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略語一覧 

AFP  α-fetoprotein 

CA19-9  Carbohydrate antigen 19-9 

CEA  Carcinoembryonic antigen 

DCP  Des-gamma carboxy prothrombin 

FI  Fluorescence intensity 

GGT  γ-Glutamyltranspeptidase 

gGlu-HMRG γ-Glutamyl hydroxymethyl rhodamine green 

ICG  Indocyanine green 

ICGR15  Indocyanine green retention test at 15 minutes 

ROC  Receiver operating characteristic 

ROI  Region of interest 

 
  



2 
 

1. 背景 

1.1 癌組織の術中蛍光イメージング 

癌に対する外科治療において、切除対象である癌組織の位置や広がりを手術

中正確に認識することは、治癒切除率を向上させるために重要であり、術後の長

期成績の向上に寄与すると考えられる。近年、indocyanine green (ICG)を用いた癌

のセンチネルリンパ節の描出法 1や、5-aminolevulinic acid を用いた膀胱癌 2 ・脳

腫瘍 3の同定法が開発され、実臨床で用いられている。肝臓外科領域では、静脈

内投与された ICG が分化度の高い肝細胞癌の癌組織や、低分化肝細胞癌や腺癌

周囲の非癌部肝実質に滞留する性質を利用した近赤外蛍光イメージング技術が

開発され、臨床応用されつつある 4。 

 

1.2 ICG を用いた肝癌の蛍光イメージング 

ICG を用いて肝癌の術中蛍光イメージングを行なう場合、手術前に肝機能検

査用量の ICG（0.5 mg/kg）を静注し、手術中に赤外観察カメラで肝表面を撮影す

る。本法により、肝表面に近接した癌組織の位置が高感度かつ明瞭に同定される

ので、従来の肉眼観察や術中超音波を補完する技術として開腹手術だけでなく

腹腔鏡手術でも有効性が報告されている 5,6。しかし、肝癌あるいはその周囲の

胆汁のうっ滞を可視化する本技術の偽陽性率は比較的高く（40%程度）7、特に腺
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癌組織そのものを描出するためには、新たな癌特異的蛍光プローブの開発が求

められていた。 

 

1.3 γ-Glutamyltranspeptidase (GGT)を標的とした癌のイメージング 

γ-グルタミルトランスペプチダーゼ(γ-Glutamyltranspeptidase, GGT)は細胞表面に

発現している酵素であり、グルタチオン代謝に関与している 8。特に癌細胞表面

には高発現していると報告されている 9,10。GGT が様々な癌種に発現することで、

システインの細胞内への取り込みが調整され、それによりグルタチオンの新生

が抑制され、癌細胞は細胞増殖能と薬剤耐性を獲得しているものと考えられて

いる 11-14。この GGT の癌細胞表面に高発現しているという特性に着目すること

で、GGT を基質とした癌蛍光イメージングが可能であると考えられた。 

2011 年に Urano らは、細胞表面に発現する GGT を標的とした新規蛍光プロー

ブ（γ-glutamyl hydroxymethyl rhodamine green [gGlu-HMRG])を開発した 15。gGlu-

HMRG は、それ自体は蛍光発光能を有していない、無色透明の液体であるが、

基質である GGT と反応することで、迅速に加水分解され、青色励起光照射下に

最大波長 520 nm の蛍光を呈する (図 1)15。これまでに、gGlu-HMRG を用いた蛍

光イメージングが頭頸部癌 16、肺癌 17、大腸癌 18、膵癌 19、口腔癌 20の描出に有

用である可能性が示された。また、乳癌を対象にした検討では、手術標本におけ
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るリンパ節転移の有無の検出 21 や切除断端の評価 22 に応用できる可能性が示唆

された。GGT は肝細胞癌や肝内胆管癌の細胞膜にも高発現しているという報告

10,23-25 があることから、これらの癌腫でも gGlu-HMRG を用いた蛍光イメージン

グが成立する可能性があると考え、本研究を構想した。 

 

文献 15 より引用 

図 1. gGlu-HMRG の化学構造 
gGlu-HMRG は、元々は無色透明の液体の物質であるが、GGT と反応すること

で、迅速にスピロ開環反応が起こり、520nm を最大蛍光波長とする蛍光を発する

HMRG となる。 

 

1.4 本研究の目的 

本研究の目的は、GGT を標的とした蛍光プローブである gGlu-HMRG を患者

切除標本に散布することにより、原発性肝癌(肝細胞癌および肝内胆管癌)および

大腸癌肝転移を迅速に同定する技術を開発することである。また、癌組織の蛍光

強度を測定し GGT 活性を評価することで、癌の生物学的特性や予後が推定でき

ないか検討を追加した。 
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2. 方法 

2.1 対象と sample 採取方法 

2.1.1 対象 

2010 年 7 月から 2014 年 2 月までに、東京大学医学部附属病院肝胆膵・人工

臓器移植外科で肝切除を施行された、原発性肝癌と大腸癌肝転移症例を対象と

した。本研究は東京大学医学部附属病院の倫理委員会で承認を得られている臨

床試験に基づいているものであり、University Hospital Medical Information 

Network (UMIN) Clinical Trial Registry に 登 録 さ れ て い る ( 登 録 番号 : 

UMIN000003655; http://www.umin.ac.jp/ctr/index.htm)。すべての症例で本研究へ

の参加の同意を書面で得ている。 

 

2.1.2 Sample 採取方法 

本研究の sample は全て、肝切除により標本摘出後、直ちに採取された。手

術標本に、肝腫瘍の最大割面で切開を入れ、癌部および非癌部が同時に含まれ

るように、約 3mm 厚の slice で sample を採取した。大腸癌肝転移症例で、大

腸癌と同時切除した症例は、原発巣の大腸癌も同様に、癌部、非癌部が同時に

含まれるように切り出し sample を採取した。Sample 採取後は直ちに実験室へ

搬送し、蛍光イメージングを行った。 

http://www.umin.ac.jp/ctr/index.htm
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2.2 gGlu-HMRG による蛍光イメージング 

2.2.1 gGlu-HMRG 蛍光イメージング 

Roswell Park Memorial Institute 溶液を培地として、50 µM の濃度に調整した

gGlu-HMRG を sample 表面に散布し、散布後 1 分後、5 分後、30 分後にそれぞ

れ蛍光イメージングを行った。肉眼的蛍光発光の有無は、著者を含む複数の研

究者(M. S.もしくはM. K.)で観察し判定した。蛍光イメージング画像は、Maestro 

In Vivo Fluorescence Imaging System (CRI, Woburn, MA, USA)により得た(図 2)26。

励起・蛍光フィルターとしては、それぞれ、445-490 nm のバンドパスフィルタ

ー、515 nm ロングパスフィルターを用いた。 
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文献 26 より一部改変して引用 

図 2. gGlu-HMRG による癌蛍光イメージングの肉眼像 
a. 肝切除検体より sampling した標本に gGlu-HMRG を投与した(肝内胆管癌症

例)。 
b. 青色光(445-490nm の波長)を当て、515nm ロングパスフィルター越しに観察

したもの。肉眼的には c.のごとく、緑色の蛍光発光を示した。 
c. 5 分以内に肉眼的に癌部の強い蛍光発光を認めた。 

 

2.2.2 GGT inhibitor を併用した gGlu-HMRG 蛍光イメージング 

gGlu-HMRG 投与における蛍光発光が、GGT との反応によるものであること

を確認するため、一部の症例では GGT 活性阻害剤(GGT inhibitor)である

GGsTop27(GGsTop®、 富士フイルム和光純薬、大阪、日本)を併用して蛍光イ

メージングを行った。GGsTop は生化学分野では一般的に使用されている GGT 
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inhibitor であり、GGT と結合し活性を阻害することで、gGlu-HMRG との反応

を抑制し、蛍光発光を減弱させることが予測される。 

得られた sample をさらに癌部、非癌部が同時に含まれるように 2 分割し、

一方に gGlu-HMRG 単剤を、他方に gGlu-HMRG と GGsTop とを混和させたも

のをそれぞれ散布し、同時に蛍光イメージングを行った。蛍光イメージング方

法は先と同様であり、蛍光プローブを散布し、1 分後、5 分後、30 分後にそれ

ぞれ、Maestro In Vivo Fluorescence Imaging System を用いて、蛍光イメージング

画像を得た。また肉眼的蛍光発光の有無も同様に、著者を含む複数の研究者(M. 

S.もしくは M. K.)で観察し判定した。 

 

2.3 ICG による蛍光イメージング 

2.3.1 ICG 投与 

全ての症例で術前に肝機能検査として ICG 試験を行っている。その際に

ICG(ジアグノグリーン®, 第一三共, 東京, 日本)を経静脈的に 0.5mg/kg投与し

ている。ICG の投与は少なくとも手術 2 日前までに行った。 

 

2.3.2 ICG 蛍光イメージング 

術前に投与されている ICG を蛍光発光物質として、蛍光イメージングを行
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った。蛍光イメージング画像は近赤外光フィルター(excitation 710-750 nm, 

emission 810nm, long pass)を用いて、Maestro In Vivo Fluorescence Imaging System

により得た。過去の ICG 蛍光イメージングの報告 4をもとに、本研究では ICG

蛍光イメージングの蛍光発光パターンを、”cancerous-type” (癌部が蛍光発光し

ているもの)と”rim-type” (癌部自体は蛍光発光しておらず、周囲の非癌部がリ

ング状に蛍光発光しているもの)の 2 つに分けて評価した。蛍光発光パターン

の判定は著者を含む複数の研究者(M. S.もしくは M. K.)によって行われた。 

 

2.4 蛍光強度測定 

2.4.1 gGlu-HMRG 蛍光イメージングにおける蛍光強度測定 

腫瘍および背景肝の蛍光発光を定量的に評価するために、蛍光強度

(Fluorescence intensity, FI 値)の測定を行った。各 sample の癌部、非癌部のそれ

ぞれ代表的な部位に region of interest (ROI)(それぞれ約 0.4mm2)を設定し、

Maestro In Vivo Fluorescence Imaging System を用いて測定を行った。非癌部の

ROI は腫瘍本体から十分に離れた位置に設定した。FI 値は、癌部、非癌部それ

ぞれの自家蛍光の影響を除去するために、実測値から gGlu-HMRG 散布前の FI

値を引いた値で評価した。 
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2.4.2 ICG 蛍光イメージングにおける蛍光強度測定 

ICG 蛍光イメージングも gGlu-HMRG 蛍光イメージング同様に Maestro In 

Vivo Fluorescence Imaging System を用いて FI 値を測定し、蛍光発光を定量的

に評価した。ICG 蛍光イメージングでは、ICG 投与前の FI 値が得られないた

め、実測値で評価を行った。 

ICG 蛍光イメージングの蛍光強度測定では、癌部、非癌部に加え、胆汁うっ

滞により蛍光発光を示している、癌部周囲非癌部の 3 ヶ所にそれぞれ ROI を

設定し FI 値を測定した。ICG 蛍光イメージングでの非癌部の ROI も、癌部周

囲の胆汁うっ滞による蛍光発光の影響を避けるため、腫瘍本体より十分に離れ

た部位に設定した。 

 

2.5 病理学的検索と GGT 免疫染色 

手術検体はホルマリン固定後にパラフィン包埋され、Hematoxylin-eosin (HE)染

色、および GGT 免疫染色を行った。GGT 免疫染色には GGT に対するマウスモ

ノクローナル抗体を用いており、GGT のアイソザイムである GGT1(H00002678-

M01、Abnova、Taipei、Taiwan)と GGT6(HPA023362、ATLAS antibodies、Bromma、

Sweden)の 2 種類の抗体を用いた。免疫染色には Ventana Benchmark XT autostainer 

(Ventana Medical System Inc.、Tucson、AZ、USA)を使用して行った。GGT 免疫染
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色は癌部、非癌部の細胞表面の染色の程度により、癌部の方が非癌部より低いも

の(Grade 1)、同等のもの(Grade 2)、高いもの(Grade 3)の三段階に分け評価を行っ

た。また肝内胆管癌、大腸癌肝転移の症例では、癌部の染色されている領域の、

癌部全体に占める割合を、染色率として評価を行った。病理学的診断および、免

疫染色の評価は複数の病理専門医によりなされた。 

 

2.6 統計解析方法 

連続変数は中央値(範囲)で表記した。定量的変数およびカテゴリー変数はそれ

ぞれWilcoxon’s順位和検定および Fisher’s正確確率検定で評価した。gGlu-HMRG

散布後 30 分における FI 値を用いた receiver operating characteristic (ROC)曲線を

作成し cut off 値を算出することで、腫瘍検出能について評価した。また肝細胞

癌症例に関しては、この cut off 値により、High-gGlu-HMRG HCC 群と Low-gGlu-

HMRG HCC 群に分けて解析を行った。生存曲線は Kaplan-Meier 法で作成し、log-

rang 検定で 2 群間を比較した。有意差は P 値<0.05 とした。すべての統計解析は

JMP software (version 9.0.0; SAS Institute Inc., Cary, NC, USA)を用いて行った。  
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3. 結果 

3.1 患者背景 

本研究期間中の対象症例は 95 症例であり、肝細胞癌が 48 症例、腺癌症例(肝

内胆管癌 8 症例、大腸癌肝転移 39 症例)が 47 症例であった(表 1)26。肝細胞癌症

例では腺癌症例に比べて、男性の割合(85% vs. 60%, P=0.005)、B 型もしくは C 型

肝炎に罹患している割合(75% vs. 13%, P<0.001)、肝硬変の割合(40% vs. 0%, 

P<0.001)、ICG15 分停滞率(median [range] 11.8% [5.20-41.2%] vs. 8.1% [4.00-21.7%], 

P<0.001)が有意に高かった。血清 GGT 値は肝細胞癌症例と腺癌症例とで有意差

はなく(48 [16-593] vs. 46 [13-646], P=0.592)、疾患別では肝細胞癌症例で最も高く、

肝内胆管癌症例(37 [15-646])が最も低かった。 

表 1. 患者背景 

         
    

肝細胞癌 
  腺癌   P value 

  
 全腺癌 肝内胆管癌 大腸癌肝転移  肝細胞癌 vs. 

腺癌     n=48   n=47 n=8 n=39   

年齢 [y]  68 (34-87)  69 (44-88) 73 (58-88) 69 (44-84)  0.660  

性別, 男性  41 (85%)  28 (60%) 3 (38%) 25 (64%)  0.005  

B 型肝炎 and/or C 型肝炎  36 (75%)  6 (13%) 2 (25%) 4 (10%)  <0.001 

術前化学療法  15 (31%)  16 (34%) 1 (13%) 15 (38%)  0.772  

肝硬変  19 (40%)  0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)  <0.001 

術前血清生化学検査         
GGT [U/L]  48 (16-593)  46 (13-646) 37 (15-646) 47 (13-436)  0.592  

Alb [g/dl]  3.8 (2.6-4.7)  3.9 (2.1-4.8) 4.3 (3.7-4.8) 3.8 (2.1-4.5)  0.338  

ICGR15 [%]   11.8 (5.20-41.2)   8.1 (4.00-21.7) 8.5 (4.5-21.7) 8.1 (4.0-20.7)   <0.001 

     文献 26 より一部改変して引用 
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3.2 gGlu-HMRG 蛍光イメージング 

3.2.1 対象 

95 症例に対する肝切除で得られた 103 の肝腫瘍(肝細胞癌 50 結節、肝内胆

管癌 8 結節、大腸癌肝転移 45 結節)と、大腸癌同時性肝転移症例 9 例から得ら

れた、9 切片の大腸癌原発巣標本に対して、gGlu-HMRG による蛍光イメージ

ングを行った。また GGT inhibitor を併用した gGlu-HMRG 蛍光イメージング

は、肝細胞癌症例 21 結節(うち high-gGlu-HMRG HCC が 9 結節、Low-gGlu-

HMRG HCC が 12 結節)、肝内胆管癌症例 4 結節、大腸癌肝転移症例 13 結節に

対して行った。 

 

3.2.2 肉眼的蛍光発光評価 

肝細胞癌症例では 30 結節(60%)で肉眼的蛍光発光を認め、残りの 20 結節で

は肉眼的蛍光発光は見られなかった。腺癌症例ではすべての結節で肉眼的蛍光

発光を認めた。蛍光発光を示す肝腫瘍は gGlu-HMRG 散布後、ただちに蛍光発

光を認め、徐々に蛍光強度を増していき、30 分後には十分に肉眼的に蛍光発

光を認識できるようになった(図 3)26。 
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文献 26 より一部改変して引用 

図 3. gGlu-HMRG、ICG による蛍光イメージング 
gGlu-HMRG 投与前、投与後 1、5、30 分後の蛍光イメージング画像および ICG
による蛍光イメージング画像。矢頭は腫瘍の境界を示している。gGlu-HMRG、

ICG による蛍光イメージ画像は、それぞれ青色フィルターセット(excitation 445-
490 nm, emission 515 nm, long pass)、近赤外光フィルターセット(excitation 710-750 
nm, emission 810nm, long pass)を用いて、Maestro In Vivo Fluorescence Imaging 
System により得た。High-gGlu-HMRG HCC、肝内胆管癌、大腸癌肝転移症例は

gGlu-HMRG 投与数分後より肉眼的に蛍光発光を認識可能であったが、low-gGlu-
HMRG HCC は投与 30 分後でも蛍光発光は肉眼的には認識できなかった。ICG
による蛍光イメージングで、”cancerous type”とは癌部そのものが蛍光発光してい

るタイプであり、”rim-type”は癌部周囲非癌部が蛍光発光しているタイプである。 

 

3.2.3 FI 値 

各腫瘍の、癌部、非癌部の FI 値の分布を図 426 に示す。肝細胞癌症例に関
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して、ROC 曲線から算出された cut off 値は 5.7 (arbitrary units, A.U.)であり(図

4a)、High-gGlu-HMRG HCC 群は 24 結節(48%)であった。肝細胞癌症例での腫

瘍検出の感度/特異度は 48%/96%であった(表 2)。肝内胆管癌、大腸癌肝転移症

例では cut off 値はそれぞれ 9.1 [A.U.]、6.2 [A.U.]であり、感度/特異度はそれぞ

れ 100%/100%、87%/100%であった(表 2)。大腸癌原発巣では癌部、非癌部の FI

値はそれぞれ 9.6 (0.26-18.2) [A.U.]、4.5 (0.90-25.3) [A.U.]であり、有意差は見ら

れなかった(P=0.496)(図 4d)26。 
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文献 26 より一部改変して引用 

図 4. gGlu-HMRG 蛍光イメージングによる FI 値の分布 
各肝腫瘍(a. 肝細胞癌, n=50; b. 肝内胆管癌, n=8; c. 大腸癌肝転移, n=45)および大

腸癌原発巣(d, n=10)の gGlu-HMRG 投与後 5、30 分後の癌部、非癌部における FI
値の分布図。また肝細胞癌症例、大腸癌肝転移症例ではROC曲線も示している。

ROC 曲線より算出された cut off 値で肝細胞癌症例は 2 群(cut off 値: 5.7[A.U.]; 
high-gGlu-HMRG HCC, 24 症例; low-gGlu-HMRG HCC 26 症例)に分けた。 

 

表 2. gGlu-HMRG 蛍光イメージングの感度、特異度 

    肝細胞癌 肝内胆管癌 大腸癌肝転移      
Cut off [A.U.]  5.7 9.1 6.2 
感度  48% 100% 87% 
特異度  96% 100% 100% 
陽性適中率  92% 100% 100% 
陰性適中率   65% 100% 88% 
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3.2.4 GGT inhibitor を併用した gGlu-HMRG 蛍光イメージング 

GGT inhibitor を混合したプローブ溶液では肝細胞癌、肝内胆管癌、大腸癌肝

転移のすべての症例で、肉眼的な蛍光発光は認識できなかった(図 5)26。また、

High-gGlu-HMRG HCC 群、Low-gGlu-HMRG HCC 群、肝内胆管癌症例、大腸

癌肝転移症例のすべての癌部と非癌部において、GGT inhibitor を混合したプロ

ーブでは gGlu-HMRG 単剤のプローブに比べて FI 値は低かった(図 6)26。 

 

文献 26 より一部改変して引用 

図 5. GGT inhibitor による gGlu-HMRG 蛍光発光の抑制 
gGlu-HMRG 単剤(左側)と GGT inhibitor(GGsTop)を混合した gGlu-HMRG(右側)の
蛍光イメージング像。それぞれの腫瘍で投与前、投与後 1、5、30 分後にイメー

ジングを行った。GGT inhibitor 存在下では全ての腫瘍で蛍光発光の抑制が見ら

れ、肉眼的には蛍光発光は認識できなかった。 
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文献 26 より一部改変して引用 

図 6. GGT inhibitor 存在下における FI 値 
gGlu-HMRG 単剤および GGT inhibitor(GGsTop)を混合した gGlu-HMRG 投与後

30 分後のそれぞれの FI 値。すべての腫瘍の癌部および非癌部で、GGT inhibitor
存在下では有意に FI 値が低下していた。 

 

3.3 ICG 蛍光イメージング 

3.3.1 対象 

ICG 蛍光イメージングは肝細胞癌症例 41 結節、肝内胆管癌症例 7 結節、大

腸癌肝転移症例 38 結節に対して行った。 
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3.3.2 肉眼的蛍光発光評価 

肝細胞癌症例 41 例中、cancerous-type の蛍光発光を呈したもの(cancerous-type 

HCC)は 25 結節(61%)であり、残りの 16 結節(39%)では rim-type の蛍光発光を

呈していた(rim-type HCC)(図 3)26。Cancerous-type HCC のうちの 12 結節(48%)、

rim-type HCC のうちの 11 結節(69%)が High-gGlu-HMRG HCC であった(表

3)(P=0.192)。一方、肝内胆管癌症例と大腸癌肝転移症例の ICG 蛍光イメージン

グでは、すべて rim-type の蛍光発光を示した。 

表 3. 肝細胞癌症例の ICG 蛍光イメージングパターン 

  Cancerous-type Rim-type 
High-gGlu-HMRG HCC, n (%) 12 (48%) 11 (69%)    
Low-gGlu-HMRG HCC, n (%) 13 (52%) 5 (31%) 

 

3.3.3 FI 値 

肝細胞癌症例での癌部の FI 値は rim-type HCC に比べて cancerous-type HCC

で有意に高かった。(0.07 vs. 0.40, P=0.001)(表 4)。また癌部の FI 値は cancerous-

type HCC では非癌部の FI 値に比べて有意に高かったが(0.40 vs. 0.10, P=0.001)、

rim-type HCC と肝内胆管癌症例では差はなかった(rim-type HCC, 0.07 vs. 0.07, 

P=0.706; 肝内胆管癌, 0.05 vs. 0.20, P=0.064)。大腸癌肝転移症例では癌部の FI

値は非癌部より有意に低かった(0.06 vs. 0.10, P=0.001)。Cancerous-type HCC と

rim-type HCCとで癌周囲非癌部の FI値に差はなかった(0.14 vs. 0.13, P=0.872)。
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肝内胆管癌症例、大腸癌肝転移症例ではいずれも癌部に比べ癌周囲非癌部の FI

値は有意に高かった(肝内胆管癌症例, 0.05 vs. 0.31, P=0.009; 大腸癌肝転移症例, 

0.06 vs. 0.17, P<0.001)。 

肝細胞癌症例での、癌部の FI 値での腫瘍検出の感度/特異度は 59%/78%であ

った(cut off 値 0.20 [A.U.])(図 7a)26(表 5)。肝内胆管癌症例と大腸癌肝転移症例

では全例で、癌部の方が非癌部より FI 値は低く(表 4)、感度/特異度は肝内胆管

癌症例で 57%/100% (cut off 値 0.05 [A.U.])、大腸癌肝転移症例で 70%/68% (0.08 

[A.U.])であった(図 7b, c)26(表 5)。 

表 4. ICG 蛍光イメージングの FI 値 

 

      
n 

FI [A.U.]   P value 

      癌部 非癌部 癌周囲非癌部   癌部 vs. 非癌部 癌部 vs. 癌周囲非癌部 

全肝細胞癌 
 

41 0.22  0.09  0.14  
 

0.014  0.507  

 
Cancerous-type HCC 

 
25 0.40  0.10  0.14  

 
0.001  0.015  

 
Rim-type HCC 

 
16 0.07  0.07  0.13  

 
0.706  0.050  

          
P value 

  
0.001  0.573  0.872  

   
                    

肝内胆管癌   7 0.05  0.20  0.31    0.064  0.009  

                    

大腸癌肝転移   38 0.06  0.10  0.17    0.001  <0.001 
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文献 26 より一部改変して引用 

図 7. ICG 蛍光イメージングによる FI 値の分布 
各肝腫瘍(a. 肝細胞癌; b. 肝内胆管癌; c. 大腸癌肝転移)の癌部(cancerous tissue)、
非癌部(non-cancerous tissue)、癌部周囲非癌部(non-cancerous tissue around the 
tumor)における ICG 蛍光イメージングでの FI 値の分布図と ROC 曲線。 

 

表 5. ICG 蛍光イメージングの感度、特異度 

 

    肝細胞癌 
肝内胆管癌 大腸癌肝転移 

    全肝細胞癌 Cancerous-type Rim-Type        
Cut off [A.U.]  0.20  0.20  0.46  0.05  0.08  
感度  59% 76% 13% 57% 70% 
特異度  78% 80% 100% 100% 68% 
陽性適中率  73% 79% 100% 100% 68% 
陰性適中率   65% 77% 53% 70% 69% 
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3.4 GGT 免疫染色 

3.4.1 GGT1 免疫染色 

GGT1 抗体による免疫染色は肝細胞癌 40 症例(Low-gGlu-HMRG HCC17 症

例、High-gGlu-HMRG HCC 23 症例)、肝内胆管癌 7 症例、大腸癌肝転移 34 症

例、大腸癌原発巣 9 症例に対して行った。染色結果を図 8 に示す 26。染色 Grade

での評価では、Low-gGlu-HMRG HCC に比べて High-gGlu-HMRG HCC で染色

Grade が高く、癌部は非癌部に比べて強く染色される傾向にあり、Low-gGlu-

HMRG HCC では染色 Grade 2, 3 であった症例の割合は 6 症例(35%)であったの

に対し、High-gGlu-HMRG HCC では 21 症例(91%)であった(P<0.001)。一方肝

内胆管癌症例と大腸癌肝転移症例は全例で Grade 3 であった(図 9)26。 

肝内胆管癌症例、大腸癌肝転移症例の染色率の中央値はそれぞれ 90% (range 

5%-90%)、40% (range 5%-90%)であった。大腸癌同時性肝転移で原発巣と同時

切除した症例において、大腸癌肝転移巣と対応する原発巣の染色率は強い相関

関係にあった(r=0.873、P=0.001)(図 10)26。 
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文献 26 より一部改変して引用 

図 8. GGT1 免疫染色 
各肝腫瘍および大腸癌原発巣における GGT1免疫染色像。肝細胞癌症例は癌部、

非癌部の細胞表面の染色の程度により、癌部の方が非癌部より低いもの(Grade 1)、
同等のもの(Grade 2)、高いもの(Grade 3)の三段階に分け評価した。最下段はそれ

ぞれの癌部の高倍率の写真である。いずれの癌も、細胞膜表面が強く染色されて

いる。 
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文献 26 より一部改変して引用 

図 9. GGT 免疫染色 grade の分布 
各肝腫瘍におけるGGT1免疫染色 gradeの分布図。染色GradeはHigh-gGlu-HMRG 
HCC 症例(Grade 2, 3 は 23 症例中 21 症例)は Low-gGlu-HMRG HCC 症例(Grade 2, 
3 は 17 症例中 6 症例)に比べて有意に高かった(P<0.001)。肝内胆管癌、大腸癌肝

転移症例は全て Grade 3 であった。 

 



25 
 

 

文献 26 より一部改変して引用 

図 10. 大腸癌肝転移症例と大腸癌原発巣の GGT1 免疫染色率の関係 
9 症例の大腸癌同時性肝転移の症例で、大腸癌原発巣と同症例の肝転移巣(10 結

節)の GGT1 免疫染色率は強い正の相関関係を示した(r=0.873, P=0.001)。 

 

3.4.2 GGT6 免疫染色 

GGT6 抗体による免疫染色は GGT1 免疫染色と同一の症例に施行した。肝細

胞癌症例、肝内胆管癌症例では、すべての症例で癌部の細胞膜ではなく細胞質

のみが濃染された。細胞膜が染色される positive control と対比し、病理医(J. S.)

によりすべて非特異的な染色（染色率 0%）と判断された (図 11)。一方、大腸

癌肝転移症例では癌部の細胞膜の濃染像を認め、染色率の中央値は 20%(0%-

90%)であった(図 11)。GGT6 抗体による免疫染色でも GGT1 抗体による免疫染
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色同様、大腸癌同時性肝転移で原発巣と同時切除した症例において、大腸癌転

移巣と対応する原発巣の染色率は良い相関関係にあった(r=0.656、P=0.039)(図

12)。 

 

 

 

図 11. GGT6 免疫染色 
各肝腫瘍および大腸癌原発巣における GGT6 免疫染色像。肝細胞癌症例、肝内

胆管癌症例は細胞質のみが染色される非特異的な染色像であり、染色率は 0%
と判断された。一方大腸癌肝転移症例および大腸癌原発巣は癌細胞膜の染色が

見られ、大腸癌肝転移症例の染色率は 20%(0%-90%)であった。最下段はそれぞ

れの癌部の高倍率写真である。肝細胞癌、肝内胆管癌では細胞質が染色されて
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おり、陰性と判断した。一方、大腸癌肝転移症例では細胞膜表面が強く染色さ

れており、陽性と判断された。 

 

 

 

図 12. 大腸癌肝転移症例と大腸癌原発巣の GGT6 免疫染色率の関係 
9 症例の大腸癌同時性肝転移の症例で、大腸癌原発巣と同症例の肝転移巣(10 結

節)の GGT6 免疫染色率は GGT1 免疫染色の結果と同様に良好な正の相関関係を

示した(r=0.656, P=0.039)。 

 

3.5 蛍光イメージングと臨床所見との関係 

3.5.1 背景因子との関係 

肝細胞癌症例と大腸癌肝転移症例における gGlu-HMRG 蛍光イメージング

と背景因子、術後成績について表 6 にまとめた 26。肝細胞癌症例では High-
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gGlu-HMRG HCC 群では、Low-gGlu-HMRG HCC 群に比べて、術前の αフェト

プロテイン値が有意に高く(24.0 [ng/ml] vs. 6.5 [ng/ml, P=0.021)、また切除検体

の顕微鏡的脈管侵襲の割合が有意に多かった(58% vs. 27%, P=0.025)。大腸癌肝

転移症例は gGlu-HMRG 投与後 30 分後の FI 値の中央値(11.7 [A.U.])により、

High-gGlu-HMRG CRLM 群(23 結節、20 症例)と Low-gGlu-HMRG CRLM 群(22

結節、19 症例)に分けて検討した(図 4c)26。High-gGlu-HMRG CRLM 群では Low-

gGlu-HMRG CRLM 群に比べて術前 GGT 値が有意に高く(64 [U/L] vs. 29 [U/L], 

P=0.025)、また術後 6 ヶ月以内の早期再発の割合が高かった(45% vs. 16%, 

P=0.048)(表 6)26。 
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表 6. gGlu-HMRG 蛍光イメージングと背景因子、予後との関係 

*Union of Internatinal Cancer Control (UICC)第 7 版の病期分類による 
†UICC 第 7 版の大腸癌病期分類による 
GGT, γ-glutamyltranspeptidase; ICGR15, indocyanine green retention test at 15 min; AFP, 
α-fetoprotein; DCP, des-gamma carboxy prothrombin; CEA, carcinoembryonic antigen; 
CA19-9, carbohydrate antigen 19-9 

 

3.5.2 長期成績との関係 

予後観察期間の中央値は肝細胞癌症例、大腸癌肝転移症例でそれぞれ 57 ヶ

      肝細胞癌   大腸癌肝転移 

      

Low-gGlu-HMRG 

HCC (n=26) 

High-gGlu-HMRG 

HCC (n=24)   

P 

value   

Low-gGlu-HMRG 

CRLM (n=22) 

High-gGlu-HMRG 

CRLM (n=23)   

P 

value 

術前血清生化学検査 
    

 
    

 

 
GGT [U/L] 

 
44 (16-317) 50 (16-593) 

 
0.327  

 
29 (13-436) 64 (16-289) 

 
0.025  

 
ICGR15 [%] 

 
12.6 (5.6-41.2) 11.0 (5.2-34.8) 

 
0.328  

 
8.1 (4.0-20.7) 7.95 (4.9-18.9) 

 
0.922  

 
腫瘍マーカー 

    
 

    
 

 
AFP [ng/ml] 

 
6.5 (1.9-4652.5) 24.0 (3.0-139921.0) 

 
0.021  

 
− − 

 
− 

 
DCP [mAU/ml] 

 
65 (9-27193) 224 (8-64225) 

 
0.688  

 
− − 

 
− 

 
CEA [ng/ml] 

 
3.9 (1.9-26.3) 3.2 (1.0-8.2) 

 
0.381  

 
14.3 (2.5-1087.8) 24.8 (3.8-441.3) 

 
0.448  

 
CA19-9 [U/ml] 

 
18 (1-128) 18 (1-74) 

 
0.991  

 
16 (1-4825) 39 (1-638) 

 
0.422  

            
病理学的所見 

          

 
腫瘍径 [mm] 

 
25 (8-80) 31 (9-98) 

 
0.236  

 
23 (8-77) 26 (8-160) 

 
0.524  

 
分化度, 高分化型 

 
11 (42%) 6 (25%) 

 
0.197  

 
6 (27%) 7 (32%) 

 
0.741  

 
脈管侵襲 

 
7 (27%) 14 (58%) 

 
0.025  

 
− − 

 
− 

 
リンパ節転移 

 
− − 

 
− 

 
11 (58%) 13 (65%) 

 
0.415  

 
病期分類 (III and IV)* 

 
1 (4%) 3 (13%) 

 
0.296  

 
17 (89%)† 17 (85%)† 

 
0.676  

 
k Ras 遺伝子変異 

 
− − 

 
− 

 
10 (53%) 4 (20%) 

 
0.188  

            
術後 6 ヶ月以内再発   2 (8%) 5 (21%)   0.220    3 (16%) 9 (45%)   0.048  

        文献 26 より一部改変して引用 
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月、32ヶ月であった。大腸癌肝転移症例ではHigh-gGlu-HMRG CRLM群は Low-

gGlu-HMRG CRLM 群に比べて、無再発生存期間は有意に低く、2 年無再発生

存期間はそれぞれ 11%、32%であった(P=0.026)(図 13a)26。一方、肝細胞癌症例

では High-gGlu-HMRG HCC 群と Low-gGlu-HMRG HCC 群とで、無再発生存期

間に有意差はなかった(P=0.346)(図 13b)26。 

 
図 13. 肝細胞癌、大腸癌肝転移症例の無再発生存期間の Kaplan-Meier 曲線 

a. 大腸癌肝転移症例の無再発生存期間の Kaplan-Meier 曲線。High-gGlu-HMRG 
CRLM (n=20, 赤線)と Low-gGlu-HMRG CRLM (n=19, 黒線)の間には有意差を認

めた(P=0.026)。2 年無再発生存率は High-gGlu-HMRG CRLM、Low-gGlu-HMRG 
CRLM でそれぞれ 11%、32%であった。 
b. 肝細胞癌症例の無再発生存期間の Kaplan-Meier 曲線。High-gGlu-HMRG HCC 
(n=24, 赤線 )と Low-gGlu-HMRG HCC (n=24, 黒線 )の間には差はなかった

(P=0.346)。2 年無再発生存率は High-gGlu-HMRG HCC、Low-gGlu-HMRG HCC で

それぞれ 42%、58%であった。 
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4. 考察 

本研究では、肝癌の切除検体に gGlu-HMRG を散布することで、高感度（肝

細胞癌は 60%，肝内胆管癌と大腸癌肝転移で構成される腺癌では 100%）かつ

十分な特異度（組織型によらずほぼ 100%）に癌組織が蛍光標識できることが

示された。 

gGlu-HMRG を用いた癌蛍光イメージングの最大の特徴は、プローブの標的

選択性が高く、単一部位で GGT と反応し発光団である HMRG が迅速に生成

されることである。肝癌を対象にした本研究でも、gGlu-HMRG 散布後 5 分以

内に蛍光シグナルを確認することができた。gGlu-HMRG による癌蛍光イメー

ジングのもう一つの特徴は、腫瘍と背景組織との蛍光強度のコントラストが高

いことである。gGlu-HMRGそのものは無色透明であり蛍光を呈さないが、GGT

による加水分解を受けて HMRG が生成すると初めて蛍光を発する 15,28。肝癌

のイメージングでも、背景肝組織からプローブを洗浄する工程を経ずに、高い

コントラストで癌組織を蛍光標識することができた。さらに、HMRG の蛍光

波長は可視領域にあるため、臨床使用にあたっては、専用のフィルターを介す

だけで肉眼あるいは内視鏡装置で観察することができることも本技術の潜在

的な利点である。 

癌の細胞膜表面には GGT が高発現していることが報告されており 9、本技
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術では肝癌組織に発現している GGT と gGlu-HMRG との反応を観察している

と考えられる。実際、蛍光イメージングに際してプローブに GGT inhibitor を

添加すると、gGlu-HMRG 単剤投与と比べ、癌部での蛍光強度が著明に低下し

ていることが示された。さらに肝細胞癌の症例において、GGT1 免疫染色で強

陽性(Grade 3)であった症例では gGlu-HMRG の蛍光強度も高い症例が多いこと

が示されている。免疫染色 Grade 1 の症例で癌部での免疫染色が弱い理由とし

ては、蛍光発光に GGT1 以外のアイソザイムが関与していた可能性と、非癌部

での GGT 発現が亢進しており、強く染色されていた可能性の 2 つが考えらえ

る。特に今回検討していない GGT アイソザイムの関与に関して、今後の検討

が必要である。肝内胆管癌は全症例において、もっとも高い蛍光強度を示して

おり、GGT1 免疫染色でも高い染色 Grade を示していた。これはおそらく、肝

内胆管癌が、GGT を高発現している胆管上皮細胞由来の癌であるからだと思

われる。一方大腸癌肝転移症例の GGT1 免疫染色では、背景肝組織に比べて癌

部で高い染色 Grade を示しているにもかかわらず、染色率は 5%～90%(中央値

40%)と幅があった。大腸癌原発巣と対応する同時性肝転移巣では、癌部の

GGT1 免疫染色率は正の相関関係にあり、原発巣に比べて転移巣の方が高い傾

向にあった。これは既報と同様の結果である 29。また GGT6 免疫染色において

は、肝細胞癌症例や肝内胆管癌症例では全く染色されず、大腸癌肝転移症例で
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のみ陽性を示した。GGT6 免疫染色率も GGT1 免疫染色の結果同様、20%(0%-

90%)と幅があり、大腸癌原発巣と、対応する同時性肝転移巣での GGT6 免疫

染色率とは正の相関関係にあった。大腸癌原発巣での GGT 発現が肝転移の

high risk となりうるかどうか、また、肝転移巣では GGT の発現量が増加する

のかどうかについては、今後の検討が必要である。 

肝切除では、すでに ICG を用いた蛍光イメージングが臨床に用いられつつ

ある。また高分化型肝細胞癌では cancerous pattern を呈することが、低分化型

肝細胞癌および大腸癌肝転移症例では rim pattern を呈することが知られてい

る 4。ICG 蛍光イメージングは肝表面直下の病変を高感度に描出するが、癌組

織あるいはその周囲の胆汁排泄障害を利用しているにすぎないため、癌特異的

イメージングとは言いがたく、40%前後の偽陽性率が報告されている 4。本研

究内でも、ICG 蛍光イメージングの特異度は肝細胞癌で 78%、大腸癌肝転移で

68%であり、十分とは言えなかった。また、胆汁排泄が関与しない領域、たと

えば大腸癌肝転移手術中のリンパ節転移や腹膜播種の診断に ICG 蛍光イメー

ジングを応用することは不可能であった。一方、gGlu-HMRG を用いた蛍光イ

メージングは癌組織に高発現した GGT を標的としているため特異度が高いこ

とが報告されており、実際に本研究でも肝癌診断の特異度は組織型を問わずほ

ぼ 100%と良好であった。また、本法は ICG 蛍光イメージングと相補的な関係
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にあり、ICG を用いた場合に癌組織が蛍光を呈さない腫瘍（rim-type HCC）の

約 70%が、gGlu-HMRG を用いた蛍光イメージングで高いシグナルを呈してい

た (High-gGlu-HMRG HCC)。従って、ICG と gGul-HMRG を併用して術中蛍光

イメージングを行なうことで、肝切除における肝癌診断の感度、特異度を向上

させることができると予想される。gGlu-HMRG での蛍光イメージングでは、

腫瘍の病理学的分化度と蛍光強度との間の相関関係は明らかではなく、蛍光強

度と腫瘍の病理学的特徴との関係については今後も検討が必要である。 

様々な癌種で、血清および組織中の GGT 高値は予後不良因子であるとの報

告がされている 30-34。これは、細胞膜表面に GGT が高発現していることによ

り、グルタチオン新生に必要であるシステインの取り込みが調整され、癌細胞

は増殖能と抗癌剤等に対する薬剤耐性能を獲得しているためであると考えら

れている 9,11。本研究では、癌組織の蛍光シグナルが高い症例（High-gGlu-HMRG 

CRLM）では血清 GGT 値が高く、低シグナルの症例（Low-gGlu-HMRG CRLM）

と比べて術後再発のリスクが高い可能性が示唆された。また肝細胞癌症例では、

術後再発に関して蛍光シグナルが高い症例と低い症例との間に有意差を認め

なかったが、切除標本の病理検索において前者では脈管侵襲を多く認めていた。

上記の結果は、術中蛍光イメージングにより癌の病理学的特徴と術後観察期間

における生物学的な振る舞いを予測できる可能性を示すものであり、さらに症
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例を蓄積し検討を継続したい。 

gGlu-HMRG が発する蛍光シグナルは可視領域にあるため、観察深度に限界

がある。従って、gGlu-HMRGが臨床使用できた場合でも、深部にある肝癌を同

定するためには術中超音波を実施する必要があるが、肝離断面における癌組織

の遺残を確認したり、今回は検討されなかったが、新規病変を同定したりする

ために有用である可能性がある。また、特に腺癌に対する肝切除に際して、

gGlu-HMRG を用いた蛍光イメージングは腹膜播種や遠隔リンパ節転移などの

非切除因子を手術室で迅速に診断するための手段として期待できる。  
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5. 結語 

1. gGlu-HMRG を散布することによる蛍光イメージングは、肝細胞癌、肝内

胆管癌、および大腸癌肝転移の癌組織を迅速に、高感度かつ高い特異度で

同定することができた。 

2. 肝癌の切除標本に対し gGlu-HMRG を用いた蛍光イメージングを実施し、

蛍光シグナルの強度を計測することで、癌組織の病理学的な特徴や再発リ

スクを予測できる可能性が示唆された。 
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