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　ここ数年、時間分解（寿命）蛍光分光
法とイメージング（「どのように機能す
るか」を参照）は、臨床的有用性の希望
を満たす方向に着実に動いている（1）。
時間分解蛍光は近年、アテローム性動
脈硬化プラークの特徴づけ（2）、頸動脈
の特徴づけ（3）、脳への放射性誘導の壊
死変化のin vivo（生体内）検出（4）、関節
リウマチの診断（5）、口腔がんの診断（6）

のために研究されている。すべて外因性
の薬剤を使用せず、リアルタイムに行う。
　臨床応用における寿命蛍光の多くの
利点は、手術中のイメージガイドによ
るがん手術の例において明らかである。

がん手術とイメージガイダンス
　手術はほとんどのがんに対して推奨
されている治療法であるが、現在の腫
瘍切除では視覚的な異常と触診で検出
する術者の能力に依存している。これ

らのスキルは、多くの経験豊富な医師
でも直面する問題だ。
　時間分解でないスタンダードな蛍光
ガイド手術（FGS）は、異常細胞と親
和性のある造影剤を患者に注入する方
法である。すると、特定の波長の光を
照射したときに腫瘍組織は蛍光を発す
るため、術者がすべての異常細胞を切
除できる可能性が高まり、患者は転移
の可能性を低くできる。
　FGSは、現在の標準治療では重要な
進展だ。しかしながら、イメージガイ
ド手術システムで必要とされる蛍光マ
ーカーの開発は進んでいるが、ヒトの
使用で承認されている蛍光分子の不足
により、その進展は妨げられている。
　2010年、米インテュイティブ・サー
ジカル社（Intuitive Surgical）は、Fire 
Flyと呼ばれるモジュールを通じて同
社のda Vinci Surgical Systemのアド

オンとしてFGSを発表した。ここでは、
FDAが承認したインドシアニングリー
ン（ICG）を用いて血流と組織灌流の近
赤外蛍光（NIRF）イメージングを行う

（図1）。2000年に販売されたda Vinci
は、他のどのロボット手術機よりも使
われている。ロボット手術では触覚フ
ィードバックがなく、視覚が唯一の評
価手段のため、このモジュールは重要
な追加である。しかし、ICGは分子標
的プローブではないため、決定的なが
んの評価に対しては特異性に欠け、腫
瘍境界の定量的な評価はできない。
ICGによるイメージングには、手術室
の照明をオフにする必要があり、この
事実はワークフローにシームレスに取
り込めないことを意味する。
　よりロバストなイメージガイダンスの
方法を探索し、インテュイティブ・サー
ジカル社は時間分解自家蛍光に取り掛
かった。ラベルフリー技術のように時
間分解蛍光分光法（TRFS）は、注入す
るバイオマーカーとは異なり、内因性
の蛍光分子を利用する。これにより、
口腔がんを診断する研究で定常状態で
あった蛍光技術の欠点を克服する。時
間分解のコントラストの仕組みにより、
スペクトルで重複する蛍光分子を区別
できるようになり、がんに由来する構
造・代謝特性の変化を明らかにすること
で、組織の分子構成に関する情報を得
られる。この方法は、特に頭部がんと
頸部がんにおいて、通常組織と腫瘍組
織を区別できると証明された。
　時間分解蛍光の分野で先駆的な研究
者である米カリフォルニア大デービス
校（University of California Davis）の
ローラ・マルクー博士（Laura Marcu）
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ラベルフリーな時間分解（寿命）蛍光分光法とイメージングは、ヒトにおけるロ
ボット手術試験で証明されたように、複数の臨床応用の可能性を示している。

時間分解蛍光の臨床応用
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図1　da Vinci向けFireFlyモジュール
ではインドシアニングリーン（ICG）を用
いて近赤外蛍光（NIRF）イメージングを
行う（b、白色光をaに示す）。ロボット
手術では触覚フィードバックがなく、視
覚が唯一の評価手段のため、このモジュ
ールは重要である。
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との共同研究で、インテュイティブ・
サージカル社は近年、ロボット手術で
自家蛍光を取り入れたヒト初回試験に
着手した。ここでは、リアルタイムな
手術ガイダンスに向けた時間分解組織
診断の使用が研究された。
　マルクー博士の研究室で以前に行わ
れたマルチスペクトルな時間分解蛍光
分光法（ms-TRFS）をスキャンする研
究に基づき、同校医学部のグレゴリー・
ファーウェル医師（Gregory Farwell）
と協力し、グループは光ファイバプロ
ーブをカスタマイズしてms-TRFSサ
ブシステムをda Vinciシステムに組み
込んだ。彼らはin vivo で目視検査を補
完するために、経口的ロボット手術

（TORS）を行う口腔がんに対して、最
初はブタで、その後ヒトで、組み込ま
れたシステムの性能を評価した（7）。

ms-TRFSの設計と統合
　da Vinciシ ス テ ム の 多 関 節5FR 
EndoWrist Introducerは、狭い手術
空間で素晴らしい機敏性のあるオペレ
ーションをもたらす。研究には、チー
ムがこのシステムのワーキングチャネ
ルに組み込んだ、カスタマイズされた
光ファイバプローブの開発が含まれた。
このプローブには、蛍光励起と集光を
担うために直径400μmのコアと、多

重モードのシリカファイバが1つ包含
されている。
　ms-TRFS計測の動作に関わるすべ
ての構成要素は、手術室にうまく組み
込めるよう設計された小型カートに格
納されている。マイクロQスイッチレ
ーザは、2kHzの繰り返し率で355nm
に周波数を3倍にし、蛍光励起をもた
らす。蛍光を同時に4つのスペクトル
チ ャ ネ ル（390/40nm、466/40nm、
542/50nm、629/53nm）に分解する
ダイクロイックフィルタとバンドパス
フィルタを組み込んだ波長選択モジュ
ール（WSM）を用いて、光学プローブ
が蛍光シグナルを集める。466/40nm
チャネルにつながる445nmの連続波の
半導体レーザは、3mWの照準光を励
起ビームと同じパスに照射する。異な
る長さの光学ファイバはディレイとし
て機能し、4つのチャネルを介してマ
イクロチャネルプレート光電子増倍管
である1つの検出器につながる。PMT
は蛍光シグナルを検出し、電子シグナ
ルに変換する。80psの時間間隔でサ
ンプリングするため、高速デジタイザ
に届くまでにRF増幅器が処理する。
システムが光検出器のバイアス電圧

（とゲイン）をリアルタイムに調節し
て、特定の組織タイプでシグナル発生
の性質が異なることで生じるシグナル

変化を扱う。同時に、プローブと組織
の距離も扱う。AC接続した増幅器は、
標準ビームで誘導された自家蛍光を除
去する。
　コンピュータは、内視鏡のインプッ
トを処理するフレームグラバーから白
色光の動画を、同時に光学ファイバプ
ローブからフリーハンドの走査データ
を受け取る。これらの入力位置を関連
付け、ms-TRFSデータと共にディスプ
レイに送る。蛍光パラメータとして組
織の生化学的特性を描写し、ビデオス
トリームに重ねる（図2）。

口腔がん手術への応用
　TORS応用のため、腫瘍の切除前後
で 中 咽 頭 か ら リ ア ル タ イ ム にms-
TRFSデータを収集、分析できるよう、
チームはシステムを設計した。
　2つの特徴が、手術中にデータ取得
を容易にするよう機能する。第1に、
デジタイザのダイナミックレンジに対
してシグナル増幅を最適化する手法
だ。この構想では、高圧電源に向かっ
てフィードバックがかかる閉ループ制
御アルゴリズムに依存する（図3）（8）。
これがやがて光子増倍ゲインを決定し、
シグナル増幅を劇的に変える。第2に、
術者がレーザ励起とデータ取得の両方
をトリガーできるフットペダルだ。
　フットペダルで制御することで、組
織への光化学的ダメージを術者によっ
て防ぐことができる。システムは、レ
ーザ光で露光されたエリアを追跡し、
露光を計算する。露光された位置は
ms-TRFSで拡張されたビデオストリ
ーム内で同定され、光パルス特性に基
づき、システムが最大許容露光量

（MPE）の値を決定する。さらに視野
内の各ピクセルで累積露光を追跡し、
累積値がMPEの50％に達するとその
ピクセルがマークされ、術者にそのエ
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図2　経口的ロボット手術
（TORS、 写 真 ）の 間、da 
Vinciシステムは通常の白色
光の内視鏡画像にマルチスペ
クトル時間分解蛍光分光法

（ms-TRFS）に由来するデー
タを術者の操作モニターに重
ねて表示する。445nmの照
準ビームはms-TRFSで評価
された位置を同定し、プロー
ブの遠位末端で可視化する。



リアを避けるよう警告する。
　実臨床では、ms-TRFS手法は通常
の組織と、リンパ系組織を含む上皮性
悪性腫瘍をin situ で識別できた。

意義
　初期の光学ファイバベースの時間分
解蛍光機器は、口腔内の通常組織と腫
瘍組織を識別できる可能性を示したも
のの、リアルタイムに生化学的なフィ
ードバックを受けることも、組織表面
における蛍光パラメータを受けること
もできなかった。また、評価したエリ
アをトラックバックすることもできな
かった。この機能は、術中のガイダン
スだけでなく、病理組織学的分析でさ
らに検証する際にも重要である。この

研究では初めて、光ファイバプローブ
で調べたエリアを連続してリアルタイ
ムに可視化できたこと、自家蛍光特性
に基づいて診断できるコントラストを
生成できる性能を示した。
　 ラ ベ ル フ リ ー なms-TRFSをda 
Vinciに組み込んだことで、どちらの
システムにおいても悪影響がなかった
ことをこの研究は示す。ヒトの患者で
のTORS手術中にロバストなデータを
記録でき、リアルタイムにコントラス
トを生成して術者が劇的にこの情報を
取り込むことができる。検出器に適し
たゲインの動的制御で可能になった
ms-TRFSシステムのハイダイナミック
レンジにより、量子効率の変化や集光
配列によらず、ロバストなデータ取得

が確保される。
　記載すべき唯一の欠点は、取得デー
タを劣化させる組織の動きの可能性
だ。TORSでは効果的に制御できるも
のの、腹腔鏡手術ではより困難な課題
となるかもしれない。しかしながら、
動きや組織変形を検出する方法の開発
と、それによってアウトプットを変化
させることで、問題に十分対処できる
とチームは考えている。さらに、術者
は比較的狭いエリアの評価を期待して
おり、限られたエリアではモーション
ブラーなしに描写できるだろうとチー
ムは指摘する。
　将来的には、励起源を自動で無効化
することで、MPEの閾値に届いた領
域を過剰に露光させないことが計画さ
れている。
　組織の生化学をラベルフリーでリア
ルタイムに評価、可視化することをロ
ボット手術に組み込むことで、現在の
臨床プロトコルを変更せずに、重要な
品質測定法と見なされている腫瘍境界
の陽性を防ぎ、術中の意思決定を向上
させることが期待できる。その上、弾
性散乱、拡散反射率、ラマンなどの分
光学技術を含む他の点スキャン光学技
術の最終的な臨床解釈を掲示する。
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蛍光イメージング／分光法

ラベルフリーな時間分解蛍光技術は、多
くの内在性の生体分子は自家蛍光を発
する、という事実に基づいている。光子
の吸収から、それに続く放射の間の時間、
言い換えれば励起状態の「寿命」は、す
べての分子に特異的である。これらの寿
命は造影剤として機能し、計測が可能

だ。時間分解蛍光分光法（TRFS）は、
自家蛍光の時間的ダイナミクスを高いス
ペクトル分解能で計測し、蛍光寿命画
像顕微鏡法（FLIM）は、構成する蛍光分
子の濃度と分布をマッピングし、蛍光放
射プロファイルとして組織の生化学を描
写する。

どのように機能するか
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図３　シグナルとデジタル化した後、プロセッサが閉ループ制御アルゴリズムを用いてフィードバ
ックを計算する。このアルゴリズムは、光子増倍ゲインを決定し、シグナル増幅を劇的に変える
高圧（HV）電源にフィードバックを送る。その結果生じるハイダイナミックレンジにより、量子効
率や集光変化によらず、ロバストなデータ取得が確保される。（提供：D・マ（D. Ma,）、J・ベック（J. 
Bec）、D・ゴーパス（D. Gorpas）、D・R・ヤンケレビッヒ（D. R. Yankelevich）、マルクー氏）（8）


