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I. 基本情報 

事  業  名 ： （日本語）未来医療を実現する医療機器・システム研究開発事業 

      （英 語）Development of Medical Devices and Systems for Advanced Medical 

Services 

 

研究開発課題名： （日本語）生体多光子励起イメージング技術を利用した新規低侵襲・高解像度がん診 

断装置の開発 

      （英 語）Development of novel cancer diagnostic device with less-invasiveness 

and high resolution using intravital multiphoton excitation imaging technique 

 

研究開発担当者  （日本語）大学院医学系研究科 教授 石井優 

所属 役職 氏名： （英 語）Graduate School of Medicine, Osaka University, Professor. Masaru 

Ishii. 

 

分担研究     （日本語）ヒトがん細胞・組織の観察に適した光学観察機器の開発 

開発課題名：  （英 語）Development of optical observation equipment for human cancer cells 

and tissues 

 

実 施 期 間： 平成 28 年 4 月 1 日 ～ 平成 29 年 3 月 31 日 

 

研究開発分担者   （日本語）大学院工学研究科 教授 菊地和也 

所属 役職 氏名： （英 語）Graduate School of Engineering, Osaka University, Professor. Kazuya 

Kikuchi. 

 

分担研究     （日本語）ヒトがん細胞・組織の標識用蛍光プローブの開発 

開発課題名：  （英 語）Development of fluorescent probes for labeling human tumor cells 

and tissues 

     

研究開発分担者   （日本語）大学院医学系研究科 教授 森正樹 

所属 役職 氏名： （英 語）Department of Gastroenterological Surgery, Graduate School of Medicine, 

Osaka University. Professor. Masaki Mori. 
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研究開発分担者   （日本語）大学院医学系研究科 教授 澤芳樹 

所属 役職 氏名： （英 語）Department of Cardiovascular Surgery, Graduate School of Medicine, 

Osaka University, Professor. Yoshiki Sawa. 

 

分担研究     （日本語）ヒトがん細胞の光学特性の解析と新規がん診断装置としての有用性の検証 

開発課題名：  （英 語）Analysis of optical properties of human cancer cells and verification 

of usefulness for cancer diagnosis. 

 

II. 成果の概要（総括研究報告） 
(日本語) 

本プロジェクトでは、多光子励起顕微鏡を元にした生体イメージング（IMP）をヒト

生体組織に適用して、局所でのがん細胞の性状や浸潤・転移能を生検することなく低侵

襲で評価する方法論を開発し、次世代の医療を実現するための新たな診断機器開発を行

うことを目的としている。平成 28 年度は対象となるがん組織の光学特性に関する基礎

データの収集をまず行った。森正樹教授（大阪大学大学院医学系研究科・消化器外科学）、

椛島健治教授（京都大学大学院医学研究科・皮膚科学）、加藤聖子教授（九州大学大学院

医学研究院・婦人科学産科学）、大野真司センター長（がん研有明病院・乳腺センター）、

澤芳樹教授（大阪大学大学院医学系研究科・心臓血管外科学）らのグループと共同研究

体制を構築した。そのうえで各研究分担施設において倫理委員会の審査を完了し、その

後可及的速やかに各施設での臨床研究により各種ヒトがん組織の試料を得て、IMP によ

る組織の観察を行った。ヒトがん組織に対する IMP 観察系を開発するため、組織に対

して染色処理を行わなくても IMP で観察することのできる自家蛍光や、IMP 観察に特

徴的なシグナルである二次高調波発生（Second Harmonic Generation）などの非線型光学

現象を用いて画像データを取得した。また得られた IMP 画像は従来のヘマトキシリン・

エオジン（Hematoxylin and Eosin; HE）染色による病理組織標本との比較を行った。いず

れのがん組織においても IMP 画像は従来の HE 染色標本と極めて類似した形態像を示

し、各部位に特徴的な組織形態が認識できた。またいずれの組織でも、中間目標として

設定した観察表面から深部 100 μm まで、１細胞の形状観察が可能な解像度での観察

が可能であり、IMP 画像はがん組織と非がん組織の識別に十分有効であることを証明で

きた。 
がん細胞の標識用蛍光プローブの開発については、菊地和也教授（大阪大学大学院工

学研究科）のグループが多光子励起顕微鏡を用いた診断に利用できるような光安定性の

評価を行った結果、プローブに用いる蛍光色素として carboxytetramethylrhodamine
（TAMRA）を選択した。そのうえで TAMRA を抗体に標識したがん細胞標識プローブ

を作製し、色素と抗体の濃度比の検討を行って、合成供給手法を確立した。さらに作成

した蛍光標識プローブと担がんマウスモデルを用いて、多光子励起顕微鏡による生体イ

メージングを行った。 
光学観察機器及び画像解析技術の開発については、清田泰次郎室長（株式会社ニコン・

マイクロスコープ・ソリューション事業部・ステムセル事業開発室）のグループが医療

用対物レンズ試作品及び対物レンズ保護用アダプタの試作品を開発・作成し、これらを
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用いて IMP 画像を取得した。また取得した IMP 画像に対して、がんと非がんを分類す

るような画像解析のアルゴリズムの開発を行った。このアルゴリズムの開発については

機械学習法による分類法と現在の病理診断アルゴリズムを参考にした分類法の２通り

を用いて設計した。これまでに撮像した IMP 画像を用いて設計した診断アルゴリズム

の検証を行ったところ、いずれのアルゴリズムにおいても、感度 90%以上、特異度 88%
以上の高い精度でがんと非がんの分類が可能であった。 
 

(English) 
In this project, we aim for the development of new diagnostic instruments that make it possible 
to practice future medical care, by developing the methodology to evaluate properties of 
cancer cells in a minimally invasive manner without biopsy, using intravital multiphoton 
excitation (IMP) imaging technique. In FY2016, we first gathered basic data on optical 
properties of human cancer tissues. After the establishment of collaborative research system 
with Drs. Masaki Mori (Department of Gastroenterological Surgery, Osaka University 
Graduate School of Medicine), Kenji Kabashima (Department of Dermatology, Kyoto 
University Graduate School of Medicine), Kiyoko Kato (Department of Gynecology and 
Obstetrics, Kyushu University Graduate School of Medical Sciences), Shinji Ohno (Breast 
Oncology Center, Japanese Foundation for Cancer Research Cancer Institute Hospital) and 
Yoshiki Sawa (Department of Cardiovascular Surgery, Osaka University Graduate School of 
Medicine), reviews by the Institutional Review Board (IRB) was held at each facility. After 
human cancerous and non-cancerous tissues were collected based on the clinical research 
approved by the IRB, the observation with IMP technique was performed. In order to develop 
the observation system using IMP technique for human organs, IMP images were obtained by 
autofluorescece and nonlinear optical phenomena such as second harmonic generation. 
Furthermore, we compared the IMP images with conventional pathological images with fixed 
and thin-sectioned specimens stained with hematoxylin and eosin (HE) dyes. IMP images are 
basically identical to conventional HE staining in all cancer tissues and we were able to 
recognize distinctive histological features by IMP images. It was possible to observe the area 
with a depth of 100 µm from surface, intermediate goal of this project, with high resolution 
possible to detect the morphology of each cell. These results indicated that it was very useful 
to use IMP images for the classification of cancerous and non-cancerous regions.  

For the development of fluorescent probes that detect cancer cells, the research group of 
Dr. Kazuya Kikuchi (Osaka University Graduate School of Engineering) carried out the 
evaluation of the photostability of fluorescent dyes that could be used for the diagnosis using 
IMP imaging. They selected carboxytetramethylrhodamine (TAMRA) for suitable fluorescent 
dye for the probe. They produced fluorescent probe of cancer cells by labeling the cancer cell 
specific antibody with TAMRA, and established the synthetic supply method after 
concentration ratio study of the dye and antibody. Moreover, they performed intravital 
imaging research with the fluorescent probe and cancer-bearing mouse model. 

For the development of optical observation equipment and image analysis technology, the 
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research group of Yasujiro Kiyota (Manager of Stem Cell Business Development Section, 
NIKON Corporation) produced a prototype of medical objective lens as well as a prototype 
adapter for objective lens protection. They also tried to develop algorithms for IMP images 
that enabled classification of cancerous and non-cancerous regions. They designed the 
algorithms in two different ways; classification method by machine learning method and that 
with reference to current pathology diagnosis system. According to verification of the 
diagnostic algorithms using IMP images taken so far, both of these two algorithms showed 
high classification accuracy of cancerous and non-cancerous regions with sensitivity 90% and 
specificity 88% or more.  
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