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研究成果の概要（和文）：肺癌予後因子について研究がなされ、肺腺癌組織亜型が注目されている。その中でも
微小乳頭癌（Micropapillary）は特に予後不良因子であることが分かってきているものの、現状では組織亜型ま
では踏み込んで手術術式が検討されていない。その原因として組織亜型が術中迅速病理学検査にて診断が不可能
であることが上げられる。そこで、組織に直接滴下・噴霧することで蛍光として癌細胞を認識することができる
癌特異的蛍光プローブを用いてreal timeに肺癌および組織亜型診断の診断・可視化が可能であれば、再発防
止、予後良好となると考えた。実用性の高い肺癌特異的蛍光プローブの探索・同定のための実験を行った。

研究成果の概要（英文）：Lung cancer prognostic factors have been studied and lung adenocarcinoma 
histologic variants have been noted. Among them, micropapillary adenocarcinoma has been found to be 
a particularly poor prognostic factor, but at present the operative procedure has not been examined 
by stepping into tissue subtypes. 
As the cause, it is raised that the diagnosis of tissue subtypes can not be made by intraoperative 
rapid pathological examination. Therefore, if it is possible to diagnose and visualize lung cancer 
and tissue subtype diagnosis in real time using cancer specific fluorescent probes that can 
recognize cancer cells as fluorescence by direct dropping and spraying onto tissues, it is possible 
to prevent recurrence. It was thought that the prognosis would be good. We conducted experiments for
 searching and identifying highly practical lung cancer-specific fluorescent probes.

研究分野： 呼吸器外科
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　術中に迅速かつ簡易的に予後不良因子となり得る組織型、遺残癌細胞が同定できる癌特異的蛍光プローブの創
製、活用は外科医にとって手術切除範囲決定の補助になりうると考える。これにより、わが国のがん死亡者数第
一位の肺癌の予後改善が期待される。
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１．研究開始当初の背景 

	 肺癌はわが国のがん死亡者数第一位の疾患であり、早期肺癌は全体の約 3割を占め、肺腺癌

は全体の約半分を占める。肺癌に対する標準術式は肺葉切除であるが、CT画像上、すりガラ

ス陰影を呈する小型肺腺癌は病理学的に低悪性度を反映しており、切除成績良好であるため日

本を中心に小型肺腺癌に対する縮小手術(部分切除・区域切除)の臨床試験が実施されている。

しかし、肺癌の予後を示す分類として腫瘍内部の組織亜型までは踏み込んで検討されず、手術

術式に反映されないのが現状である。WHOから肺腺癌組織亜型分類が定義され、その予後因

子について研究がなされ、微小乳頭癌（Micropapillary: MIP）は特に予後不良因子であること
が分かってきてきた。しかし、腫瘍内部の組織亜型が術中迅速病理学検査にて診断可能かどう

か検討した後ろ向き研究では、術中凍結標本ではMIPを正確に診断することが困難であるとい
う結果となった。また、小型肺腺癌の組織亜型が手術術式(肺葉切除、縮小手術)に与える影響
についても検討したところMIPに対して縮小手術を施行した場合、局所再発を来しやすいこと
が分かった。現在、小型肺腺癌に対して縮小手術が行われつつあるが「組織亜型を考えて切除

範囲を決定した方がいい」と考えられつつある。 

	 癌特異的蛍光プローブとは、癌細胞に発現する酵素と反応する機能性蛍光色素であり、組織

に直接滴下・噴霧することで蛍光として癌細胞を認識することができる。酵素反応を利用する

ため、反応時間も短く、real timeに可視化が可能な画期的な技術である。迅速かつ簡便に組織

亜型を診断可能な、実用性の高い癌特異的蛍光プローブを同定するため基礎研究を進めた。 

２．研究の目的  

	 癌特異的蛍光プローブを用いて MIP componentを含めた肺腺癌組織亜型の術中迅速診断お

よび縮小手術時の切離肺断端面遺残癌細胞検出のための基礎研究を行うことを目的とした。 

３．研究の方法 

	 新規癌特異的蛍光プローブが肺癌特異的蛍光プローブとなり得るか肺癌細胞株および手術検

体を用いて検討を行った。実験方法は以下の通りである。 

①	 癌細胞に高発現しているとされる酵素 γ –glutamyltranspeptidase (GGT)に対する蛍光プロー

ブ γ-glutamyl hydroxymethyl rhodamine green (gGlu-HMRG)を用いて、肺癌細胞株および手術

検体を用いて検討を行った。 

②	 新規特異的蛍光プローブを用いて、肺癌組織型による蛍光強度の違い、標的酵素の同定・

解析を行った。さらに肺腺癌細胞（特に MIP component）の酵素・蛍光局在を同定し、迅

速診断に適した蛍光プローブを探索した。 

 

 

 

 

 

 
 



４．	 研究成果	

①	 肺癌細胞株に対する蛍光プローブ gGlu-HMRGの有効性について検討を行った。 

Cell lysateの状態に細胞を加工して gGlu-HMRGとの反応性を確認した。Cell lysateの状態

であっても腺癌細胞株(A549, H441)、大細胞癌(H460)においては、経時的な蛍光強度の上

昇を認めたが、小細胞癌(H82)、扁平上皮癌(H226)においては変化を認めなかった。（図

A）この結果は生細胞イメージングにおける蛍光強度の変化とほぼ同様な結果となった。

すなわち、肺癌細胞株においては gGlu-HMRGに反応する GGT活性をもつ肺癌細胞株

(A549, H441, H460)ともたない肺癌細胞株(H82, H226)があることが示された。 

gGlu-HMRGと反応する酵素が GGTであるか確認するため、GGTの subtypeのうち GGT1

の mRNA発現レベルを qRT-PCRにて解析を行った。qRT-PCRの結果から生細胞イメー

ジングやライセートアッセイにて gGlu-HMRGと反応が確認出来た肺癌細胞株(A549, 

H441, H460)においては、GGT1の相対的遺伝子発現の値が高いが、反応の確認ができなか

った肺癌細胞株(H82, H226)では、その発現が低いことが確認された。（図 B）背景には腫

瘍に発現する酵素活性に違いがあると考えられた。すなわち、癌特異的蛍光プローブは、

肺癌の組織型によって異なる酵素活性を高感度に検出できる可能性があることが示唆さ

れ、蛍光画像から癌細胞を認識可能であることを証明できた。 

 
②	 	 新規癌特異的蛍光イメージングに応用できるよう他のアミノ酸を結合させた蛍光プロ

ーブを創製した。また、病理学的診断により組織型を同定した手術検体（73症例）を用
いて、gGlu-HMRGをはじめ、新規創製した peptide-HMRG、peptide-2Me-SiRなど多数
の蛍光プローブを用いて正常肺と腫瘍との蛍光上昇値の違いを検討した。 

肺癌手術検体全体では gGlu-HMRGを用いた場合、診断率は 43.8%、特異度 84.9％であっ

た。臨床病理学的には腺癌、女性、非喫煙者に反応しやすい傾向を認めたが、扁平上皮癌、

男性、喫煙者では反応しにくい傾向にあった。組織型では蛍光強度の比較的強い肺腺癌（25
症例）に着目した。ライセートスクリーニング結果をもとに選定したプローブ（30種類）
の中で 3種類の蛍光プローブが平均 AUC：0.83 (0.815-0.84)であり、識別能力が良好で
あることが証明された。これらの癌特異的蛍光プローブは先行研究で用いた gGlu-HMRG
よりも有用であることがわかった。しかし、組織型による各種蛍光プローブの蛍光上昇の

違いに関して検討可能であったが、MIPなどの組織亜型の蛍光局在の解明および術中検
出法を確立するまでには至らなかった。今後、症例集積を含めてさらに研究を進めていく。 
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