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研究成果の概要（和文）：インドシアニングリーン（ICG）を用いた近赤外蛍光内視鏡は、生体組織・臓器内部
をリアルタイムに観察し、乳癌、消化器系癌のセンチネルリンパ節同定など、幅広い外科領域で大いに威力を発
揮している。本研究では、創製した細胞・組織構築物をICG蛍光ラベル化し、リアルタイムに可視化することに
成功した。近赤外蛍光内視鏡システムは、in vitro（ブタ小腸表面など）で、サイズの異なる細胞・組織構築物
（ミクロサイズ; 約100-10,000細胞塊）を高感度に観察することができた。さらに感度を高めるとノイズが発生
することから、その閾値を見極めながら、有効性を高めてゆく必要がある。

研究成果の概要（英文）：Near-infrared fluorescence endoscope system with indocyanine green (ICG) is 
a powerful tool to observe the interior tissues and organs in surgery in real time. It is useful 
especially in a wide range of surgical fields. Since ICG has strong near-infrared fluorescence, it 
can be visualized while excluding the effect of autofluorescence of tissues. In this study, we 
successfully labeled microtissues with ICG and then visualized them in real time. The near-infrared 
fluorescence endoscope system was helpful to observe microtissues with different sizes at high 
sensitivity (about 100-10,000 cell clusters) in vitro (the surface of pig small intestine, etc). 
Although the noise was amplified with increasing the sensitivity, it can be reduced by adjusting the
 threshold level. Our system can contribute to improving the safety of transplantation in 
regenerative therapy and cell medicine, and its medical applications will be expanded more and more 
in the future.

研究分野： 医療技術評価学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、蛍光ラベル化した細胞・組織構築物の可視化技術の有効性と医療技術としての可能性を示すことが
できた。インドシアニングリーン（ICG）は近赤外領域で観察可能なため、生体組織の自家蛍光の影響を極力排
除して可視化することができる。これにより、標的となる生体組織・臓器に対して、その位置情報の精度を高め
ることができる。すなわち、再生・細胞医療における移植の安全性を向上させる医療機器（近赤外蛍光内視鏡シ
ステム）、医療技術であり、より多くの医療シーンへの適用拡大が期待され、現在の治療が抱える種々の医学
的、経済的、社会的問題（移植後GVHD、ドナーのリスク等）を改善することができる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
内視鏡は、生体内部をリアルタイムに観察する有用な手段であり、これまでに様々な技術開

発が行われてきた。生体内部を観察する医用内視鏡は、従来、①屈曲可能な軟性鏡、②硬い筒
状の硬性鏡の2つに分けられる。2000年代に入ると、③ワイヤレス型カプセル内視鏡が登場し、
生体内における検査・診断から手術・治療にまで用いられてきた。さらに、近年では、生体組
織・臓器の内部を可視化する動きが活発化し、人に対する診断治療技術への応用開発が注目さ
れている。中でも、ICG 蛍光 Navigation Surgery は、乳癌、消化器系癌のセンチネルリンパ節
同定をはじめ、脳血管、冠動脈、リンパ節、胆道造影、肝臓の区域特定などに、安全で簡便な
方法として注目されつつあり、幅広い外科領域で、大いに威力を発揮している。実際に、これ
までの蛍光内視鏡の医療応用は、蛍光物質を生体組織内部に投与して、診断・治療に使用され
てきた。我々も、ICG 蛍光内視鏡よる研究開発をこれまでに行ってきた（Ishiyama A, Yamashita 
H, Miyamoto Y, Chiba T et al. Med Eng Phys. 2011; Yamashita H, Fukuyo T, Chiba T et al. 
Surg Endosc. 2014）。そこで、さらなるリアルタイムでの診断・治療技術開発および評価を行
うべく、蛍光ラベルした再生・移植医療用細胞・組織構築物の可視化とその有用性について検
討した。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、蛍光内視鏡による再生・移植医療用細胞・組織構築物のリアルタイム可視

化技術の可能性とその有用性について検証すると共に、その周辺技術の開発を行う。 
 
(1) 細胞・組織構築物の作製方法と蛍光ラベル化法について検討する。さらに、従来の作製方
法に加え、人工的に形成した脂質二重膜を作製し、その特性評価を行う。 
 
(2) 近赤外蛍光内視鏡用検出器の高感度化の検討と性能評価を行う。さらに、内視鏡画像の高
画質かつ高解像度、高感度化を目指し、8K 硬性内視鏡による検討を行う。 
 
(3) 蛍光標識した再生・移植医療用細胞・組織構築物に対して、蛍光内視鏡を用いたリアルタ
イムイメージングの可能性を明らかにする。特に、蛍光標識した再生・移植医療用細胞・組織
構築物による生体組織の表面・深部でのトラッキングや混濁した羊水中などの状況下でのイメ
ージングの可能性と有用性について検証する。 
 
３．研究の方法 
(1) 細胞・組織構築物の作製方法と蛍光ラベル化 
 株化細胞として、ヒト肝癌由来細胞株 HepG2 細胞を使用した（ATCC より購入）。本実験では、
低接着処理した丸底 96 ウェル細胞培養用プレート（Thermo Scientific™ Nunclon™ Sphera™）
内に、所定量の HepG2 細胞を播種し（1 ウェルあたり、約 100～10,000 cells/100L）、37℃、
5%CO2下で 48～72 時間培養した。細胞培養液の組成は、DMEM High Glucose（Sigma-Aldrich）、
10%FBS（Gibco Thermo Fisher Scientific）を使用した。培養後、得られた HepG2 細胞・組織
構築物に、インドシアニングリーン（ICG; ジアグノグリーン®: 25mg/5mL; 第一三共株式会社）
として 1/10 量を FBS 中に添加し、37℃、5%CO2下に静置した。ICG は、血液量測定や心機能検
査・肝機能検査の他、蛍光眼底造影等に用いられている近赤外蛍光色素であり、生体組織の自
家蛍光を抑え、低バックグラウンドでの観察が可能であるため、本研究に採用した。1 時間静
置後、調整した ICG-HepG2 細胞・組織構築物を蛍光顕微鏡下で観察し（BZ-X710, KEYENCE）、細
胞内への ICG の取り込みを確認した。 

蛍光内視鏡を評価するための材料として、ナノサイズの小孔部に脂質二重膜を人工的に形成
したナノポア支持型脂質二重膜（nano-BLMs）を作製した。13mM L--Phosphatidylcholine from 
egg yolk(Egg-PC; Sigma)溶液と 1.3mM 1,2-Dihexadecanoyl-sn-Glycero-3-Phosphoethanol 
amine(fluorescein-DHPE; Thermo Fisher)を 10:1 で混合した後、クロロホルム蒸発させ、粘着
性の混合脂質を得た。そして、メンブレンフィルタ（Nuclepore Hydrophilic Membrane, 0.05 mm 
pore size, 25 mm circle, Whatman）を 5mA 大気プラズマ(SEDE-P; Meiwa Fosis)により親水
化処理した後、先の混合脂質を塗布し、Tris-HCl バッファーに浸した。作製した nano-BLMs を、
倒立型落射蛍光顕微鏡(IX70, Olympus) に共焦点ユニット(CSU-X1; Yokogawa Electric Co.)
と光源レーザ (HPU-50101-PFS2; FURUKAWA ELECTRIC CO., LTD.)を取り付けた観察システムを
用いて、その特性評価を行った。 
 
(2) 近赤外蛍光内視鏡用検出器の高感度化の検討 
 本研究では、内視鏡画像の高画質かつ高解像度、高感度化を目指 
し、近赤外蛍光内視鏡イメージングの可能性について検証した。 
硬性内視鏡（図 1）、蛍光観察カメラ（PDE; Photo dynamic Eye, 浜 
松ホトニクス）、ICG 蛍光硬性鏡画像検出部（仕様：カラー画像撮像、 
蛍光画像撮像、小型、軽量）として、可視～近赤外領域（400nm～ 
950nm）EM-CCD カメラを採用した。また、2枚のフィルタを介して 
カラーと蛍光モードを電気的に切り替えできる方式を採用した。 図 1. 硬性内視鏡. 



続いて、蛍光内視鏡を用いて、2D 培養および 3D 培養による蛍光細胞を観察できるかどうか
検討した。100mm 培養皿に HepG2 細胞を播種し、37℃、5%CO2下でコンフレントになるまで培養
した。続いて、コンフレントの HepG2 細胞に対して、ICG をラベル化した後に、本試験に用い
た。また、先に調整した ICG-HepG2 細胞・組織構築物による評価試験も行った。100mm 培養皿
内を流動パラフィン（ナカライテスク）で満たし、培養液ドロップと ICG-FBS 溶液ドロップ
（ICG:FBS=1:9）を作製した。そして、培養液ドロップ内に ICG-HepG2 細胞・組織構築物を添加
して観察できるかどうかを確認した。コントロールとして、ICG-FBS 溶液ドロップを用いた。 
 
(3) 8K 硬性内視鏡システムによる医療の可能性 

本研究では、内視鏡画像の高画質かつ高解像度、高感度化を目指し、8K 硬性内視鏡による医
療での可能性について検証した。300-W xenon lamp CL-300X (Shinko-Koki)を有する 10-mm, 
30-degree 硬性内視鏡 (SK-2D10S, Shinko-Koki, Japan)を使用した。約 2kg の 8K カメラ
（Medical Imaging Consortium, japan）、スーパーハイビジョンカメラコントロールユニット
（Hitachi, japan)、8K 記録システム（HR-7512-C, Astrodesign, Japan)、モニタ（DM3814, 
Astrodesign)等を主とした 8K 超高精細テレビシステムを用いた。 
 
(4) 近赤外蛍光内視鏡による蛍光色素でラベル化した細胞・組織構築物のトラッキング 
 本研究では、ラベル化した ICG-HepG2 細胞・組織構築物（約 100-10,000 細胞塊）を生体組織
上に置いて、近赤外蛍光内視鏡による可視化の有無について検証した。また、東京芝浦臓器（株）
より、生体組織としてブタ組織を購入して使用した。まず、蛍光内視鏡下（通常モードおよび
蛍光モード）で、ブタ小腸表面上にサイズの異なる ICG-HepG2 細胞・組織構築物を確認できる
かどうかを検討した。続いて、混濁した羊水や人工ミルクの濃度を変化させることで、ICG-HepG2
細胞・組織構築物が観察できるかどうか、その可能性について検討した。 
 
(5) ヒト細胞および実験動物を用いることに対する倫理的配慮 
 本研究では、ヒト由来細胞および実験動物を用いた研究を行なう。機関の外部委員を含めた
倫理審査委員会において生命倫理、安全管理を厳重に審査する。倫理委員会の承認かつ実施施
設の長の許可を得て、全ての研究を遂行する。実験動物を用いる研究については、国立成育医
療研究センター動物実験指針に準拠して研究を実施する。特に、動物愛護と動物福祉の観点か
ら実験動物使用は、目的に合致した最小限にとどめる。またその際、麻酔等手段により苦痛を
与えない等の倫理的配慮をおこなう。実験者は、管理者と相互協力のもと、適切な環境のもと
飼育管理を行う。 
 
４．研究成果 
(1) 細胞・組織構築物の作製方法と蛍光ラベル化 

所定量の HepG2 細胞を播種し、サイズの異なる HepG2 細胞・組織構築物（約 100～10,000 細
胞塊; サイズ, 約 0.8×106 m3～5.7 ×106 m3）が作製できた。ICG でラベル化した HepG2 細
胞・組織構築物を、ICG 用蛍光フィルタを用いた蛍光顕微鏡下で観察し、細胞内への取り込み
を確認することができた。 

蛍光内視鏡を評価するための材料として、ナノポア支持型脂質二重膜（nano-BLMs）を作製し、
その特性評価を行った。結果、多孔性材料上に自発展開法を用いて長寿命の脂質二重膜が形成
されることが確認できた。また、パターン化したアガロースゲル上に自発展開法を用いて脂質
二重膜が形成されることも確認できたことから、今後の材料応用が期待される。 
 
(2) 近赤外蛍光内視鏡用検出器の高感度化の検討 

近赤外蛍光内視鏡システムを用いて、ICG ラベル化した HepG2 細胞（2D および 3D 培養）を観
察することができるかどうか評価した（図 2）。2D 培養によるコンフレント状態の ICG-HepG2
細胞は蛍光細胞として検出されなかったが（図 2A）、蛍光細胞をトリプシン処理で剥離し、細
胞ペレット状態にすると検出することができた（図 2B）。さらに、3D 培養により作製した
ICG-HepG2 細胞・組織構築物においては、全てのサイズ（約 10,000～100 細胞）で蛍光細胞を
確認することができた（図 2C）。続いて、100mm 培養皿の培養液ドロップ内に ICG-HepG2 細胞・
組織構築物を数個ピックアップして、蛍光細胞を確認した（図 2D-F）。蛍光内視鏡の通常モー
ドでは細胞・組織構築物を確認することができた。さらに、光量を落とすと観察できず（図 2E）、
蛍光モードにすることにより明瞭に観察することができた（図 2F）。 
 
(3) 8K 硬性内視鏡システムによる医療の可能性 山下（分担研究者） 

子宮内膜症の腹腔鏡治療において、新しい 8K 超高精細テレビシステムを適用した。新しいシ
ステムとフルハイビジョンシステムによる病変部の画像を比較し、画像の解像度が向上したこ
とが確認できた。すなわち、8K 超高精細システムの普及は、患者様に対する診断精度が向上し、
産婦人科領域での術者の技術の向上につながると考えられ、様々な医療領域での応用が期待さ
れる。 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(4) 近赤外蛍光内視鏡による蛍光色素でラベル化した細胞・組織構築物のトラッキング 
 先に蛍光ラベル化した ICG-HepG2 細胞・組織構築物（約 100-10,000 細胞塊）をブタ小腸表面
に置き、近赤外蛍光内視鏡による可視化とその有用性について検証した（図 3）。静置した
ICG-HepG2 細胞・組織構築物は、目視および近赤外蛍光内視鏡の通常モードでは確認できなか
った（図 3; A.ブタ小腸画像，B.ブタ小腸内視鏡画像（通常モード））。一方、蛍光モードにす
ると全てのサイズの ICG-HepG2 細胞・組織構築物を観察することができ、その有効性を示せた
（図 3C）。また、混濁した羊水中では、ICG-HepG2 細胞・組織構築物を観察できなかった。同様
に、人工ミルク（スキムミルク）の濃度を変化させ、近赤外蛍光内視鏡での観察を試みたが確
認できなかった。作製した近赤外蛍光内視鏡用検出器は、高感度に ICG-HepG2 細胞・組織構築
物を観察することができるが、さらに感度を高めるとノイズが発生することから、その閾値を
見極めながら、有効性を高めてゆく必要がある。また、細胞・組織構築物において、生体組織・
臓器の深部での観察が困難であったことから、先に述べた 8K 硬性内視鏡システムを組み合わせ
ることで改善していきたいと考える。 

以上より、蛍光ラベル化した細胞・組織構築物の可視化技術の有効性および再現性を示すこ
とができた。インドシアニングリーン（ICG）は近赤外領域で観察可能なため、生体組織の自家
蛍光の影響を極力排除して可視化することができる。これにより、標的となる生体組織・臓器
に対して、その位置情報の精度を高めることができる。すなわち、再生・細胞医療における移
植の安全性を向上させる医療機器（近赤外蛍光内視鏡システム）、医療技術であり、より多くの
医療シーンへの適用拡大が期待され、現在の治療が抱える種々の医学的、経済的、社会的問題
（移植後 GVHD、ドナーのリスク等）を改善することができる。今後、本研究課題で得られた成
果と新たな研究課題をもとに、近赤外蛍光内視鏡の開発と医療技術のさらなる発展を目指す。 
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