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研究成果の概要（和文）：口腔癌を含めた全ての癌において、その早期発見、低侵襲治療を可能とする安全、簡
便、経済的かつ高感度な診断法の開発が望まれる。現在行われている生検による病理組織学的診断には外科的侵
襲等の問題が、細胞診には感度および特異度において未だ改善の余地があるという問題点がある。そこで本研究
では、癌細胞内のポルフィリン代謝異常に基づき、癌細胞を高感度・高特異度に検出できる5-アミノレブリン酸
（5-ALA）を用いた蛍光診断に着目し、この原理を細胞診に応用することにより、その診断精度を向上させ得る
可能性を検証することを通して、従来の細胞形態と染色性のみに依らない新たな細胞診の確立を目指した。

研究成果の概要（英文）：There is an urgent need to develop safe, simple, economical, and highly 
sensitive diagnostic methods that enable early detection and minimally invasive treatment of all 
cancers, including oral cancer. Histopathological diagnosis by biopsy, which is currently performed,
 has problems such as surgical invasion, and cytology still has problems in sensitivity and 
specificity. Therefore, in this study, we focused on fluorescence diagnosis using 5-aminolevulinic 
acid (5-ALA), which can detect cancer cells with high sensitivity and specificity based on 
abnormalities in porphyrin metabolism within cancer cells. By applying this principle to cytology, 
we aimed to establish a new cytology that does not rely solely on conventional cell morphology and 
staining.

研究分野：外科系歯学、再生医療

キーワード： 蛍光診断　細胞診　口腔癌　口腔白板症　上皮性異形成　5-ALA　ALA-Cytology

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
従来の細胞診での診断根拠となる癌細胞の形態学的特徴に加え、本研究で確立した新たALA-Cytologyでは、細胞
内代謝異常という機能面の評価を併用できるため、簡便でより正診率の高い新たな細胞診の確立に繋がると考え
られる。本法が診断のスタンダードになれば、生検による外科的侵襲を避けられる上、これまでの細胞診の感度
および特異度を改善することに直結し、きわめて学術的・社会的意義の高い研究である。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
癌治療後の予後の向上や QOL の維持には、癌の早期発見・早期治療がきわめて重要である。ま

た超高齢社会・人口減少社会を迎えたわが国があらゆる産業分野で引き続き良好な生産性を維
持していくためには、治療を受けた癌患者の早期社会復帰の推進が重要であり、このような観点
からも癌の早期発見を可能とする安全、簡便、経済的かつ高感度な診断法・検出法の開発が望ま
れる。現在、癌の診断に用いられている検体検査には組織診断と細胞診断の二つがある。組織診
断は癌が疑われる部位の生検により行われるが、外科的侵襲を伴うため、①患者に一定の身体的
負担を強いること、②癌の発生部位により生検自体が困難または不可能な場合があるなどの短
所がある、一方、細胞診断は擦過・剥離した細胞を用いることから、①視認できる部位であれば
原則適応可能、②中空針を用いた穿刺吸引により直接視認できない部位にも適応可能な場合が
あるなどの特徴がある。また細胞診断は組織生検に比較して患者の身体的負担が少なく、手技も
比較的簡便であること、さらに最近細胞診断用の各種キットが開発され診断プロセスの定型化
が進んだことから、現在大きく普及しつつある。細胞診断では、Papanicolaou 染色、Giemsa 染
色、PAS 染色、Alcian blue 染色などの各種染色を経て、class 分類（パパニコロウ分類）ある
いは各臓器毎の癌取り扱い規約に定義された分類により、良性・悪性の診断がつけられるが、い
ずれも細胞の形態的特徴と染色態度を基準として診断する方法であり、異常細胞における細胞
内代謝変化などの機能面の評価を診断のために利用しようとする試みは未だなされていない。 
 
２．研究の目的 
多くの癌細胞においてはポルフィリン代謝に異常があることから、癌細胞がポルフィリン代
謝の出発物質である 5-アミノレブリン酸（5-ALA）を取り込むと、中間代謝産物であるプロトポ
ルフィリンⅨ（PPⅨ）の細胞内蓄積が起こる。この PPⅨは 405 nm光で励起されると 636 nm の
赤色蛍光を発することから、癌細胞のみを正常細胞から区別して可視化することが可能であり、
現在脳神経外科領域や産婦人科領域で臨床応用が開始されている。これまでにわれわれは、簡便
に操作できる小型の蛍光観察装置を開発するとともに、口腔癌に対する 5-ALA を用いた光線力
学的診断（5-ALA-based Photo Dynamic Therapy: ALA-PDD）の可能性につき検討を行ってきた。
その結果、上皮内癌（carcinoma in situ）に対しては感度 91.2％、特異度 91.3％、高度上皮性
異形成（WHO2017）に対しては感度 85.2％、特異度 91.3％での検出に成功した。このことから、
本法は簡便かつ安全で、患者負担の少ない新たな口腔癌診断法になり得るという確信を得、学会
等で広く報告してきている。ALA-PDDは、これまで広く行われていた組織や細胞の形態的変化に
基づく組織診断や細胞診断と異なり、癌細胞内で起こる細胞内代謝の変調や異常を感知してい
るものである。細胞異型や組織異型などの形態学的変化には、必ずそれらに先行する細胞内代謝
の変化が必要と考えられることから、この細胞内代謝の変化を正確かつ高感度に捉える本診断
法は、従来の組織診断や細胞診断に比べ、口腔癌の早期発見や早期診断に大きく貢献するものと
考えられる。 
そこで本研究では、この ALA-PDDの原理を細胞診にも応用できる点に着目し、5-ALA を用いた
新たな細胞診（ALA-Cytology）を確立できる可能性について検証することを目的とした。ALA-PDD
は先にも述べたように、癌細胞の微細構造を含む形態学的変化に先行する細胞内代謝系の異常
を検知する手法であることから、ALA-Cytology は従来の形態学的診断を補完する形での診断を
可能とし、これまでの細胞診の精度を飛躍的に高め得ることが予想され、想定される結果が得ら
れることにより、口腔癌以外の悪性腫瘍への応用拡大、ひいては細胞診の新領域開拓にも繋がる
と考えられた。 
 
３．研究の方法 
（１）in vitro における口腔癌細胞に対する 5-ALA の効果 
 各種口腔癌細胞および口腔正常細胞を対象に、各種濃度（0、1、2、5 mM）の 5-ALA で処理し、
一定時間（1、2、3、6、12 時間）後に蛍光顕微鏡（405nm励起）を用いて細胞の赤色蛍光を観察
し、腫瘍細胞と正常細胞間での蛍光強度差、また癌細胞の種類による蛍光強度差について検討し、
最も蛍光強度差の得られる処理条件の特定を各細胞毎に行った。さらに細胞毎に決定された条
件で処理した癌細胞を、従来の細胞診で行われている工程で処理した後、Papanicolaou 染色、
Giemsa 染色、PAS 染色、Alcian blue 染色などを行い、5-ALA処理が各癌細胞の染色態度に及ぼ
す影響につき検討し、5-ALA処理が従来の細胞診判定や診断精度に与える影響について検討した。
対象とする癌細胞として、口腔癌細胞株では歯肉扁平上皮癌由来 Ca9-22細胞株、舌扁平上皮癌
由来 SAS 細胞株、口底扁平上皮癌由来 HSC-2細胞株およびヒト正常口腔粘膜上皮細胞株 NOMKと
した。 
 
（２）ヒト口腔癌症例における 5-ALA 細胞診（ALA-cytology）結果と生検結果の関連について 
 口腔癌（あるいは上皮性異形成）を疑う口腔粘膜病変を有する患者を対象として、われわれが
すでに臨床応用している ALA-PDD（前述）を施行し、赤色蛍光が認められた部位に対して細胞診
を実施し、通法により塗抹標本を作成することとした。この標本に対して、Papanicolaou 染色



実施前に蛍光顕微鏡（405nm 励起）観察を行い、赤色蛍光を有する細胞を記録した後、
Papanicolaou 染色を行い細胞学的診断を行った後、再度蛍光顕微鏡（405nm 励起）観察を行っ
た。一方、赤色蛍光が認められた同一部位から生検により組織を採取し、通法により病理組織学
的診断を行った。これにより、同一症例において施行された ALA-cytology（Papanicolaou 染色
＋5-ALA による蛍光細胞診断）の診断結果と生検材料から得られた病理組織学的診断結果を比較
し、①ALA-cytology 結果と病理組織学的診断結果の一致率、②Papanicolaou 染色による細胞形
態や染色態度のみからは診断が困難な症例における正診率の向上等について検討し、より精度
の高い新たな細胞診の確立を目指す。以上の検討により、初期口腔癌（および高度上皮性異形成）
を対象とし、細胞の形態学的特徴のみに依存せず、細胞内代謝異常という細胞機能を包含する新
たな細胞診断、ALA-cytologyの確立を目指した。 
 
４．研究成果 
（１）in vitro における口腔癌細胞に対する 5-ALA の効果 
 口腔癌細胞として、SAS、HSC-2、Ca9-22を、また正常口腔粘膜上皮細胞として NOMKを対象に、
それぞれを培養後、0、1、2、5 mMの濃度で 5-ALA処理し、1、2、3、6、12 時間培養した。それ
ぞれを励起波長 405 nm、蛍光波長 635 nm で蛍光顕微鏡で観察した。その結果、口腔癌細胞では
1 mM 以上の濃度で赤色に蛍光し、正常口腔粘膜上皮細胞では蛍光は認められなかった（代表例
として、図１に SAS、図２に NOMKを示す）。この結果から、5-ALA濃度は 2 mMで実施することと
した。なお、5-ALA 添加後の細胞でも通常細胞診で行われる Papanicolaou 染色等は問題なく実
施することができ、染色性においても問題はなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



（２）in vitro における各種口腔癌細胞における 5-ALA処理後の蛍光および輝度値の比較 
 上記と同様の口腔癌細胞および正常口腔粘膜上皮細胞を、浮遊培養用 96well プレートに播種
し、（１）の結果をもとに 2 mMの 5-ALA を添加し、1、2、3 時間後に細胞の蛍光を観察した（代
表例として HSC-2 および NOMKの結果を図３に示す）。 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ここで得られた蛍光強度を元に、それぞれの口腔癌細胞と正常口腔粘膜細胞との輝度値を算出

し、細胞毎の輝度値としてグラフ化したところ、正常細胞と癌細胞の間にカットオフ値を設定す

ることが可能であった（図４）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

これらの結果から、今回の研究で確立した ALA-Cytology は機能面から癌細胞を診断すること

が可能であり、細胞診の新たな基準となる可能性が示唆された。 

 

（３）ヒト口腔癌症例における 5-ALA 細胞診（ALA-Cytology）結果と生検結果の関連 

 （２）までに得られた in vitro の結果をもとに、実際の口腔癌あるいは上皮性異形成病変で

の ALA-Cytologyの可否について検討することとした。図５に示すように方法を決定し、臨床研

究審査委員会の承認を得た。同意の得られた患者を対象に、ALA-Cytology および従来の細胞診

のための擦過を行うとともに、ALA-PDDと生検を実施し、これらの結果の整合性について詳細に

検討中である。現時点では未だ少数の症例のみであるが、この確立した方法を用いて、今後は症



例数を増やし、ALA-Cytology の精度を高めるとともに、広く臨床応用できるように研究を進め

る予定である。 
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