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研究成果の概要（和文）：膀胱癌を対象とした従来の尿細胞診は、特異度は高いが、

low-grade/low-stage 腫瘍に対する感度が低く、スクリーニングのツールとしては満足できる

検査ではない。本研究では、尿中の腫瘍細胞において蓄積した光感受性物質アミノレブリン酸

によって誘導されるプロトポルフィリンⅨ（PpⅨ）の光力学反応を利用し、尿中剥離細胞から

腫瘍細胞を検出する蛍光尿細胞診と PpⅨ特異的な蛍光陽性細胞を自動検出する装置の開発な

らびに実用性の評価を行い、さらに尿中剥離細胞の膀胱癌関連遺伝子（FGFR3、p53、第 9染色

体）の異常を解析し、蛍光陽性細胞の分子生物学的意義を検討した。その結果、蛍光尿細胞診

も蛍光陽性細胞検出装置も、従来の尿細胞診に比べ low-grade/low-stage 膀胱癌患者尿から高

率に蛍光陽性細胞を検出し、尿中に剥離した腫瘍細胞の検出感度を向上させた。一方、尿中剥

離細胞からは高率に遺伝子異常が検出され、蛍光陽性細胞を含む検体では第 9染色体欠失が最

も高率に、続いて high-grade 腫瘍では p53 遺伝子欠失、low-stage腫瘍では FGFR3 遺伝子変異

の順に異常が検出された。また、尿中剥離細胞が少数の場合でも、peptide nucleic acid 

real-time PCR clamping 法や pyrosequencing によって効率的に遺伝子異常を検出できること

を確認した。現在、本システムを micro-electro-mechanical systems やマイクロ PCRプレート

を取り入れたハイスループット型マイクロ流路遺伝子診断システムに改良中であり、ワークス

テーションとしての高速化にも取り組んでいる。また、腹水、喀痰、血液などの体液検体を対

象にした細胞診への応用の可能性も示唆された。 

研究成果の概要（英文）：The specificity of conventional urine cytology for bladder cancer 
is high, whereas the sensitivity toward low-grade/low-stage tumors is unsatisfyingly low. 
In this study, we developed a fluorescence urine cytology system and a protoporphyrin 
Ⅸ (PpⅨ)-specific fluorescence positive cell detector based on the mechanism of 
photodynamic reaction of intracellularly accumulated Pp Ⅸ  that is induced by 
5-aminolevulinic acid exposure. Clinical feasibility of fluorescence cytology and the 
fluorescence positive cell detector was examined by using urine samples from bladder 
cancer patients and bladder cancer cell lines comparing with conventional cytology. 
Besides, we investigated significances of genetic alterations of chromosomes 9 and 17 
and FGFR3 of tumor cells in urine specimens. Consequently, the PpⅨ-specific fluorescence 
positive cell detector, as well as fluorescence cytology, could detect fluorescence 
positive cells more sensitively in patients with low-grade/low-stage tumors when compared 
to conventional cytology. Meanwhile, the genetic alterations of shedding tumor cells in 
urine were highly detected and fluorescence positive tumors included chromosome 9 loss 
most frequently, p53 loss in high-grade tumors, and FGFR3 mutations in low-stage tumors 
in incidence order. Peptide nucleic acid real-time PCR clamping or pyrosequencing could 
detect the genetic alterations even in less shedding cells sensitively. We are currently 
promoting the system version-up by adopting micro-electro-mechanical systems for cell 
sorting and a micro-PCR plate for gene analysis to develop a more practical workstation 
utilizing the above high through-put micro-flow channel systems. The availability for 
other fluid samples such as ascites, sputum, or blood is also promising.  
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１．研究開始当初の背景 
（１）光力学診断の原理：光力学診断に用い
られる蛍光前駆物質アミノレブリン酸
（5-aminolevulinic acid: 5-ALA）は癌細胞
に選択的に取り込まれ、その誘導体の hexyl 
aminolevulinate（HAL）は ALAよりさらに効
率的に癌細胞に取り込まれる。ALA は、本来
ヘムの合成経路にある生理的生体内物質で
あり、投与による重篤な副作用もなく、ミト
コ ン ド リ ア 内 に お い て 蛍 光 物 質
protoporphirin Ⅸ（PpⅨ）に代謝され、癌
細胞内に選択的に蓄積し、410nm 波長の青紫
色光の照射により蛍光励起されると、635nm
の赤色蛍光を発する。正常細胞より癌細胞に
PpⅨが蓄積する。 
 
（２）蛍光膀胱鏡下内視鏡手術の有用性：筋
層非浸潤性膀胱癌の生命予後は良好である
が、経尿道的膀胱腫瘍切除術（TURBT）後、5
年以内に約 60-70%が再発する。再発の要因
としては、TUR-BT後の腫瘍の残存もしくは内
視鏡では確認しえない非可視・微小病変の関
与が強く示唆される。特に、膀胱上皮内癌に
おいては、通常の膀胱鏡では正常粘膜と癌病
変粘膜との識別は明確ではなく、完全な内視
鏡切除は困難である。このため、5-ALA やそ
の誘導体である HALを用いた蛍光膀胱鏡が開
発され、通常の膀胱鏡では診断が難しい微小
病変や上皮内癌を蛍光膀胱鏡にて確実に検
出し、膀胱癌の再発や進展を減少させること
を目的とした光力学診断の臨床研究が諸外
国で盛んに行われていた。蛍光膀胱鏡下の
TURBT 群と従来の膀胱鏡による TURBT 群との
比較を行い、筋層非浸潤性膀胱癌の再発率が
有意に低下することが報告されている。 
 
（３）尿中剥離細胞に対する光力学診断の着
想： 当施設においても 2006 年 6 月以降、35

例の膀胱腫瘍患者に対して、5-ALA と HAL を
用いた蛍光膀胱鏡下 TURBTを施行した。蛍光
膀胱鏡で採取した 263 検体を解析した結果、
蛍光膀胱鏡診断の精度は、感度：96%、特異
度：64%であった。偽陽性として異形成、過
形成、乳頭腫などの前癌病変や良性腫瘍性病
変も検出された。さらに、蛍光膀胱鏡で担癌
膀胱内を観察すると、蛍光発色する多数の浮
遊細胞塊を膀胱内に認めることから、これら
の細胞塊は多数の癌（あるいは腫瘍/異型）
細胞を含んでいると考えられ、尿中剥離細胞
を対象にした光力学診断システムの開発が
可能と考え、本研究を開始した。 
 
２．研究の目的 
光感受性物質 5-ALAを尿中剥離細胞に暴露

させ、5-ALA の代謝産物の PpⅨ を蛍光マー
カーとした蛍光尿細胞診、フローサイトメト
リーや蛍光陽性細胞自動検出装置による尿
中剥離細胞スクリーニングの自動化システ
ムの開発が目的である。また、スクリーニン
グによって回収された尿中剥離細胞の第 9番
染色体と第 17番染色体短腕（p53 遺伝子）の
欠失、さらに FGFR3 遺伝子変異の解析をおこ
ない、尿中剥離細胞を対象とした遺伝子変異
解析システムの開発も目的とした。 
 

３．研究の方法 
（１）ALA 処理：蛍光膀胱鏡下 TURBTの施行
前に 5-ALA 溶液を膀胱内注入する。この時、
膀胱内に貯留している尿を同時にカテーテ
ル導尿により採取し、尿中剥離細胞を遠心に
より回収し、5-ALA 溶液を添加して 2時間、
37℃incubator内で遮光保温した（in vitro 
incubation法）。また、TURBT 開始時に、膀
胱内で 2時間保持された 5-ALA溶液も回収し、
5-ALA に暴露され膀胱内で反応させた細胞を
遠心にて回収した（in vivo incubation法）。 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（２）蛍光陽性細胞の検出：蛍光顕微鏡観察
による蛍光尿細胞診を施行し、通常の細胞診
と蛍光細胞診の診断精度を、膀胱癌組織の病
理組織診断を参照に比較検討した。また、
5-ALAで誘導される PpⅨに特異的な蛍光陽性
細胞を自動的に検出・分離できる装置（410nm
波長の青紫色光照射により細胞を励起させ、
635nm 波長の赤色蛍光を観察波長として検出
する）を作製し、培養細胞と患者検体を用い
て 5-ALAで誘導された蛍光陽性細胞の検出と
分離を行った。本器作製に際しては、マイク
ロニクス社(京都府)と共同で開発を行い、蛍
光陽性細胞を選択的に分離する機能を付加
するため、電磁バルブ機構と光脱色防止の遮
光処理などの技術的改良を加えた(下図)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
さらに、ヒトの上皮細胞と同程度のサイズの
巨大リポゾームを作製し、PpⅨを脂質膜に封
入したものを標準物質（positive control）
として利用し、マイクロニクス社と共同開発
した蛍光陽性細胞検出装置の検出条件や精
度の設定を行いながら、蛍光陽性細胞の検
出・分離を行った（右上図）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（３）遺伝子変異解析：尿中剥離細胞を回収
し、第９番染色体（短腕：D9S775, D9S925, 
D9303, D9S304； 長腕：D9S303, ALDOB, D9S747, 
VAV2:ABO blood type-related gene, ヘテロ
接合性 75%）および第 17番染色体短腕 p53 遺
伝 子 （ D17S695, D17S919, D17S969, p53: 
exon4, intron1, intron7）の多形マーカー
を、非蛍光細胞（および末梢白血球）を対照
にして PCR-SSCP法で解析した。FGFR3遺伝子
変異は peptide nucleic acid real-time PCR 
clamping 法（PNA-PCR法）による解析を併用
した。SSCP法と PNA-PCR法で感度が低い場合
はパイロシークエンス法による解析を追加
した。パイロシークエンス法による増幅ター
ゲットとした single peptide polymorphism
（ SNP）の領域は、rs10810945(9p22.2)、
rs10812234(9p21.3)、rs756769(9q34.13)、
rs13295634(9q34.13)、rs883838(9q34.13)、
rs2270341(17p13.1)、rs858521 (17p13.1)、
FGFR3（exon 7：R248C, S249C、exon 10：G372C, 
S373C,Y375C、exon 15：K652E）とした。 
 
４．研究成果 

（１）In vitro incubation 法と in vivo 
incubation 法の比較：27 例の膀胱癌患者と

10 例の非膀胱癌患者の尿中剥離細胞を対象

に、5-ALA 誘導蛍光陽性細胞を検出する尿細

胞診および FACScan™ (フローサイトメトリ

ー:FCM）による解析を行った。5-ALA 濃度を

200ug/mL に調整した無血清培養液に尿沈渣

を溶解し、37℃で 2 時間暗室保温する in 
vitro incubation 法による蛍光陽性率は、

グレード別では G1: 50%、G2: 67%、G3: 82%、

ステージ別では pTa: 50%、pT1: 64%、pTis: 

100%、pT2≦: 100%であった。膀胱癌患者 20

例の膀胱内で 2 時間保持した 1.5g 5-ALA /50 

mL 緩衝液（5-ALA 溶液）から回収した尿沈渣

を用いた in vivo incubation 法での陽性率

は、G1：50%、G2：80%、G3：100%、pTa: 60%、

pT1: 75%、pTis: 100%、pT2≦: 100%であっ

た。一方、従来法の細胞診では陽性率は G1: 

0%、G2: 50%、G3: 100%、pTa：20%、pT1：37.5%、

pTis：100%、pT2≦：100%であった。さらに、

FCM による陽性率は、in vitro incubation

Re-suspend the sediment in serum-free 
culture medium with 5-ALA (200μg/ml )

Incubate at 37℃ for 2 hrs in a dark box

Centrifuge (1500rpm×5min)

5-ALA solution collected 
after 2-hour

intravesical storage

Urine samples collected 
before 5-ALA 

administration

In vitro incubation In vivo incubation 

Fluorescent microscopy
T24 bladder cancer cell line

(positive control)

ALA-induced fluorescence-positive cell detection

PpⅨ-specific fluorescence-
positive cell detector

ProtoporphirinⅨ-enclosed giant liposome 
in the size similar to human urothelial cell

PpⅨ特異波長



法では G1: 50%、G2: 55%、G3: 80%、pTa: 40%、

pT1: 55%、pTis: 80%、pT2≦: 100%であった。

非膀胱癌患者は蛍光細胞診および FCMともに

全例陰性で、5-ALA 誘導蛍光尿細胞診は従来

の尿細胞診に比べ low-grade/low-stage腫瘍

でも高感度で、尿中剥離細胞の診断に有用で

あった。 

 

（２）蛍光顕微鏡による蛍光尿細胞診：膀胱

癌患者 69 例と非膀胱癌患者 10 例を対象に、

蛍光顕微鏡下の蛍光尿細胞診と当施設が開

発した蛍光陽性細胞自動検出装置を用いて、

5-ALAで誘導された PpⅨ特異的な蛍光陽性細

胞の検出を行った。蛍光尿細胞診（69 例）の

陽性率は、グレード別では G1: 78%、G2: 74%、

G3: 85%、ステージ別では pTa: 72%、pT1: 77%、

pTis: 100%、pT2≦: 92%であった。一方、従

来の尿細胞診での陽性率は G1: 22%、G2: 85%、

G3: 73%、pTa：44%、pT1：46%、pTis：100%、

pT2≦：100%であった。 

 

（３）PpⅨ蛍光陽性細胞自動検出装置：膀胱

癌患者 43例と非膀胱癌患者 10例における蛍

光陽性細胞検出装置による陽性率は、G1: 50%、

G2: 77%、G3: 89%、pTa: 67%、pT1: 89%、pTis: 

100%、pT2≦: 100%であった。非膀胱癌患者

では、蛍光尿細胞診も蛍光陽性細胞自動検出

装置も全例陰性であった。5-ALA 誘導蛍光陽

性細胞診は従来の尿細胞診に比べ low 

grade/low stage 腫瘍でも高感度で、尿中に

剥離した腫瘍細胞の検出に有用であった(下

表)。ただし、尿中剥離細胞の細胞数が少な

い症例や細胞の viabilityが低下している症

例では、蛍光陽性細胞の検出感度は低かった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

（４）遺伝子解析：膀胱癌患者 75 例の尿検

体を用いて 5-ALA誘導 PpⅨ特異的蛍光細胞を

自動検出装置にて検出し、同時に尿中剥離細

胞の遺伝子解析を行った。9q の LOH(ヘテロ

接合性喪失)が G1：0%、G2：14%、G3：30%、

Ta：20%、T1：46%、T2≦：28%であった。9p

の LOHは G1：100%、G2：65%、G3：79%、Ta：

71%、T1：79%、T2≦：78%であった。また、

17pの LOHは G1：0%、G2：19%、G3：59%、Ta：

21%、T1：53%、T2≦：78%であった。さらに、

FGFR3 の変異については G1：0%、G2：11%、

G3：7%、Ta：9%、T1：13%、T2≦：0%であっ

た。いずれかの遺伝子異常が認められたのは

G1：100%、G2：71%、G3：76%、Ta：70%、T1：

80%、T2≦：78%で、従来の細胞診陽性率が G1：

0%、G2：25%、G3：60%、Ta：24%、T1：63%、

T2≦：61%、であった。この結果から遺伝子

の変化で異常を判定（遺伝子診断）する方が、

従来の細胞診（病理学的診断）より感度が高

かった（下表）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

（５）培養細胞での光力学反応増強効果 

Heme 合成酵素 ferrochelatase（FECH）をノ

ックダウンすると、5-ALA 投与後に細胞内に

集積する PpIX は増加し、光感受性が亢進す

ることがわかり、FECH 阻害剤を併用するこ

とで光力学反応の増強効果が示された。また、

heme 分解酵素 heme oxygenase-1（HO-1）の

阻害剤である亜鉛型 PpⅨ は、抗癌剤による

細胞毒性作用やアポトーシス誘導作用の増

強効果を示し、血管新生阻害作用もあること

が確認された。 

 

（６）今後の研究展望： 

①細胞数の少ない検体を遺伝子解析する場

合は、PCR-SSPC法より PNA-PCR法やパイロシ

ークエンス法を用いると解析の感度が改善

するため、今後の研究ではこれらを用いる。 

②膀胱癌以外にも、前立腺癌患者の前立腺分

泌液中剥離細胞の蛍光細胞診は、直腸診や超

音波検査より感度が高く、PSA（前立腺特異

抗原）よりも特異度は高かったことから、前

立腺癌のスクリーニング法としての可能性

が示唆された。血液、腹水や喀痰などの他の

体液検体を対象にした診断も可能であり、対

象疾患・検体を広げることが可能である。 

③従来の尿細胞診では検出の難しかった

low-grade/low-stage 腫瘍でも、尿中剥離細

胞の光力学診断と遺伝子解析によって高感

度な癌細胞検出が可能である。しかし、実臨

9p        9q        17p         ex.7 ex.10      Total

Ta (n=33)       20.0     71.4      20.8        9.1         6.1      69.7
T1 (n=24)       45.5     78.6     53.3       4.2       12.5     79.2
T2 (n=16)       20.0     73.3      77.8          0 0      75.0
T4 (n=2)         100      100    100         0 0      100

G1 (n=2)      0       100         0    0            0        100
G2 (n=28)      14.3 65.0     18.8        3.6        10.7     71.4
G3 (n=45)     38.1    79.3      59.3        6.7         3.6      75.6

Diagnostic rates of urine samples

The samples, at least one locus on each chromosomal arms showed heterozygosity, were analyzed. 
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床での利用を視野に入れ、現在、効率的な蛍

光陽性細胞の検出・分離を実現するために、

MEMS(micro-electro-mechanical system)の

photolithography技術（移動マスク露光法）

を用いて、三次元微細構造を数十ミクロン厚

の厚膜レジストにフローセル・微細切替弁シ

ステムを組み込んだハイスループット型蛍

光陽性細胞検出分離装置を作製中である。今

後さらに、マイクロ流路、蛍光プレートリー

ダー、マイクロ PCR プレートを用いたマイク

ロ流路高速遺伝子診断システムの開発に発

展させる予定である。 
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