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抄 録
癌患者の治療法を選択する上でリンパ節転移の有無を正確に診断することは重要である．現在，セン

チネルリンパ節の術中迅速診断は20～30分要することが多く，より迅速で正確な手法が確立されるこ
とが望ましい．生体内在性アミノ酸である5‐アミノレブリン酸（5-ALA）を生体に過剰投与すると，蛍
光物質であるprotoporphyrinIX（PpIX）が，代謝酵素活性の違いにより，癌細胞内に選択的に蓄積す
る．我々は，マウス直腸癌モデルを用いて5-ALAのリンパ節転移診断能を検討したが，簡便で高い診断
能を有していた．また，ヒト胃癌症例においても転移リンパ節に5-ALA由来のPpIX蛍光を認め，転移
巣の蛍光検出が可能である．

キーワード：5‐アミノレブリン酸，蛍光診断，リンパ節転移，光酸化反応．

Abstract

Lymphnode（LN）metastasisisoneofthemostimportantprognosticfactorsforcancerpatients.
AccurateandrapiddiagnosisofLNmetastasisduringoperationsisrequiredforadequatesurgical
managementofcancers.5-aminolevulinicacid（5-ALA）isaprecursormoleculeofhemeprotein,and
administrationofexcessive5-ALAproducesselectiveaccumulationoffluorescentprotoporphyrinIX

（PpIX）incancercells.Bymakingbetteruseofthisphenomenon,fluorescencediagnosisofcancercan
beachieved. ThispaperintroducesanattemptoffluorescencediagnosisofLN metastasisof
gastrointestinalcancersbyusing5-ALA.Ourresultssuggestedthepotentialof5-ALA-inducedPpIX
fluorescenceasarapidintraoperativediagnosticmethodofmetastasisinexcisedLNs.

KeyWords:5-aminolevulinicacid,Fluorescencediagnosis,Lymphnodemetastasis.



は じ め に

我が国は急速な高齢化社会を迎え，癌患者数
は増加傾向にあり，新たな癌治療法の開発は喫
緊の課題である．なかでも，身体への負担の少
ない低侵襲手術は患者ニーズが高く，今後最も
発展する分野の一つと考えられる．外科切除で
根治が期待できる担癌患者に対する低侵襲手術
を可能とするためには，術前のみならず術中に
も癌転移が疑われる部位を調べ，切除範囲を決
定することが望ましい．
胃癌などの消化器癌において，リンパ節への

転移は予後因子の1つであり，治療法を選択す
る上でリンパ節転移の有無を正確に診断するこ
とは重要である．例えば，多くの消化器癌では
リンパ節転移の有無により術後補助療法の必要
性が決定される．胃癌では，センチネルリンパ
節生検で転移が無いと診断できた場合，郭清領
域を縮小した手術を選択することで低侵襲手術
が可能となる１）．
現在，術前のリンパ節転移診断法として
computedtomography（CT）やFluorodeoxyglu-
cosepositronemissiontomography（FDG-PET）
が用いられる．しかし，CTやFDG-PETの胃癌
リンパ節転移の診断精度はそれぞれ69～77％，
46～85％程度に留まる２‐５）．術中，術後のリンパ
節転移の診断には病理組織診断が用いられる
が，通常1個のリンパ節につき2～3枚作成され
たHE染色標本から診断を行う．そのため，小
さな転移巣が見逃されることがあり，その感度
には限界がある６）７）．最近，サイトケラチン19
mRNAを特異的に増幅し，転移の有無を診断す
る直接遺伝子増幅法（OSNA:One-stepNucleic
AcidAmplification）が開発されたが８），採取され
た検体を可溶化する必要があり，診断の過程で
検体は失われる．なお，これらの術中迅速検査
は診断までに20～30分要することが多く，よ
り迅速で正確な手法の開発が望ましい．我々は
生体分子を光で解析・制御するための技術・機
器開発を行っているが，本稿では5‐アミノレブ
リン酸（5-ALA）を用いた消化器癌転移リンパ
節診断の試みについて紹介する．

5-ALAを用いた蛍光イメージング

最近，蛍光を利用した腫瘍イメージングが臨
床現場で行われるようになってきており，5-
ALAは脳腫瘍や膀胱癌などの蛍光診断に用い
られる９）１０）．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１１）１２）．また，5-ALAは水溶
性で，経口的，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
ではporphobilinogendeaminaseの活性が高く，
ferrochelataseの活性が低いため，プロトポル
フィリンIX（PpIX）が選択的に蓄積される（図
1）１３‐１６）．PpIXは蛍光物質であり，これを検出し
て癌の診断を行うことが可能となる．5-ALAは
副作用の少ない物質であるが，ヘム合成過程の
代謝障害に基づく疾患であるポルフィリン症の
患者には投与すべきではない．
近年，5-ALAは光増感剤としての応用に加え

て，免疫調節など種々の作用が注目されており
非常に興味深いが，これについては他著を参考
にされたい１２）．

まず，我々はリンパ節転移における5-ALA蛍
光診断の可能性を探るため，マウス直腸癌モデ
ルを用いて検討を行った（図2～4）１７）．直腸壁
内に癌細胞を注入後5週間で大動脈周囲リンパ
節に転移が認められた．尾静脈より5-ALAを
静注後，リンパ節におけるPpIXの蛍光を観察
すると（励起光：385～425nm，蛍光：430nm
以上），転移巣とPpIXによる蛍光が一致した
（図2）．次に，マウス腹腔内で蛍光寿命イメージ
ングを行った．転移巣の蛍光寿命は非転移部よ
り長く，転移巣にPpIXが集積していることが示
された．また，転移リンパ節をmacroconfocal
imagingsystemを用いて観察すると，広視野で
ありながら高S/N比でz軸方向の観察も可能で，
リンパ管内を移動する癌細胞も描出できた．
13匹の直腸癌マウスから切除した47リンパ

5-ALAを用いた
マウス直腸癌リンパ節転移診断
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節を対象とし，その蛍光強度を解析した（図3）．
転移リンパ節と非転移リンパ節の蛍光強度比の
平均値は，それぞれ3.67±1.38，0.99±0.15で
あり，カットオフ値を1.7とすると，リンパ節転
移の有無をすべて診断可能であった．さらに，

3匹のマウスから採取した9個のリンパ節の蛍
光診断とCEA・CK20をプライマーとしたリア
ルタイムRT-PCRによる診断結果は一致した

（図4）．以上，マウス直腸癌リンパ節転移モデ
ルを用いた検討では，5-ALAによる蛍光診断は
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図1 5‐アミノレブリン酸（5-ALA）の代謝経路．PBGD（porphobilinogendeaminase）,
Ferrochelatase（FC）.

図2 5-ALAを用いたマウス直腸癌リンパ節転移診断．A）BALB/cヌードマウスの直腸壁にヒト大腸癌細胞株（HT-29
細胞）を注入し，直腸癌リンパ節転移モデルを作成（左：外観，中央：直腸原発巣のHE染色標本，右：腹腔の白
色光イメージ）．B）マウスモデルに5-ALA（250mg/kg）を静注後，開腹し，大動脈周囲リンパ節を観察（左：白
色光イメージ，右：蛍光イメージ）．LN3に赤いprotoporphyrinIX（PpIX）蛍光が観察された．C）LN3の蛍光イ
メージ（upperpanel）およびHE染色標本（lowerpanel）．転移巣に一致して赤いPpIX蛍光が観察される．矢頭：
転移巣．蛍光イメージ（励起光：385～425nm；蛍光：＞430nm）．Scalebar＝1mm（B,C），5mm（A）．（文献
17より許可を得て，改変・転載）



転移リンパ節を非常に正確に診断できることが
示唆された．

次に，我々はヒト胃癌症例で，5-ALAの転移
リンパ節診断能の検討を行った．本検討を行う
にあたり，あらかじめ京都府立医科大学倫理委
員会の承認を得た．対象は，胃切除術を予定さ
れている胃癌患者で，本検査法について説明を
行い十分な理解・同意を得た患者とした．手術
当日朝に一定量の5-ALAを経口投与し，切除し

5-ALAを用いた
ヒト胃癌リンパ節転移診断の試み

たリンパ節の蛍光診断を試みた．観察対象は術
前の画像診断で転移が疑われる領域の郭清リン
パ節とした．ヘモグロビンは励起光・蛍光を吸
収するため，術中操作で出血を来したリンパ節
は除外した．リンパ節は半割した割面を，カ
ラーCCDを装備したマクロズーム顕微鏡システ
ム（SZX12,Olympus,Tokyo）（DP71,Olympus）
を用いて観察し，PpIXの赤色の蛍光に基づいて
転移診断を行った．観察したリンパ節はホルマ
リン固定後，同一割面のHE染色標本を作製し，
組織学的診断と蛍光診断の結果を比較した．
ヒトリンパ節を用いた検討においても，転移

リンパ節において5-ALA由来のPpIXの赤い蛍
光が確認された（図5）．赤い蛍光を示したリン
パ節のうち，小さな丸い蛍光スポットが散発す
る蛍光パターンを持つリンパ節が観察された
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図3 5-ALAを用いたマウス直腸癌リンパ節転移診断．
マウスモデルに5-ALA（250mg/kg）を静注し，6～
9時間後に大動脈周囲リンパ節を廓清し，転移リン
パ節と非転移リンパ節の蛍光強度比を測定．丸：転移
リンパ節，四角：非転移リンパ節（文献17より許
可を得て，改変・転載）

図4 5-ALAを用いたマウス直腸癌リンパ節転移診断．
マウス直腸癌リンパ節のCEAmRNAおよびCK20
mRNAのリアルタイムRT-PCRの結果を蛍光診断
と比較した．黒丸：PpIX蛍光陽性のリンパ節，白
丸：PpIX蛍光陰性のリンパ節（文献17より許可を
得て，改変・転載）



が，HE染色標本との比較により，これらはリ
ンパ濾胞に一致することが明らかになった．こ
の特徴的な濾胞性蛍光パターンを考慮に入れ
て，3人の外科医が独立して蛍光診断を行うと，
その診断能は，感度0.71，特異度0.97であった．
非転移リンパ節に比べ，転移リンパ節の蛍光強
度は有意に高かった．また，5-ALA投与に伴う
有害事象は特に観察されなかった．
以上，5-ALAはヒト胃癌リンパ節転移診断に

有用と考えられたが，幾つかの課題も明らかと
なった．まず，ヒトリンパ節を用いた検討で
は，マウスモデルを用いた検討と違い，偽陰性
と偽陽性が少なからず見られた．偽陰性の原因
の多くは，背景の結合組織の自家蛍光が強いた
めであり，特に転移巣のサイズが小さなもので
その影響を大きく受けていた．いわゆるスキル
ス型胃癌の場合，転移巣は原発巣と同様にコ
ラーゲンの顕著な増生を伴っており，コラーゲ
ンの強い自家蛍光のため，癌細胞由来のPpIX
蛍光はマスクされていた．偽陰性症例を減らす
ためには，自家蛍光の影響を軽減することが必
要と考えられた．偽陽性の主な原因は，炎症性
リンパ節におけるPpIXの非特異的蓄積と考え
られた．PpIXが炎症部位に蓄積する機序につ
いては，細胞内鉄量が関連している可能性があ
るが，詳細は不明である１８）．また，5-ALAの励
起光の波長は比較的短いため脂肪組織内に埋没

するリンパ節をヒトの体内で観察することは難
しいことも課題として挙げられた．

生体組織中で癌細胞に蓄積したPpIXを高感
度かつ特異的に可視化する新しい方法を開発し
た（特願2011-143709）．PpIXは光を照射する
ことによってphotoprotoporphyrin（Ppp）に変
化し，蛍光ピークが635nmから675nmに変化
する１９）．一方，自家蛍光の原因となる他の内在
性蛍光色素は光を照射してもこのようなスペク
トル変化は来さない２０‐２２）．したがって，光照射
前後における蛍光ピークシフトはPpIXに特異
的な変化であり，この変化を検出すれば，組織
由来の自家蛍光の影響を受けることなくPpIX
を特異的に検出することができる．具体的に
は，光照射前後でリンパ節割面の635nmと675
nmの蛍光分光画像を撮影し，画像演算を行っ
て変化率を検出することでPpIXの局在を可視
化する．これにより自家蛍光の影響を軽減しな
がら，より正確に転移の有無を診断することが
可能となる．このプロセスは1～2分で完了す
るため，蛍光診断の利点である迅速性も犠牲に
ならない．
現在，胃癌・大腸癌の患者を対象として臨床

試験を実施しているが，この方法を用いること

PpIXの光酸化反応を用いた
癌の可視化技術の開発
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図5 5-ALAを用いたヒト胃癌リンパ節転移イメージング．左：白色光，右：PpIX蛍光．蛍光イメージ（励起光：385
～425nm；蛍光：＞430nm）．Scalebar＝3mm



で，自家蛍光の影響で検出困難であったリンパ
節転移巣を高感度に検出することが可能となっ
ている．本法は術中迅速診断法の1つになり得
ると考え，症例を蓄積して検討を進めていると
ころである．

ま と め

光学技術の進歩により，光を用いた生体イ
メージングの医療応用は進みつつある．特に，
5-ALAを用いた癌イメージングは術中にミクロ
的な変化をその場で捉えることのできる技術と
位置づけられる．しかし，組織深部の観察は困
難，ベッドサイドで使用可能な診断精度の高い
イメージング機器の開発が必要など，医療応用

を進めていくためには課題が残されており，今
後の研究の発展が期待される．
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