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研究成果の概要（和文）：消化管腫瘍に対する抗がん剤である分子標的治療薬において、治療効果予測マーカー
の探索が重要な課題である。今回、消化管内視鏡における画像強調観察法を用いた生体内蛍光イメージング法を
開発し、消化管腫瘍の標的受容体を内視鏡下に可視化し、治療効果予測マーカーとしての有用性を検討すること
を目的に研究を実施した。臨床使用されている治療薬を目的抗体とし、理論上は内視鏡にて検出可能な蛍光物質
を用いて、抗体を標識した。検出器では腫瘍細胞に作用する抗体を検出可できた。しかし、内視鏡では、視認性
から特殊光以外に通常光も照射されており、研究期間内には、腫瘍細胞に作用した標識抗体のみを明確に検出す
るには至らなかった。

研究成果の概要（英文）：In molecular targeted agent therapies, which are anticancer therapies, 
identification for therapeutic effect predictive marker is an important issue. Our study aim was, at
 first, visualizing target receptors on gastrointestinal tract tumors under in vivo fluorescence 
imaging using image-enhanced endoscopy, and finally, investigating usefulness of these receptors as 
therapeutic effect predictive marker. The clinical used molecular targeted agents as the target 
antibodies were labeled by a fluorescent substance theoretically detectable with specific wavelength
 light irradiated by image-enhanced endoscopy. The labeled antibodies reacted with tumor cells could
 be visualized clearly using detector. However, in endoscopy system, normal wavelength light is also
 irradiated in addition to targeted specific wavelength due to improve visibility. As result, during
 the research period, the labeled antibodies reacted with tumor cells could not be detected 
specifically using endoscopy system.

研究分野：消化管悪性腫瘍
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
(1) 消化管（主に胃、大腸）に発生するがん
は、現在でも罹患率、死亡率ともに最上
位であり、さらなる治療法の発展が強く
望まれている分野である。しかし同時に、
分子標的薬の登場により、全身化学療法
が強化され、少しずつ予後の改善も進ん
でいる。一方で、分子標的治療薬のさら
なる治療効果向上には、効果的に作用す
る患者集団の選択が重要な要件となっ
ている。しかし、実際にその標的に薬剤
（抗体）が作用しているかどうかを直接
的に証明することが難しく、治療効果予
測マーカーの探索が非常に重要な課題
となっている。 
 

(2) がん細胞の増殖、進展に関わるシグナル
伝達を担う様々な増殖因子受容体は、対
応するリガンドが結合して、細胞内のチ
ロシン残基がリン酸化されることで活
性化し、その作用を発現する。現在の分
子標的薬は、このシグナル伝達を阻害す
ることを主な作用機序としている。しか
し、現状では、標的である受容体の活性
化状態を正確に把握する方法はない。そ
こで、リアルタイムに生体内のがん組織
中の治療標的受容体の発現さらにはそ
のリン酸化を評価することができれば、
分子標的薬の治療効果を予測する有用
なマーカーとなり得る。 
 

(3) 蛍光抗体法は、特定分子を検出する感度
に優れ、この蛍光抗体法を応用した生体
内分子イメージングの研究が行われて
おり、MRIや CTと並び、腫瘍の検出に
おいて、有用であることが多くの研究者
によって証明されてきた（文献①）。一
方で、消化管内視鏡検査において、狭帯
域光観察による画像強調観察法はすで
に広く普及しており、臨床的に、腫瘍血
管を明瞭化し、腫瘍の質的および範囲診
断に有効な技術となっている（文献②）。
この技術を発展させた特殊光観察法は
内視鏡から特定の波長の光だけを照射
できることからさらなる臨床応用が期
待されている。 
 

(4) 消化管に発生した腫瘍を、消化管内視鏡
システムに搭載されている特殊光観察
法を用いて直接観察することで、励起さ
れる蛍光抗体が認識する生体内の特定
の治療標的受容体ならびにそのリン酸
化が可視化できると考えられる。その結
果として、分子標的薬の治療標的受容体
の活性化が生体内においてリアルタイ
ムに評価できるため、既存の分子標的薬
のみならず今後登場する新規分子標的
薬にとっても非常に有用な治療効果予
測マーカーとなり得る。 

 

２．研究の目的 
(1) 現在すでに臨床使用されている分子標
的薬である抗体、ならびに、それぞれの
リン酸化特異的な抗体を蛍光標識した
標的抗体を作成する。まず、基礎実験に
て各々の蛍光抗体の発光特性を標的抗
体が作用する受容体を過剰発現したが
ん細胞株を用いて評価する。 
 

(2) 臨床で使用する消化管内視鏡検査シス
テムを用いて、上記細胞株に対して作用
させた蛍光標識抗体を明瞭に検出でき
るか評価、検討する。 
 

(3) 前臨床実験として、マウスモデルを用い
て、腫瘍内標的受容体蛍光イメージング
の至適条件を決定する。次に治療実験を
行い、生体内における各分子標的薬に対
する治療効果予測マーカーとしての有
用性を明らかにする。 

 
３．研究の方法 
(1) 消化管がんに対する既存の分子標的で
あるEGF受容体を本実験の最初の検出標
的として選別した。そこで、すでに臨床
使用されているセツキシマブ（抗 EGF-R
抗体）に対して、蛍光標識を行うことし
た。実臨床で用いる消化管内視鏡システ
ムにて行える特殊光観察法にて励起波
長照射ならびに蛍光波長の検出が行え
る蛍光物質を選定し、セツキシマブにお
いて、蛍光標識を行った。 
 

(2) EGF 受容体を過剰発現しているがん細胞
株である A431 細胞株に対して、蛍光標
識セツキシマブを反応させ、無標識セツ
キシマブならびに抗体を含まない溶媒
のみをコントロールにおいて、がん細胞
と反応した蛍光抗体の検出を試みた。具
体的には、まず、底面のみ透明な遮光さ
れた96ウェルプレートにA431細胞を培
養し、十分に増殖したところで、培地を
破棄して、細胞を洗浄し、4％ホルムア
ルデヒドを添加した。溶液を破棄し、再
び十分に洗浄したところで、標識セツキ
シマブ希釈液ならびに無標識セツキシ
マブ希釈液を各ウェルに 100μl ずつ添
加し、37℃にて暗室で一晩培養した。抗
体を破棄して、よく洗浄した上で、蛍光
抗体検出用のプレートリーダーにて検
出した。この際、発光波長の検出域内で
ある励起波長360nm、検出発光波長465nm
の条件にて検出を試みた。 
 

(3) 同様に蛍光標識セツキシマブをがん細
胞と反応させ、無標識セツキシマブをコ
ントロールとして、実際の消化管内視鏡
システムを用いて、検出を行った。具体
的には、内部が完全に暗室となる箱を用
意し、内部に各ウェル内で A431 細胞と



セツキシマブを反応させた 96 ウェルプ
レートを安置して、消化管内視鏡を暗室
箱内に挿入した。通常白色光で位置を確
認した上で、特殊光観察に切り替えて、
標識セツキシマブ反応細胞とコントロ
ール細胞を観察し、両群間のコントラス
トが得られるかを評価した。 

 
４．研究成果 
(1) 当初、消化管内視鏡システムに搭載され
ている特殊光観察法の一つである赤外
光観察で照射可能な赤外線波長で励起
される蛍光抗体を標識物質として採用
する予定であった。しかし、消化管内視
鏡システム開発を行う企業担当者にイ
ンタビューを行い、さらに、赤外光観察
のシステムを調べた結果、励起波長とし
て赤外線は照射するものの、想定される
蛍光波長を検出できるフィルターが装
置に搭載してないことが判明し、励起波
長として赤外線を採用することを断念
した。そこで、既存の特殊光観察で蛍光
波長も検出しうる条件として、405nm を
励起波長とし、420nm を蛍光波長とする
蛍光物質により抗体標識を行うことと
した。 
 

(2) EGF 受容体が過剰発現しているがん細胞
株であるA431細胞を96ウェルプレート
に培養し、十分に増殖させた後、蛍光標
識セツキシマブを反応させ、無標識の同
抗体ならびに抗体を含まない溶媒をコ
ントロールとして、標識の効率ならびに
検出力を評価した。プレートリーダーに
て励起の可能な360nmのレーザーで励起
し、465nm の蛍光波長を検出したところ、
コントロール群に対して、約 1.5 倍の感
度で検出できることを確認した。下図で、
A431 細胞と反応させた時の各群の検出
発光度を示した。（左：抗体含有しない
溶媒のみ、中央：無標識セツキシマブ、
右：標識セツキシマブ） 
 

    図 1 各群の検出発光度 
 

(3) 同様にA431細胞を96ウェルプレートに
培養し、標識したセツキシマブと、コン
トロールとして無標識セツキシマブの
両群を反応させ、まず、標識が行われ、
発光波長が検出できることを、プレート
リーダーで確認した。その上で、プレー
トを暗室箱内に安置し、富士フィルムメ
ディカル株式会社製の消化管内視鏡に
搭載されている短波長狭帯域光観察 BLI
（Blue Leaser Imaging）を用いて観察
を行い、標識セツキシマブの検出を試み
た。結果、BLI システムでは、内視鏡に
よる消化管構造の視認のため、400～
420nm のレーザー以外に微弱ではあるが
通常光が照射されており、標識抗体と反
応させた群と、コントロール群の間に明
瞭なコントラストは得られなかった。励
起波長以外に、通常光の波長が両細胞群
に照射されてしまったため、蛍光波長の
検出が不可能であった。 
 

(4) 問題解決策として、一つには、内視鏡シ
ステムから照射される通常光を完全に
遮断することで、検出感度が上昇すると
考えられたが、システム上の問題もあり、
容易ではなかった。もう一つには、蛍光
抗体の標識効率や、がん細胞と抗体の反
応効率を向上させることで、より強い発
光が得られ、検出感度が上昇する可能性
があると考えられた。そのため、蛍光物
質による標識条件を施行錯誤し、また抗
原抗体反応の条件もより生理的なもの
へと工夫したが、本研究期間中には、当
初期待した検出感度を得ることはでき
なかった。今後さらなる高感度の蛍光抗
体の開発と、少し技術的に違いのあるオ
リンパス社製の消化管内視鏡に搭載さ
れ て い る 蛍 光 観 察 AFI （ Auto 
Fluorescence Imaging）を使用すること
で、問題が解決される可能性がある。 
 

(5) がん細胞株を用いた生体外実験におい
て、消化管内視鏡検査に搭載されている
特殊光観察システムでは、がん細胞に対
して反応した目的標識抗体と、無標識抗
体との間に明確なコントラストを得ら
れなかった。そのため、本研究で予定し
ていたマウスを用いた動物実験には、本
研究期間内に進展させることができな
かった。今後、内視鏡システムでの蛍光
抗体検出感度が上昇すれば、速やかに動
物実験への移行は可能と考えられる。 
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