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研究成果の概要（和文）：消化管粘膜にはnicotinamide adenine dinucleotide(NADH)やflavin adenine dinucleotide
などの自家蛍光物質が存在し、これらを利用することにより早期の腫瘍性病変を非侵襲的に検出できる可能性がある。
本課題において、我々は、主に粘膜の蛍光変化を管腔側より測定可能な新たな自家蛍光イメージング法の開発・改良を
行った。本法は大腸腫瘍性病変の非標識検出に有用と考えられた。

研究成果の概要（英文）：Nicotinamide adenine dinucleotide and (NADH) and flavin adenine dinucleotide are c
onsidered to be main autofluorescence substances included in the gastrointestinal mucosae. There is a poss
ibility that small neoplastic lesions can be detected by observing the mucosal autofluorescence. In this s
tudy, we developed and improved an NADH autofluorescence imaging method which was optimized for detection 
of bowel tumors. This method was useful for label-free detection of small-sized bowel tumors.
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１．研究開始当初の背景  
 
腫瘍組織はその発生初期から微小循環動

態上の欠陥等により恒常的に低酸素状態に
あるといわれている。また、生体内在性蛍光
物 質 で あ る nicotinamide adenine 
dinucleotide(NADH)は細胞の代謝状態に関
連して蛍光強度が変化し、細胞が低酸素状態
に陥ると NADH による蛍光強度は上昇するこ
とが知られている。大腸腫瘍の発生母地であ
る大腸粘膜は NADH を豊富に含むとされてい
る。 
以上より、大腸粘膜の腫瘍化を NADH 蛍光

強度の違いとして捉えられる可能性がある
と考えた。ただし、生体内において NADH 蛍
光を正確に測定するためには、血液の影響を
軽減・除去する必要がある。血液中のヘモグ
ロビンは NADH の励起光・蛍光を強く吸収す
るからである。NADH からの蛍光を正確に測定
することにより、腫瘍の血管密度や形状の影
響の少ない腫瘍イメージングが可能となる
可能性がある。 
 
 
２．研究の目的 
 
本研究の目的は、大腸腫瘍の生体内在性蛍

光特性を検討し、NADH 蛍光観察による腫瘍イ
メージング法を開発・改良することである。 
 
 
３．研究の方法 
 
正常大腸組織・大腸腫瘍において生体内在

性蛍光の局在・スペクトルを検討し、データ
の取得を行う。粘膜面および切断面について
光学的観察装置下で検討する。観察を終えた
検体について、HE 染色等を施し、組織診断を
行い比較検討する。 
 
 
４．研究成果 
 
生体には数種類の自家蛍光物質が内在し

ており、これらを利用することにより腫瘍を
検出できる可能性がある。本研究においては
正常大腸組織・大腸腫瘍の自家蛍光特性を検
討し、NADH蛍光に着目した非標識な腫瘍イメ
ージングの開発・改良を行った。 
まず、生体内在性蛍光物質の蛍光スペクト

ルの例を示すが（図１、２）、NADH蛍光は410 
nm励起より370 nm励起で観察しやすいことが
わかる。 
大腸正常組織における自家蛍光の局在・ス

ペクトルを検討した。生体組織は種々の自家
蛍光物質が様々な濃度で多層構造を示しな
がら存在するため、切断面および粘膜面につ
いてそれぞれ観察・検討した。切断面におけ
る検討では、UVA光～紫色光励起でその蛍光
強度を測定すると、粘膜層も蛍光を発してお

り、粘膜内の腺管上皮細胞に含まれるNADH（
あるいはFAD）が比較的強い蛍光を持ってい
ると考えられた。また、粘膜層の腺管上皮細
胞の自家蛍光を大腸内腔面から観察するに
は、UVA励起が適していると考えられた。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
図１ 生体内在性蛍光物質の蛍光スペクト
ル（３７０nm励起） 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
図２ 生体内在性蛍光物質の蛍光スペクト
ル（４１０nm励起） 
 
 
正常大腸組織および大腸腫瘍検体におけ

る自家蛍光の分光画像を取得し、正常部と病
変部における自家蛍光の差異を検討した。 
まず、正常大腸組織の管腔面において、365

±10nm で励起し、400 nm 以上のカラー蛍光
画像（CNU）と 405±20nm で励起し、430 nm
以上のカラー蛍光画像（CNV）を取得し、青
の成分のみを抽出後、それぞれを除算した例
を示す（図３）。除算後の画像では、NADH を
含む粘膜腺管上皮が比較的強調されて表現
されており、同法は粘膜を観察するのに適し
ていると考えられた。 
 
また、同様の方法を大腸腫瘍で検討した例を
示す（図４）。 
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図３ 正常大腸粘膜蛍光画像。CNU（Ex:365
±10nm   Em:400nm<）および CNV（Ex:405±
20nm   Em:430nm<）の蛍光像をカラーCCD で
撮影した。撮像した画像の青成分を抽出後、
画像間演算（除算）を行った。除算後の画像
では、腺管上皮が強調して表現されている。 
 
 
CNU蛍光画像の青成分を抽出した画像は、主
に、NADH蛍光イメージを反映すると考えられ
、それを除算したレシオ画像では大腸腫瘍が
強調されていた。また、レシオ画像は概ね腫
瘍の血管密度や形状の影響の少ないイメー
ジング法であると判断された。 
 
組織内の様々な機能分子を可視化する分

子イメージング技術は、生体機能を診断する
上で重要である。しかし、多くの分子イメー
ジング技術は目的分子を蛍光タンパクなど
のプローブで標識しなければならず、ヒトへ
応用するためには困難を伴う。一方、生体内
在性蛍光を利用する本法は、生体組織内分子
を非標識で可視化でき、ヒトへの応用も比較
的容易である。本研究は将来的には内視鏡に
よるヒト生体内 NADH 分子イメージング技術
の開発につながる可能性が示唆された。 
 
 
 

 
現在臨床において使用されている自家蛍

光内視鏡は生体内コラーゲンの蛍光を観察
することで腫瘍を間接的に可視化している
が、本法は粘膜から発生する腫瘍細胞を粘膜
の自家蛍光で直接観察するため、より小さな
腫瘍を描出できる可能性があると考えられ
た。 
また、本法は腫瘍のみならず、虚血による

低酸素環境を可視化できる可能性も考えら
れ、将来的に虚血心筋や虚血脳のイメージン
グなどにも応用できる可能性が示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図４ 大腸腫瘍蛍光画像。CNU および CNV の
蛍光像をカラーCCD で撮影した。撮像した画
像の青成分を抽出後、画像間演算（除算）を
行い、擬似カラー表示した画像を示す。除算
後の画像では、大腸腫瘍が強調して表現され
ている。 
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