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要旨 
【背景と目的】 
膵癌は消化器癌の中で悪性度が高い癌種とされており、極めて予後不良な疾患で

ある。膵癌の根治治療は唯一手術とされているが、癌発見時に腹膜播種など切除不能

の状況で発見されることが多い。一方で、抗癌剤治療を含めた集学的治療も進歩して

おり、当初切除不能と診断された症例に対しても化学療法施行後に切除可能と判断さ

れれば外科手術を付加する conversion surgery の取り組みも一部で行われるようにな

ってきており、術前術中の診断能の向上が求められている。病期診断の評価として審

査腹腔鏡検査が膵癌ガイドラインでも提案されており、腹膜播種や肝転移検索目的に

広く行われるようになってきている。しかし、肉眼観察に頼っているため偽陰性の症

例も報告されている。 
腹膜播種における診断率向上の方法として、5 アミノレブリン酸（5-aminolevulinic 

acid: 5-ALA）を用いた術中の光線力学的診断（Photodinamic Diagnosis: PDD）が期待

されている。5-ALA は脳腫瘍や膀胱癌などの蛍光診断に用いられている。5-ALA は

ミトコンドリアにおいてグリシンとサクシニルCoA から合成される内因性のアミノ

酸である。体外から 5-ALA を投与すると、正常細胞では蛍光を認めないヘムに速や

かに代謝されるが、癌細胞内ではWarburg 効果が働くため 3 価鉄を 2 価鉄へ還元で

きずプロトポルフィリン IX（Protoporphyrin IX: PpIX）が選択的に蓄積される。この

PpIX は蛍光物質であり、405nm で励起される。励起状態にある PpIX は基底状態に

戻る際に赤色蛍光(第一蛍光ピーク波長 635nm、第二蛍光ピーク波長 705nm)を発する

ため、これを検出して癌診断を行うことが可能となる。 
消化器悪性腫瘍における 5-ALA の応用は、大腸悪性腫瘍や胃悪性腫瘍を対象とし

たリンパ節転移や腹膜播種を診断する先行研究があり、診断率が向上することが分か

って来た。しかしながら、感度が低い報告や偽陰性率が高い報告があり、臨床応用に

は至っていない。その原因として蛍光の判定が肉眼（目視）による主観的かつ定性的

なものであると考えられる。この評価方法では術者の感じ方や観察力の個人差により

偏りが生じる。このような原因から微弱な蛍光が認識できていない可能性がある。そ

こで、これらの問題点を解決すべく微弱な蛍光を認識するために蛍光スペクトルを検

出する腹腔鏡診断用近赤外線蛍光画像システムを開発した。蛍光をスペクトルに分離

して蛍光ピークの値を計測する方法であり、人間の視覚よりも高い感度で蛍光を認識

することができると考える。本システムを用いることにより先行研究の欠点である微

小転移の検出ができる可能性があり、PDD がより定量的な検査になっていくと考え

今回の研究を立案した。 
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【材料と方法】 
5-ALA の代謝産物である PpIX に対する検出能を確認するために、PpIX を 6uM/L 

から 0.1uM/L まで段階希釈を行った。希釈液に対して 405nm の励起を行い、肉眼に

よる蛍光（Fluorescence image: FL）診断とスペクトルによる（Spectrograph :SP）診断

を行いPpIX の検出能を比較した。 
膵癌細胞株に対する検出能を確認するために、ヒト膵癌細胞株Mia-PaCa2、Panc-

1、PK-1、KLM-1 を使用し PDD を行った。それぞれの細胞は 1mmol/L の 5-ALA 溶

液を 30 分間投与し、リン酸緩衝生理食塩水（PBS）で洗浄後に、1.5x106 細胞/ml に
調整した。その後、405nm の励起光を照射し、SP 診断を行った。 
マウスモデルにおける検証を行うために、腹膜播種モデルマウスに 5-ALA を投与

し腹腔鏡下にPDD を行い、病理組織学的診断と比較検討を行った。観察方法は順に

白色観察（White light image: WL）診断、FL 及び SP 診断を行った。 
 実臨床における検証を行うため、2017 年 4 月から 2019 年 3 月に北海道大学病院消

化器外科 IIにおいて手術を予定した 8 症例患者に対してPDD を行った。その内、手

術中に膵癌腹膜播種を疑った 4 症例で検討を行った。麻酔導入 2-4 時間前に 5-ALA
（20mg/kg）を経口内服してもらった。手術は通常通りの方法で行い、切除検体を取

り出した後、体外で FL と SP 診断を行い病理組織学的診断と比較を行った。 
 
【結果】 

PPIX に対するSP 診断では FL 診断に比べSP 診断ではより低濃度である 0.5μM/L
の濃度まで 635nm と 700nm 前後をピークとした 2 相性のPpIX のスペクトルグラフ

が観察可能であった。 
膵癌細胞株に対するSP 診断では複数の膵癌細胞株において 635nm と 700nm 前後

をピークとした 2 相性の PpIX のスペクトルグラフが観察可能であった。 
膵癌播種マウスモデルにおける検証では、WL 診断では播種病変の検出率は 62%で

あり、FL 診断では検出率は 78%であった。病理組織学的評価で転移を認めた腹膜と

認めなかった腹膜の 2 群に分け、SP 強度を比較すると有意差を持って転移陽性腹膜

の SP 強度が高かった。SP 強度のカットオフラインを設定するためにROC 解析を行

った後、カットオフラインであった 4000 a.u.以上かつ 635nm と 700nm 前後をピーク

とした 2 相性のスペクトルグラフを認めた場合を転移とした場合、SP 診断の検出率

は 90%であった。 
手術中に腹膜播種を疑い生検を施行した 4 症例、24 病変に対して FL と SP 観察に

よる検査を行った。FL 観察での検出率は 36%であった。病理組織学的評価で転移を

認め病変と認めなかった病変の 2 群に分け、SP 強度を比較したが、有意差を認めな

かった。FL 観察では肉眼上で蛍光を判断できないが、SP 観察ではPPIX の 2 相性の
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スペクトルグラフを観察でき、病理組織学的診断で転移陽性の病変を 2 例認めたが、

偽陽性病変も増加した。 
 
【考察】 

in vitro において腹腔鏡診断用近赤外線蛍光画像システムは肉眼的に観察が難しい

微弱なPpIX のスペクトルグラフが観察可能であり有用であった。in vivo の播種モデ

ルに対して腹腔鏡診断用近赤外線蛍光画像システムを用いることで、肉眼では観察困

難な播種病変の微弱な蛍光を腹腔鏡下に検索できることが示せた。実臨床においては

ブリーチングによると考えられる偽陰性病変や、免疫反応や抗癌剤治療によって生ま

れる線維組織などにPpIX が集積することで偽陽性症例も認めているが、実臨床にお

いても同様に微弱な蛍光を捕らえることができる症例があることから、今後、腹腔鏡

診断用近赤外線蛍光画像システムを応用することでこれまで見逃されていた微小転移

を検出できる可能性が示唆された。 
 
【結論】 
 本研究では膵癌の腹腔内播種診断において腹腔鏡診断用近赤外線蛍光画像システム

を用いることで微小転移の検出ができる可能性が示唆された。 
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略語表 
 
本文中および図中で使用した略語は以下の通りである。 
 
5-ALA  5-Aminolevulinic Acid 
5-ALALD 5-aminolevulinic acid dehydratase  
COPROTOIII Coprotoporphyrinogen III  
CPOX  Coproporphyrinogen oxidase 
CT  computed tomography 
FDG-PET Fluorodeoxyglucose positron emission tomography 
FECH  ferochelatase 
FL  Fluorescence image 
PBG  Porphyvirinogen 
PBG-D  porphobilinogen deaminase 
PDD  Photodynamic diagnosis 
PpIX  Protoporphyrin IX 
PROTOIX Protoporphyrinogen 
PROX    protoporphyrinogen oxidase 
SP        Spectrograph 
URO-D     Uroporphyrinogen decarboxylase 
URO III     Uroporphyrinogen III 
WL      White light image 
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緒言 
 

膵臓癌（以下、膵癌）は消化器癌の中で、最も悪性度が高い癌種の 1 つであり、

本邦の膵癌登録によると、5 年生存率は膵癌全体で 9.0-11.7％、切除可能例でも 20%
程度となっており極めて予後不良な疾患である（Egawa et al., 2007）上に、膵癌患者

数は 2010 年に比べ 2030 年には倍増することが予想されている（Rahib et al., 
2014）。現在、膵癌の根治治療は唯一手術とされているが、原発巣切除後の早期（5-
6 ヶ月）での腹膜や肝転移再発を多く経験する（Zheng et al., 2017）。一方で、ゲムシ

タビンとテガフール、ギメラシル、オテラシルカリウム合剤を用いた術前化学療法の

導入（Unno et al., 2019）や、イリノテカン、オキサリプラチン、レボホリナートカル

シウム併用療法（Neoptolemos et al., 2017）やゲムシタビン+ナブパクリタキセル

（Conroy et al., 2017）などの術後補助化学療法により、膵癌の予後も改善の兆しがみ

られている。また、当初切除不能と診断された局所進行癌症例に対しても化学療法施

行後に切除可能と判断されれば外科手術を付加する conversion surgery の取り組みも

一部で行われるなど（Asano et al.,2014）、適切に診断をすることの重要性が増してい

る。 
腹膜播種は、腹部に発生した悪性腫瘍が漿膜に露出した後、腹腔という閉鎖腔内

に癌細胞が散布される形で多数の転移巣を形成するという特殊な病態で、進行すると

癌性腹水や管腔臓器の狭窄をきたす癌性腹膜炎の状況に陥る予後不良の病態である。

原発は胃、膵臓、大腸などの消化器癌と婦人科生殖器癌が多い。膵癌においても生存

期間中央値が 7 週間と報告され予後不良因子である（Takahara et al., 2016）。腹膜播

種患者は治療中に腹水貯留が早期におき、腹水制御が不良のため治療の継続が困難に

なることが多い。近年、腹水を制御するためにパクリタキセルの腹腔内投与を併用す

る新規治療法の開発によって、腹膜播種を伴う胃癌患者の 1 年生存率が 16%から

78%と格段に伸びた（Ishigami et al., 2010）。膵癌領域でも同様の治療が始められてお

り（Satoi et al., 2017）、腹膜播種診断の重要性は増している。現在、腹膜播種診断法

として computed tomography（CT）や Fluorodeoxyglucose positron emission tomography
（FDG-PET）が用いられる。しかし、CT や FDG-PET の腹膜播種診断率は 80%台に

留まる（Kayaalp et al.2002, Chen et al. 2005）。そこで、術中腹腔鏡検査を用いて腹腔

内転移病変を検索するステージ診断（staging laparoscopy）が行われるようになったが

十分な診断率とは言えない。 
癌の診断を補助する方法として光線力学的診断（Photodinamic Diagnosis: PDD）が

ある。腫瘍親和性を有する光感受性物質を投与し、腫瘍部位に選択に蓄積された後、

特定波長の光を照射した時に発する蛍光を観察することで診断を行う。5-アミノレブ

リン酸（aminolevulinic acid:5-ALA）、インドシアニングリーン、フルオレセイン、タ
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ラポルフィンナトリウムなどが実臨床で使用されている。この診断薬のうち 5-ALA
は脳腫瘍や膀胱癌などの蛍光診断に広く用いられている。5-ALA はミトコンドリア

においてグリシンとサクシニルCoA から合成される内因性のアミノ酸である。ま

た、5-ALA は水溶性で、経口的または局所的に投与可能である。体外から 5-ALA を

投与すると、正常細胞では蛍光を認めないヘムに速やかに代謝されるが、癌細胞内で

はWarburg 効果が働くため 3 価鉄を 2 価鉄へ還元できずプロトポルフィリン IX
（PpIX）が選択的に蓄積される（Koizumi et al., 2016）。また、porphobilinogen 
deaminase（PBG-D）の活性が高く、ferochelatase（FECH）の活性が低いため、PpIX
が蓄積する。この PpIX は蛍光物質であり、405nm で励起される。励起状態にある

PpIX は基底状態に戻る際に赤色蛍光 (第一蛍光ピーク波長 635nm、第二蛍光ピーク

波長 705nm) を発するため、これを検出して癌診断を行うことが可能となる（図

1）。 

 

図 1. 5-ALA の代謝図 
  青：酵素、黄：トランスポーター 

PpIX : Protoporphyrin IX。405nm で励起される。励起状態にあるPpIXは基底状態に戻る際に赤色蛍

光 (第一蛍光ピーク波長635nm、第二蛍光ピーク波長 705nm) を発する。 

 
消化器悪性腫瘍における 5-ALA の応用は、大腸悪性腫瘍や胃悪性腫瘍を対象とし

たリンパ節転移や腹膜播種を診断する先行研究があり、5-ALA の内服後にPDD を併

用することで診断率が向上することが分かって来た（Koizumi et al., 2016; Harada et al., 
2013; Almerie et al., 2015）。しかしながら、感度が低い報告や偽陰性率が高く、臨床
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応用には至っていない。その原因として蛍光の判定が肉眼（目視）による主観的かつ

定性的なものであると考えられる。また、視力の生理現象としての暗順応にも影響も

受ける。このような原因から微弱な蛍光が認識できていない可能性がある。微弱な

PpIX の蛍光を客観的に捉える研究として膀胱癌領域の細胞診において蛍光スペクト

ラムを計測することが有用であったと報告されている（Nakai et al., 2015）。 
膵癌の微細な腹膜播種を検索するために微弱な蛍光を認識するために蛍光スペク

トルを検出する腹腔鏡診断用近赤外線蛍光画像システム（laparoscopic 
spectrophotometry）を開発した（Ebihara et al., 2012）。スペクトル解析は主観的評価

による曖昧さを排除する１手法である。蛍光をスペクトルに分離して蛍光ピークの値

を計測する方法であり、人間の視覚よりも高い感度で蛍光を認識することができると

考える。本システムを用いることにより先行研究の欠点である微小転移の検出ができ

る可能性があり、PDD がより定量的な検査になっていくと考え今回の研究を立案し

た。また、今後癌に対する手術療法は患者の高齢化や複数の併存症を持つ患者増加が

予想される。低侵襲性を保ったまま微細病変を検出できれば、不要な手術を減らすこ

とが可能になり、それぞれの患者に適した治療を早期に開始できるようになる。 
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方法 
 

laparoscopic spectrophotometry について 
北海道大学消化器外科 IIと千年科学技術大学の共同開発した蛍光スペクトラムと

強度をリアルタイムに計測できる腹腔鏡システムである。蛍光スペクトルはオプティ

カルファイバー（東京特殊電線）から蛍光を取得し、405nm を中心にカットするノ

ッチフィルターを通し、分光器で蛍光スペクトルを検出した（図 2)）。また、腹腔

鏡手術の実臨床で使われる通常の 15mm ポートから挿入可能である。 

 

図 2. laparoscopic spectrophotometery 
 
 
1) PpIX 検出能の検証 
 5-ALA の代謝産物であるPpIX（Frontier Scientific 社）を 6uM/L から 0.1uM/L まで

Dimethyl Sulfoxide（Wako）を用いて段階希釈を行った。希釈液をMacro cell（Hellma 
Analytics）に入れ、405nm の励起光を照射し、肉眼による蛍光画像の観察(FL 診断)と
スペクトルによる観察（SP 診断）を行いPpIX の検出能を比較した。SP 診断による

発光の有無は 635nm と 700nm 前後をピークとした 2 相性のスペクトルグラフを認め

た時に発光検出とした。励起光はStorzの腹腔鏡システムを（300w xenon light with 
band pass filter）を用いて 2cm の距離より行った。FL 診断はStorz の腹腔鏡システム

を用い、SP は laparoscopic spectrophotometry を用いて、2cm の距離から行った（図

3）。 
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図 3 PpIX 検出能の検証 
 
 
2) 膵癌細胞株における検証 
 本研究に使用した細胞株は，ヒト膵癌細胞株としてRIKEN Bio Resource センター

より購入したMia-PaCa2、Panc-1、PK-1、KLM-1 を使用した。細胞培地はMia-PaCa2
と Panc-1 に対してはD-MEM（Wako）を、PK-1、KLM-1 に対してはRPMI-1640
（Wako）を使用した。いずれもウシ胎児血清（Fetal bovine serum; FBS, Cell Culture 
Bioscience，Tokyo，Japan）と Penicillin/Streptomycin（Life Technologies，Tokyo，
Japan）を添加し，それぞれ終濃度 10%，1%とした。いずれの細胞株も 5% CO2下で

37 度の温度のもとインキュベーター内で培養を行った。 
 それぞれの細胞は 1mmol/L の 5-ALA 溶液を 30 分間投与し、リン酸緩衝生理食塩

水（PBS）で洗浄後に、1.5x106細胞/ml に調整した。調整液をMacro cell（Hellma 
Analytics）に入れ、その後、405nm の励起光を照射し、SP 診断を行った。励起光は

Violet Laser Diode -EX (SBI Pharmaceuticals Co., Ltd, Japan）を用いて 2cm の距離より行

い、SP 診断は laparoscopic spectrophotometerを用いて、2cm の距離から行った

（Tsuruki et al., 2016）。 
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3) 膵癌播種マウスモデルにおける検証 
 PK-1（5×106 細胞）を 50μl のHanks Balanced Buffer Solution (HBBS, Life 
technologies，Tokyo，Japan）に溶解し 1ml シリンジに入れた。6 週令のメスのBalb/c-
nu/nu（日本クレア，Tokyo，Japan）を、十分な麻酔下におき、右上腹部を切開し、

PK-1 を注入した。その後、マウス用サージカルクリップで閉腹した。 
 予備実験としてGFP を導入したPK-1 を使用し、同様の手順で播種病変を作った。

その後、１週間毎に IVIS Spectrum imaging system (Caliper Life-Sciences, Hopkinton, 
MA）を用いて麻酔下で観察し（図 4）、播種病変の広がり確認を行い、PDD を行う

至適時期を 3 週後とした。 

 

図 4. PK-1（GFP 導入）の広がり 
 
 上記の方法で 3 週前に作製した腹膜播種マウスモデル 15 匹に 5-ALA（200mg/kg）
を腹腔内投与し、2 時間後に十分な麻酔下で安楽死させた。その後、脊椎を挟んだ両

側背部より小開腹し、同創部より骨盤内臓全摘術を施行し、同創部より 5mm と

15mm ポート（covidien）を挿入した。注射器で気腹を行った後に、Storz の 5mmHD
カメラ（1920x1080p）と laparoscopic spectrophotometry を用いて腹腔内を観察した

（図 5）。それぞれのマウス腹膜を前後左右に分けた 4 箇所、合計 60 箇所を観察部

位とした。観察方法は順に白色観察（WL 診断）、FL 及びSP 診断を行った。WL 及

び FL 診断で転移の有無の判断は 2 人の外科医で行った。その後、観察腹膜をホルマ

リン固定し、H.E 染色を行った上で、腹膜播種病変の有無について病理組織学的検討

を行った。また、SP 強度と病理組織学的評価を統計学的に比較検討した。強度は

635nm での値を統計に使用した。2 変数間の検定はWilcoxon 検定を使用した、SP の

強度のカットオフ値の設定にはロジスティック回帰分析を使用した。統計解析の際は

いずれも p<0.05 を有意水準とし信頼区間 95%とした。統計解析には JMP 12.2.0 for 
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MAC (SAS institute. Inc., Cary, NC, USA) を使用した。励起光はStorz の腹腔鏡システ

ムを（300w xenon light with band pass filter）を用いて 2cm の距離から行った。WL 及

び FL は Storzの腹腔鏡システムを用い、SP 診断は laparoscopic spectrophotometry を用

いて、2cm の距離から行った。 
 

 

図 5. 腹膜播種マウスモデルの観察 
 腹膜播種マウスモデルに5-ALA（200mg/kg）を投与し、2 時間後に腹腔鏡下に観察した。観察方法は

WL、FL、SP 診断の順で行った。観察部位は前後左右の 4箇所とした。 

 
 
4) 臨床における検証 
 2017 年 4 月から 2019 年 3 月に北海道大学病院消化器外科 IIにおいて手術を予定し

た 8 症例を対象とした。その内、手術中に膵癌腹膜播種を疑った 4 症例で検討を行っ

た。麻酔導入 2-4 時間前に 5-ALA（20mg/kg）を経口投与する。手術は通常通りの方

法で行い、切除検体を取り出した後、体外で FL と SP 診断を行った。励起光は SBI
ファーマーのVLD-EX を用いて行い。SP は laparoscopic spectrophotometry を用いて、

2cm の距離から行った。検査後通常通りの病理診断を行い、比較検討した。すべての

患者症例は十分なインフォームドコンセントの上、同意を得ており、また、本研究は

北海道大学病院において自主臨床研究の承認を得て行った（自 016-0362）。 
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結果 
 

1) PpIX 検出能の検証 
FL 診断では 6μM/L（A）から 1μM/L（D）までの濃度まで赤色発光が視認可能

であったが、0.5μM/L（E）から 0.1μM/L（F）は視認ができなかった（図 6 上

段）。一方、SP による観察ではより低濃度である 0.5μM/L（E）の濃度まで 635nm
と 700nm 前後をピークとした 2 相性のPpIX のスペクトルグラフが観察可能であった

（図 6 下段）。 
 

 
図 6. 段階希釈した PpIX の観察 
上段:FL、下段：SP 
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2) 膵癌細胞株における検証 
 複数の膵癌細胞株において 635nm と 700nm 前後をピークとした 2 相性のPpIX の

スペクトルグラフが観察可能であった（図 7）。また、細胞株に対して段階希釈をす

るとSP の強度は細胞濃度に比例することがわかった（図 8）。 
 

 
図 7. 膵癌細胞株に対する SP 
 

 
図 8. 段階希釈した PK-1 の観察（SP 診断） 
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3) 膵癌播種マウスモデルにおける検証 
 病理組織学的検討で 60 腹膜の内 50 腹膜に播種病変を認めた（図 9）。WL 診断で

は 31 腹膜に転移を疑い、検出率は 62%であった。FL 診断では 39 腹膜に転移を疑

い、検出率は 78%であり、転移陰性と判断した 21 腹膜の内 11 腹膜には、腹膜播種

を認めた（表 1）。 
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図 9. 膵癌播種マウスモデルにおける代表的腹膜画像 

 病理組織学的評価ではA、B とC に転移を認め、D には転移を認めない。Aは全ての観察方法で

転移を疑うことができる。BではWL 診断では病変の指摘が難しいが、FL 診断で病変の指摘が可能

である。C はFL 診断では病変の指摘が難しいが、SP 診断で 2相性のスペクトルグラフが確認可能で

ある。 
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表 1.  WL と FL 診断による腹膜播種結節の検出 
  A) White light image diagnosis 
 Cancer Non-cancer Total 

 Negative 19 10 29 
 Positive 31 0 31 
 Total 50 10 60 

 
  B) Fluorescence image diagnosis 
 Cancer Non-cancer Total 

 Negative 11 10 21 
 Positive 39 0 39 
 Total 50 10 60 

 

 
 全ての 60 腹膜を病理組織学的評価で転移を認めた 50 腹膜と認めなかった 10 腹膜

の 2 群に分け、SP 強度を比較すると有意差を持って転移陽性腹膜のSP 強度が高かっ

た（P<0.0001）。FL 診断で転移陰性と判断した 21 腹膜を病理組織学的評価で転移を

認めた 11 腹膜と認めなかった 10 腹膜の 2 群に分け、比較すると有意差を持って転移

陽性腹膜のSP 強度が高かった（P<0.010）（図 10）。 
 

 

図 10. SP 強度の 2 群間比較 
A:全腹膜を病理組織学的転移陽性と陰性の2 群に分け比較。 

B:FL 診断で転移陰性と判断した 21 腹膜を病理組織学的転移陽性と陰性の2 群に分け比較。 
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 SP 強度ROC 曲線におけるカットオフ値は 4000a.u.であり、AUC は 0.831 であっ

た。SP 強度のカットオフラインであった 4000 a.u.以上かつ 635nm と 700nm 前後をピ

ークとした 2 相性のスペクトルグラフを認めた場合を転移とした場合、検出率は

90%であった。しかしながら、SP 診断では偽陽性となる 2 腹膜結節も認めた（表

2）。 
 
表 2.  SP 診断による腹膜播種結節の検出 
  c) Fluorescence spectgraphic diagnosis 
 Cancer Non-cancer Total 

Intensity < 4000 a.u. 5 8 13 
Intensity > 4000 a.u. 45 2 47 
 Total 50 10 60 

 
 
4) 臨床における検証 
 手術中に外科医が腹膜播種を疑い生検を施行した 4 症例、24 病変に対して FL と

SP 観察による検査を行った。病理組織学的検査では 11 病変に悪性所見を認めた（図

11）。FL 観察での検出率は 36%であった（表 3）。全ての 24 病変を病理組織学的評

価で転移を認めた 11 病変と認めなかった 13 病変の 2 群に分け、SP 強度を比較し

た。転移を認めた群と認めなかった群の SP 強度の中央値はそれぞれ 4442a.u（482-
16740)と 1528a.u.（24-9556）であり、有意差を認めなかった（P=0.125）（図 12）。

SP の強度が 4000 a.u.以上かつ 635nm と 700nm 前後をピークとした 2 相性のスペクト

ルグラフを認めた場合を転移とした場合、SP 観察での検出率は 63%であった（表

3）。しかしながら、偽陽性病変も 1 例増加した（図 13）。 
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図 11.  臨床における代表的播種疑い画像 

 病理組織学的評価ではAとB に転移を認める。C には転移を認めない。Aは全ての観察方法で転

移を疑うことができる。B はFL 観察では病変の指摘が難しいが、SP 観察で 2相性のスペクトルグラ

フが確認可能である。 
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表 3.  手術検体に対する体外での観察 
 Cancer Non-cancer 

Fluorescence image diagnosis 
 Neggative / Positive 

 
7 / 4 

 
12 / 1 

Spectrophotometry diagnosis 
 Negative / Positive 

 
4 / 7 

 
11 / 2 

 Total 11 13 
 
 

 
図 12. SP 強度の 2 群間比較 
 
 

 
図 13.  臨床における代表的な偽陽性症例画像 

FL 及びSP 診断ともに陽性であるが、病理組織学的評価では陰性である。 
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考察 
 

膵癌領域での 5-ALA を用いたPDD の報告は少ないが、有用性を示した報告はあ

る。様々な癌種の腹膜播種患者対して 5-ALA-PDD を腹腔鏡下に行い、WL 観察では

19 病変を発見に留まったが、FL 観察を用いることでさらに 26 病変を発見してお

り、12 名の膵癌患者が含まれていたとの報告がある（Otth et al., 20015）。消化器領

域では胃癌の領域において多く 5-ALA の臨床的有用性が報告されている。Murayama
（Murayama et al., 2012）やKishi（Kishi et.al., 2012）らはそれぞれ腹膜播種患者に対

して、Koizumi（Koizumi et al., 2013)）らはリンパ節転移患者に対して 5-ALA-PDD を

行い、FL 診断を併用することで診断率の向上を認めたことを報告している。しかし

ながら、発光の陽陰性の判断が肉眼（目視）による主観的かつ定性的なものであり、

微細病変の偽陰性の問題が残る。胃癌播種モデルマウスの全腹膜 726 病変を全て検

索したKishi らの報告では FL 診断の感度は 72%（WL では 39%）となっており

（Kishi et al., 2012)）、実臨床でも微弱な病変や蛍光が認識できていない可能性が高

い。微細な発光に対する診断として、Nakai（Nakai et al., 2015）らが膀胱癌患者の尿

細胞診に対するPDD の時に、spectrophotometry が有用であったと報告している。細

胞診のレベルでは肉眼的に発光は確認困難であり、微細な発光に対してスペクトルグ

ラフを利用することは有用と考える。そこで、微弱な蛍光を認識するために蛍光スペ

クトルを検出する腹腔鏡診断用近赤外線蛍光画像システム（laparoscopic 
spectrophotometry）を開発した。本システムは腹腔鏡下に蛍光スペクトルを測定する

ことができ、5-ALA の微弱な蛍光も検出可能となる。また、腹腔鏡下に行うこと

で、低侵襲性を保ったまま、リアルタイムに観測ができる。本システムを用いること

により先行研究の欠点である微小転移の検出ができると考える。 
実際にシステムの検出能を評価するために、5-ALA の代謝産物であるPpIX を段階

希釈した後に、405nm の励起光を照射し、肉眼による FL とSP を行い検出能につき

比較検討した。検証 2）では肉眼的に赤色観察が難しい 0.5μM/L の濃度まで 635nm
と 700nm 前後をピークとした 2 相性のPpIX のスペクトルグラフが観察可能であり

（図 6）、微弱な発光に対してスペクトルグラフを利用することは有用と考えられ

た。膵癌細胞株における検証 3）では、複数の膵癌細胞（Mia-Paca2、Panc-1、PK-1、
KLM-1）が 5-ALA を PpIX に代謝しており、その蛍光を laparoscopic 
spectrophotometry で観察可能であった（図 7）。また、PK-1 を段階希釈し同様に観察

すると細胞密度と波長の強度は比例しており（図 8）、微細な転移を発見するために

は微弱な発光を検出することができる spectrophotometry を利用することは有用と考え

る。 
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膵癌腹膜播種モデルマウスにおける検討では、WL 診断による感度が 62%であるこ

とに比べ FL 診断では 78%と、感度の上昇を認めた（表 1）。この感度は他癌種では

あるが、Kishi が行った胃癌の腹膜播種モデルマウスにおける検討と同程度であった

（FL 診断 72%）（Kishi et al., 2012）。しかしながら、FL 診断でも 20%以上の微細

病変が見落とされている。全腹膜に対してSP 診断を行った後に、病理組織学的転移

陽性と陰性の 2 群に分け強度を比較すると有意差を持って転移陽性腹膜のSP 強度が

高かった（P<0.0001）（図 10A）。また、FL で転移陰性と判断した腹膜を病理組織

学的転移陽性と陰性の 2 群に分け強度を比較すると、有意差を持って転移陽性腹膜の

SP 強度が高かった（P<0.010）（図 10B）。このことから、肉眼的に蛍光判断が難し

い病変でもスペクトルグラフを用いることで、客観的に陽陰性の判断ができると考え

られた。実際に 635nm の強度に対してROC 解析を行った後、カットオフラインであ

ったSP 強度 4000 a.u.以上を転移とした場合、検出率は 90%と感度の上昇を認めた。

一方、特異度は低下してしまった（表 2）。実臨床において 5-ALA 内服後の膵癌患

者に対して手術を行い、術中に腹膜播種を疑い摘出した標本に対して FL と SP 観察

を行ったが、転移陽性腹膜と陰性腹膜にわけた 2 群間のSP 強度に関しては有意差を

認めなかった（P=0.125）（表 12）。これは摘出標本を体外で検査するといった研究

であることや、開腹操作が長いことなどから標本のブリーチングが進んだことによっ

て蛍光が弱くなってしまった可能性が考えられる。しかし症例は少ないが、FL 観察

では肉眼上で蛍光を判断できないが、SP 観察ではPPIX の 2 相性のスペクトルグラ

フを観察でき、病理組織学的診断で転移陽性の症例を 2 例認めた。このことから、腹

腔内で本システムを用いることで FL が困難な微弱な播種病変の蛍光を検索できる可

能性が示唆された。また、抗癌剤治療後の症例において、5-ALA の偽陽性病変を認

めた（表 13）。635nm と 700nm 前後をピークとした 2 相性のスペクトルグラフを認

めており、PpIX が集積していることがわかるが、病理組織診断では悪性所見は認め

ず、線維化組織のみであった。同様の現象は他癌種でも報告されている（Kishi et al., 
2016）。実臨床においては免疫反応を含めた炎症部分や抗癌剤治療によって生まれる

腹膜の線維組織などにPpIX が集積し蛍光を示したと考えられる。このように感度の

高いSP は偽陽性病変を拾い上げすぎてしまう可能性がある。このように感度の高い

SP は偽陽性病変を拾い上げすぎてしまう可能性がある。しかし、病理迅速診断がで

きる術中腹膜播種検索においては転移を疑うことが重要であると考える。 
本システムのように蛍光スペクトルを測定することで、肉眼では判断が難しい 5-

ALA の蛍光も検出可能となり、PDD による感度が上昇すると考える。しかしなが

ら、実臨床で定量な検査として用いるには課題が未だ残る。一つ目に術野の状態が変

化することがある。術野表面は出血などによる汚れや、周囲組織の自家蛍光によって

状況が変わる。また、PpIX の蛍光は時間と共に漸減してしまう。膵癌手術の時間は
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長く、今回の検証でもSP 検査までの時間が手術開始から 4 時間以上経過している症

例があり、ブリーチングが進んだ結果SP の強度が弱くなってしまい有意差がつきづ

らかったと考える。また、広い腹腔内を短時間で検査するために、一回に測定できる

範囲を広げる工夫が必要になると考える。二つ目に観察物との距離、光軸に対する角

度をどのように保つかという問題がある。光の強度は距離の２乗に反比例するため、

実臨床で 5-ALA-PDD を定量的に行うには、リアルタイムに観察物との距離を測り補

正するようなシステムの追加が必要と考える。三つ目に蛍光強度の単位の問題があ

る。蛍光ピークの値を計測する場合、得られる値は無次元であり、その単位は任意単

位（arbitrary unit）として表記される。マウスのような実験的な条件では、測定条件

を一定にできるため任意単位でも比較できるとされている。しかし、実臨床の腹腔内

においては測定条件を完全に一定に保つことは困難である。そのため自家蛍光や反射

励起光をリファレンスとして相対値にする方法が取り入れられる。しかし、本研究の

ように弱い光を検査していく場合、どの部位を正常と判断してリファレンスとするか

については今後研究が必要である。 
  今後、5-ALA 内服後の膵癌患者の術中診断をする際に腹腔鏡診断用近赤外線蛍光

画像システムを併用することができれば、これまで見落とされていた微細な腹膜播種

を検索できる可能性が示唆される。低侵襲性を保ち術中診断能が上昇することは不要

な手術を減らすことが可能になり、それぞれの患者に適した治療を早期に開始できる

ようになると考える。今回の研究の臨床研究では人体の体外での検査で終わってお

り、同様のシステムを実際に体内で使用する研究を行う研究を行う必要がある。体腔

内で安全に使用でき、診断能が上昇することが証明できれば、実臨床に用いることが

できることができる可能性が期待される。また、同様に播種病変が多い胃癌や大腸癌

の進行患者への応用や、カットフィルターを変更することで他の蛍光診断薬への応用

も期待される。 
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結論 
 

① 本研究から得られた新知見 
・腹腔鏡診断用近赤外線蛍光画像システムを用いることで肉眼観察では検出困難な低

濃度のPPIX 検出が可能であった。 
・複数の膵癌細胞株に対して 5-ALA を用いたPDD を行い、PpIX のスペクトルグラ

フが観察可能であった。 
・膵癌播種マウスモデルに対して腹腔鏡診断用近赤外線蛍光画像システムを用いるこ

とで腹腔鏡下にPDD の感度が上昇することがわかった。 
・膵癌患者の播種検体に対して体外にて PDD を行い、肉眼では観察が難しい腹膜播

種の蛍光を腹腔鏡診断用近赤外線蛍光画像システムを用いることで確認できた。 
 
②  新知見の意義 
 本研究ではマウスモデルに対して播種診断をする際に腹腔鏡診断用近赤外線蛍光画

像システムを併用することで肉眼観察が難しい微細な腹膜播種を検索ことができるこ

とが確認できた。今後、5-ALA 内服後の膵癌患者の術中診断をする際に腹腔鏡診断

用近赤外線蛍光画像システムを併用することができれば、これまで見落とされていた

微細な腹膜播種を検索できる可能性が示唆される。低侵襲性を保ち術中診断能が上昇

するは不要な手術を減らすことが可能になり、それぞれの患者に適した治療を早期に

開始できるようになると考える。 
 
③ 本研究で得られた新知見からどのような研究が展開されうるか 
  今回の研究の臨床研究では人体の体外での検査で終わっており、同様のシステムを

実際に体内で使用する研究を行う研究を行う必要がある。体腔内で安全に使用でき、

診断能が上昇することが証明できれば、実臨床に用いることができることができる可

能性が期待される。 
同様に播種病変が多い胃癌や大腸癌の進行患者において術中進行度診断をする際

に 5-ALA と腔鏡診断用近赤外線蛍光画像システムを併用を行うことで、術中診断能

が上昇する可能性がある。また、今回のシステムを用いる方法はカットフィルターを

変更することで他の蛍光診断薬の蛍光をより正確に拾い上げることも可能と考えられ

るため、他の診断薬を用いた腹腔・胸腔内蛍光検査が発明された際には応用ができる

と考える。 
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④  今後の課題 
 今後の膵癌の実臨床では術前化学療法を受けた患者が前提となるため、抗癌剤治療

によって生まれる腹膜の線維組織などの自家蛍光を拾い上げ過ぎてしまい偽陽性患者

が増える可能性がある。また、実臨床において定量的な検査にするには検査条件を一

定に保つシステムの開発が必要と考える。 
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