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研究成果の概要（和文）： 

蛍光分光測定による腫瘍組織診断の識別能力の向上を目的として，蛍光寿命測定手法及び装置，

データ処理手法に関する包括的な研究を行った．その結果，位相変調光源を用いた位相変調方

式蛍光寿命計，光子計数型位相変調方式蛍光寿命計，高周波ロックインアンプを用いた近赤外

蛍光寿命計などを考案し，試作装置の性能評価を行った．また，近赤外波長域での蛍光による

腫瘍組織観察のための前段階として装置を構築し，インドシアニン水溶液の蛍光寿命値を高精

度で取得した． 

 

研究成果の概要（英文）： 

Comprehensive studies have been carried out concerning on instrumental and 
data-processing methods for fluorescence lifetime measurements with a purpose of 
enhancing capabilities of discriminating tumor cells from normal cells. Our final goal 
is developing diagnostic metrology. In a series of studies, we have developed a 
phase-modulation fluorometer using a phase-modulated light source, a 
photon-counting-type phase-modulation fluorometer, and a near-infrared fluorometer 
using a radio-frequency lock-in amplifier. By using these systems, we have measured a 
fluorescence lifetime of the indocyanine green solution and that of 

6101  M coumarin 

152 in ethanol with precision. 
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１．研究開始当初の背景 

腫瘍（癌）組織の正確かつ早期の発見に関
しては，21 世紀の現代においてさえもなお,
手法や機器の開発・改良へ大きな期待が寄せ
られている．その手法の一つとして,内視鏡
を用いて患部からの蛍光を観察する手法が
提案されている．すなわち,正常な粘膜組織
に 400nm の光を照射すると,黄色の自己蛍光
が生じるが,この蛍光スペクトルの強度が腺
癌において極僅か増大することから,癌組織
の診断に利用可能であるとされてきた（例え
ば ， Appl. Opt. Vol. 40, pp.3784-3791, 
(2001).）（図１上図）．現在は,腺癌,肺癌な
どで診断が試みられている．しかし,その変
化は僅かなので組織自然色や陰影などによ
る誤差が大きい．そこでその誤差を低減する
ため,癌マーカー色素を注入する方法がある．
光線力学療法（PDT）としても併用されるヘ
マトポルフィリン誘導体（HPD）色素の利用
が例として挙げられる．しかし,HPD は組織親
和時の毒性が懸念され,光変性によって細胞
毒になる可能性もあるため,光照射量には細
心の注意を要する．その点,自己蛍光は安全
であり,光照射エネルギー量がある程度小さ
い場合には組織を何ら侵襲しない．一方で，
その場合には，癌組織の識別能力の問題をク
リアーしなければならない．染色の場合につ
いては，安全性を考えて色素量を低減させる
と正常組織の蛍光との差が小さくなり識別
が困難になってしまう．これらの問題を改善
する方法として，動的蛍光測定を利用するこ
とが考えられる．そこでは蛍光強度の他に蛍
光寿命値の大小という新たな情報が付加さ
れる（図 1 中図）．パルス照射ゆえ積算パワ
ーが小さく，マーカー法にとっても毒性があ
る程度は抑制される．HPD の蛍光寿命は数ナ
ノ秒であり，癌組織に凝集した HPD の蛍光寿
命が正常組織に混在する HPD よりも長いとい
う報告もある（例えば，Photochemistry and 
Photobiology, Vol.66, pp.229-236, 1997.）．
以上をまとめると，「ナノ秒の時間分解能を
持つ蛍光寿命測定装置の開発が癌組織診断
にとって有効である」．ここで，その計測手
法を蛍光寿命値算出という観点から考える
と，測定精度，安定性の点で，蛍光位相変調
法（図 1 下図）が非常に有望であると考えら
れた． 
 本研究では，「腫瘍組織スクリーニングを
目的とした動的蛍光計測機器群と手法の開
発」と題して，装置・手法の開発と評価を主
として行った．その背景には，上述のように，
腫瘍診断の目的に｢蛍光分光法｣の利用が既
に提案されており，そこでは，正常細胞と腫
瘍細胞の蛍光スペクトルが類似する場合が
多いことから，識別能力の向上が求められて
いた．その解決法の一つとして，｢蛍光寿命｣

という時間パラメータの導入が考えられた．
ここで，導入そのものは有効であることは間
違いなかったが，測定対象が生体試料である
ため，装置的には周波数領域での位相変調法
の採用が望ましく，従来の常套手段であるパ
ルス励起法との総合的な比較検討が必要で
あった．また，一般に蛍光測定には紫外波長
域での励起が不可欠であるが，生体の安全性
にやや難があるという本質的な問題点もあ
った． 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1 腫瘍組織と正常組織の蛍光スペクトル
(上図)と蛍光減衰波形(中図)の模式図：蛍光ス
ペクトルでは判別しにくい場合でも，蛍光減
衰波形（蛍光寿命値）を測定すると差異が顕
著に現れ，識別能力の向上が見込まれる．下
図は蛍光位相変調方式の原理図を表す．励起
光の変調角周波数をω，単一成分の蛍光寿命
値をτ，位相差をθとすると，tanθ＝ωτの
関係式が成立する． 

 

 装置的に，位相変調法は多成分対応や微弱
光対応の点で難点があり，それにもかかわら
ず，いろいろな発光波長域を有する LED や
LD の簡易かつ安価な励起光源としての利用
も魅力的であり，これらを用いた装置の開発
が必要な状況であった．また，紫外波長域で
の励起の問題に対しては，｢近赤外蛍光測定
手法｣の導入と，識別能力をさらに向上させ
る目的で，近赤外波長域での蛍光寿命測定の
検討も必要であった．すなわち，微弱な蛍光
に対応するための手法の開発，検出感度と
SN 比の向上を実現する装置的な手法の検討
が必要であった．そのような要請に応えるべ
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く，各種の測定手法を比較検討しつつ実際に
測定システムを構築するということが，本研
究の目的と意義であった．また多成分試料へ
の対応については，相応の装置的な対応も要
求される一方で，適用形態をスクリーニング
目的にすれば，ある程度の要求仕様が緩和さ
れるという思惑もあった． 

 

２．研究の目的 

上記の背景を踏まえ，本研究では腫瘍組織
のスクリーニングの目的に使用可能な,新規
な蛍光寿命測定装置群と手法の総括的な研
究開発を行う．本研究期間内に行う研究開発
の具体的内容は以下の３点であった． 
(a) 数 100MHz で高周波変調させた UV-LD を

励起光源とする位相変調方式蛍光寿命
計の実現． 

(b) 赤外蛍光寿命測定システムの開発． 
(c) 両者に適用可能な光検出要素技術,及び

データ処理手法の開発． 
(a)の提案理由は,位相変調法において，腫瘍
細胞と正常細胞の識別能力を向上させるた
めには,励起光源の変調周波数を上げること
が最も直接的で効果があるからである．例え
ば，250MHz の変調周波数が実現できれば，位
相の測定精度を仮に 1°としても,数 10ps の
分解時間が容易に達成できる．現在，1.5μ
ｍ帯の光通信用 LD に対して,GHz オーダの変
調周波数が達成されているが，通常の UV-LD
に関しては,どの程度の周波数まで変調可能
かは未知数である．本研究では，そのような
UV-LD を用いたコンパクトな蛍光寿命計を実
現する． 
 しかし,紫外光を細胞組織に照射すると，
やはり正常組織損傷の懸念は拭えない．そこ
で,近年,インドシアニングリーン（ICG）誘
導体に抗体を標識した試薬を用い，赤外蛍光
によって腫瘍細胞を診断する手法が注目さ
れている（例えば Biomedical THERMLOGY 
Vol.23, 77-97, 2003）．ICG は生体に対する
安全性が確認されており，すでに画像診断の
目的で多くの利用実績がある．そこで,研究
代表者は過去の経験から，赤外蛍光腫瘍細胞
診断に対しても,紫外光励起時の蛍光測定の
場合と同様に,「蛍光寿命値」という時間パ
ラメータを導入すれば，腫瘍組織の識別能力
が向上できるという着想を得た．しかし,赤
外波長域での蛍光寿命測定の報告例は非常
に尐なく,信頼できるデータが殆ど見当たら
ない．研究代表者自身の予備的な実験からは，
ICG 水溶液の蛍光ピーク波長には強い濃度依
存性が存在し,蛍光寿命値も濃度に依存して
サブナノ秒から数ナノ秒にまで大きく変化
するという結果を得ている．そのような特徴
を有する近赤外波長域での動的蛍光測定を
想定した場合，測定感度の向上,装置の小型
化,内視鏡臨床組織診断への応用といった諸

観点から,計測方式と手法,装置,データ処理
法など,見直しが必要な時項が多く存在して
いる．この点を(b)及び(c)の作業を通して明
らかにする． 
 

３．研究の方法 

 上記の目的を達成するために，本申請研究
課題は平成 21～23 年度の 3 年間で完結させ
る予定であった．平成 21 年度から 22 年度に
かけては「高速変調させた UV-LD を励起光源
とする位相変調方式蛍光寿命計」と「赤外蛍
光寿命測定装置」の設計,製作,評価に精力を
注ぎ，平成 22 年度の後半からは，開発した
装置の性能向上の目的で,両者に適用可能な
光検出要素技術，データ処理手法等の開発を
行い,内視鏡を用いた臨床組織診断の応用研
究へと展開させる予定であった．装置の設計，
製作,基礎性能評価は研究代表者(岩田)が行
い,臨床応用計測は研究分担者(荒木)が主と
して行う．必要に応じて研究協力者(東野)の
協力を得る予定であった． 
(1) 平成 21 年度 

当該年度は，研究代表者が主体となって，
数 100MHz で高速変調させた UV-LD を励起光
源とする位相変調方式蛍光寿命計を構築す
る．そのために，UV-LD をλ/４波長電流共振
型駆動回路で駆動することをめざした．駆動
回路は，赤外位相変調蛍光寿命測定装置の励
起用光源として，近赤外レーザダイオード
（NIR-LD）の高周波変調用駆動回路としても
転用する．PMT は該当波長域に感度を有する
ものを選定する．しかし，赤外位相変調蛍光
寿命装置としては，別途に「高速繰り返し近
赤外フェムト秒パルスレーザを光源とし，検
出器である PMTの負荷抵抗を大きく設定した
状態で，デジタルオシロスコープを用いて蛍
光減衰波形の取得を行うシステム」を新たに
構築する．その理由は，赤外蛍光の強度に濃
度依存性があることなどを予備実験で確認
していることから，より汎用性の高い測定シ
ステムが必要であると判断したためである．
すなわち，赤外蛍光の蛍光減衰波形を直接取
得できる装置構成にしておくことにより，未
開拓の赤外蛍光の特性を，臨床応用の立場か
ら明確にする．そこでは，そのようにして取
得したデータに対して，自己回帰モデルを用
いた独自のデータ処理手法によって蛍光寿
命値推定を行う計測方式の開発を行う． 

(2) 平成 22 年度 

 前年度に製作した装置の性能評価の目的
で，マクロな系で標準蛍光試料及び生体試料
の蛍光寿命測定を行う．年度後半からは，落
射型蛍光顕微鏡と結合させ，ミクロな系で腫
瘍組織診断のための基礎データの取得を行
う．そのための光学系を設計製作する． 
(3) 平成 23 年度 
 開発した装置・システムの性能向上を目的



として，光源，検出器，測定手法，データ処
理手法など，周辺要素技術の改良に関する研
究を行う．具体的には，紫外励起，赤外励起
のシステムの両者に対して，PMT のダイノー
ド電圧高周波変調光検出システムを製作す
る．さらに，アバランシェフォトダイオード
（APD）のバイアス電圧高周波変調光検出シ
ステムを製作する．そして，前述の光源とこ
れら光検出器の各種組合せを用いて擬似ロ
ックイン光検出システムを構築し，位相変調
蛍光寿命計としての基礎性能評価を行う．
個々のシステムの基本的要素は，既に研究代
表者が開発済みである．一方で，直流駆動さ
せた LD を光源とし，電気光学（EO）結晶（研
究代表者所有）を用いて高周波変調させるシ
ステムを構成し，上記の光検出システムと結
合させて同様な基礎性能評価も試みる． 
 
４．研究成果 
① 位相変調光源を用いた蛍光寿命計の考案
と製作 

 従来の位相変調法は，多成分蛍光試料に適
用し難いという問題点を克服する手法を開
発した．すなわち，励起光を位相変調させる
ことにより，周波数領域で多成分の変調励起
光を得，取得した蛍光波形をフーリエ位相解
析することにより，一度に多周波数成分の位
相情報を取得できるようにした．本提案手法
は多成分に限らず，単一成分の場合でも，そ
の事実を確認する意味で使用できる． 

 

② 光子計数型蛍光寿命計の考案と製作 
従来の位相変調法は，原理的に微弱蛍光に対
応できないという問題点を解決する手法を
開発した．そのために，従来のパルス励起法
で使用される時間相関光子計数法(TC-SPC

法；time-correlated single-photon counting

法)を正弦波変調位相法に導入した．実際に青
色LDを最大280MHzで変調できるシステム
を構築し，装置の性能評価を行った．また，
TC-SPC 法の導入により，短時間幅の測定デ
ータから蛍光寿命を測定する必要が所維持
たため，これを自己回帰モデル(AR model)

に基づく位相推定手法，さらに畳み込み
(convolved)AR モデルに基づく蛍光寿命推定
手法を導入して良好な結果を得た． 

 

③ パルス励起光源用と高負荷抵抗光電子増
倍管(PMT)を用いた位相変調蛍光寿命計の開
発 

パルス励起光のフーリエ高調波成分を用い
て位相変調方式の原理に基づく蛍光寿命測
定手法を開発した．蛍光検出感度を稼ぐため
に PMT の負荷抵抗の値を故意に高く設定し，
位相検出の精度を維持するために自己回帰
(AR)モデルに基づく位相推定手法を併用し
た．実際に装置を製作し，予想通りの性能が

得られることを確認した． 

 

④ パルス励起方式と位相変調方式蛍光寿命
蛍光寿命測定手法の比較 
畳み込み AR モデルと高ゲイン PMT を用い
た蛍光寿命測定手法におけて，パルス励起と
位相変調方式の定量的かつ実験的な比較検
討を行った．その結果，測定条件にも依存す
るが，位相変調方式の方が精度よく推定でき
る場合が多いことを確認した． 

 

⑤ Time-Between-Photons 法に基づく蛍光
寿命測定装置の開発 
イオンマイクロプローブ顕微鏡の分野にお
いて，ルミネッセンスの減衰時間測定の目的
で，Time-Between-Photons 法という手法が
提案された．装置構成は，従来の TC-SPC 法
と似ているが，参照光側の検出器，関連エレ
クトロニクスが不要である．本手法では，パ
ルス励起後の第一発生フォトン，第二フォト
ン，第三フォトン，等々の時間間隔のヒスト
グラムを作成する．従来の TC-SPC 法では光
量が高すぎて使用し難い場合，またアナログ
測光法では光量がまだ弱過ぎて測定し難い
場合に適用できるという事実を発見し，実際
に蛍光寿命を測定した．また，第一フォトン
と第二フォトンのみのヒストグラムに限定
すれば，短寿命種にも対応できることを実証
した． 

 

⑥ ゲート型アバランシェフォトダイオード
(APD)を用いた蛍光寿命計の開発 

APD のブレークダウン電圧よりやや低めの
直流バイアスに TTL ゲート信号を重畳させ
ることにより，暗電流には殆ど影響を与えず
に APD のゲインを最大 3 桁程度増大させら
れることを見出した．ここで，TTL ゲート信
号重畳後の合成波高値が，ブレークダウン電
圧を越えないように設定するのが重要であ
る．このようなゲート動作 APD の動作を詳
細に調べた後，ボックスカー積分器仕様の蛍
光寿命計を作成した．装置の性能評価の目的
で，Ce:YAG セラミックスの蛍光寿命値の Ce

濃度を測定した． 

 

⑥ 高周波ロックインアンプを用いた蛍光寿
命計の開発 

スタンフォードリサーチ社の 200MHz 対応
可能な高周波ロックインアンプ(SR844)と近
赤外ファイバーレーザ(発振波長 775nm)を
用いて，近赤外蛍光寿命計を構成した．性能
評価の目的でインドシアニン水溶液の蛍光
寿命の濃度依存性を求めた．その後，光源を
最大 100MHzで高周波正弦波変調させた LD

に取り替えて同様の測定を行った．その後，
インドシアニングリーン誘導体化試薬を用
いて腫瘍細胞の蛍光寿命測定を試みた．しか



しながら，腫瘍細胞の誘導体化に関しては，
試料の経年劣化の影響で，安定した結果が得
られなかった．この部分が今後の課題となっ
ている． 

 

 以上のように，光源，検出系を含めた蛍光
寿命測定手法の考案，装置の製作，新規なデ
ータ解析手法のなど，装置的な部分に関して
は，当初の予定通り推移した．また，それら
の評価に関しても良好な結果を得た．結果の
多くは随時，国内外の学会で発表を行い，現
在，複数個の論文として投稿すべくまとめて
いる段階である．しかしながら，腫瘍細胞そ
のものの蛍光寿命測定に関しては，誘導体化
試薬の経年劣化のため蛍光の観測そのもの
ができなかった．しかし，試薬が合成されれ
ば測定できることを確信できるような状況
になり，現在，関係機関と連携して実験を継
続している．今後は，近赤外誘導体化試薬の
合成を共同研究先の医学部に依頼し，正常細
胞と腫瘍細胞の測定を実施することにより
その有用性を実証する．また，内視鏡測定診
断を視野に入れて，顕微鏡下で同様な測定を
行う予定である． 
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