高感度（最大ゲイン 64
～128 倍）・高フレームレート（90 枚毎秒）・
小面積（有効撮像領域 3mm 角）のハイビジョ
ン CMOS イメージセンサーを開発する。実施
項目は 
・CMOS イメージセンサーアーキテクチャとプ
ロトタイプの設計・試作 
・超高感度・高ダイナミックレンジの実現 
である。 
 
[3] 悪性腫瘍判別イメージング装置の構築
と腫瘍サンプル計測 
 超高感度イメージセンサーを用いた悪性
腫瘍判別イメージング装置（自家蛍光スペク
トルイメージング装置）を作製し、2 次元的
に正常部位と悪性腫瘍部位を判別し、選択的
に悪性腫瘍部位を描出させる技術を開発す
ることを目標とする。実施項目は 
・装置作製 
・腫瘍サンプル計測実験 
・分光スペクトル推定法構築 
とする。 
 
４．研究成果 
本研究の成果を 4項目に分け、それぞれの

内容を以下に記す。計測実験はすべて広島大
学病院にて実施した。計測実験で使用したサ
ンプルは消化器系がんの手術において内視
鏡で切除した組織であり、これを切除直後に
計測した。組織には悪性腫瘍部と正常部が含
まれ、それぞれの部位は専門医によってあら
かじめ位置が示され、その情報を参照して計
測位置を決定した。 
 
補酵素 NADH は低酸素下では減少し、一方

でFADは低酸素下において増加することが知
られている。また、波長 365nm の光を照射し
た場合はほぼ NADH のみが自家蛍光を発し、
一方波長 405nm の光では NADH と FAD の両者
が自家蛍光を発する。したがって、[365nm 励
起の自家蛍光強度]/[405nm 励起の自家蛍光
強度]という量を指標にすると（これを REDOX
インデックスと呼ぶことにする）低酸素状態
を数値化することが可能である。悪性腫瘍組
織においては細胞分裂が活発なため、正常組
織に比べて低酸素状態となることから、
REDOX インデックスの大きさが悪性腫瘍存在
の可能性と相関を持つと考えられる。以下で
は、REDOX インデックスは悪性腫瘍であるこ
との可能性を意味する。 
 
[1] 腫瘍部および正常部における自家蛍光
スペクトル計測と解析 
悪性腫瘍部と正常部を補酵素 NADH および

FAD の自家蛍光スペクトルから判別する際に、
粘膜組織上層に存在する血中ヘモグロビン
で吸収される光量を補正することで精度の
高い判別が可能になると考えた。そのため、
自家蛍光を励起する光源（波長 375、405、お
よび 450nm の半導体レーザー）とヘモグロビ



ン濃度を推定するための白色光源（LED）、小
型分光器からなる光学システムを大学病院
に設置して腫瘍サンプルの計測を行った。 
図 1に使用した光学系の概念図を示す。本来
は光源からの照明軸と光検出の軸を一致さ
せた同軸配置が理想的だが、蛍光励起や光検
出の効率の観点から非同軸配置とした。3 種
類のレーザーと白色LED光源を順次切り替え
ながら計測を行った。サンプルは全部で8個、
腫瘍部と正常部それぞれで複数点の計測を
行った（一部小さなサンプルは腫瘍部と正常
部それぞれ 1点のみのものも含む）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1：自家蛍光スペクトル計測用光学系 
 
図 2(a)は計測した蛍光スペクトルの例で

ある。波長 550-580nm 付近に下に窪んだスペ
クトル形状があるが、これが血中ヘモグロビ
ンによる光吸収である。血中ヘモグロビンは
粘膜組織の上層部に存在するため、照明光
（入射光）と自家蛍光（射出光）の両者に対
して吸収の影響を及ぼす。この影響を可能な
限り除去するために、粘膜組織構造を模した
単純なレイヤー構造をモデルとして補正理
論を構築、実験データに適用した。血中ヘモ
グロビンによる吸収を補正した結果が図
2(b)である。波長 550-580nm 付近に見られた
吸収の窪みがほぼ消失している。この補正後
のスペクトルが実際に補酵素 NADH、FAD から
射出した自家蛍光のスペクトルであると考
えられる。 
 
 
 
 
 
 
図 2：(a)ヘモグロビン吸収補正前および(b)補正
後の自家蛍光スペクトル 
 
この補正スペクトルから算出した、前述の

REDOX インデックスを図 3(a)に示す。それぞ
れの棒グラフは計測点に対応する。サンプル
の名称は「サンプル番号 - 計測点番号 (N=
正常 / T=腫瘍)」を意味する。REDOX インデ
ックスのばらつきを規格化し、1 より大きい
か小さいかによって腫瘍部と正常部を表す
ようにした。グラフから、実際に腫瘍である
点の REDOX インデックスは 1よりも大きな値
を持ち、一方で正常部の REDOX インデックス
は1以下である場合がほとんどであることが
わかる。一部これに反する測定点があるが、

術後の時間経過などの条件が悪かったこと
などが要因として推定される。 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3：腫瘍サンプル上における REDOX インデック
ス 
 

[2] 腫瘍部における深さ方向に沿ったスペ
クトル計測と解析 
消化器系悪性腫瘍分析において、腫瘍の存

在する深さは病状の性質や治療方針と強く
関連する重要な情報である。したがって、粘
膜組織の深さ方向に沿った自家蛍光スペク
トル計測が可能な光学系を設計、構築し、手
術によって切除された組織の計測を行った。 
光学系は共焦点型と呼ばれる、計測試料の

深さ方向に関して非常に短い焦点深度を持
つシステムを採用した。通常、共焦点光学系
は特定の深さからの反射光強度を検出、2 次
元的に走査することでイメージングを行う
目的で使用されるが、本研究では自家蛍光を
励起する光を照射するとともに、検出した光
を分光して自家蛍光スペクトルを計測でき
る構成とした。分光原理はグレーティングを
使った分散型であり、本研究において独自チ
ューニングを施した超高感度 CMOS イメージ
センサーによって分光後の光を検出した。自
家蛍光励起には365、405nmの光源を使用し、
前項と同じ手順でREDOXインデックスを求め
る。粘膜組織の深さ方向については、10マイ
クロメートルステップで 20 点、表面から 200
マイクロメートルの深さまで計測し、REDOX
インデックスの分布を調べた。 
図4(a)-(e)は5つの腫瘍サンプルにおける

深さ方向の REDOX インデックス分布である。
前項と同様に、REDOX インデックスの大きさ
は酸素消費を伴う代謝の活発さに関連する
と考えられるので、腫瘍の存在する深さでは
高いREDOXインデックスが観察されると期待
できる。図 4(a)は表面から深さ 100 マイクロ
メートルにおいて高いREDOXインデックスを
示しており、比較的浅い部位での腫瘍である
可能性が窺える。図 4(b)および(c)は、全体
的に深くなるにつれてREDOXインデックスが
下がる(b)傾向、上がる(c)傾向が見られ、腫
瘍の存在する深さについて明確な指標とな
りにくい。図 4(d)および(e)はそれぞれ、深
さ 100-150 マイクロメートル、0-100 マイク
ロメートルにおいて高いREDOXインデックス
が得られた。これら、高い REDOX インデック
スが現れている深さに腫瘍が存在する可能
性が考えられるが、検証には生体組織採取検
査を行う必要があり、現時点ではこれ以上の
明確な推定は困難である。しかしながら、共



焦点分光光学系を採用しREDOXインデックス
の深さ方向分布を調べることで、腫瘍の存在
する深さがある程度推定できる可能性が示
唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 4：深さ方向に沿った REDOX インデックス分布 
 
[3] 自家蛍光寿命計測のための時間分解蛍
光計測 
図 3で示したように、NADH および FAD の自

家蛍光スペクトル分析から悪性腫瘍部と正
常部をある程度の正確さで判別できること
がわかったが、さらに精度を上げるために、
これらの補酵素の蛍光寿命を計測し、組織内
部に存在する物質の判別を試みる。自家蛍光
物質は励起光が照射されると即座にそのエ
ネルギーの一部を吸収し、蛍光を発する。蛍
光はある程度の時間持続しながら強度が減
少するが、この緩和時間（蛍光寿命）は蛍光
物質によって様々である。したがって、蛍光
寿命を計測することで粘膜組織内部に存在
する物質の解析に有益な情報が得られる。本
研究では、時間の関数として計測した蛍光強
度分布をフーリエ変換し、その実部と虚部を
複素平面上にプロットすることで成分情報
を可視化するフェーザープロットを試みた。 

フェーザープロットでは、物質の蛍光寿命
は複素平面上の位相角として表される。物質
が単一の場合は第1象限の半円円弧上にプロ
ットされ、物質が二つの場合はそれぞれを単
独にプロットした2点を結ぶ線分上のどこか
にプロットされる。図 5(a)-(c)にフェーザー
プロットの 3例を示す。 
 
 
 
 
 
 
 

図 5：蛍光寿命のフェーザープロット 
 
図 5(a)はあらかじめ病変部であるとわか

っている点で計測した蛍光寿命をプロット
したものであり、(b)と(c)は病変部と正常部
の境界あたりで計測した蛍光寿命をプロッ
トしたものである。図 5(a)の病変部ではフェ
ーザープロットが一カ所に集中しているの
に対して、(b)および(c)の境界部におけるフ

ェーザープロットはふたつのピークに分離
した分布が得られている。現時点においてこ
れらのプロットが起因する蛍光物質の種類
やその濃度については推定方法を検討して
いるところであり、医療関係者による医学的
知見等を踏まえて引き続きその物理的解釈
を行う予定である。 
 
[4] 自家蛍光スペクトル解析に基づいた腫
瘍判別イメージングおよび研究総括 
 本研究一連の流れの最終的な到達点は、悪
性腫瘍を明瞭なコントラストで可視化、超早
期発見に資することである。前項までは測定
試料上の点におけるREDOXインデックスを主
な指標として判別の精度を検討してきたが、
この項では2次元的に判別イメージングを行
った実験結果を報告する。判別のための指標
には REDOX インデックスのみを用いた。原理
的には共焦点光学系を用いた深さ方向のセ
クショニング（特定の深さでスライスしたよ
うな情報を取得すること）や蛍光寿命を含め
て判別イメージングを実施することも可能
と思われるが、本助成研究期間ではそれぞれ
の要素技術の開発およびパフォーマンスの
評価までが目的であるので、最終的な技術統
合は次のステージで検討する。 
 蛍光励起波長およびREDOXインデックスの
算出は前項までの実験条件と同一である。自
家蛍光強度は非常に微弱であるため、独自チ
ューニングを施した超高感度 CMOS イメージ
センサーによって画像を取得した。画像全体
がREDOXインデックスの分布をあらわすよう
に画像間演算を行った3例を図6(a)-(c)に示
す。上段は切除された組織をカラーカメラで
撮影したものであり、下段が REDOX インデッ
クス分布、すなわち判別イメージングの結果
である。実際には多数の試料を測定している
が、結果が特徴的な 3例を掲載する。図 6(a)
は試料中央付近が病変部であるが、REDOX イ
ンデックス分布結果は病変の周辺部で高い
値を示しており、期待する結果と逆の傾向に
なっている。図 6(b)は試料中央にポリープ状
の凸部があり、そこが病変部である。この例
ではREDOXインデックスは病変部で高い値を
示しており、正しい判別イメージング結果が
得られている。図 6(c)も他の 2例と同様に中
央付近が病変部であるが、全体的に REDOX イ
ンデックス分布は顕著な変化を見せておら
ず、病変部と正常部の判別が難しい。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 6：REDOX インデックスを 2次元的にマッピング
した悪性腫瘍判別イメージ 



 
 光散乱と吸収に関する理論的解析を行っ
た結果、粘膜下層の比較的浅い部分ににコラ
ーゲンが存在する場合はコラーゲンの自家
蛍光を励起してしまい、標的である NADH や
FAD の自家蛍光と重畳することで REDOX イン
デックス分布が代謝状態と比較して反転し
たりコントラストの低下を引き起こす可能
性がわかった。これを避けて悪性腫瘍判別イ
メージングの精度を向上させるためには、前
項で報告した蛍光寿命の解析結果を統合し
た判別指標を導入することが有効であると
推測しており、引き続き蛍光寿命解析の手法
確立を図るとともに、技術的統合へ向けた議
論を重ねているところである。 
 まとめとして、3 年間の本助成研究を遂行
した結果、補酵素の自家蛍光スペクトル解析
による悪性腫瘍判別、深さ方向に関する計測
と病変部分布の推定、および 2次元的判別イ
メージングはいずれも目標通りの成果を収
めたと言える。前述の通り、コラーゲン等の
不要要素を計測結果から排除するアルゴリ
ズムを導入するなどして、さらなる判別精度
向上を目指し、将来の実用化に向けた研究の
展開を今後進める予定である。 
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