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研究成果の概要（和文）：蛍光ガイド下脳腫瘍摘出手術において，腫瘍領域においては，共焦点顕微鏡による観
察画像から得られる蛍光強度のヒストグラムおよび平均蛍光強度から，正常脳と腫瘍部との判別が可能であるこ
とを示した．
一方，判別が難しい浸潤領域においては，共焦点顕微鏡で観察した画像に2値化処理をして，蛍光輝点の大きさ
と数の分布を作成すると，この分布が境界領域の腫瘍や浸潤領域と正常脳とで大きく異なることが見出された．
蛍光輝点の分析により浸潤領域の判別が行なえる可能性を見出した．

研究成果の概要（英文）：In photodynamic diagnosis on brain tumor, the fluorescence intensity 
distribution and average intensity in the tumor observed by confocal microscope are different from 
those in the normal region. Tumor region is distinguished by the fluorescence intensity 
distribution. 
On the other hand, in the infiltrating region which is difficult to distinguish by fluorescence 
intensity, the bright spot size and number are different from those in the normal region. 
Possibility to distinguish infiltration region by the analysis on bright spot size and number 
observed by confocal microscope has been found.

研究分野： 機械工学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

脳は人間としての知的，精神的高次機能を
担う極めて重要な臓器であり他の臓器と異
なり外科的手術で摘出できる範囲が限られ
ている．ひとたび重要部位に及んだ腫瘍は外
科的に取り除くことができないために難治
である．脳原発の腫瘍である悪性神経膠腫は，
外科的手術において腫瘍と正常脳の境界の
見極めが難しく，広汎に摘出すれば正常脳を
損傷し，言語や運動障害等後遺症を来たす危
険性がある.一方，腫瘍部分を取り残すと，
生存率は大幅に低下する．腫瘍摘出手術後の
放射線療法や化学療法は残存腫瘍の再発予
防に必須であるが,平均生存期間は 1 年しか
ないのが現状である．そのため客観的な術中
腫瘍診断法の開発が急務である.  

5-ALA (5-Aminolevulinic Acid) は赤血球
の酸素運搬に関わるヘムの前駆体として生
物に内在する化合物である。これを経口内服
した場合、悪性脳腫瘍細胞に特異的に取り込
まれ代謝される。代謝産物のプロトポルフィ
リン IX (PP IX)は，波長 405nm の光を照射
すると，波長 635nm の赤色蛍光を発すること
から腫瘍摘出術に応用され，悪性神経膠腫摘
出率を格段に向上させた（Stummer W, Lancet 

Oncol 7: 392-401, 2006）．しかし前述のよう
に，腫瘍部と正常部を正確に区分けして摘出
することは依然として難しい． 
筆者らは，蛍光ガイド下腫瘍摘出術におい

て摘出した脳腫瘍およびその周辺部につい
て，共焦点顕微鏡を用いて高倍率で観察を行
い， 0.1mm四方領域ごとに顕微鏡観察画面内
の蛍光強度分布を分析して，蛍光強度や腫瘍
細胞割合を求める評価を行なってきた． 
 

２．研究の目的 

本研究は，正常脳との境界の判別が難しい
浸潤性脳腫瘍について，術中に共焦点顕微鏡
を用いて，細胞レベルで判別し，腫瘍摘出率
100％を目指すものである．蛍光ガイド下脳
腫瘍摘出手術において，腫瘍領域における蛍
光の微細現象を共焦点顕微鏡により明らか
にするとともに，浸潤領域における蛍光の特
徴を分析して，浸潤領域の判別方法を確立す
る．これによって悪性脳腫瘍領域を精密に判
別する. 

 

３．研究の方法 

(1)共焦点顕微鏡観察システム 
 共焦点顕微鏡を用いて，脳腫瘍領域を観察
するシステムを図１に示す．波長 405nm の
レーザ光を照射し，透過波長 610～680nm の
赤色光のみをフィルタを通して EMCCD カ
メラで撮影する． 164μm×125μm ごとに画
像を採取し，CCD カメラの 1 画素（0.25μm

×0.25μm）ごとの蛍光強度を検出する．さら
にステージを XY 方向に走査して，例えば
6.4mm×3.7mm の領域の蛍光強度マップを
作成することができる． 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 1 共焦点顕微鏡観察システム 

 
(2)観察試料 
脳腫瘍摘出手術で採取した赤色蛍光部や境
界部，非赤色部の試料から厚さ 10μm にス
ライスした観察サンプルを作成し，共焦点顕
微鏡で観察する．一方，同じ部位から，H&E

染色を行なう試料も作成し，通常の光学顕微
鏡で観察して，腫瘍か否かについての病理的
所見を得る． 
(3) 蛍光強度分析 
 共焦点顕微鏡を用いた画像から各画素の
蛍光強度が得られるので，蛍光強度とその蛍
光強度を持つ画素数についてヒストグラム
を作成する．何もサンプルを置かない場合の
画像（ダーク）も取得する．各サンプルの蛍
光強度分布と平均蛍光強度を比較するとと
もに，蛍光強度がダークの蛍光強度を上回る
確率 R値を求めて比較する． 
(4) 蛍光輝点の分析 
境界部（浸潤領域）においては，画面にお

ける蛍光強度を 2 値化して，白と黒に分け，
輝点の大きさと数を求めて，ヒストグラムと
して表示する． 
 
４．研究成果 
(1)共焦点顕微鏡画像と H&E 画像との比較 
 腫瘍領域の共焦点顕微鏡画像と H&E画像と
の比較例を図 2 に示す．(a)は 3.2mm×3.6mm
領域の蛍光画像であり，(b)は同じ領域の H&E
画像である．このうち，H&E 画像で細胞の密
度が高い腫瘍部（1）を(c)に，比較的細胞密
度の低い(2)を(d)に示す．どちらの共焦点顕
微鏡画像も全体として雲のように蛍光が生
じていることが特徴である． 
 一方，境界領域における共焦点顕微鏡画像
と H&E 画像との比較例を図 3 に示す.ここで
は H&E画像から，腫瘍領域(3)，浸潤領域(4), 
正常領域(5)が見られる．それぞれにおいて
共焦点顕微鏡画像と H&E画像を比較したのが
(c),(d),(e)である．この画像において気が
つくことは，正常領域と浸潤領域とで輝点の
様子が大きく異なることである． 
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図 2 腫瘍領域における共焦点鏡画像と H&E画像の比較 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3 境界領域における共焦点画像と H&E画像の比較 

(2) 蛍光強度の分析結果 
 上記の(1)～（5）の領域における蛍光強度
分布の比較を図 4(a)に，平均強度の比較を
(b)に，R 値の比較を(c)に示す．腫瘍領域の
(1),(2)の蛍光強度分布や平均蛍光強度，R 値
は，ダークの値や正常領域の値よりも大きく
ことなっており，蛍光強度分布や平均強度，
R 値などを用いて，腫瘍領域を判別すること
ができる． 
 一方，浸潤領域においては，蛍光強度分布，
平均蛍光強度，R 値のどれを用いて比較して
も，正常領域と浸潤領域との差が小さい． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 4 蛍光強度分布，平均蛍光強度，R値の比較 

 
(3) 蛍光輝点の分析結果 
 そこで，蛍光強度の分析において差の小さ
かった浸潤領域における蛍光輝点を比較ｓ
いた．その分析例を図 5に示す． 
 図 5は，(3), (4),(5)の領域における輝点
の大きさとサイズのヒストグラムを(a)～
(c)で示し，輝点の平均サイズと輝点の数の
比較を(d)に示したものである．  
 これを見ると，境界領域における腫瘍領域
や浸潤領域の輝点ヒストグラムは清涼領域
のそれと大きく異なることがわかる．腫瘍領
域や浸潤領域における輝点の平均サイズは
正常領域と大きく異なり，輝点の数も大きく
ことなっている．このことから，浸潤領域に
おいては，輝点の大きさと数を分析すること

3.2 mm

3.6
mm

600

(1)高密度
の腫瘍

(2)低密度
の腫瘍

(b) H&E 染色と病理所見(a) 共焦点顕微鏡で撮影した蛍光イメージ

(1)

(2)

(c)  高密度腫瘍領域(1)における共焦点顕微鏡画像とH&E染色画像の比較

0.64 mm

0.6mm

0.42mm

0.56mm

(i) 共焦点顕微鏡画像 (ii) H&E 染色

 

0.64 mm

0.6mm

0.42mm

0.56mm

0.64 mm

0.6mm

0.42mm

0.56mm

0.64 mm

0.6mm

0.42mm

0.56mm

1mm

(5)正常領域

(4)浸潤領域

(3)腫瘍領域

(5)

(4)

(3)

 

0

2000

4000

6000

8000

10000

12000

14000

16000

480 500 520 540 560 580

N
u

m
b

e
r 

o
f 

p
ix

e
ls

Fluorescence intensity of the pixel

Fig.12 Histogram of pixels on fluorescence intensity

① Tumor with high density

② Tumor with low density

③ Tumor in the boundary

④ Infiltrating tumor

⑤ Normal

Dark

(a.u.)

(4) 境界部における浸潤領域

(3) 境界部における腫瘍領域

(2) 赤色領域における低密度腫瘍

(1) 赤色領域における高密度腫瘍

(5)境界部に

おける正常
領域

画
素
数

１画素の蛍光強度(a.u.)

ダーク

500

505

510

515

520

525

530

1 2 3 4 5 6

平
均
蛍
光
強
度

(a
.u

.)

浸潤腫瘍 正常 ダーク境界に
おける
腫瘍

高密度
腫瘍

低密度
腫瘍

境界領域赤色領域

0.5

0.55

0.6

0.65

0.7

0.75

0.8

0.85

0.9

1 2 3 4 5

R
 値

浸潤腫瘍 正常境界に
おける
腫瘍

高密度
腫瘍

低密度
腫瘍

赤色領域 境界領域

(d) 低密度腫瘍領域（2）における共焦点顕微鏡画像とH&E染色画像との比較

0.64 mm

0.6mm

0.42mm

0.56mm

(i) 共焦点顕微鏡画像 (ii) H&E 染色画像



により，腫瘍判別を行なう可能性がある． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図５ 境界領域における蛍光輝点の分析 

 
 以上のように，蛍光の強い腫瘍領域におい
ては，蛍光強度分布や平均蛍光強度，R 値を
用いて，判別を行なうことが可能である．ま
た蛍光強度では判別がむずかしい浸潤領域
においては，蛍光輝点の大きさと数を分析す
ることにより，腫瘍の判別を行うことができ
る可能性を見出した．蛍光輝点の分析による
腫瘍判別については，今後さらに様々な腫瘍
例について調べて明らかにしていく予定で
ある． 
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(d) 蛍光輝点の平均サイズと数の比較 

(a) 腫瘍領域 (3)における蛍
光輝点の大きさと数のヒ
ストグラム 

(b) 浸潤領域(4)における蛍光
輝点の大きさと数のヒス
トグラム 

(c) 正常領域(5)における蛍光
輝点の大きさと数のヒスト
グラム 
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