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II. 成果の概要（総括研究報告） 
L-グルコースは、細胞の最も重要な栄養素であるブドウ糖(D-グルコース)の鏡像異性体で、日常目にす

ることはない分子である。代表者らは先行研究において、この L-グルコースを蛍光色素で標識した蛍光

L-グルコース誘導体(fluorescent L-glucose,以後 fLG と略す。特許第 5682881 号、EP2325327B1、

US8986656B2)のうち、2-NBDLG と名付けた緑色 fLG が、立体的に成長して核に異常を来した培養インスリ

ノーマ細胞塊に特異的に取り込まれることを見出した(Sasaki A. et al., Human Cell 29: 138-139, 

2016)。更に、がん細胞への fLG の取り込みと、がん領域にしばしばみられる細胞膜損傷を来した細胞へ

の fLG の侵入とを区別する目的で開発した、赤色蛍光基 Texas Red を結合した L-グルコース誘導体 2-

TRLG を、2-NBDLG と同時に用いることで、がん細胞塊中の多様ながん細胞の状態を効果的に可視化でき

ることを示した(PCT/JP2012/058439; 特許第6019500号 2016年 10月 14日登録; ZL201280015126.5 2016

年 8月 17 日登録；Sasaki A. et al., ibid 2016)。これらの fLG、すなわち 2-NBDLG と 2-TRLG は、本研
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究によりいずれも GLP 基準に準拠して実施された拡張型単回投与毒性試験を含む安全性試験において、

高い生体安全性を有することが示された。 

そこで fLG の臨床応用可能性を探るため、胆管がん診断に適用する研究を進めた。胆管がんは、診断時

には既に進行しており、予後不良の場合が多い。特に、肝外胆管がんに対しては、現在外科的切除以外に

効果的な治療法がなく、しかも肝外胆管がんは筋層に浸潤せず表層を水平進展する場合があるため(上皮

内がん)、術前診断によるがんの範囲の評価や、術中迅速診断における切除範囲決定を困難にしている。

もし fLG が、胆管がんにも取り込まれれば、術前や術中の境界判定や、病理診断の精度向上、患者の予後

や QOL の改善に役立つ可能性がある。 

本研究では、がんの体内診断における fLG の有用性を、胆管がん発症ハムスターモデルに fLG を適用

し、レーザー共焦点内視鏡を用いて検証した。fLG の局所投与により、病変部には Bright Spot と名付け

た明るい蛍光信号と Dark Clump と名付けた暗い部分から構成される特徴的な蛍光パターンが認められ、

これらの領域は、実験後の病理組織学的検索により、浸潤がんや上皮内がんを示した領域とよく一致し

た。正常対照群では、このような fLG の特徴的な蛍光パターンが認められなかった。実際、多数例の統計

学的解析により、fLG の蛍光パターンと病理組織診断結果の間には優れた対応関係が認められ、fLG は胆

管がんの体内診断や腫瘍の進行度判定に役立つ可能性が示唆された(Yokoyama H. et al., Human Cell 

29: 111-121, 2016)。特に今年度は、fLG 専用レーザー共焦点内視鏡プロトタイプの開発を行い、得られ

た結果は培養インスリノーマ細胞塊を用いたこれまでの実験結果ともよく符号した。更に、fLG ががん細

胞内に取り込まれる仕組みや細胞内運命に関する研究も進展した。 

今日、がんの病理診断は、固定した細胞の形態に基づいて行われている。これに対して fLG 法は、異常

な糖取り込みの検出という生理学的過程を画像化することにより、生細胞の活動異常を検出しようとす

る技術で、従来法とは異なる切り口をがん診断に提供する。実際、婦人科がん等の患者検体を用いて実施

中の平行研究においても有効性が示されつつあり、fLG 法は広い適用範囲をもつ次世代がん診断技術とし

て期待される。 

 

L-glucose, an antipode of D-glucose, is an essential nutrient for living things, and is a molecule that is found 
rarely in our daily life. In our previous studies, we found that one of fluorescently labeled L-glucose derivatives 
(referred to as fLG, Japan Patent No. 5682881, EP2325327B1, US8986656B2) termed 2-NBDLG, which is green 
fluorophore-bearing fLG, is specifically taken up into three-dimensionally accumulated insulinoma cells (spheroid) 
showing nuclear anomalies (Sasaki A. et al., Human Cell 29: 138-139, 2016). Simultaneous use of 2-NBDLG with 
2-TRLG, a red fluorophore Texas Red-bearing L-glucose derivative, which we developed to detect loss of membrane 
integrity, effectively visualized heterogeneous cell states in the tumor spheroid (PCT/JP2012/058439; Japan Patent 
No. 6019500, October 14, 2016; ZL201280015126.5 August 17, 2016；Sasaki A. et al., ibid 2016). Through the 
present study, these fLGs, namely both 2-NBDLG and 2-TRLG, have been successfully passed safety tests including 
expanded single dose toxicity tests conducted according to GLP standards. 
   To explore if fLGs can be used in clinical practice, we applied fLGs to diagnosis of bile duct cancer. In bile duct 
cancer, lesion is often in advanced stage when diagnosed. In particular, for extrahepatic cholangiocarcinoma, the only 
potential curative treatment currently is complete resection. In addition, clinicians often encounter difficulty in pre-
operative evaluation of cancer lesion and determination of surgical margin by an intraoperative rapid histopathologic 
diagnosis of the dissected tissue, since lesion sometimes extends horizontally in superficial layer without invasion. If 
fLG is taken up into cholangiocarcinoma, it may provide information useful for pre- or intra-operative evaluation of 
surgical margin, higher accuracy of pathological diagnosis, better prognosis and QOL.  
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   In the present study, we investigated effectiveness of fLGs in cancer diagnosis in vivo by applying fLGs to a 
hamster model of cholangiocarcinoma and by detecting with a laser confocal endoscope. Topically administered fLGs 
produced a characteristic fluorescent pattern consisting of bright spots and dark clumps, which corresponded well 
with invasive carcinoma or carcinoma in situ in later histopathological analyses. In normal group, no such 
fluorescence pattern was detected. Indeed, statistical analyses of various cases demonstrated excellent correlation 
between fLG fluorescence patterns and histopathological diagnoses, suggesting that fLG may provide information 
useful for in vivo evaluation of cholangiocarcinoma and tumor progression (Yokoyama H. et al., Human Cell 29: 
111-121, 2016). In this fiscal year, we developed a laser confocal endoscope prototype for fLGs, leading to results 
that are well corresponded with previous data obtained by cultured insulinoma spheroids. Further, there was a 
progress in analyzing mechanisms underlying fLG uptake and its intracellular fate.  
   To date, pathological diagnosis of cancer is conducted based on fixed cell morphology. By contrast, fLG method 
is a technique detecting anomaly in living cell activity by visualizing physiological process “uptake of non-natural 
sugar”. Ongoing study using gynecologic cancer specimens have also shown effectiveness of fLGs. Our data suggest 
that fLG is a promising tool that may be applicable to a wide variety of cancer. 
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