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研究成果の概要（和文）：本研究は、最新の蛍光色素プローブ、プロテオグリーンを用いて、頭頸部微小癌を可
視化できるのかを検証し、将来的に手術による癌の取り残しを無くすことを目指した研究である。プロテオグリ
ーンにより、頭頸部癌の一部で可視化に成功した。しかし、多くの腫瘍では正常な腺組織、線維性結合組織、軟
骨、リンパ球などが可視化され、腫瘍部が可視化されなく、今後の課題を残した。

研究成果の概要（英文）：This study aims to validate whether the head and neck microcancer can be 
visualized using novel fluorochrome probe, Proteogreen to completely eliminate head and neck cancer 
in the operation in the future. We succeeded in visualization with some head and neck cancers. 
However, normal glandular tissue, fibrous connective tissue, cartilage and lymphocytes were also 
visualized in almost tumors. The further study will be required for establishment of intraoperative 
imaging with this probe.

研究分野：頭頸部癌

キーワード： 術中イメージング　プロテオグリーン
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１．研究開始当初の背景 
内視鏡検査時や術中に癌の病巣を明らか

にするために、ルゴール染色や狭帯域光観

察（NBI）が行われてきた。しかし、これ

らの手法では、原発の周囲に転移した 1 

mm 以下の微小癌を検出できない。最近、

癌組織で特異的に蛍光を発する試薬プロテ

オグリーン（gGlu-HMRG）が開発された。

プロテオグリーンは、多くの癌細胞で発現

が亢進しているγ-グルタミルトランスペプ

チダーゼ（GGT）の酵素反応を標的とする

試薬で、癌組織にスプレー後 5分ほどで癌

部が緑色の蛍光を発する（図 1）。これまで

にプロテオグリーンによって、乳癌および

大腸癌検体では、癌組織特異的に蛍光を発

すること、顕微鏡と組み合わせることで肉

眼では識別困難な 1 mm以下の微小癌部位

を同定できることが明らかとなった（Ueo 

et al., Scientific Reports 5:12080, 2015; 

Sato et al., Digestion 91:70-76, 2015）。一

方、頭頸部癌ではプロテオグリーンが癌細

胞の同定に利用できるのかわかっていなか

った。 
 
２．研究の目的 

本研究では、当科の頭頸部腫瘍・手術検

体（経口的内視鏡下切除を含む）を用いて、

可視化できる癌の組織型、部位のリスト及

び治療歴リストを作成することを目指した。

可視化が有効であった癌種について、最も

有効なプロテオグリーンの評価条件（時間、

濃度など）、病理検査と対比することによる

癌の深部進達度、異形成の程度との関連を

明らかにすることとした。 
 
３．研究の方法 
頭頸部腫瘍手術検体を採取後、すぐにプロ

テオグリーン（50 μM）を添加し、480 nm

の励起光を当て、ロングパスフィルターを

用いて525 nmの緑の蛍光を肉眼およびカメ

ラで検出し、腫瘍部が可視化されるのかど

うか調べた（図２）。その後、10％ホルマリ

ン固定を行い、パラフィンブロックを作製

し、HE 染色を行い、精査した。さらに、GGT

の免疫染色を行い、腫瘍細胞で GGT が発現

しているのか確認した。 

 
４．研究成果 

プロテオグリーンによる頭頸部腫瘍の可視

化 

プロテオグリーンを用いて調査した腫瘍の

種類は、舌癌（組織型は扁平上皮癌、以下

SCC と略す）、中咽頭癌（SCC）下咽頭癌（SCC）、

喉頭癌（SCC）、原発不明癌（SCC）、副鼻腔

癌（SCC）、口腔癌（SCC または腺房細胞癌）

図 1プロテオグリーンによる癌細胞イメ

ージング機構。プロテオグリーンは、細

胞膜に発現するγ-グルタミルトランス

ペプチダーゼ（GGT）によって蛍光を発

するHMRGが生成される。HMRGはエ

ンドサイトーシスにより細胞内のリソ

ソーム内に蓄積するため、癌細胞のみが

蛍光を発する。（五陵化薬プロテオグリ

ーンのホームページの図一部改変） 

図 2 下咽頭癌検体（扁平上皮癌）の腫瘍部と

正常部の境界領域の蛍光イメージング。明視野

では腫瘍部と正常部の境界の区別はつかなか

った（A）。プロテオグリーン（50 μM）を用

い、腫瘍部のみが可視化した（B）。病理診断（HE

染色）においても GGT で可視化された領域が

腫瘍部と完全に一致していた（C）。 



である。プロテオグリーンの可視化部位と

腫瘍部が一致したものは、下咽頭癌、副鼻

腔癌（篩骨洞癌）、原発不明癌の検体の一部

で見られた（図 2）。さらに GGT の免疫染色

をした結果、腫瘍細胞において GGT が強く

発現しており、一方、正常細胞では発現し

ていなかった。 

一方、プロテオグリーンの可視化部位と腫

瘍部が全く一致しなかったものは、舌癌、

中咽頭癌、下咽頭癌、喉頭癌、口腔癌（腺

房細胞癌）、原発不明癌の一部で見られた。

そして可視化された部位は正常な腺組織、

線維性結合組織、軟骨、リンパ球などであ

った。また喉頭癌では、正常な喉頭蓋およ

び声門下の粘膜が480 nmの波長の光を当て

ると 525 nm の自家蛍光があり、腫瘍が可視

化されているのか判断しづらかった。また

一部の口腔癌および喉頭癌の検体では、プ

ロテオグリーンで可視化されてこなかった。 

 以上をまとめると、本研究では、プロテ

オグリーンによって下咽頭癌、副鼻腔癌（篩

骨洞癌）、原発不明癌の検体の一部で可視化

ができた。これらは、組織型は SCC であっ

た。しかしながら、同じ組織型でも、可視

化できない検体ものも多くあり、今後さら

に検討する必要がある。またプロテオグリ

ーンは、検体にスプレーした後、腫瘍部で

GGT が強く発現していた場合、大量に HMRG

が生成され、腫瘍細胞が吸収しきれない分

の HMRG が周りの正常細胞にもエンドサイ

トーシスで入ってしまうことで、偽陽性に

なってしまう可能性がある。しかし、この

点に関しては、プロテオグリーンをスプレ

ーして一定の時間経過後、生理食塩水で洗

い流す条件などを確立することで解決でき

るだろう。一方、本研究では検体数をでき

るだけ多く集めるという観点から、検討で

きなかったが、今後、術前の化学療法、放

射線治療の腫瘍細胞の GGT の発現への影響

も考慮していく必要がある。したがって、

今後は前治療なしの初回手術、術前化学療

法後の手術、放射線照射後の再発または残

存の手術の治療履歴別に検体を分類、そし

て組織型、部位別に分類して調査していく

ことで、頭頸部領域の腫瘍細胞をプロテオ

グリーンで可視化できるのかどうか、明ら

かにできると考えられる。しかしながら、

本研究の結果から、GGT は正常な腺細胞で

も発現が高いことから、腺細胞が多く分布

している頭頸部領域における癌細胞との区

別は難しい可能性があり、GGT 以外をター

ゲットにした蛍光プローブの検討も必要と

なるだろう。 
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