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研究成果の概要（和文）：5-アミノレブリン酸(5-ALA)および酵素活性検出蛍光プローブを用いて癌の蛍光イメ
ージングの検討を行った。5-ALAの検討では胆嚢癌と膵癌の一部で癌特異的な蛍光が観察された。また酵素活性
検出蛍光プローブの検討では、γ-glutamyl transpeptidase(ＧＧＴ)活性検出蛍光プローブが膵癌細胞株および
膵癌モデルマウスに有用であった。またβ-galactosidase(β-Gal)活性検出蛍光プローブが胃癌、肝細胞癌に有
用であることが明らかとなった。今後、膵癌の臨床検体に対して5-ALA、GGTならびにβ-Gal活性検出蛍光プロー
ブを応用し、実際の診断能について追究する。

研究成果の概要（英文）：Aiming at intraoperative real-time imaging of pancreatic cancer, we 
investigated using 5-aminolevulinic acid (5-ALA) and activatable fluorescence probe. In the 5-ALA 
study, cancer specific fluorescence was observed in some pancreatic cancer and gallbladder cancer 
cases. Although the reason resulted in false-negative cases was future issue, it was suggested that 
5-ALA was useful for cancer imaging. In the activatable fluorescence probe study, γ-glutamyl 
transpeptidase (GGT)-activatable fluorescence probe can visualize pancreatic cancer cell lines and 
peritoneal metastatic nodules of pancreatic cancer model mice. We additionally investigate gastric 
cancer and hepatocellular carcinoma using activatable fluorescence probe, and found that β
-galactosidase(β-Gal)-activatable fluorescence probe was useful for both gastric cancer and 
hepatocellular carcinoma. We will further investigate human pancreatic cancer imaging by using 5-ALA
 and activatable fluorescence probe targeting GGT or β-Gal.

研究分野： 消化器外科学

キーワード： 膵癌　5-ALA　GGT　蛍光イメージング

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
術中リアルタイムイメージングを実現可能となれば、手術の安全性、確実性が向上すると考えられ、結果として
患者の予後向上に貢献できる。今回の研究成果は、術中リアルタイムイメージングの実現に向けた一助になり得
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、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
5-amnoluvlinic acid (5-ALA)は内因性のヘム生合成前駆体であるアミノ酸である。この 5-

ALA は細胞内に取り込まれると、細胞内で porphobilinogen deaminase (PBGD)により
protoporphyrinIX(PpIX)に代謝され、ferrochelatase の左葉で heme が合成される。癌細胞は
PBGD の活性が高く、ferrochelatase の活性が低いため、5-ALA を投与すると蛍光物質である PpIX
が蓄積するという性質を有する（Peng-Q et al. Cancer 2008）。今までに我々はヒト大腸癌細胞
株によるマウスの直腸癌リンパ節転移モデルを用いて、5-ALA の術前投与による微小転移の検出
の有用性を発表した（Murayama et al, Int J Cancer. 2009）。また同手法を用いて臨床応用し、
胃癌（Murayama et al, Anticancer Res. 2012）、大腸癌（Kondo, Murayama et al. Int J Oncol. 
2014）、膵癌（Harada et al. Oncol Lett. 2018）の腹膜播種、胃癌（Koizumi, Murayama et al. 
Ann Surg Oncol. 2013）、大腸癌（Harada, Murayama et al. Int J Mol Sci. 2013）のリンパ節
転移診断に有用であることを報告した。また、切除標本での原発巣でも癌領域で PpIX の蛍光が
確認された。 
 またγ-glutamyl transpeptidase(GGT)はグルタチオンなどのγ-glutamyl 基を加水分解する
酵素であり、実地臨床では肝機能の指標として測定されている。この GGT 活性を有する癌細胞株
に GGT 活性検出蛍光プローブ（ProteoGREENTM-gGlu）を噴霧すると癌細胞のみで蛍光を認める
（Urano et al. Sci Transl Med. 2011）。胃癌や大腸癌など、消化器癌でも GGT 活性が高いこ
とはすでに確認している。 
 膵癌患者では、腹膜播種や大動脈周囲リンパ節転移、肝転移を伴うと予後が極めて悪く、それ
らを認めれば根治手術は困難である。また、膵頭十二指腸切除術は高侵襲手術であり、根治手術
が遂行できないのであれば速やかに化学療法に切り替える必要がある。従来は、大動脈周囲リン
パ節転移の有無や膵管断端の診断は術中迅速病理診断に提出するが、その診断には時間を要す
る。本方法が可能となれば、膵癌に対する手術中に断端診断、リンパ節診断がリアルタイムに行
うことが可能となり、Over-surgery を避け、早期に化学療法を施行することができる。また、
癌が遺残することのない、オーダーメイドの手術が可能となると考えられる。 
 
２．研究の目的 
 我々は、5-ALA を用いたリンパ節転移診断に対する有用性を基礎的ならびに臨床応用し報告し
てきた。5-ALA 服用のタイミングや検出機器ならびに方法についてのノウハウを有している。リ
ンパ節転移に関してはリンパ濾胞による偽陽性を認めることも確認済みであり、これをコンピ
ュータによる画像解析や退色時間による解決を目指す。 
 GGT 活性検出蛍光プローブは卵巣癌の診断に有用であることが報告されているが、消化器癌に
対する報告は今までにない。このプローブは 5-ALA とは違い、酵素反応が早いため、あらかじめ
投与する必要が無く、切除検体に噴霧するのみで反応が得られる。それを用いた臨床検体につい
て蛍光診断の有用性について検討する。 
 今までの手法を応用したベッドサイドでも使用可能な蛍光診断検出機器の開発を行い、消化
器癌、特に予後不良の膵癌患者に対する手術中にリンパ節転移診断や膵管断端に対する診断を
リアルタイムに蛍光診断するのが本研究の目的である。 
 
３．研究の方法 
(1)5-ALA を用いた検討（胆道癌） 
 膵癌と比較するため胆道患者に対して手術 3時間前に 5-ALA20mg/kg を内服し、通常の切除術
を施行。切除標本に対して蛍光観察を行う。蛍光観察は実体蛍光顕微鏡（SZX16:オリンパス、
exitation, 405nm; emission, 640±12.5nm）を用いる。 
(2) 5-ALA を用いた検討（膵癌） 
 膵癌患者に対して上記(1)と同様の方法で切除標本の蛍光観察を行う。 
(3)膵癌細胞株における GGT 活性の検討 
 膵癌細胞株 6種 KP4-1, PK45-H, PK-1, MIA-Paca2, Panc1, SUIT-2 から CelLyticM を用いて
非変性のライセートの作成を行い、タンパク質濃度で調整したライセートの GGT 活性を GGT 活
性検出蛍光プローブを用いて測定する。具体的には、384 ウェルブラックプレートに１ウェルあ
たり 1mg/ml に調整した細胞株ライセート 5μLと、1.33μMの ProteoGREENTM-gGlu を 15μL加え
（最終濃度 1μM）、37℃に設定した蛍光プレートリーダー（Glomax Discovery System（プロメ
ガ））で蛍光強度の経時変化を測定して単位時間あたりの蛍光強度増加速度を酵素活性として算
出する。Filter ex/em:475/500-550。 
(4)GGT 活性検出蛍光プローブを用いた膵癌細胞株の生細胞イメージング 
 膵癌細胞株 6種 KP4-1, PK45-H, PK-1, MIA-Paca2, Panc1, SUIT-2 に対して GGT 活性検出蛍
光プローブを噴霧して生細胞イメージングを行う。1x105 個の細胞をガラスボトムディッシュに
播種し、37℃、5%CO2の環境で 2日間培養し、HBSS で 1mM に調整した ProteoGREENTM-gGlu を加え
て 10 分 37℃で incubate し蛍光観察する。蛍光観察は蛍光顕微鏡（キーエンスオールインワン



顕微鏡 BZ-X810）で、フィルターは ex/em= 470/40nm / 525/50nm で行う。 
(5)GGT 活性検出蛍光プローブを用いた膵癌腹膜播種モデルマウスのイメージング 
 1x106個の膵癌細胞株 SUIT-2 を 5 週齢の BALB/c ヌードマウス（メス）の腹腔内に注射し、2-
4 週間程度飼育し、腹膜播種モデルを作成する。腹膜播種モデルマウスを深麻酔によりサクリフ
ァイスし、in vivo で腹腔内臓器に 50μM の ProteoGREENTM-gGlu 500μLを噴霧して、蛍光強度
を経時的に観察する。蛍光観察は IVIS Lumina Series III、ex=480nm、em=520nm で行った。ま
た、別個体で腹腔内臓器を体外へ摘出したあとに同条件で ProteoGREENTM-gGlu を噴霧して ex 
vivo での観察も行った。 
(6)酵素活性検出蛍光プローブを用いた胃癌のイメージング 
 膵癌の前段階として膵癌よりも症例が多く、臨床保存検体を有する胃癌において検討を行っ
た。胃癌細胞株を用いてすでに当該酵素の活性を検出可能な蛍光プローブが開発されている GGT、
dipeptidyl peptidase IV (DPPIV)、β-galactosidase (β-Gal)の活性を測定した。さらに細胞
株の生細胞イメージングと担癌モデルマウスおよび臨床検体でのイメージングを行った。実験
手法、使用機器は上記膵癌と同様に行った。 
(7)酵素活性検出蛍光プローブを用いた肝細胞癌のイメージング 
 胃癌同様に膵癌の研究を行う前段階として膵癌よりも症例数が多く、臨床保存検体を有する
肝細胞癌の検討を行った。肝細胞癌細胞株を用いて胃癌において GGT、βGal の活性を測定した。
さらに細胞株を用いて生細胞イメージングと担癌モデルマウスおよび臨床検体でのイメージン
グを行った。実験手法、使用機器は上記膵癌と同様に行った。 
 
４．研究成果 
(1)5-ALA を用いた検討（胆道癌） 
 胆道癌 10 例（うち遠位胆管癌 4例、胆嚢癌 2例、 
肝内胆管癌 2例、乳頭部癌 1例、IPNB1 例）に対して 
5-ALA を用いた蛍光観察を行った。胆嚢癌 2例は癌特 
異的な蛍光が観察され、他の 8例については癌特異的 
な蛍光は観察されなかった。胆嚢癌症例の画像を図 1a 
に示す。 
（2）5-ALA を用いた検討（膵癌） 
 膵癌 11 例に対して蛍光観察を行った。数例の症例において癌特異的な蛍光が観察された。典
型例を図 1b に示す。蛍光強度や診断における至適なカットオフ値などの解析を現在行っている
ところである。 
(3) 膵癌細胞株における GGT 活性の検討 
 膵癌細胞株 6種 KP4-1, PK45-H, PK-1, MIA-Paca2, 
 Panc1, SUIT-2 の GGT 活性の測定を行った。SUIT-2 
で高い GGT 活性を認め、MIA-Paca2 も SUIT-2 よりは 
低いが GGT 活性が認められた。その他の細胞株は本 
検討において GGT 活性は認められなかった。（図 2） 
 
(4) GGT 活性検出蛍光プローブを用いた膵癌細胞株の生細胞イメージング 
 ライセートの検討において GGT 活性が高かった 
SUIT-2 で強い細胞内蛍光を認めた。また SUIT-2 に 
次いで GGT 活性を認めた MIA-Paca2 においても細胞 
内蛍光を認めた。その他の細胞株は SUIT-2、MIA-Pa 
ca2 よりも弱いが蛍光が観察された。（図 3） 
 
 
 
(5)GGT 活性検出蛍光プローブを用いた膵癌腹膜播種モデルマウスのイメージング 
 SUIT-2 で作成した腹膜播種モデルマウスのイメージングを行った。In vivo でのイメージン
グにおいて腹膜播種結節に特異的な蛍光が観察された（図 4）。 
 また ex vivo で臓器を詳細に観察して検討を行ったところ、播種結節に特異的な蛍光が観察
できていることがわかった（図 5）。 
 
 
 
 
 
 
 
 



(6) 酵素活性検出蛍光プローブを用いた胃癌のイメージング 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

まず胃癌においてヒト胃癌の凍結保存された臨

床検体 89例を用いてライセートを作成した。腹

膜播種診断を目的とし、コントロールに正常腹

膜組織 20例を用いた。すでに当該酵素に対する

酵素活性検出蛍光プローブが開発されている

GGT 活性、DPPIV 活性、β-Gal 活性を測定した。

胃癌においてはβ-Gal 活性が正常腹膜と比べ

て有意に高く、胃癌腹膜播種診断に有用な標的

酵素であることが示唆された。GGT、DPPIV は有

意差を認めなかった。（図 6） 

β-Galが胃癌腹膜播種診断に有用な標的酵素
であることが示唆されたため、β-Gal 活性検
出蛍光プローブである SPiDER-βGal を用い
て胃癌細胞株および胃癌腹膜播種モデルマウ
スのイメージングを行った。胃癌細胞株 6 種
類（MKN28、MKN45、MKN74、Kato3、HGC27、NUGC4）
に対して SPiDER-βGal を用いてイメージン
グしたところ、いずれの細胞株も蛍光が観察
された（図 7a）。 

さらに MKN45 と NUGC4 を用いて腹膜播種モデ

ルマウスを作成し、播種結節を含む腹腔内臓

器を体外に取り出して SPiDER-βGal を用い

てイメージングしたところ、腹膜播種結節が

特異的に蛍光増大を示した（図 7b） 



次に胃癌の手術後新鮮切除標本に対して SPiDER-βGal を用いてイメージングを行った（図 8）。
胃癌原発巣と同標本における漿膜面（腹膜）のイメージングを行うことで胃癌と腹膜の蛍光を比
較した（図 8a）。癌部で強い蛍光上昇が観察され、漿膜面の蛍光上昇は観察されなかった。また、
腹膜播種結節に対してもイメージングを行ったところ強い蛍光上昇を認めた（図 8b）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

原発巣 12 例、腹膜播種結節 1例に対してイメージングを行い、蛍光プローブを噴霧した時点か
らの蛍光増加量を比較した（図 9）。数分後には癌部で有意に蛍光増加量が高くなり、SPiDER-β
Gal が胃癌腹膜播種診断に有用である可能性が示唆された。 
 
(7) 酵素活性検出蛍光プローブを用いた肝細胞癌のイメージング 

胃 癌に 有用 であ った
SPiDER-βGal を用いて
肝細胞癌のイメージング
を行った（図 10）。代表的
な 1例の画像を図 10a に
示す。非癌部の肝実質は
ほぼ蛍光増大を示さない
が、癌部では経時的に蛍
光強度の増大を示した
（図 10b）。同様に肝細胞
癌計 27 症例に対してイ
メージングを行い、癌部
と非癌部の蛍光強度の経
時変化を比較検討した
（図 10c）。蛍光プローブ
を噴霧後、数分で癌部の
蛍光強度が有意に高くな
ることがわかった。10分
後および 30 分後時点に
おける癌部と非癌部の蛍
光強度からＲＯＣ曲線を
描くと、10 分後では
AUC0.864、感度 85.2%、特
異度 74.1%であり、30 分
後では AUC0.868、感度
85.2%、特異度 81.5%であ
った。これらの結果から
SPiDER-βGal は肝細胞
癌の蛍光イメージングに
有用であることが示唆さ
れた。 
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