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研究成果の概要（和文）：我々は細胞レベルの解像度をもつ顕微内視鏡システムを作成し、頭頸部腫瘍、特に扁
平上皮癌の迅速診断における有用性について検討した。対象は神戸市立中央市民病院頭頸部外科にて手術した扁
平上皮癌例で、摘出標本を手術室内に設置したシステムで迅速評価する形で行った。扁平上皮癌組織では高率に
青色(473nm)レーザー励起に対する緑領域（500-550nm)の自家蛍光の低下を認めた。さらにアクリフラビン滴下
による迅速蛍光染色では、正常粘膜領域と扁平上皮癌領域とで核の均一性、分布等に明確な差が認められる例が
多く、頭頸部外科領域に於ける顕微内視鏡のリアルタイム光学生検による組織学的評価の有用性を示唆した。

研究成果の概要（英文）：We designed a fiber-bundle based confocal micro-endoscope which can be used 
for real time optical biopsy (Goto et al, PNAS 2015) and evaluated its usefulness in head and neck 
tumor cases, especially, squamous cell carcinomas. Dissected specimen were first evaluated about its
 auto-fluorescence spectral profile with 473nm or 561nm laser excitation, and then fluorescence 
labeled by drop application of 0.03-0.1ug/ml acriflavine to visualize the nuclei and underwent 
optical observation by the micro-endoscope.  Auto-fluorescence spectral analysis revealed that the 
auto-fluorescence (500-550nm) of cancer tissue against 473nm excitation was lower than that of 
corresponding normal tissue. Although, some training seems required for judgement, there existed a 
clear difference between tumor tissue and normal pharyngeal mucosa in the uniformity of nuclear size
 and shape, indicating its promising efficacy in the real-time histological evaluation of head and 
neck tumors. 

研究分野：脳計測科学
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１．研究開始当初の背景 
細胞レベルの解像度を持つ顕微内視鏡を用
いた即時的な組織診断、いわゆる光学生検
（Optical biopsy）は、迅速な診断や即時的
な腫瘍組織の広がりを評価できる利点から
欧米を中心に消化器内科、呼吸器内科領域で
広まり（Jabbour et al., Annals Biomedical 
Engineering, 2012）、頭頸部外科領域でも報
告が散見される（Abbaci et al., Oral 
Oncology, 2014 など）。これら報告のほとん
どが市販品の顕微内視鏡システムを使用し
たもので、その代表的な物として仏国
MaunaKea社が販売するCellVizioシステムが
ある。このシステムは 488nm あるいは 660nm
のレーザー光を励起光として Proflavine な
どの蛍光色素の全身投与、あるいは局所噴霧
により組織を蛍光ラベルして観察している。
２０１４年に研究目的では２色の蛍光をモ
ニターできるシステムが４０００万程度で
発売されたが、臨床に使用可能なものは単色
の蛍光染色にしか対応しない。そのため、得
られる組織学的な情報に限界があり、それに
よる診断にはトレーニングが要ると言われ
ている（United European Gastroenterol J., 
2015）。価格も２５００万程度と高額であり、
多くの施設で容易には導入できないのが現
状と思われる。 

一方、申請者らはこれまで脳研究のために小
動物の脳に刺入して細胞レベルの蛍光組織
像を得ることのできる顕微内視鏡システム
を開発し（船曳、Equilibrium Res, 2011, 
2015）、それを大脳基底核の神経回路の解析
（Goto et al, PNAS, 2015, Yamaguchi et al, 
PNAS, 2015）や、扁桃体回路の解析（Isosaka 
et al., Cell, ２０１５）などに応用してき
た（図１参照）。このシステムは CellVizio
とほぼ同等の光学性能をもち、自作している
ため安価（市販品の５分の１以下）なだけで
なく、任意の波長のレーザーと組み合わせて
複数の蛍光波長を同時に検出することがで
きる。このため、これまで報告されている光
学生検法（蛍光色素の局所散布による単色蛍
光像観察）のみならず、全く新しい計測法を
試みることが可能である。 
２．研究の目的 
本研究では、頭頚部腫瘍症例の摘出標本に対
して、申請者らが開発してきた顕微内視鏡に
より様々な方法（自家蛍光、多色蛍光染色、
特異的抗体染色）を使って手術室でリアルタ
イムに光学生検を行う。そして、その結果と
臨床病理組織学的な結果とを照合すること
で、臨床上、最も効率的かつ合理的な光学生
検の方法の確立と、それに適した顕微内視鏡

システムの開発を行う。 
 
３．研究の方法 
頭頚部腫瘍例の摘出標本を対象とし、摘出直
後に手術室で自家蛍光、各種蛍光色素、さら
に特異的抗体染色を行い、リアルタイムで顕
微内視鏡により組織像を得る。さらに通常の
病理診断プロセスを経て得られる最終病理
結果との対比を経て、臨床的に最も効率的な
光学生検法の確立とシステムの開発を行う。
また同時に理化学研究所にて腫瘍モデル動
物を用いた検討も行い、顕微内視鏡による組
織光学生検法の確立を目指す。 
 
４．研究成果 
顕微内視鏡は、市販の光ファイバー束を部材
として使用し、一端を平面に、反対側を竹槍
状に研磨し、平面側を試作した共焦点レーザ
ー走査光学系で走査する形で竹槍状先端部
周辺の組織像を可視化した。対象は神戸市立
医療センター中央市民病院頭頸部外科にて
手術した扁平上皮癌症例で、手術により摘出
された標本を手術室内に設置したシステム
で迅速に評価する形で行った。扁平上皮癌組
織では高率に青色(473nm)レーザー励起に対
する緑領域（500-550nm)の自家蛍光の低下を
認めた。また、アクリフラビン滴下による迅
速蛍光染色では、正常粘膜領域と扁平上皮癌
領域とで核の均一性、分布等に明確な差が認
められる例が多く、頭頸部外科領域に於ける
顕微内視鏡のリアルタイム光学生検による
組織学的評価の有用性を示唆する結果であ
った。 

同時に我々は、理化学研究所 CLST にて腫瘍
モデル動物を用いた検討も行った。具体的に
は、細胞周期をリアルタイムで可視化する
Fucci ( Fluorescent ubiquitination-based 

図１　申請者らが開発した顕微内視鏡システム　A.鉛筆状に研磨した内視鏡先端。低浸襲で脳深部が観
察可能。B,内視鏡留置により長期間、自由行動での観察が可能。 C,自作した共焦点レーザー走査光学
系。安価で自由な拡張が可能。D,大脳皮質錐体細胞の内視鏡像例（D,Eとも視野３００ミクロン）。E,線条
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cell cycle indicator、理研 BSI 宮脇研より
分与 )を導入した線維肉腫 HT1080-Fucci5細
胞株を担癌したヌードマウスに、同システム
を応用し、がん組織構造と細胞周期の関係性
及び、抗がん剤に対する応答を経日的に連続
観察した。 担癌されたがん組織は、表面部
と内部で分裂細胞の分布が異なり、表面部で
は増殖期（G2/M）の細胞が多く、中心部付近
では休止期（G1）の細胞と増殖期の細胞が混
在していることが明らかになった。そして、
細胞分裂を阻害する抗がん剤ドキソルビシ
ンを静脈投与すると、がん組織中央部だけで
はなく、表層部の細胞もほぼすべて休止期に
変化した。さらに抗がん剤の投与を中止する
と、再び増殖期の細胞が出現し、がん組織の
肥大化が観察された。この結果から、本シス
テムは微小環境と組織構造を細胞レベルの
解像度で長期的に連続撮影することができ、
抗がん剤を評価する上で有用なツールにな
りうることが示された。（図３参照） 
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