
(57)【要約】

遠位端部と近位端部とをもつ外科用テレスコープ型デバ

イスと、前記外科用テレスコープ型デバイスの近位端部

に結合したカメラと、前記外科用テレスコープ型デバイ

スの近位端部と前記カメラとの間に挿入されたホログラ

フィックノッチフィルターとを含む装置。このカメラは

電荷結合素子カメラ（CCDカメラ）であるのが好ましい

。本装置は、焦点レンズまたは、ロングパスフィルター

若しくは熱線フィルターなどの別のタイプのフィルター

も含むことができる。この外科用テレスコープ型デバイ

スは、非白色光で材料を照射し、次いで放出された蛍光

、燐光またはルミネセンスを検出することによって使用

することができる。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
受 容 者 に お い て 蛍 光 、 燐 光 ま た は ル ミ ネ セ ン ス を 放 つ 物 質 を 検 出 し 、 画 像 化 す る た め の 装
置 で あ っ て 、
（ a） 蛍 光 、 燐 光 ま た は ル ミ ネ セ ン ス を 放 つ 物 質 を 照 射 す る 光 発 生 源 ；
（ b） 遠 位 端 部 と 近 位 端 部 と を も つ 外 科 用 テ レ ス コ ー プ 型 デ バ イ ス ；
（ c） 前 記 外 科 用 テ レ ス コ ー プ 型 デ バ イ ス の 近 位 端 部 に 近 接 し て 配 置 さ れ た 第 一 の 端 部 を
も つ 焦 点 レ ン ズ ；
（ d） 前 記 焦 点 レ ン ズ の 第 二 の 端 部 に 結 合 し た カ メ ラ ； 及 び
（ e） 前 記 外 科 用 テ レ ス コ ー プ 型 デ バ イ ス の 近 位 端 部 と 前 記 カ メ ラ と の 間 に 挿 入 さ れ た 少
な く と も 一 つ の 部 材 で あ っ て 、 光 発 生 源 に よ っ て 伝 達 さ れ た 波 長 の 少 な く と も 一 部 を 除 去
す る 前 記 部 材 を 含 む 前 記 装 置 。
【 請 求 項 ２ 】
前 記 部 材 が 、 フ ィ ル タ ー 、 プ リ ズ ム 、 グ レ ー テ ィ ン グ 、 及 び 鏡 の 少 な く と も 一 つ か ら 選 択
さ れ る 、 請 求 項 1に 記 載 の 装 置 。
【 請 求 項 ３ 】
前 記 部 材 が ホ ロ グ ラ フ ィ ッ ク ノ ッ チ フ ィ ル タ ー で あ る 、 請 求 項 1に 記 載 の 装 置 。
【 請 求 項 ４ 】
前 記 外 科 用 テ レ ス コ ー プ 型 デ バ イ ス と 前 記 カ メ ラ と の 間 に 配 置 さ れ た 少 な く と も 一 つ の 第
二 の フ ィ ル タ ー を さ ら に 含 む 、 請 求 項 3に 記 載 の 装 置 。
【 請 求 項 ５ 】
前 記 外 科 用 テ レ ス コ ー プ 型 デ バ イ ス が 、 内 視 鏡 、 腹 腔 鏡 、 ま た は 顕 微 鏡 を 含 む 、 請 求 項 1
に 記 載 の 装 置 。
【 請 求 項 ６ 】
前 記 外 科 用 テ レ ス コ ー プ 型 デ バ イ ス が 腹 腔 鏡 を 含 む 、 請 求 項 1に 記 載 の 装 置 。
【 請 求 項 ７ 】
前 記 カ メ ラ が 電 荷 結 合 素 子 カ メ ラ を 含 む 、 請 求 項 1に 記 載 の 装 置 。
【 請 求 項 ８ 】
受 容 者 に お い て 蛍 光 、 燐 光 ま た は ル ミ ネ セ ン ス を 放 つ 物 質 を 検 出 し 、 画 像 化 す る た め の 装
置 で あ っ て 、
（ a） 遠 位 端 部 と 近 位 端 部 と を も つ 外 科 用 テ レ ス コ ー プ 型 デ バ イ ス ；
（ b） 前 記 外 科 用 テ レ ス コ ー プ 型 デ バ イ ス の 近 位 端 部 に 結 合 し た カ メ ラ ； 及 び
（ c） 前 記 カ メ ラ と 前 記 外 科 用 テ レ ス コ ー プ 型 デ バ イ ス の 近 位 端 部 と の 間 に 挿 入 さ れ た ホ
ロ グ ラ フ ィ ッ ク ノ ッ チ フ ィ ル タ ー を 含 む 前 記 装 置 。
【 請 求 項 ９ 】
前 記 外 科 用 テ レ ス コ ー プ 型 デ バ イ ス の 近 位 端 に 近 接 し て 配 置 さ れ た 第 一 の 端 部 を も つ 焦 点
レ ン ズ を さ ら に 含 む 、 請 求 項 8に 記 載 の 装 置 。
【 請 求 項 １ ０ 】
蛍 光 、 燐 光 ま た は ル ミ ネ セ ン ス を 放 つ 物 質 を 照 射 す る 光 発 生 源 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 8に
記 載 の 装 置 。
【 請 求 項 １ １ 】
前 記 光 発 生 源 が 、 レ ー ザ ー 、 レ ー ザ ー ダ イ オ ー ド 、 発 光 ダ イ オ ー ド 、 光 フ ァ イ バ ー 、 発 光
ガ ス 放 電 ま た は 熱 フ ィ ラ メ ン ト ラ ン プ か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 10に 記 載 の 装 置 。
【 請 求 項 １ ２ 】
光 発 生 源 が 、 レ ー ザ ー 、 レ ー ザ ー ダ イ オ ー ド 、 発 光 ダ イ オ ー ド 、 光 フ ァ イ バ ー 、 発 光 ガ ス
放 電 ま た は 熱 フ ィ ラ メ ン ト ラ ン プ か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 1に 記 載 の 装 置 。
【 請 求 項 １ ３ 】
前 記 ホ ロ グ ラ フ ィ ッ ク ノ ッ チ フ ィ ル タ ー が 、 光 発 生 源 の 波 長 だ け を 実 質 的 に 遮 蔽 す る 、 請
求 項 10に 記 載 の 装 置 。
【 請 求 項 １ ４ 】
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前 記 部 材 が ノ ッ チ フ ィ ル タ ー を 含 む 、 請 求 項 1に 記 載 の 装 置 。
【 請 求 項 １ ５ 】
前 記 外 科 用 テ レ ス コ ー プ 型 デ バ イ ス に 光 学 的 に 結 合 し た 赤 色 光 発 生 レ ー ザ ー ま た は レ ー ザ
ー ダ イ オ ー ド を さ ら に 含 み 、 前 記 ホ ロ グ ラ フ ィ ッ ク ノ ッ チ フ ィ ル タ ー が 前 記 赤 色 光 発 生 レ
ー ザ ー ま た は レ ー ザ ー ダ イ オ ー ド に よ っ て 伝 達 さ れ た 波 長 だ け を 実 質 的 に 偏 向 さ せ る 、 請
求 項 8に 記 載 の 装 置 。
【 請 求 項 １ ６ 】
前 記 光 発 生 源 が 、 白 色 光 源 と 非 白 色 光 源 と を 含 む 、 請 求 項 10に 記 載 の 装 置 。
【 請 求 項 １ ７ 】
前 記 光 発 生 源 が 、 白 色 光 源 と 非 白 色 光 源 と を 含 む 、 請 求 項 1に 記 載 の 装 置 。
【 請 求 項 １ ８ 】
受 容 者 に お い て 蛍 光 、 燐 光 ま た は ル ミ ネ セ ン ス を 放 つ 物 質 を 検 出 す る た め の 装 置 で あ っ て
、
（ a） 拡 大 レ ン ズ を 含 む ハ ウ ジ ン グ ；
（ b） 前 記 拡 大 レ ン ズ と 受 容 者 と の 間 に 挿 入 さ れ た ホ ロ グ ラ フ ィ ッ ク ノ ッ チ フ ィ ル タ ー ；
及 び
（ c） 蛍 光 、 燐 光 ま た は ル ミ ネ セ ン ス を 放 つ 物 質 を 照 射 す る た め の 光 発 生 源 を 含 む 、 前 記
装 置 。
【 請 求 項 １ ９ 】
さ ら に カ メ ラ を 含 む 、 請 求 項 18に 記 載 の 装 置 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
前 記 カ メ ラ が 電 荷 結 合 素 子 カ メ ラ を 含 む 、 請 求 項 19に 記 載 の 装 置 。
【 請 求 項 ２ １ 】
前 記 光 発 生 源 が 、 約 630 nm～ 約 635 nmの 波 長 の 光 を 発 生 す る レ ー ザ ー ま た は レ ー ザ ー ダ イ
オ ー ド を 含 む 、 請 求 項 12に 記 載 の 装 置 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
前 記 光 発 生 源 が 、 約 630 nm～ 約 635 nmの 波 長 の 光 を 発 生 す る 、 請 求 項 15に 記 載 の 装 置 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
前 記 部 材 が 赤 外 線 フ ィ ル タ ー を 含 む 、 請 求 項 1に 記 載 の 装 置 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
受 容 者 に お い て 蛍 光 、 燐 光 ま た は ル ミ ネ セ ン ス を 放 つ 物 質 を 検 出 す る 方 法 で あ っ て 、
非 白 色 光 で 物 質 を 照 射 し ； 次 い で
非 白 色 光 の 波 長 だ け を 実 質 的 に 除 去 す る 少 な く と も 一 つ の 部 材 を 含 む 外 科 用 テ レ ス コ ー プ
型 デ バ イ ス で 、 放 出 さ れ た 蛍 光 、 燐 光 ま た は ル ミ ネ セ ン ス を 検 出 す る こ と を 含 む 、 前 記 方
法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
前 記 外 科 用 テ レ ス コ ー プ 型 デ バ イ ス に 結 合 し た カ メ ラ で 前 記 物 質 を 画 像 化 す る こ と を さ ら
に 含 む 、 請 求 項 24に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
前 記 外 科 用 テ レ ス コ ー プ 型 デ バ イ ス が 内 視 鏡 ま た は 腹 腔 鏡 を 含 む 、 請 求 項 24に 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ２ ７ 】
白 色 光 及 び 非 白 色 光 で 物 質 を 交 互 に 照 射 す る こ と を さ ら に 含 む 、 請 求 項 24に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
前 記 部 材 が 、 フ ィ ル タ ー 、 プ リ ズ ム 、 グ レ ー テ ィ ン グ 、 及 び 鏡 の 少 な く と も 一 つ か ら 選 択
さ れ る 、 請 求 項 24に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
前 記 部 材 が 、 ホ ロ グ ラ フ ィ ッ ク ノ ッ チ フ ィ ル タ ー で あ る 、 請 求 項 24に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
前 記 カ メ ラ が 電 荷 結 合 素 子 カ メ ラ を 含 む 、 請 求 項 24に 記 載 の 方 法 。
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【 請 求 項 ３ １ 】
材 料 に 交 互 に 照 射 す る た め に 、 音 声 作 動 式 ス イ ッ チ 、 機 械 式 ス イ ッ チ 、 光 学 的 ス イ ッ チ ま
た は 電 気 式 ス イ ッ チ を 使 用 す る 、 請 求 項 27に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
外 科 用 テ レ ス コ ー プ 型 デ バ イ ス を 使 用 し て 受 容 者 か ら 蛍 光 、 燐 光 ま た は ル ミ ネ セ ン ス を 放
つ 物 質 を 除 去 す る こ と を さ ら に 含 む 、 請 求 項 24に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
個 体 の 異 型 細 胞 を 含 む 組 織 ま た は 癌 組 織 を 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、 蛍 光 コ バ ラ ミ ン と 、 癌
で あ る か ま た は 異 型 細 胞 を 含 む も の と 疑 わ れ る 組 織 と を 接 触 さ せ 、 こ こ で 前 記 蛍 光 コ バ ラ
ミ ン は 、 一 般 式 ：
【 化 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
[式 中 、 R 1 は CN、 OH、 OH 2 、 CH 3 、 5'-デ オ キ シ ア デ ノ シ ン ま た は （ CH 2 ） p NHC（ =S） Yで あ り
； R 2 、 R 3 、 R 4 、 R 5 、 R 6 及 び R 7 は 独 立 し て CONH 2 ま た は CO-X m Yで あ り ； R 8 は CH 2 OH、 O（ C=O）
X m Yま た は CH 2 O（ C=O） X m Yで あ り ； R 9 は OHま た は O（ C=O） X m Yで あ り ； Xは 式 N（ CH 2 ） n NHO
（ C=O） ま た は NH-（ CH 2 ） n -NHを も つ リ ン カ ー で あ り ； Yは フ ル オ ロ フ ォ ア 、 ホ ス ホ ロ フ ォ
ア 、 化 学 ル ミ ネ セ ン ス 発 色 団 ま た は 光 発 生 分 子 で あ り ； mは 0ま た は 1で あ り 、 nは 0～ 50で
あ り 、 pは 2～ 10で あ り 、 但 し 、 R 1 ～ R 9 基 の 少 な く と も 一 つ は Yを 含 む ]に よ り 表 さ れ る 構 造
を も ち ；
前 記 組 織 を 照 射 し ； 次 い で
放 出 さ れ た 蛍 光 、 燐 光 ま た は ル ミ ネ セ ン ス を 内 視 鏡 、 腹 腔 鏡 、 関 節 鏡 ま た は 直 腸 鏡 で 検 出
す る こ と を 含 む 、 前 記 方 法 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
前 記 組 織 が 赤 色 光 発 生 源 で 照 射 さ れ る 、 請 求 項 33に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
前 記 組 織 を 電 荷 結 合 素 子 カ メ ラ で 画 像 化 す る こ と を さ ら に 含 む 、 請 求 項 33に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
癌 で あ る か ま た は 異 型 細 胞 を 含 む も の と 疑 わ れ る 前 記 組 織 が 蛍 光 、 燐 光 ま た は ル ミ ネ セ ン
ス を 発 光 す る 請 求 項 33に 記 載 の 方 法 で あ っ て 、 前 記 方 法 は 、 癌 で あ る か ま た は 異 型 細 胞 を
含 む も の と 疑 わ れ る 組 織 を 受 容 者 か ら 内 視 鏡 、 腹 腔 鏡 、 関 節 鏡 ま た は 結 腸 鏡 に よ り 除 去 す
る こ と を さ ら に 含 む 、 前 記 方 法 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
前 記 内 視 鏡 、 腹 腔 鏡 、 関 節 鏡 ま た は 結 腸 鏡 が 、 赤 色 光 発 生 源 の 波 長 だ け を 実 質 的 に 除 去 す
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る 少 な く と も 一 つ の 部 材 を 含 む 、 請 求 項 34に 記 載 の 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 ０ ０ ０ １ 】
本 発 明 は 、 生 物 学 的 に 標 的 化 し た 分 子 を 、 光 源 （ た と え ば レ ー ザ ー ） か ら の 光 で 励 起 さ せ
る た め の デ バ イ ス 及 び 方 法 に 関 す る 。 特 定 の 態 様 で は 、 蛍 光 コ バ ラ ミ ン 類 （ 本 明 細 書 中 、
CobalaFluorと 称 す る こ と も あ る ） を 、 本 開 示 の デ バ イ ス 及 び 装 置 で 使 用 す る こ と が で き
る 。 こ の 蛍 光 コ バ ラ ミ ン 類 は 、 コ バ ラ ミ ン に 共 有 結 合 し た 蛍 光 、 燐 光 、 ル ミ ネ セ ン ス ま た
は 光 発 生 化 合 物 を 含 む 。 こ れ ら の 蛍 光 コ バ ラ ミ ン 類 は 、 診 断 及 び 予 後 診 断 マ ー カ ー と し て
使 用 し て 、 （ a） 癌 細 胞 を 含 む リ ン パ 節 を 同 定 す る こ と を 含 む 、 健 常 細 胞 と 組 織 か ら 癌 細
胞 と 組 織 を 区 別 し 、 （ b） コ バ ラ ミ ン ベ ー ス の 治 療 用 バ イ オ コ ン ジ ュ ゲ ー ト （ bioconjugat
e） を 使 用 す る 化 学 療 法 に 対 し て 個 体 が 積 極 的 な 反 応 を 示 す か ど う か を 検 出 す る こ と が で
き る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】

本 明 細 書 中 で 引 用 し た 文 献 及 び 他 の 資 料 は 、 以 下 の テ キ ス ト 中 に 著 者 及 び 年 代 順 に 参 照 し
、 付 記 文 献 目 録 に 著 者 を ア ル フ ァ ベ ッ ト 順 に 列 記 す る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
急 速 に 分 裂 し て い る 細 胞 に は 、 DNA複 製 前 に 1個 の 炭 素 の 代 謝 を サ ポ ー ト す る た め に 酵 素 メ
チ オ ニ ン シ ン タ ー ゼ （ 合 成 酵 素 ） の 補 因 子 と し て コ バ ラ ミ ン が 必 要 で あ る （ Hogenkampら
、 1999年 ） 。 急 性 骨 髄 球 性 白 血 病 で は 、 B 1 2 結 合 タ ン パ ク 質 ト ラ ン ス コ バ ラ ミ ン 及 び ハ プ
ト コ リ ン （ haptocorrin） の 濃 度 上 昇 に よ り 、 血 液 の 不 飽 和 B 1 2 結 合 能 が 3～ 26倍 に 上 昇 す
る （ Schneiderら 、 1987年 ； Rachimelwitzら 、 1971年 ） 。 充 実 性 腫 瘍 の 患 者 は 、 ト ラ ン ス
コ バ ラ ミ ン と ハ プ ト コ リ ン の 循 環 レ ベ ル の 顕 著 な 増 加 を 示 す こ と も あ る （ Carmelら 、 1975
年 ） 。 不 飽 和 血 清 コ バ ラ ミ ン 結 合 能 の 上 昇 は 、 急 速 に 分 裂 し て い る 細 胞 に よ り コ バ ラ ミ ン
の 取 り 込 み が 多 く な っ て い る こ と と 対 応 す る 。 ガ ン マ 放 出 性 放 射 線 核 種 、 た と え ば 1 1 1 In
が 八 配 座 子 （ octadentate） キ レ ー ト 化 合 物 の ジ エ チ レ ン ト リ ア ミ ン ペ ン タ 酢 酸 （ DTPA）
を 介 し て コ バ ラ ミ ン に 結 合 し て い る な ら ば 、 腫 瘍 は 、 診 断 用 画 像 化 目 的 に 関 し て 十 分 な コ
バ ラ ミ ン を ま さ に 封 鎖 し て い る （ Hogenkamp及 び Collins、 1997年 ） 。 こ の こ と は 、 繊 維 肉
腫 を 移 植 し た マ ウ ス （ Hogenkamp及 び Collins、 1997年 ） 並 び に 、 肺 癌 の ヒ ト （ Collinsら
、 1999年 ） 、 そ し て 前 立 腺 、 肺 及 び 脳 腫 瘍 （ Collinsら 、 2000年 ） に お い て 、 立 証 さ れ て
い る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
黒 色 腫 及 び 乳 癌 手 術 の 際 の セ ン チ ネ ル リ ン パ 節 コ ン セ プ ト で は 、 染 料 ま た は 放 射 線 核 種 を
腫 瘍 周 辺 の 組 織 に 注 射 し て 、 腫 瘍 か ら 流 出 す る 最 初 の リ ン パ 節 を 同 定 す る （ Mortonら 、 19
92年 ； McGreevy， 1998年 ） 。 こ の 節 は 、 セ ン チ ネ ル リ ン パ 節 （ sentinel lymph node） と
呼 ば れ 、 原 発 腫 瘍 の 域 を 超 え る 転 移 度 を 決 定 す る た め の 診 断 試 験 用 に 取 り 出 さ れ る 。 患 者
の 約 12％ で 転 移 性 疾 患 を 検 出 で き な い の で 、 こ の 手 順 は 論 議 を 巻 き 起 こ し て い る （ McMast
erら ， 1999年 ） 。 注 射 す る 染 料 ま た は 放 射 線 核 種 は 、 癌 細 胞 に 対 し て 特 異 的 で は な く 、 外
科 医 に 腫 瘍 部 分 か ら 流 出 す る 原 発 リ ン パ 節 を 同 定 さ せ る に 過 ぎ な い 。 癌 細 胞 に 特 異 的 な 蛍
光 マ ー カ ー を 使 用 す る こ と に よ っ て 、 高 比 率 の 偽 陰 性 を 劇 的 に 改 善 す べ き で あ る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
か く し て 、 優 れ た 結 果 を も た ら す 、 癌 組 織 ま た は 細 胞 の 診 断 及 び 予 後 診 断 に 使 用 し 得 る 試
薬 及 び 装 置 に 対 す る 需 要 が あ る 。

蛍 光 、 燐 光 ま た は ル ミ ネ セ ン ス を 放 つ 化 合 物 ま た は 組 織 を 受 容 者 （ host） 内 で 、 検 出 、 操
作 及 び ／ ま た は 除 去 す る の に 使 用 し 得 る 検 出 及 び 画 像 化 装 置 に つ い て 記 載 す る 。 第 一 の 態
様 で は 、 本 装 置 は 、 遠 位 端 部 と 近 位 端 部 と を も つ 外 科 用 テ レ ス コ ー プ 型 デ バ イ ス ； 前 記 外
科 用 テ レ ス コ ー プ 型 デ バ イ ス の 近 位 端 部 に 結 合 し た カ メ ラ ； 前 記 外 科 用 テ レ ス コ ー プ 型 デ
バ イ ス の 近 位 端 部 と 前 記 カ メ ラ と の 間 に 挿 入 さ れ た ホ ロ グ ラ フ ィ ッ ク ノ ッ チ フ ィ ル タ ー と
を 含 む 。 態 様 に よ っ て は 、 こ の カ メ ラ は 電 荷 結 合 素 子 カ メ ラ （ CCDカ メ ラ ） で あ る 。 本 装
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置 は 、 焦 点 レ ン ズ ま た は 、 ロ ン グ パ ス フ ィ ル タ ー 若 し く は 熱 線 フ ィ ル タ ー な ど の 別 の タ イ
プ の フ ィ ル タ ー も 含 む こ と が で き る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
も う 一 つ の 態 様 で は 、 本 装 置 は 、 蛍 光 、 燐 光 ま た は ル ミ ネ セ ン ス を 放 つ 物 質 を 照 射 す る 光
発 生 源 ； 遠 位 端 部 と 近 位 端 部 と を も つ 外 科 用 テ レ ス コ ー プ 型 デ バ イ ス ； 前 記 外 科 用 テ レ ス
コ ー プ 型 デ バ イ ス の 近 位 端 部 に 近 接 し て 配 置 さ れ た 第 一 の 端 部 を も つ 焦 点 レ ン ズ ； 前 記 焦
点 レ ン ズ の 第 二 の 端 部 に 結 合 し た カ メ ラ ； 及 び 前 記 外 科 用 テ レ ス コ ー プ 型 デ バ イ ス の 近 位
端 部 と 前 記 カ メ ラ と の 間 に 挿 入 さ れ た 少 な く と も 一 つ の 部 材 で あ っ て 、 前 記 光 発 生 源 に よ
っ て 伝 達 さ れ た 少 な く と も 一 部 の 波 長 を 除 去 す る 前 記 部 材 を 含 む 。 こ の 部 材 は 、 フ ィ ル タ
ー 、 プ リ ズ ム 、 グ レ ー テ ィ ン グ 、 鏡 ま た は 同 様 の 波 長 選 択 デ バ イ ス で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
さ ら に 開 示 さ れ た 態 様 に お い て 、 本 装 置 は 、 拡 大 レ ン ズ を 含 む ハ ウ ジ ン グ ； 前 記 拡 大 レ ン
ズ と 受 容 者 と の 間 に 挿 入 さ れ た ホ ロ グ ラ フ ィ ッ ク ノ ッ チ フ ィ ル タ ー ； 及 び 、 蛍 光 、 燐 光 ま
た は ル ミ ネ セ ン ス を 放 つ 物 質 を 照 射 す る た め の 光 発 生 源 を 含 む 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
こ の 外 科 用 テ レ ス コ ー プ 型 デ バ イ ス は 、 物 質 に 非 白 色 光 を 照 射 し 、 次 い で 放 出 さ れ た 蛍 光
、 燐 光 ま た は ル ミ ネ セ ン ス を 検 出 す る こ と に よ っ て 使 用 す る こ と が で き る 。
一 態 様 で は 、 コ バ ラ ミ ン に 共 有 結 合 し た 蛍 光 、 燐 光 、 ル ミ ネ セ ン ス ま た は 光 発 生 化 合 物 か
ら 構 成 さ れ る 蛍 光 コ バ ラ ミ ン 類 を 、 上 記 装 置 と 組 み 合 わ せ て 使 用 す る こ と が で き る 。 こ れ
ら の 蛍 光 コ バ ラ ミ ン 類 は 、 診 断 用 及 び 予 後 診 断 マ ー カ ー と し て 使 用 し て 、 （ a） 癌 細 胞 を
含 む リ ン パ 節 を 同 定 す る こ と を 含 む 、 健 常 細 胞 と 組 織 か ら 癌 細 胞 と 組 織 を 区 別 で き 、 そ し
て （ b） コ バ ラ ミ ン ベ ー ス の 治 療 用 バ イ オ コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 使 用 す る 化 学 療 法 に 対 し て 個
体 が 積 極 的 な 反 応 を 示 す か ど う か を 検 出 す る こ と が で き る 。 こ の 蛍 光 コ バ ラ ミ ン 類 は 、 （
1） 癌 細 胞 に よ る 迅 速 な 輸 送 及 び 貯 蔵 （ 最 大 取 り 込 み は 4～ 6時 間 で 起 き る ） 、 （ 2） 非 常 に
低 濃 度 で 視 覚 的 に 検 出 し 得 る 明 る い フ ル オ ロ フ ォ ア 、 及 び （ 3） 非 毒 性 成 分 と い う 特 徴 を
示 す 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
一 つ の 側 面 で は 、 蛍 光 、 燐 光 、 ル ミ ネ セ ン ス ま た は 光 発 生 化 合 物 が コ バ ラ ミ ン （ ビ タ ミ ン
B 1 2 ） に 共 有 結 合 し て い る 蛍 光 コ バ ラ ミ ン 類 を 提 供 す る 。 こ の 蛍 光 、 燐 光 ま た は 光 発 生 化
合 物 は 、 コ バ ラ ミ ン の コ バ ル ト 原 子 、 コ リ ン 環 、 ま た は リ ボ ー ス 部 分 に 共 有 結 合 す る こ と
が で き る 。 蛍 光 、 燐 光 、 ル ミ ネ セ ン ス ま た は 光 発 生 化 合 物 が コ リ ン 環 ま た は リ ボ ー ス 部 分
に 共 有 結 合 す る の が 好 ま し い 。 任 意 の 蛍 光 、 燐 光 、 ル ミ ネ セ ン ス ま た は 光 発 生 化 合 物 を こ
の 蛍 光 コ バ ラ ミ ン 類 の 製 造 に 使 用 す る こ と が で き る と は い え 、 可 視 光 ま た は 赤 外 線 で 励 起
可 能 な 蛍 光 、 燐 光 、 ル ミ ネ セ ン ス ま た は 光 発 生 化 合 物 を 使 用 す る の が 好 ま し い 。 好 ま し い
蛍 光 化 合 物 の 例 と し て は 、 フ ル オ レ セ イ ン 、 フ ル オ レ セ イ ン -5EX、 メ ト キ シ ク マ リ ン 、 ナ
フ ト フ ル オ レ セ イ ン 、 BODIPY 493/503、 BODIPY FL、 BODIPY R6G、 BODIPY 530/550、 BODIP
Y TMR、 BODIPY 564/570、 BODIPY 576/589、 BODIPY 581/591、 BODIPY TR、 Cascade Blue、
Dansyl、 ジ ア ル キ ル ア ミ ノ ク マ リ ン 、 4',5'-ジ ク ロ ロ -2',7'-ジ メ ト キ シ フ ル オ レ セ イ ン
、 2',7'-ジ ク ロ ロ フ ル オ レ セ イ ン 、 エ オ シ ン 、 エ オ シ ン F3S、 エ リ ト ロ シ ン 、 ヒ ド ロ キ シ
ク マ リ ン 、 リ サ ミ ン ロ ー ダ ミ ン B、 メ ト キ シ ク マ リ ン （ methosycoumarin） 、 ナ フ ト フ ル オ
レ セ イ ン （ maphthofluorescein） 、 NBD、 Oregon Green 488、 Oregon Green 500、 Oregon 
Green 514、 PyMPO、 ピ レ ン 、 ロ ー ダ ミ ン 6G、 ロ ー ダ ミ ン グ リ ー ン 、 ロ ー ダ ミ ン レ ッ ド 、 ロ
ド ー ル （ rhodol） グ リ ー ン 、 2',4',5',7'-テ ト ラ ブ ロ モ ス ル ホ ン フ ル オ レ セ イ ン 、 テ ト ラ
メ チ ル ロ ー ダ ミ ン （ TMR） 、 Texas Red、 X-ロ ー ダ ミ ン 、 Cy2染 料 、 Cy3染 料 、 Cy5染 料 、 Cy5
.5染 料 、 Cy7染 料 、 IC Greenま た は 量 子 ド ッ ト 構 造 （ quantum dot structure） が 挙 げ ら れ
る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 可 視 光 ま た は 赤 外 線 で 励 起 し た と き に 、 好 ま し い 蛍 光 コ バ
ラ ミ ン 類 は 、 コ バ ラ ミ ン か ら 蛍 光 ま た は 燐 光 化 合 物 を 分 離 す る 必 要 な く 蛍 光 を 発 生 す る 。
こ の 光 は 、 適 当 な フ ィ ル タ ー を 使 用 す る レ ー ザ ー ま た は 光 フ ァ イ バ ー 光 源 に よ っ て 供 給 し
て も よ い 。 赤 色 光 は 組 織 に よ く 浸 透 す る の で 好 ま し い 。
【 ０ ０ １ ０ 】
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第 二 の 態 様 で は 、 こ の 蛍 光 コ バ ラ ミ ン 類 は 、 新 生 物 細 胞 、 形 成 異 常 細 胞 、 ま た は 過 形 成 細
胞 な ど の 異 常 細 胞 の 同 定 に 使 用 す る 。 特 に こ の 蛍 光 コ バ ラ ミ ン 類 は 、 健 常 細 胞 と 癌 細 胞 を
区 別 す る の に 使 用 す る 。 一 態 様 に お い て 、 蛍 光 コ バ ラ ミ ン は 、 手 術 前 に 患 者 に 投 与 す る 。
原 発 腫 瘍 で あ ろ う と 転 移 部 位 で あ ろ う と 、 癌 細 胞 で の 蛍 光 、 燐 光 、 ル ミ ネ セ ン ス ま た は 放
出 光 の 存 在 は 、 除 去 す べ き 組 織 を 画 定 す る た め に 外 科 医 に よ っ て 使 用 さ れ る 。 第 二 の 態 様
で は 、 蛍 光 コ バ ラ ミ ン は 、 腫 瘍 の 位 置 か ら 流 出 す る リ ン パ 節 に よ っ て 取 り 込 ま れ る の に 好
適 な 状 態 で 、 患 者 に 投 与 す る 。 蛍 光 、 燐 光 、 ル ミ ネ セ ン ス ま た は 放 出 光 が 存 在 す る と 、 手
術 の 間 に 除 去 す べ き こ れ ら の リ ン パ 節 を 確 認 で き る 。 こ の 後 者 の 態 様 に お い て 、 腹 腔 鏡 、
内 視 鏡 及 び 顕 微 鏡 法 を 使 用 し て 、 癌 細 胞 を 含 む リ ン パ 節 と 同 定 す る こ と が で き る 。 こ れ ら
の 方 法 を 使 用 す る と 、 陽 性 の リ ン パ 節 の 同 定 及 び 回 収 （ retrieval） が 容 易 で あ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
第 三 の 側 面 で は 、 こ の 蛍 光 コ バ ラ ミ ン 類 を 使 用 し て 、 個 体 が コ バ ラ ミ ン -ベ ー ス の 治 療 用
バ イ オ コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 使 用 す る 化 学 療 法 に 対 し て 積 極 的 な 反 応 を 示 す か ど う か を 検 出 す
る こ と が で き る 。 こ の 側 面 に お い て 、 蛍 光 コ バ ラ ミ ン を 使 用 し て 、 定 量 的 及 び 定 性 的 の 両
面 に お い て 、 特 定 の 型 の 癌 細 胞 が コ バ ラ ミ ン を 輸 送 し 貯 蔵 す る 能 力 を 評 価 す る 。 大 量 の コ
バ ラ ミ ン を 輸 送 し 貯 蔵 す る 種 々 の タ イ プ の 癌 は 、 コ バ ラ ミ ン -ベ ー ス の 治 療 用 バ イ オ コ ン
ジ ュ ゲ ー ト を 使 用 す る 治 療 の 良 い 候 補 で あ る 。 腫 瘍 細 胞 の コ バ ラ ミ ン の 結 合 、 取 り 込 み 、
輸 送 及 び 貯 蔵 の 定 量 化 は 、 目 視 検 査 （ た と え ば 、 組 織 ス ラ イ ド ） 下 で 蛍 光 に よ り 、 エ ピ 蛍
光 （ epifluorescence） 顕 微 鏡 法 、 蛍 光 腹 腔 鏡 法 、 蛍 光 内 視 鏡 法 ま た は フ ロ ー サ イ ト メ ト
リ ー に よ っ て 実 施 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
第 四 の 側 面 で は 、 こ の 蛍 光 コ バ ラ ミ ン 類 を 使 用 し て 、 血 液 、 血 漿 、 血 清 、 脳 脊 髄 液 ま た は
尿 中 の コ バ ラ ミ ン レ ベ ル を 測 定 し た り 、 あ る い は 血 液 、 血 漿 、 血 清 ま た は 脳 脊 髄 液 中 の 未
結 合 の コ バ ラ ミ ン 結 合 能 量 を 測 定 す る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
第 五 の 側 面 で は 、 腹 腔 鏡 ま た は 内 視 鏡 視 覚 化 を 利 用 し て 、 リ ン パ 節 に お い て 、 い ず れ か の
蛍 光 分 子 （ 癌 -タ ー ゲ ッ ト 化 、 ま た は 非 タ ー ゲ ッ ト 化 ） を 検 出 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ４ 】

本 明 細 書 で 開 示 の 外 科 用 テ レ ス コ ー プ 型 デ バ イ ス を 使 用 し て 、 蛍 光 、 燐 光 ま た は ル ミ ネ セ
ン ス を 放 つ 物 質 を 検 出 し 除 去 す る こ と が で き る 。 そ の よ う な 物 質 と し て は 、 本 明 細 書 中 に
記 載 の 分 子 及 び 化 合 物 、 並 び に 蛍 光 、 燐 光 、 ま た は ル ミ ネ セ ン ス の 分 子 ま た は 化 合 物 で 標
識 化 し た い ず れ か の 組 織 を 挙 げ る こ と が で き る 。 本 デ バ イ ス は 、 生 物 学 的 に 標 的 化 し た 蛍
光 分 子 を 光 で 励 起 す る こ と が で き 、 励 起 し た 光 よ り も 長 波 長 の 派 生 蛍 光 の 発 光 を 検 出 す る
こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
具 体 的 な 外 科 用 テ レ ス コ ー プ 型 デ バ イ ス と し て は 、 た と え ば 内 視 鏡 、 腹 腔 鏡 、 関 節 鏡 、 結
腸 鏡 ま た は 顕 微 鏡 が 挙 げ ら れ る 。 こ の 外 科 用 テ レ ス コ ー プ 型 デ バ イ ス は 、 少 な く と も 一 つ
の 光 除 去 ま た は 遮 蔽 部 材 及 び ／ ま た は 赤 色 光 照 射 源 を 含 む よ う に 変 形 し て あ る 。 こ れ ら の
変 形 に よ っ て 、 蛍 光 、 燐 光 ま た は ル ミ ネ セ ン ス を 放 つ 物 質 を 可 視 化 し 易 く な る 。 特 定 の 態
様 で は 、 本 装 置 は 、 癌 細 胞 を 含 ん で い て も 含 ん で い な く て も よ い 腋 窩 リ ン パ を 同 定 及 び 除
去 す る た め の 腹 腔 鏡 で あ る 。 そ の よ う な 腹 腔 鏡 の 一 例 を 、 図 15～ 18及 び 21に 関 連 し て 、 以
下 詳 細 に 記 載 す る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
上 記 の 如 く 、 本 装 置 は 少 な く と も 一 つ の 光 除 去 部 材 を 含 む 。 本 明 細 書 中 、 「 光 除 去 （ ligh
t-removing） 」 と は 、 光 の 所 定 の 波 長 を 吸 収 、 反 射 、 及 び ／ ま た は 偏 向 さ せ る よ う な 全 て
の 光 遮 蔽 メ カ ニ ズ ム を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 代 表 的 な 部 材 と し て は 、 フ ィ ル タ
ー 、 プ リ ズ ム 、 グ レ ー テ ィ ン グ 、 鏡 ま た は 同 様 の 波 長 選 択 デ バ イ ス が 挙 げ ら れ る 。 装 置 は
、 そ の よ う な 部 材 を 二 つ 以 上 、 及 び ／ ま た は そ の よ う な 部 材 の 組 合 せ を 含 ん で も よ い 。
【 ０ ０ １ ７ 】
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好 適 な フ ィ ル タ ー と し て は 、 ノ ッ チ フ ィ ル タ ー 、 ロ ン グ パ ス フ ィ ル タ ー ま た は 熱 線 フ ィ ル
タ ー が 挙 げ ら れ る 。 特 定 の 態 様 に よ れ ば 、 こ の フ ィ ル タ ー は 、 蛍 光 、 燐 光 ま た は ル ミ ネ セ
ン ス を 放 つ 材 料 を 励 起 す る の に 使 用 す る 光 発 生 源 の 波 長 に 対 応 す る 非 常 に 狭 い 波 長 だ け を
遮 蔽 す る ホ ロ グ ラ フ ィ ッ ク ノ ッ チ フ ィ ル タ ー で あ る 。 ホ ロ グ ラ フ ィ ッ ク ノ ッ チ フ ィ ル タ ー
は 、 ヒ ト の 目 か ら 見 る と 透 明 の よ う に 見 え る 。 こ の ホ ロ グ ラ フ ィ ッ ク ノ ッ チ フ ィ ル タ ー に
よ っ て 、 異 な る 種 類 の フ ィ ル タ ー 及 び カ メ ラ を 繰 り 返 し 置 き 換 え る こ と な く 、 手 順 を 見 ら
れ る よ う に カ ラ ー CCDカ メ ラ を 使 用 す る こ と が で き る 。 ホ ロ グ ラ フ ィ ッ ク ノ ッ チ フ ィ ル タ
ー は 周 知 で あ り 、 た と え ば Kaiser Optical Systemsよ り 市 販 さ れ て い る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
ロ ン グ パ ス ま た は バ ン ド パ ス フ ィ ル タ ー も 使 用 し て 、 短 波 長 を 除 去 す る が 、 長 波 長 の 光 は
通 過 す る よ う に で き る 。 分 子 の 蛍 光 に よ っ て 発 生 し た 光 は 、 フ ル オ ロ フ ォ ア を 照 射 す る の
に 使 用 す る 光 の 波 長 に 対 し て 長 波 長 に シ フ ト し て い る た め 、 ロ ン グ パ ス フ ィ ル タ ー は 有 用
で あ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
こ の フ ィ ル タ ー は 、 光 発 生 源 か ら の 反 射 及 び 直 接 入 射 光 が 、 カ メ ラ に よ っ て も た ら さ れ る
画 像 を 歪 曲 ま た は 不 明 瞭 に し な い よ う に す る 。 こ の フ ィ ル タ ー は 、 非 白 色 光 発 生 源 の 波 長
を 除 去 す る よ う に 選 択 す る 。 た と え ば 約 625 nmの 波 長 の 赤 色 光 レ ー ザ ー ま た は レ ー ザ ー ダ
イ オ ー ド の 場 合 に は 、 約 625 nmの 光 波 長 だ け を 除 去 す る ホ ロ グ ラ フ ィ ッ ク ノ ッ チ フ ィ ル タ
ー を 使 用 す る 。 か く し て 、 カ メ ラ に よ っ て も た ら さ れ た カ ラ ー 画 像 は 、 赤 色 光 に よ っ て 歪
曲 さ れ な い だ ろ う 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
こ の 光 除 去 部 材 は 、 ユ ー ザ ー が 所 望 の 観 察 モ ー ド を ベ ー ス と す る 種 々 の 光 除 去 部 材 の 間 で
容 易 に 入 れ 替 え が で き る よ う に 、 外 科 用 テ レ ス コ ー プ 型 デ バ イ ス 上 に 取 り 外 し 可 能 に 固 定
さ れ て い て も よ い 。 た と え ば 、 カ メ ラ の 正 面 に フ ィ ル タ ー を 断 続 的 に 導 入 す る た め に 、 機
械 シ ャ ッ タ ー を 用 意 す る こ と が で き よ う 。
【 ０ ０ ２ １ 】
こ の 光 発 生 源 は 、 レ ー ザ ー 、 レ ー ザ ー ダ イ オ ー ド 、 光 放 射 性 ダ イ オ ー ド 、 光 フ ァ イ バ ー 光
源 、 発 光 ガ ス 放 電 、 熱 フ ィ ラ メ ン ト ラ ン プ 、 及 び 同 様 の 光 源 な ど の い ず れ か の 好 適 な デ バ
イ ス で あ っ て も よ い 。 特 定 の 態 様 で は 、 本 発 明 の 光 発 生 源 は 、 Cy5染 料 を 含 む 蛍 光 コ バ ラ
ミ ン の 場 合 に は 、 た と え ば 、 少 な く と も 約 625 nm、 特 に 約 630～ 約 635 nmの 波 長 範 囲 の 光
な ど の 赤 色 光 を 発 生 す る 。 具 体 的 な 光 発 生 源 は 、 約 633 nmの 波 長 の 赤 色 光 を 放 出 す る HeNe
レ ー ザ ー で あ る 。 こ の HeNeレ ー ザ ー は 、 組 織 を よ り よ く 照 射 す る た め に 少 な く と も 約 10 m
Wで 放 射 す る 。 赤 色 光 源 は 数 セ ン チ メ ー ト ル ま で 組 織 に 透 通 す る こ と が で き 、 こ れ を 使 用
し て フ ル オ ロ フ ォ ア 及 び 全 て の 関 連 す る 癌 細 胞 を 照 射 及 び 同 定 す る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
よ り 見 慣 れ た フ ル カ ラ ー の 画 像 化 を 可 能 に す る た め に 、 白 色 光 源 も 準 備 す る こ と が で き る
。 そ の よ う な フ ル カ ラ ー の 画 像 化 は 、 受 容 者 内 部 で の 解 剖 学 的 な 方 向 付 け の た め に 、 及 び
ビ デ オ モ ニ タ ー で 見 る た め に 有 用 で あ る 。 赤 色 光 源 （ ま た は い ず れ か の 非 白 色 光 ） と 白 色
光 源 と の 両 方 を 含 む 二 重 光 源 を 使 用 し て 、 普 通 に 見 る た め の 白 色 光 と 蛍 光 を 見 る た め の 非
白 色 光 と の 間 を 迅 速 に 切 り 替 え る た め に 簡 単 な メ カ ニ ズ ム を 提 供 す る こ と が で き る 。 そ の
よ う な 切 り 替 え は 、 た と え ば 音 声 作 動 型 切 り 替 え 、 機 械 的 操 作 に よ る 切 り 替 え （ た と え ば
フ ッ ト ペ ダ ル ） 、 光 学 的 に 操 作 す る ス イ ッ チ 、 ま た は 電 気 的 に 操 作 す る ス イ ッ チ な ど の い
ず れ か の メ カ ニ ズ ム に よ っ て 実 施 す る こ と が で き る 。 た と え ば 、 市 販 の 光 フ ァ イ バ ー ・ デ
ュ ア ル ラ ン プ ・ キ セ ノ ン 光 源 は 、 ラ ン プ の 一 つ を 赤 色 光 ダ イ オ ー ド レ ー ザ ー ま た は 赤 色 He
Neレ ー ザ ー で 置 き 換 え る こ と に よ っ て 変 更 す る こ と が で き る 。 も う 一 つ の 変 形 例 と し て は
、 二 つ の 内 部 光 源 （ 一 つ は 白 色 光 で 、 も う 一 つ は 非 白 色 光 ） と 、 こ の 二 つ の 光 源 の 間 を 切
り 替 え る た め に 機 械 的 ま た は 電 気 機 械 的 制 御 下 で 鏡 ま た は プ リ ズ ム と を 含 む デ バ イ ス で あ
っ て も よ い 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
本 発 明 の カ メ ラ は 、 蛍 光 、 燐 光 ま た は ル ミ ネ セ ン ス の 画 像 を 検 出 、 捕 捉 ま た は 伝 達 す る こ
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と が で き る い ず れ か の デ バ イ ス で あ っ て も よ い 。 具 体 的 な カ メ ラ と し て は 、 ビ デ オ カ メ ラ
ま た は 写 真 用 カ メ ラ が 挙 げ ら れ る 。 特 定 の 態 様 で は 、 こ の カ メ ラ は CCDカ メ ラ で あ る 。 具
体 的 な CCDカ メ ラ と し て は 、 Santa Barbara Instrument Group（ た と え ば 、 STVな る 商 品 名
の も と に 市 販 の カ メ ラ ） 、 Stryker及 び Karl Storz製 の も の が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
本 装 置 の 具 体 的 な 態 様 は 、 図 15、 16、 及 び 21に 示 す 。 図 15を 参 照 し て 、 外 科 用 伸 縮 系 5は
、 CCDカ メ ラ 系 11と 、 光 発 生 源 12と に 結 合 し た 外 科 用 テ レ ス コ ー プ 型 デ バ イ ス 10を 含 む 。
こ の 外 科 用 テ レ ス コ ー プ 型 デ バ イ ス は 、 シ ャ フ ト 25、 患 者 の 切 り 口 ま た は 開 口 部 に 挿 入 す
る 遠 位 端 部 14と 、 CCDカ メ ラ 系 11に 結 合 し て い る 近 位 端 部 15と を も つ 剛 性 ま た は 可 撓 性 の
筒 状 光 学 機 器 で あ る 。 こ の 外 科 用 テ レ ス コ ー プ 型 デ バ イ ス 10は 、 照 射 し た 組 織 に よ っ て 放
出 さ れ た 光 を 、 CCDカ メ ラ 系 11内 の CCD光 セ ン サ ー に 伝 達 し 得 る い ず れ か の 接 続 構 造 体 13に
よ っ て 、 CCDカ メ ラ 系 11と 結 合 す る こ と が で き る 。 こ の 接 続 構 造 体 13は 、 図 17と 関 連 し て
、 以 下 詳 細 に 述 べ る 。 こ の CCDカ メ ラ 系 は 、 こ の 接 続 構 造 体 13上 に 据 え 付 け ら れ た カ メ ラ
ヘ ッ ド 16を 含 む 。 こ の カ メ ラ ヘ ッ ド 16は 、 カ メ ラ ヘ ッ ド 16の CCD光 セ ン サ ー か ら 発 生 し た
ビ デ オ 出 力 シ グ ナ ル か ら 全 国 テ レ ビ ジ ョ ン 規 格 委 員 会 （ NTSC） ま た は ビ デ オ ヘ リ カ ル ス キ
ャ ン （ VHS） フ ォ ー マ ッ ト を 受 け 取 る こ と が で き る ビ デ オ ・ プ ロ セ シ ン グ ・ モ ジ ュ ー ル 26
と ケ ー ブ ル を 介 し て 連 絡 し て い る 。 こ の CCDカ メ ラ 系 11は 、 外 科 手 術 の 間 に 画 像 を 見 た り
記 録 し た り す る た め の ビ デ オ モ ニ タ ー 27と 、 ビ デ オ ・ プ ロ セ シ ン グ ・ モ ジ ュ ー ル 26を 制 御
す る た め の コ ン ピ ュ ー タ ー 28と を も 含 む 。 他 の 好 適 な CCDカ メ ラ 制 御 及 び 視 聴 シ ス テ ム を
こ の 外 科 用 テ レ ス コ ー プ 型 デ バ イ ス と 共 に 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
図 16を 参 照 す る と 、 光 発 生 源 12は 、 外 科 用 テ レ ス コ ー プ 型 デ バ イ ス 10の シ ャ フ ト 25と 連 通
す る 継 手 24に 受 容 さ れ る 光 フ ァ イ バ ー ケ ー ブ ル 23を 介 し て 外 科 用 テ レ ス コ ー プ 型 デ バ イ ス
10に 接 続 し て い る 。 こ の 光 発 生 源 は 、 光 フ ァ イ バ ー ケ ー ブ ル を 受 容 す る た め に カ メ ラ ヘ ッ
ド 16内 の 開 口 部 の 入 口 を 介 し て 外 科 用 テ レ ス コ ー プ 型 デ バ イ ス に 接 続 す る こ と も で き る 。
こ の 光 発 生 源 12か ら の 光 は 通 常 、 外 科 用 テ レ ス コ ー プ 型 デ バ イ ス 10の シ ャ フ ト 25内 に 配 置
さ れ た 光 フ ァ イ バ ー ま た は ケ ー ブ ル （ 示 さ れ て い な い ） を 通 っ て 伝 わ っ て 、 所 望 の 受 容 者
領 域 を 照 射 す る 。 あ る い は 、 こ の 光 発 生 源 12は 、 外 科 用 テ レ ス コ ー プ 型 デ バ イ ス 10に は 結
合 し な い が 、 受 容 者 の 切 り 口 に 挿 入 さ れ た 光 フ ァ イ バ ー な ど の 独 立 し た 手 段 に よ っ て 、 所
望 の 受 容 者 領 域 を 照 射 す る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
外 科 用 テ レ ス コ ー プ 型 デ バ イ ス 10の 近 位 端 部 15と カ メ ラ ヘ ッ ド 16と の 間 の こ の 接 続 構 造 体
13は 、 種 々 の 部 品 を 含 む こ と が で き る 。 こ の 接 続 構 造 体 13は 、 カ メ ラ ヘ ッ ド 16の レ ン ズ と
外 科 用 テ レ ス コ ー プ 型 デ バ イ ス 10の 接 眼 レ ン ズ と に 合 っ た フ ィ ル タ ー 用 の ホ ル ダ ー で あ っ
て も よ い 。 図 17は 、 こ の 接 続 構 造 体 13の 一 態 様 の よ り 詳 細 な 例 を 図 示 し て い る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
図 21は 、 特 定 の 光 源 を よ り 詳 細 に 示 し て い る 。 HeNeレ ー ザ ー 50は 光 ビ ー ム 51を 放 出 し 、 こ
の 光 ビ ー ム は 第 一 の 鏡 52と 第 二 の 鏡 53と か ら 反 射 し て 、 次 い で 第 一 の プ リ ズ ム 54に よ っ て
偏 向 さ れ 、 バ ン ド パ ス フ ィ ル タ ー 55を 通 っ て 第 二 の プ リ ズ ム 56に よ っ て デ ュ ア ル ラ ン プ キ
セ ノ ン 光 源 57へ 偏 向 さ せ る 。 こ の デ ュ ア ル ラ ン プ キ セ ノ ン 光 源 57は 、 第 一 の 出 口 58を 画 定
し 、 こ の 中 を 通 っ て レ ー ザ ー 光 は 光 フ ァ イ バ ー ケ ー ブ ル 23内 へ 出 る 。 こ の デ ュ ア ル ラ ン プ
キ セ ノ ン 光 源 57は 、 第 二 の 出 口 59も 画 定 し 、 キ セ ノ ン 光 源 か ら 白 色 光 が こ の 中 を 通 っ て 出
る 。 第 一 の 鏡 52、 第 二 の 鏡 53、 第 一 の プ リ ズ ム 54、 バ ン ド パ ス フ ィ ル タ ー 55及 び 第 二 の プ
リ ズ ム 56は 、 光 学 テ ー ブ ル （ optical table） 上 に 配 置 さ れ て い て も よ い 。 図 21に 示 さ れ
て い る 第 一 の 鏡 52、 第 二 の 鏡 53、 第 一 の プ リ ズ ム 54、 バ ン ド パ ス フ ィ ル タ ー 55及 び 第 二 の
プ リ ズ ム 56は 、 特 定 の HeNeレ ー ザ ー 50の 非 干 渉 を 分 散 す る が 、 他 の 光 源 に 関 し て は 必 要 な
い か も し れ な い 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
図 17を 参 照 し て 、 外 科 用 テ レ ス コ ー プ 型 デ バ イ ス 10の 近 位 端 部 15に は 、 接 触 し て い る 接 眼
レ ン ズ 17が 備 え ら れ て い る 。 ホ ロ グ ラ フ ィ ッ ク ノ ッ チ フ ィ ル タ ー 18は 、 こ の 接 眼 レ ン ズ 17
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と フ ィ ル タ ー ホ ル ダ ー 19と の 間 に 配 置 さ れ て い る 。 図 18に 示 さ れ て い る よ う に 、 ホ ロ グ ラ
フ ィ ッ ク ノ ッ チ フ ィ ル タ ー 18を 受 容 す る た め に 、 接 眼 レ ン ズ 17内 に 窪 み 20を 準 備 す る こ と
が で き る 。 こ の ホ ロ グ ラ フ ィ ッ ク ノ ッ チ フ ィ ル タ ー 18は 、 通 常 、 円 形 デ ィ ス ク で あ る が 、
楕 円 、 長 方 形 ま た は 正 方 形 な ど の い ず れ か の 形 状 を と る こ と が で き る 。 こ の ホ ロ グ ラ フ ィ
ッ ク ノ ッ チ フ ィ ル タ ー 18の 厚 さ は 、 所 望 の 遮 蔽 波 長 及 び 他 の 性 能 特 徴 に 応 じ て 、 当 該 技 術
分 野 に お い て 公 知 の 如 く 変 え る こ と が で き る 。 こ の フ ィ ル タ ー ホ ル ダ ー 19は 、 接 眼 レ ン ズ
17の 外 周 の 周 り に ス リ ー ブ と し て 適 合 す る よ う な 寸 法 に す る 。 こ の 接 眼 レ ン ズ 17の 外 周 表
面 及 び フ ィ ル タ ー ホ ル ダ ー 19の 内 部 表 面 は 、 フ ィ ル タ ー ホ ル ダ ー 19と 接 眼 レ ン ズ 17と が 取
り 外 し 可 能 に 噛 み 合 う よ う に ね じ 山 が つ け ら れ て い る 。 焦 点 レ ン ズ 22は 、 フ ィ ル タ ー ホ ル
ダ ー 19に 据 え 付 け ら れ て い る 。 ア ダ プ タ ー 21（ た と え ば 、 C-マ ウ ン ト ） は 、 当 該 技 術 分 野
に お い て 公 知 の 手 段 を 介 し て CCDカ メ ラ ヘ ッ ド 16に 焦 点 レ ン ズ 22を 接 続 す る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
フ ィ ル タ ー を 配 置 す る に は 、 他 の 多 く の 可 能 な 配 置 が あ る と 考 え ら れ る 。 た と え ば 、 フ ィ
ル タ ー は 、 焦 点 レ ン ズ と CCDカ メ ラ ヘ ッ ド と の 間 に 備 え て も よ い 。 他 に は 、 内 視 鏡 ま た は
腹 腔 鏡 の シ ャ フ ト の 内 部 に フ ィ ル タ ー を つ け る こ と が あ る 。 一 つ の 装 置 に 複 数 の フ ィ ル タ
ー を 含 め て も よ い 。 た と え ば 、 フ ィ ル タ ー ホ ル ダ ー は 二 つ 以 上 の フ ィ ル タ ー を 保 持 し て も
よ い し 、 ま た 第 一 の フ ィ ル タ ー は 接 眼 レ ン ズ と 焦 点 レ ン ズ と の 間 に 配 置 し 、 且 つ 第 二 の フ
ィ ル タ ー は 焦 点 レ ン ズ と CCDカ メ ラ ヘ ッ ド と の 間 に 配 置 し て も よ い 。 ノ ッ チ フ ィ ル タ ー 、
ロ ン グ パ ス フ ィ ル タ ー 及 び ／ ま た は 熱 線 フ ィ ル タ ー の 組 合 せ な ど の 、 種 々 の フ ィ ル タ ー タ
イ プ の 組 合 せ を 使 用 し て も よ い 。 別 の 特 定 の 態 様 で は 、 第 一 の 熱 線 フ ィ ル タ ー を 接 眼 レ ン
ズ と 焦 点 レ ン ズ と の 間 に 配 置 し 、 第 二 及 び 第 三 の 熱 線 フ ィ ル タ ー を 焦 点 レ ン ズ と CCDカ メ
ラ ヘ ッ ド と の 間 に 配 置 す る 。 こ の 態 様 で は 、 熱 線 フ ィ ル タ ー に よ っ て 、 フ ル オ ロ フ ォ ア の
検 出 用 に よ り 良 い コ ン ト ラ ス ト を 提 供 し 得 る 白 黒 CCDカ メ ラ を 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
腫 瘍 の 微 小 な 縁 （ micromargin） を 視 覚 化 す る の に 有 用 で あ る 、 拡 大 装 置 も 開 示 す る 。 通
常 、 そ の よ う な 装 置 は 、 拡 大 レ ン ズ 、 接 眼 レ ン ズ 、 及 び 顕 微 鏡 の 接 眼 レ ン ズ と 受 容 者 と の
間 に 配 置 さ れ た フ ィ ル タ ー を 含 む 。
【 ０ ０ ３ １ 】
一 つ の 例 は 、 図 19に 示 さ れ て い る 外 科 用 顕 微 鏡 で あ る 。 こ の 外 科 用 顕 微 鏡 は 、 二 つ の 接 眼
レ ン ズ 31を 支 え る ヘ ッ ド ま た は ハ ウ ジ ン グ 30を 含 む 。 こ の ハ ウ ジ ン グ 30は 、 シ ー リ ン グ マ
ウ ン ト （ ceiling mount） （ 示 さ れ て い な い ） に 固 定 さ れ た フ リ ー バ ラ ン ス ア ー ム （ artic
ulating arm） 33に よ っ て 支 持 さ れ て い る 。 こ の 接 眼 レ ン ズ 31は 、 物 体 か ら 反 射 ま た は 放
出 さ れ た 光 を 受 容 す る 集 光 レ ン ズ 32と 光 学 的 に 連 通 す る 。 ホ ロ グ ラ フ ィ ッ ク ノ ッ チ フ ィ ル
タ ー 34は 、 ス ク リ ュ ー 、 ク リ ッ プ ま た は 同 様 の 付 属 手 段 に よ っ て 、 集 光 レ ン ズ 32に 固 定 さ
れ る 。 光 フ ァ イ バ ー 束 （ 示 さ れ て い な い ） を 連 接 型 外 科 用 顕 微 鏡 ヘ ッ ド に 固 定 し て 、 照 射
光 を 提 供 す る こ と が で き る 。 増 倍 ス ク リ ー ン （ 示 さ れ て い な い ） を 別 の 接 眼 レ ン ズ 上 で 顕
微 鏡 に 据 え 付 け て 、 検 出 感 度 を 高 く す る こ と が で き る 。 乳 腺 腫 瘤 摘 出 に よ り 腫 瘍 を 小 さ く
し た 後 で 、 残 っ て い る 腫 瘍 を 示 す 蛍 光 の 痕 跡 に 関 し て 、 腫 瘍 の 微 小 な 縁 を 拡 大 し て 観 察 す
る た め に 、 外 科 用 顕 微 鏡 を 配 置 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
腫 瘍 の 微 小 な 縁 を 観 察 す る た め の 装 置 の も う 一 つ の 変 形 例 を 、 図 20に 示 す 。 こ の 装 置 は 、
上 記 の 如 き CCDカ メ ラ 系 40を 含 む が 、 内 視 鏡 ま た は 腹 腔 鏡 で は な く 、 拡 大 ビ デ オ レ ン ズ 41
を CCDカ メ ラ ヘ ッ ド に 据 え 付 け て い る 。 フ リ ー バ ラ ン ス 位 置 決 め ア ー ム 42は CCDカ メ ラ 40を
支 持 す る 。 ホ ロ グ ラ フ ィ ッ ク ノ ッ チ フ ィ ル タ ー 43を CCDカ メ ラ 40と 拡 大 ビ デ オ レ ン ズ 41と
の 間 に 配 置 す る か 、 ま た は 上 記 の 如 く フ ィ ル タ ー ホ ル ダ ー に よ っ て 拡 大 ビ デ オ レ ン ズ 41の
遠 位 端 部 に 固 定 し て も よ い 。 乳 腺 腫 瘤 摘 出 に よ り 腫 瘍 を 小 さ く し た 後 で 、 残 存 す る 腫 瘍 を
示 す 蛍 光 の 痕 跡 に 関 し て 、 腫 瘍 の 微 小 な 縁 を 拡 大 し て 観 察 す る た め に 、 CCDカ メ ラ を 配 置
す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
い ず れ か の タ イ プ の 蛍 光 、 燐 光 、 ま た は ル ミ ネ セ ン ス を 放 つ 物 質 を 、 上 記 デ バ イ ス と 共 に
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使 用 す る こ と が で き よ う 。 特 に 有 用 な 物 質 は 、 コ バ ラ ミ ン （ ビ タ ミ ン B 1 2 ） に 共 有 結 合 し
て い る 蛍 光 化 合 物 （ フ ル オ ロ フ ォ ア ） 、 燐 光 化 合 物 （ ホ ス ホ ロ フ ォ ア ） 、 ル ミ ネ セ ン ス の
化 合 物 （ 化 学 ル ミ ネ セ ン ス 発 色 団 ） ま た は 光 発 生 化 合 物 を 含 む 蛍 光 コ バ ラ ミ ン で あ る 。 こ
れ ら の 蛍 光 コ バ ラ ミ ン 類 は 、 診 断 及 び 予 後 診 断 マ ー カ ー と し て 使 用 し て 、 （ a） 癌 細 胞 を
含 む リ ン パ 節 を 同 定 す る こ と を 含 む 、 健 常 細 胞 と 組 織 か ら 癌 細 胞 と 癌 性 組 織 を 区 別 し 、 （
b） コ バ ラ ミ ン ベ ー ス の 治 療 用 バ イ オ コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 使 用 す る 化 学 療 法 に 対 し て 個 体 が
積 極 的 な 反 応 を 示 す か ど う か を 検 出 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
こ の 蛍 光 コ バ ラ ミ ン 類 は 、 以 下 の 式 ：
【 ０ ０ ３ ５ 】
【 化 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ３ ６ 】
[式 中 、 R 1 は CN、 OH、 OH 2 、 CH 3 、 5'-デ オ キ シ ア デ ノ シ ン ま た は （ CH 2 ） p NHC（ =S） Yで あ り
； R 2 、 R 3 、 R 4 、 R 5 、 R 6 及 び R 7 は 独 立 し て CONH 2 ま た は CO-X m Yで あ り ； R 8 は CH 2 OH、 O（ C=O）
X m Yま た は CH 2 O（ C=O） X m Yで あ り ； R 9 は OHま た は O（ C=O） X m Yで あ り ； Xは 式 N（ CH 2 ） n NHO
（ C=O） ま た は NH-（ CH 2 ） n -NHを も つ リ ン カ ー で あ り ； Yは フ ル オ ロ フ ォ ア 、 ホ ス ホ ロ フ ォ
ア 、 化 学 ル ミ ネ セ ン ス 発 色 団 ま た は 光 発 生 分 子 で あ り ； mは 0ま た は 1で あ り 、 nは 0～ 50で
あ り 、 pは 2～ 10で あ り 、 但 し 、 R 1 ～ R 9 基 の 少 な く と も 一 つ は Yを 含 む ]に よ り 表 わ す こ と が
で き る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
こ の 蛍 光 コ バ ラ ミ ン 類 は 、 フ ル オ ロ フ ォ ア 、 ホ ス ホ ロ フ ォ ア 、 化 学 ル ミ ネ セ ン ス 発 色 団 ま
た は 光 発 生 分 子 を コ バ ラ ミ ン に 共 有 結 合 さ せ る こ と に よ り 製 造 す る こ と が で き る 。 こ の フ
ル オ ロ フ ォ ア 、 ホ ス ホ フ ォ ア 、 化 学 ル ミ ネ セ ン ス 発 色 団 ま た は 光 発 生 分 子 は 、 コ バ ル ト 原
子 、 コ リ ン 環 ま た は リ ボ ー ス 糖 に 直 接 ま た は リ ン カ ー 分 子 を 介 し て 共 有 結 合 す る 。 こ の 共
有 結 合 は 、 リ ン カ ー 分 子 を 使 用 し て 得 る の が 好 ま し い 。 フ ル オ ロ フ ォ ア 、 ホ ス ホ ロ フ ォ ア
、 化 学 ル ミ ネ セ ン ス 発 色 団 ま た は 光 発 生 分 子 が コ バ ラ ミ ン の コ バ ル ト 原 子 に 結 合 し て い る
と 、 蛍 光 、 燐 光 ま た は 放 出 し た 光 は 、 コ バ ル ト 原 子 の 回 転 に よ る 消 光 の た め 強 度 が 減 退 す
る 。 さ ら に こ の 蛍 光 コ バ ラ ミ ン を 長 時 間 、 光 に 暴 露 す る と 、 こ の コ バ ル ト -炭 素 結 合 が 開
裂 し て 、 コ バ ラ ミ ン か ら フ ル オ ロ フ ォ ア 、 ホ ス ホ ロ フ ォ ア 、 化 学 ル ミ ネ セ ン ス 発 色 団 ま た
は 光 発 生 分 子 を 放 出 す る （ Howardら 、 1997年 ） 。 か く し て 、 フ ル オ ロ フ ォ ア 、 ホ ス ホ ロ フ
ォ ア 、 化 学 ル ミ ネ セ ン ス 発 色 団 ま た は 光 発 生 分 子 を コ バ ラ ミ ン 分 子 の コ リ ン 環 ま た は リ ボ
ー ス 部 分 に 結 合 さ せ る の が 好 ま し い 。 こ れ ら 後 者 の コ バ ラ ミ ン 類 は 、 そ の フ ル オ ロ フ ォ ア
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、 ホ ス ホ ロ フ ォ ア 、 化 学 ル ミ ネ セ ン ス 発 色 団 ま た は 光 発 生 分 子 が コ バ ル ト 原 子 に 共 有 結 合
し て い る 蛍 光 コ バ ラ ミ ン 類 の 欠 点 を も た な い 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
コ リ ン 環 ま た は 5'-リ ボ ー ス ヒ ド ロ キ シ ル 基 上 の カ ル ボ キ シ レ ー ト に フ ル オ ロ フ ォ ア 、 ホ
ス ホ ロ フ ォ ア 、 化 学 ル ミ ネ セ ン ス 発 色 団 ま た は 光 発 生 化 合 物 を 結 合 さ せ る と 、 感 度 が 低 い
こ と や 光 に 不 安 定 で あ る と い う 問 題 が 回 避 さ れ る 。 通 常 、 コ リ ン 環 カ ル ボ キ シ レ ー ト 誘 導
体 （ Collins及 び Hogenkamp、 1997年 ） が 公 知 で あ る が 、 合 成 さ れ た ど の 化 合 物 も 蛍 光 マ ー
カ ー を 含 ん で い な か っ た 。 こ の フ ル オ ロ フ ォ ア 、 ホ ス ホ ロ フ ォ ア 、 化 学 ル ミ ネ セ ン ス 発 色
団 ま た は 光 発 生 分 子 は 、 刊 行 物 に 記 載 さ れ た 方 法 に 従 っ て コ バ ラ ミ ン モ ノ カ ル ボ キ シ レ ー
ト を 誘 導 体 化 す る こ と に よ り 、 コ バ ル ト 原 子 よ り も 、 む し ろ コ リ ン 環 に 直 接 結 合 さ せ る こ
と が で き る （ Hogenkamp、 1997年 、 本 明 細 書 中 で 参 照 し た 文 献 ） 。 図 22は 、 変 形 に 使 用 し
得 る コ バ ラ ミ ン 上 の 部 位 を 示 し て い る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
い ず れ か の フ ル オ ロ フ ォ ア 、 ホ ス ホ ロ フ ォ ア 、 化 学 ル ミ ネ セ ン ス 発 色 団 ま た は 光 発 生 分 子
を こ の 蛍 光 コ バ ラ ミ ン 類 の 製 造 で 使 用 し 得 る と は い え 、 可 視 光 ま た は 赤 外 光 で 励 起 可 能 な
フ ル オ ロ フ ォ ア を 使 用 す る の が 好 ま し い 。 蛍 光 コ バ ラ ミ ン 類 の in-vivo利 用 に は 、 可 視 光
ま た は 赤 外 光 を 使 用 す る の が 好 ま し い 。 好 ま し い フ ル オ ロ フ ォ ア の 例 と し て は 、 フ ル オ レ
セ イ ン 、 フ ル オ レ セ イ ン -5EX、 メ ト キ シ ク マ リ ン 、 ナ フ ト フ ル オ レ セ イ ン 、 BODIPY 493/5
03、 BODIPY FL、 BODIPY R6G、 BODIPY 530/550、 BODIPY TMR、 BODIPY 564/570、 BODIPY 57
6/589、 BODIPY 581/591、 BODIPY TR、 Cascade Blue、 Dansyl、 ジ ア ル キ ル ア ミ ノ ク マ リ ン
、 4',5'-ジ ク ロ ロ -2',7'-ジ メ ト キ シ フ ル オ レ セ イ ン 、 2',7'-ジ ク ロ ロ フ ル オ レ セ イ ン 、
エ オ シ ン 、 エ オ シ ン F3S、 エ リ ト ロ シ ン 、 ヒ ド ロ キ シ ク マ リ ン 、 リ サ ミ ン ロ ー ダ ミ ン B、 メ
ト キ シ ク マ リ ン （ methosycoumarin） 、 ナ フ ト フ ル オ レ セ イ ン （ maphthofluorescein） 、 N
BD、 Oregon Green 488、 Oregon Green 500、 Oregon Green 514、 PyMPO、 ピ レ ン 、 ロ ー ダ
ミ ン 6G、 ロ ー ダ ミ ン グ リ ー ン 、 ロ ー ダ ミ ン レ ッ ド 、 ロ ド ー ル （ rhodol） グ リ ー ン 、 2',4',
5',7'-テ ト ラ ブ ロ モ ス ル ホ ン フ ル オ レ セ イ ン 、 テ ト ラ メ チ ル ロ ー ダ ミ ン （ TMR） 、 Texas R
ed、 X-ロ ー ダ ミ ン 、 Cy2染 料 、 Cy3染 料 、 Cy5染 料 、 Cy5.5染 料 、 Cy7染 料 、 IC Greenま た は
量 子 ド ッ ト 構 造 が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 可 視 光 ま た は 赤 外 光 で 励 起 し た
と き に 、 好 ま し い 蛍 光 コ バ ラ ミ ン 類 は 、 コ バ ラ ミ ン か ら 蛍 光 ま た は 燐 光 化 合 物 を 分 離 す る
必 要 な く 蛍 光 を 発 生 す る 。 こ の 光 は 、 適 当 な フ ィ ル タ ー を 使 用 す る レ ー ザ ー ま た は 光 フ ァ
イ バ ー 光 源 に よ っ て 供 給 し て も よ い 。 赤 色 光 は 組 織 に よ く 浸 透 す る の で 好 ま し い 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
正 常 及 び 白 血 病 の ヒ ト の 骨 髄 で は 、 蛍 光 コ バ ラ ミ ン 類 似 体 の 取 り 込 み に 差 が あ る こ と が 見
い だ さ れ て い る 。 正 常 な 骨 髄 細 胞 と 白 血 病 の 骨 髄 芽 球 （ 癌 細 胞 ） と の 違 い は 特 に 著 し く 、
正 常 な 細 胞 で は 検 出 可 能 な コ バ ラ ミ ン は 取 り 込 ま れ な い 。 健 常 個 体 か ら の 骨 髄 サ ン プ ル は
、 蛍 光 標 識 を 示 さ な い 。 潜 在 的 な 化 学 療 法 化 合 物 と し て 元 々 は 合 成 さ れ た 、 ド キ ソ ル ビ シ
ン -コ バ ラ ミ ン 結 合 体 の 取 り 込 み が あ る こ と も 見 い だ さ れ て い る 。 こ の ド キ ソ ル ビ シ ン -コ
バ ラ ミ ン 結 合 体 の 細 胞 に よ る 取 り 込 み は 、 P-388マ ウ ス 白 血 病 細 胞 、 並 び に HCT-116ヒ ト 結
腸 癌 細 胞 で 観 察 す る こ と が で き る 。 か く し て 、 白 血 病 及 び 充 実 性 腫 瘍 細 胞 系 で は 、 コ バ ラ
ミ ン の 蛍 光 誘 導 体 の 取 り 込 み が 起 き る 。 こ れ ら の 結 果 は 、 全 て の 癌 細 胞 で コ バ ラ ミ ン 輸 送
及 び 貯 蔵 が 増 加 す る と い う 知 見 と 組 み 合 わ せ て 、 正 常 細 胞 か ら 癌 細 胞 を 区 別 す る た め に 蛍
光 コ バ ラ ミ ン 類 を 使 用 す る 一 般 的 な 適 用 可 能 性 を 示 し て い る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
か く し て 、 こ の 蛍 光 コ バ ラ ミ ン 類 を 使 用 し て 、
・ 蛍 光 顕 微 鏡 法 、 蛍 光 腹 腔 鏡 法 、 蛍 光 内 視 鏡 法 ま た は フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ っ て 、 癌
性 組 織 を 視 覚 的 に 同 定 す る ；
・ 組 織 バ イ オ プ シ ー に よ っ て 組 織 切 片 ま た は サ ン プ ル 中 の 癌 細 胞 を 同 定 す る ；
・ in-vivo、 ex-vivoま た は in-situで 腫 瘍 の 縁 を 画 定 す る ；
・ in-vivo、 ex-vivoま た は in-situで 癌 を 診 断 、 検 出 、 予 後 診 断 、 予 見 ま た は モ ニ タ ー す
る ；
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・ in-vivo、 ex-vivoま た は in-situで 転 移 癌 を 同 定 す る ；
・ 癌 の 進 行 段 階 を 決 定 す る ；
・ 皮 膚 的 に ま た は 経 皮 的 に 癌 を 同 定 す る ；
・ 皮 膚 的 に ま た は 経 皮 的 に 転 移 癌 を 同 定 す る ；
・ 腹 腔 鏡 法 ま た は 内 視 鏡 法 な ど の 最 低 限 に 侵 襲 的 な 方 法 を 使 用 す る こ と を 含 む 、 単 数 若 し
く は 複 数 の セ ン チ ネ ル リ ン パ 節 で 、 ま た は 単 数 若 し く は 複 数 の 腋 窩 リ ン パ 節 を 含 む リ ン パ
節 の 癌 を 同 定 す る ；
・ 癌 、 た と え ば 乳 癌 、 卵 巣 癌 、 肺 癌 、 前 立 腺 癌 、 上 皮 癌 （ 腺 癌 ） 、 肝 臓 癌 、 メ ラ ノ ー マ 及
び リ ン パ 腫 な ど の 処 置 、 検 出 、 予 測 、 予 後 診 断 ま た は モ ニ タ リ ン グ に お い て 転 移 性 疾 患 を
同 定 す る ；
・ 白 血 病 ま た は リ ン パ 腫 の 診 断 、 予 測 、 予 後 診 断 、 モ ニ タ リ ン グ ま た は 特 徴 付 け の 為 に 骨
髄 吸 引 液 （ aspirate） ま た は 末 梢 血 液 サ ン プ ル を フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 研 究 に か け る ；
・ コ バ ラ ミ ン -治 療 用 バ イ オ コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 使 用 を ベ ー ス と し た 化 学 療 法 に 対 し て 患 者
が 積 極 的 な 反 応 を 示 す か ど う か を 予 測 す る ；
・ バ イ オ プ シ ー ま た は 乳 腺 腫 瘤 摘 出 に お い て 腫 瘍 の 微 小 な 縁 の 画 定 を 改 善 す る ；
・ バ イ オ プ シ ー 、 乳 腺 腫 瘤 摘 出 、 ま た は 腫 瘍 摘 出 の 後 に 癌 細 胞 が 残 る 可 能 性 を 減 少 さ せ て
、 そ れ に よ り 残 存 し て い る 癌 細 胞 を 除 去 す る た め の 追 尾 手 術 の 必 要 性 を 減 少 さ せ る こ と が
で き る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
予 測 と は 、 腫 瘍 の 生 物 学 的 挙 動 を 理 解 す る こ と 、 及 び ど の よ う に 腫 瘍 が 治 療 に （ 良 く も 悪
く も ） 応 答 す る か を 指 す 。 予 後 診 断 （ prognosis） と は 、 治 療 後 の 予 測 し た 患 者 の 結 果 （
則 ち 、 治 療 後 、 5年 ま た は 10年 生 存 可 能 性 ） を 指 す 。 モ ニ タ リ ン グ と は 、 処 置 後 の 治 療 の
成 功 及 び 残 留 疾 患 （ residual disease） の 検 出 を 決 定 す る こ と を 指 す 。 一 例 と し て は 、 白
血 病 の 処 置 後 に 、 骨 髄 芽 球 の 存 在 に 関 し て 骨 髄 を 試 験 す る た め に 蛍 光 コ バ ラ ミ ン 結 合 体 を
使 用 す る こ と が あ る 。 特 徴 付 け と は 、 非 常 に 関 連 し た 種 類 の 腫 瘍 と 比 較 し て 、 腫 瘍 の 種 類
を 記 述 的 ま た は 定 量 的 に 分 類 す る こ と を 指 す 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
こ の 蛍 光 コ バ ラ ミ ン 類 は 、 当 該 技 術 分 野 に お い て 公 知 の 慣 例 的 な 癌 の 診 断 、 検 出 、 予 測 、
予 後 診 断 、 モ ニ タ リ ン グ ま た は キ ャ ラ ク タ リ ゼ ー シ ョ ン 法 に 従 っ て 、 実 施 す る こ と が で き
る 。 た と え ば 、 こ の 蛍 光 コ バ ラ ミ ン 類 は 、 静 脈 内 、 く も 膜 下 （ intrathecally） 、 腫 瘍 内
、 筋 肉 内 、 リ ン パ 組 織 内 （ intralymphatically） ま た は 経 口 的 に 投 与 す る こ と が で き る 。
通 常 、 本 発 明 の 蛍 光 コ バ ラ ミ ン の 量 は 、 医 薬 的 に 許 容 可 能 な キ ャ リ ヤ と 混 合 す る 。 こ の キ
ャ リ ヤ は 、 経 口 、 非 経 口 、 静 脈 内 、 く も 膜 下 、 腫 瘍 内 、 腫 瘍 周 囲 （ circumtumoral） 及 び
硬 膜 外 な ど の 、 投 与 に 好 適 な 剤 形 に 依 存 し て 広 範 な 形 を 取 る こ と が で き る 。 こ の 組 成 物 は
、 酸 化 防 止 剤 、 安 定 剤 、 防 腐 剤 な ど を さ ら に 含 む こ と が で き る 。 方 法 及 び プ ロ ト コ ル の 例
は 、 Remington's Pharmaceutical Sciencesに 見 い だ す こ と が で き る 。 投 与 す べ き 経 口 コ
バ ラ ミ ン の 量 は 、 通 常 、 1～ 500 mgで あ る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
本 明 細 書 中 に 示 さ れ て い る よ う に 、 コ バ ラ ミ ン 類 似 体 は 、 高 い 親 和 性 を も つ 、 ハ プ ト コ リ
ン （ haptocorrin） （ TCI若 し く は HC） 、 内 性 因 子 （ IF） ま た は ト ラ ン ス コ バ ラ ミ ン （ TCII
） 等 の コ バ ラ ミ ン 輸 送 タ ン パ ク 質 に よ っ て 認 識 さ れ る 。 コ バ ラ ミ ン に 大 き な 分 子 を 結 合 さ
せ て も 、 タ ン パ ク 質 結 合 に 悪 影 響 は 与 え な い よ う で あ る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
リ ン パ 節 で 転 移 疾 患 を 同 定 す る 外 科 医 の 能 力 が 改 善 さ れ る と 、 た と え ば 健 常 組 織 を 残 し て
お く こ と 、 及 び 除 去 し た 腋 窩 リ ン パ 節 の 数 を 最 小 化 す る こ と に よ っ て 、 外 科 的 治 療 が 進 歩
す る だ ろ う 。 こ れ に よ っ て 、 患 者 の ク オ リ テ ィ ・ オ ブ ・ ラ イ フ が 高 ま り 、 且 つ 罹 患 率 及 び
長 期 の 死 亡 率 が 改 善 す る だ ろ う 。 リ ン パ 節 に 広 が っ た 癌 細 胞 を 詳 細 に 同 定 す る こ と に よ っ
て 、 健 常 腋 窩 リ ン パ 節 を 痛 め ず に 、 病 気 の 管 及 び 節 の み を 除 去 す る こ と が で き る だ ろ う 。
年 間 、 186,000例 も の 新 規 乳 癌 の ケ ー ス に 関 し て 、 原 発 腫 瘍 を 除 去 し 、 関 連 す る リ ン パ 節
の 状 態 を 決 定 す る た め の 手 術 の 数 は 、 非 常 に 多 い 。 全 て の 腋 窩 リ ン パ 節 及 び 管 を 機 械 的 に
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除 去 す る と 、 局 所 的 な 浮 腫 を も た ら し 、 死 亡 率 を 高 め る こ と に な る 。 転 移 癌 細 胞 を 含 む 腋
窩 リ ン パ 節 及 び 管 を 除 去 し な い と 、 生 存 率 が 低 く な り 、 長 期 死 亡 率 が 高 く な る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
セ ン チ ネ ル リ ン パ 節 バ イ オ プ シ ー ア プ ロ ー チ で は 、 青 色 染 料 及 び ／ ま た は 放 射 性 ト レ ー サ
ー を 腫 瘍 近 く の 乳 房 に 注 射 す る 。 腕 の 下 を 少 し 切 開 し て 、 微 量 の 染 料 ま た は 放 射 能 を 探 索
し て 、 乳 房 部 分 か ら 流 出 す る （ 単 数 ま た は 複 数 の ） リ ン パ 節 を 同 定 す る と 、 結 果 と し て 、
た い が い 転 移 性 癌 細 胞 を 含 ん で い る 。 上 記 の 蛍 光 コ バ ラ ミ ン は 、 セ ン チ ネ ル リ ン パ 節 バ イ
オ プ シ ー で 現 在 使 用 さ れ て い る 青 色 染 料 及 び 放 射 性 ト レ ー サ ー の 代 わ り に な る 。 こ の 蛍 光
コ バ ラ ミ ン 類 を 使 用 す る と 、 全 て の 種 類 の 癌 に セ ン チ ネ ル リ ン パ 節 バ イ オ プ シ ー を 適 用 す
る こ と が 可 能 に な る 。 さ ら に は 、 こ の 蛍 光 コ バ ラ ミ ン 類 に よ り 、 癌 の 分 析 、 特 に リ ン パ 節
の 癌 細 胞 の 分 析 に お い て 、 腹 腔 鏡 、 内 視 鏡 及 び 顕 微 鏡 法 な ど の 最 低 限 に 侵 襲 的 な 方 法 を 使
用 す る こ と が で き る 。 こ の 蛍 光 コ バ ラ ミ ン を 使 用 す る と 、 陽 性 の リ ン パ 節 の 同 定 及 び 回 収
（ retrieval） が 容 易 に な る だ ろ う 。 か く し て 、 こ の 蛍 光 コ バ ラ ミ ン 類 は 、 以 下 の 癌 ： 乳
、 皮 膚 （ 黒 色 腫 ） 、 婦 人 科 （ 卵 巣 、 前 立 腺 、 子 宮 、 子 宮 頚 、 外 陰 、 陰 茎 （ penal） 、 精 巣
） 、 頭 及 び 首 （ 唇 、 舌 、 口 、 咽 頭 ） 、 消 化 器 官 （ 食 道 、 胃 、 小 腸 、 大 腸 、 直 腸 、 結 腸 、 肝
臓 、 膵 臓 ） 、 骨 、 結 合 組 織 、 泌 尿 器 管 （ 膀 胱 、 腎 臓 ） 、 目 、 脳 及 び 中 枢 神 経 系 、 内 分 泌 腺
（ 甲 状 腺 ） 、 リ ン パ 組 織 、 ホ ジ キ ン 病 、 非 -ホ ジ キ ン 病 リ ン パ 腫 及 び 複 数 の 骨 髄 腫 で 使 用
す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
さ ら に 、 蛍 光 コ バ ラ ミ ン 類 を 使 用 す る と 、 癌 細 胞 を 含 み 且 つ 除 去 し な け れ ば な ら な い リ ン
パ 節 の 同 定 に 関 し て 、 腹 腔 鏡 及 び 内 視 鏡 法 な ど の 最 低 限 に 侵 襲 的 な 方 法 を 利 用 す る こ と が
可 能 に な る 。 こ の 蛍 光 コ バ ラ ミ ン 類 は 、 白 色 光 下 で 肉 眼 で 視 覚 的 に 検 出 し 得 る 、 十 分 に 明
る い 光 （ た と え ば CobalaFluor Yの 場 合 に は 明 る い 青 色 ） も 放 出 す る こ と が で き る 。 こ の
提 案 さ れ た 方 法 を 設 計 し て 、 手 術 可 能 な 乳 癌 を 有 す る 患 者 で 腋 窩 リ ン パ 節 を 外 科 的 に 検 査
す る 現 行 の 二 つ の 方 法 を 、 よ り 正 確 で 且 つ よ り 痛 み の 少 な い 方 法 に 置 き 換 え る 。 こ の 現 在
使 用 さ れ て い る 二 つ の 操 作 法 は 、 大 き な 切 開 部 （ 約 5イ ン チ ） を 使 用 し 、 低 レ ベ ル の リ ン
パ 節 を 全 て （ 10～ 15） 除 去 す る 、 標 準 的 な 腋 窩 リ ン パ 節 切 開 法 で あ る 。 第 二 の 、 現 在 実 験
段 階 の 方 法 は 、 セ ン チ ネ ル リ ン パ 節 バ イ オ プ シ ー で あ る 。 こ の 方 法 で は 、 乳 房 か ら 流 出 す
る 最 初 の リ ン パ 節 を 同 定 す る た め に 目 に 見 え る 染 料 ま た は ガ ン マ エ ミ ッ タ を 使 用 す る 。 こ
の 方 法 も 同 様 に 、 大 き な 切 開 部 と 、 リ ン パ 経 路 の 技 術 的 に 難 し い 検 査 と が 必 要 で あ る 。 本
明 細 書 で 開 示 さ れ て い る コ バ ラ ミ ン 分 子 は 、 癌 に 冒 さ れ て い る 節 に 対 し て 発 光 器 を 利 用 す
る 。 こ の リ ン パ 節 を 、 腹 腔 鏡 装 置 を 使 用 し て 3つ の 小 さ な 切 開 部 （ 3～ 5 mm） を 通 し て 直 接
検 査 す る 。 閉 鎖 操 作 法 （ closed operative technique） に よ り 、 レ ー ザ ー 励 起 用 の 暗 視 野
を 提 供 す る 。 腫 瘍 を 持 っ て い る リ ン パ 節 中 の コ バ ラ ミ ン -発 光 器 結 合 体 か ら の 誘 導 光 が 明
る く 放 出 さ れ る こ と に よ っ て 、 陽 性 の リ ン パ 節 の 同 定 及 び 回 収 が 容 易 に な る だ ろ う 。 こ の
方 法 に よ っ て 、 切 開 部 が 小 さ く な り 、 痛 み が 少 な く 、 精 度 も 高 ま る 。 内 視 鏡 法 を 使 用 し て
癌 細 胞 を 検 出 す る た め に 、 こ の 蛍 光 コ バ ラ ミ ン 類 を 使 用 す る こ と に も 同 様 の 原 理 が 当 て は
ま る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
こ の 蛍 光 コ バ ラ ミ ン 類 の さ ら に 好 都 合 な 点 と は 、 こ の コ バ ラ ミ ン 類 が リ ン パ 管 を 実 質 的 に
通 過 し な い と い う 点 で あ る 。 セ ン チ ネ ル リ ン パ 節 方 法 で 慣 用 的 に 使 用 さ れ た 二 種 類 の 青 色
染 料 （ Lymphazurine： 商 標 及 び メ チ レ ン ブ ル ー ） は 、 リ ン パ 管 か ら 流 出 す る 組 織 に 注 射 さ
れ た 直 後 に 、 リ ン パ 管 か ら 周 囲 組 織 に 流 れ る 傾 向 が あ る 。 そ の よ う な 漏 れ に よ り 、 発 生 し
た 青 色 で 操 作 領 域 が 不 明 瞭 に な っ て し ま う 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
さ ら に 、 こ の 蛍 光 コ バ ラ ミ ン 類 は 、 癌 細 胞 に よ っ て 特 異 的 に 取 り 込 ま れ る の で 、 こ れ ら の
蛍 光 コ バ ラ ミ ン 類 は 、 外 科 医 が 選 択 的 に 癌 組 織 を 切 除 で き る 優 れ た マ ー カ ー で あ り 、 そ の
た め 健 常 組 織 を 残 し て お く こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
腹 腔 鏡 的 に ま た は 内 視 鏡 的 に 検 出 す べ き 癌 細 胞 に 蛍 光 コ バ ラ ミ ン 類 が 結 合 す る 能 力 は 、 蛍
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光 分 子 を 使 用 し て 、 腹 腔 鏡 的 に ま た は 内 視 鏡 的 に セ ン チ ネ ル リ ン パ 節 を 検 出 で き る こ と を
示 し て い る 。 か く し て 、 い ず れ か の 蛍 光 分 子 （ 癌 -標 的 化 ま た は 非 -標 的 化 ） は 、 腹 腔 鏡 ま
た は 内 視 鏡 視 覚 化 法 を 利 用 し て リ ン パ 節 中 で 検 出 す る こ と が で き る 。 一 例 と し て 、 赤 色 の
フ ル オ ロ フ ォ ア は 、 セ ン チ ネ ル リ ン パ 節 法 で 現 在 実 施 さ れ て い る よ う に 、 腫 瘍 内 に 注 射 す
る こ と が で き よ う 。 腋 窩 に 注 射 す る こ と に よ っ て 、 外 科 医 は 蛍 光 を 放 つ 節 を （ 二 つ の 小 さ
な 切 開 部 を 通 し て ） 腹 腔 鏡 的 に 見 つ け る こ と が で き る だ ろ う か ら 、 そ れ に よ り セ ン チ ネ ル
節 の だ い た い の 場 所 を 外 科 医 が 見 つ け 易 い よ う に 、 非 -癌 細 胞 -特 異 的 放 射 性 ト レ ー サ ー を
使 用 し な く て よ い 。
【 ０ ０ ５ １ 】
こ の 蛍 光 コ バ ラ ミ ン 類 は 、 手 術 中 に 利 用 す る マ ー カ ー と し て 幾 つ か の 改 良 点 を 提 供 す る 。
こ れ ら の 改 良 点 と し て は 、 以 下 の 点 が 挙 げ ら れ る ：
・ こ の 蛍 光 マ ー カ ー は 、 ど の 節 が ダ イ ダ ル ベ イ シ ン （ tidal basin） か ら 流 出 し て い る か
を 単 に 示 す の で は な く 、 リ ン パ 管 及 び リ ン パ 節 中 の 癌 細 胞 に 特 異 的 で あ る 。 こ の 蛍 光 マ ー
カ ー は 、 健 常 細 胞 と 癌 細 胞 と を 区 別 も す る ；
・ 蛍 光 検 出 法 に よ り 与 え ら れ る 固 有 の 感 度 に よ り 、 こ の マ ー カ ー は 低 濃 度 で 使 用 す る こ と
が で き る 。 現 在 使 用 し て い る 青 色 染 料 は 、 活 性 な 節 を 不 明 瞭 化 し 、 病 理 学 者 に よ る 外 科 手
術 後 の 組 織 検 査 を 複 雑 化 さ せ る 傾 向 が あ る 。 こ の 青 色 染 料 は 、 出 血 し て い る 導 管 を 不 明 瞭
化 す る 傾 向 も あ る の で 、 そ れ に よ り 節 の 外 科 的 摘 出 及 び 、 続 く 傷 の 縫 合 を 複 雑 化 さ せ て し
ま う 。 蛍 光 マ ー カ ー を 使 用 し て 、 こ の よ う な 問 題 点 を 避 け ら れ る ；
・ 癌 細 胞 に 特 異 的 な 蛍 光 マ ー カ ー は 、 現 在 実 施 さ れ て い る 手 順 で 見 ら れ る よ う に 、 12％ と
い う 偽 陰 性 の 割 合 を 改 善 す る だ ろ う ；
・ 偽 陰 性 の 割 合 が 低 く な る と 、 患 者 及 び 外 科 医 に よ っ て こ の 方 法 が 許 容 さ れ 易 く な る だ ろ
う 。 こ れ に よ っ て 、 こ の 方 法 を 修 得 す る の に 外 科 医 に 必 要 な 研 修 時 間 （ 複 雑 な 腋 窩 節 切 開
に 関 し て は 、 通 常 30ケ ー ス 以 上 ） が 少 な く な る だ ろ う ；
・ こ の 蛍 光 マ ー カ ー に よ り 、 癌 細 胞 の 視 覚 化 の た め の 腹 腔 鏡 、 内 視 鏡 及 び 顕 微 鏡 法 を 利 用
で き る よ う に な る 。 こ れ ら の 方 法 は 、 原 発 腫 瘍 、 転 移 腫 瘍 、 腋 窩 リ ン パ 節 、 鼠 径 リ ン パ 節
及 び 頸 部 リ ン パ 節 の 視 覚 化 に 使 用 す る こ と も で き る 。 こ れ ら の 方 法 に よ っ て 、 癌 の 分 析 で
リ ン パ 経 路 の 技 術 的 に 難 し い 検 査 及 び 大 き な 切 開 部 の 必 要 性 を 減 少 さ せ る こ と が で き よ う
。 こ れ ら の 方 法 に よ っ て 、 切 開 部 が 小 さ く 、 痛 み が 少 な く 、 そ し て 精 度 が 高 く な る だ ろ う
。
【 ０ ０ ５ ２ 】
こ の 蛍 光 コ バ ラ ミ ン 類 は 、 血 液 、 血 漿 、 血 清 ま た は 他 の 体 液 中 の 自 然 発 生 的 な コ バ ラ ミ ン
（ ヒ ド ロ キ ソ コ バ ラ ミ ン 、 メ チ ル コ バ ラ ミ ン 、 ア デ ノ シ ル コ バ ラ ミ ン 、 ま た は シ ア ノ コ バ
ラ ミ ン ） の 量 ま た は 濃 度 を 検 出 す る 競 合 的 結 合 ア ッ セ イ で も 使 用 す る こ と が で き る 。 こ の
種 の ア ッ セ イ で は 、 当 業 者 に 公 知 の 競 合 的 結 合 ア ッ セ イ で 放 射 性 標 識 化 し た コ バ ラ ミ ン の
代 わ り に 、 蛍 光 コ バ ラ ミ ン を 使 用 す る 。 コ バ ラ ミ ン に 関 す る 放 射 性 ア ッ セ イ は 、 中 で も 、
本 明 細 書 中 、 参 照 と し て 含 ま れ る 、 米 国 特 許 第 6,096,290号 ； 同 第 5,614,394号 ； 同 第 5,22
7,311号 ； 同 第 5,187,107号 ； 同 第 5,104,815号 ； 同 第 4,680,273号 ； 同 第 4,465,775号 ； 同
第 4,355,018号 に 記 載 さ れ て い る 。 こ の ア ッ セ イ 手 順 を 使 用 し て 、 血 液 、 血 漿 、 血 清 ま た
は 体 液 中 の 不 飽 和 コ バ ラ ミ ン 結 合 能 の 量 、 並 び に タ ン パ ク 質 、 ト ラ ン ス コ バ ラ ミ ン 、 ハ プ
ト コ リ ン 、 ま た は 内 性 因 子 に 結 合 す る コ バ ラ ミ ン の 濃 度 を 決 定 す る こ と が で き る 。 蛍 光 コ
バ ラ ミ ン 類 を 使 用 す る 場 合 に は 、 放 射 性 標 識 化 コ バ ラ ミ ン の 場 合 に 関 連 す る 特 別 な 出 荷 、
取 り 扱 い 及 び 廃 棄 処 置 な ど が 必 要 な い の で 、 臨 床 化 学 結 合 ア ッ セ イ で の 放 射 性 標 識 化 コ バ
ラ ミ ン よ り も ず っ と 好 都 合 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】

以 下 の 実 施 例 は 、 説 明 の た め に 提 供 す る も の で あ っ て 、 付 記 請 求 の 範 囲 を い か な る 方 法 に
も 限 定 す る も の で は な い 。 当 該 技 術 分 野 に お い て 公 知 の 標 準 的 な 方 法 及 び 、 以 下 に 具 体 的
に 記 載 し た 方 法 を 使 用 し た 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
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コ バ ラ ミ ン 局 在 化 の 視 覚 指 標 と し て 、 フ ル オ レ セ イ ン を コ バ ラ ミ ン に 共 有 結 合 さ せ る こ と
に よ り 、 5種 類 の コ バ ラ ミ ン の 蛍 光 類 似 体 を 製 造 し た 。 緑 色 光 の 照 射 下 で 、 こ の フ ル オ レ
セ イ ン 分 子 は 、 暗 順 応 し た 眼 で 0.1 ppm未 満 の 濃 度 ま で 検 出 し 得 る 黄 色 光 を 放 出 す る 。 こ
の 放 出 に よ っ て 、 エ ピ 蛍 光 顕 微 鏡 法 に よ り 、 並 び に 目 視 検 査 に よ り 感 度 の 高 い 癌 細 胞 の 検
出 が 可 能 に な る 。 こ の 5種 類 の 蛍 光 コ バ ラ ミ ン 類 は 、 そ れ ぞ れ 固 有 の 蛍 光 を 示 し た 。 こ れ
ら の 化 合 物 は 全 て 、 刊 行 物 に 記 載 さ れ た 方 法 に 従 っ て 、 塩 化 ア ミ ノ プ ロ ピ ル と コ ブ （ I）
ア ラ ミ ン と を 反 応 さ せ て 、 ア ミ ノ プ ロ ピ ル コ ブ （ III） ア ラ ミ ン を 製 造 す る こ と に よ り 合
成 し た 。 続 く 段 階 で は 、 ア ミ ノ プ ロ ピ ル コ ブ （ III） ア ラ ミ ン を 種 々 の フ ル オ ロ フ ォ ア イ
ソ チ オ シ ア ネ ー ト 類 （ 則 ち 、 フ ル オ レ セ イ ン イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト ： FITC） と 反 応 さ せ て 、
ア ミ ノ プ ロ ピ ル リ ン カ ー を 介 し て コ バ ラ ミ ン に 結 合 す る 対 応 す る フ ル オ ロ フ ォ ア を 製 造 し
た （ 則 ち 、 フ ル オ レ セ イ ン -ア ミ ノ プ ロ ピ ル -コ ブ （ III） ア ラ ミ ン ） 。 こ の 後 者 の 反 応 は
、 図 1に 示 す 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
同 様 の 方 法 に よ り 、 フ ル オ ロ フ ォ ア が ナ フ ト フ ル オ レ セ イ ン ま た は Oregon Greenで あ る 、
蛍 光 コ バ ラ ミ ン 類 を 製 造 し た 。 こ れ ら 蛍 光 コ バ ラ ミ ン 類 は 全 て 、 組 換 え ト ラ ン ス コ バ ラ ミ
ン （ rhTCII） に 対 し て 高 い 親 和 性 を 保 持 し て い る こ と が 見 い だ さ れ た の で 、 自 然 発 生 的 な
コ バ ラ ミ ン に 関 し て 見 い だ さ れ た も の と 同 様 の 生 化 学 的 分 布 が 可 能 に な る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】

白 血 病 骨 髄 芽 球 調 製 物 は 、 急 性 骨 髄 性 白 血 病 （ AML） M1（ FAB分 類 で 最 低 限 の 成 熟 骨 髄 芽 球
） に 罹 患 し て い る 61歳 の 患 者 の 骨 髄 吸 引 液 か ら 調 製 し た 。 実 施 例 1に 記 載 の 如 く 製 造 し た
蛍 光 コ バ ラ ミ ン で 、 入 手 後 3日 間 、 細 胞 を 処 理 し た 。 正 常 及 び 白 血 病 の ヒ ト 骨 髄 細 胞 に お
い て 、 蛍 光 顕 微 鏡 法 ま た は 蛍 光 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ り 決 定 し た よ う に 、 蛍 光 コ バ ラ
ミ ン 類 似 体 の 差 別 的 な 取 り 込 み が 見 い だ さ れ た 。 正 常 な 骨 髄 細 胞 と 白 血 病 の 骨 髄 芽 球 （ 癌
細 胞 ） と の 違 い は 特 に 注 目 す べ き で あ り 、 正 常 な 細 胞 に よ っ て 検 出 可 能 な コ バ ラ ミ ン は 取
り 込 ま れ な か っ た 。 健 常 個 体 か ら の 骨 髄 サ ン プ ル は 、 蛍 光 標 識 を 示 さ な か っ た 。 潜 在 的 な
化 学 療 法 薬 化 合 物 と し て も と も と 合 成 さ れ た ド キ ソ ル ビ シ ン -コ バ ラ ミ ン 結 合 体 の 取 り 込
み は 、 P-388ネ ズ ミ 白 血 病 細 胞 及 び HCT-116ヒ ト 結 腸 腫 瘍 細 胞 で 見 ら れ た 。 こ れ ら の 結 果 は
、 白 血 病 及 び 充 実 性 腫 瘍 細 胞 系 で は コ バ ラ ミ ン の 蛍 光 誘 導 体 が 取 り 込 ま れ る こ と を 示 し て
い る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】

b-、 d-及 び e-モ ノ カ ル ボ ン 酸 は 、 シ ア ノ コ バ ラ ミ ン の 酸 触 媒 化 加 水 分 解 に よ り 製 造 し た 。
図 2を 参 照 さ れ た い 。 手 短 に 言 え ば 、 シ ア ノ コ バ ラ ミ ン （ 527.0 mg， 0.389 mmol） を 100 m
lの 丸 底 フ ラ ス コ に 入 れ 、 40 mlの 0.5 M HClに 溶 解 し た 。 こ の フ ラ ス コ を 50℃ の 水 浴 に 入
れ 、 4時 間 撹 拌 し た 。 こ の 反 応 物 を 、 表 1に ま と め た 勾 配 液 を 使 用 し て 、 HPLC（ Waters， In
c.3.9× 300 mm DeltaPak 100 C-18カ ラ ム ） に よ り モ ニ タ ー し た 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
【 表 １ 】
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実 施 例 1
フ ル オ ロ フ ォ ア を コ バ ル ト に 結 合 さ せ る こ と に よ る 蛍 光 コ バ ラ ミ ン の 合 成

実 施 例 2
癌 細 胞 に よ る コ バ ラ ミ ン バ イ オ コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 取 り 込 み

実 施 例 3
シ ア ノ コ バ ラ ミ ン モ ノ カ ル ボ ン 酸 の 製 造



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ５ ９ 】
4時 間 後 、 反 応 物 を 室 温 に 冷 却 し た 。 こ の pHを 、 pHメ ー タ ー を 使 用 し て 、 NaOH（ 10％ ） で 7
.0に 調 節 し た 。 粗 な 物 質 を 、 C-18 SepPakカ ラ ム （ Waters,Inc. PIN WATO23635） を 使 用 し
て 、 最 初 に 10 mlの メ タ ノ ー ル で 、 続 い て 15 mlの 脱 イ オ ン H 2 Oで 濯 い で 脱 塩 し た 。 こ の 粗
な 物 質 を シ リ ン ジ で カ ラ ム に 適 用 し 、 10～ 15 mlの 脱 イ オ ン H 2 Oで 濯 ぎ 、 続 い て 10 mlの メ
タ ノ ー ル で 溶 出 し た 。 メ タ ノ ー ル を ロ ー タ リ ー エ バ ポ レ ー タ ー 処 理 に よ り 除 去 す る と 、 赤
色 化 合 物 が 得 ら れ た （ 5016-12-33） 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
こ の 粗 な 反 応 混 合 物 を 最 小 量 の 脱 イ オ ン H 2 Oに 溶 解 し 、 こ の 溶 液 の 半 分 を 、 表 に 計 算 し た
勾 配 液 を 使 用 し て 、 セ ミ -プ レ ッ プ HPLC（ Waters,Inc.25.0× 300 mm， 100 C-18カ ラ ム ） 上
に 注 入 し た 。
【 ０ ０ ６ １ 】
【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ６ ２ 】
28.0分 （ b-モ ノ カ ル ボ ン 酸 ， CBC-195） 、 30.1分 （ d-モ ノ カ ル ボ ン 酸 ， CBC-226） 、 及 び 34
.6分 （ e-モ ノ カ ル ボ ン 酸 ） に お け る ピ ー ク を 、 大 き な 試 験 管 を 使 用 し て 集 め た 。 純 粋 な 画
分 を 脱 イ オ ン H 2 Oで 1： 1に 希 釈 し 、 上 記 と 同 じ 方 法 に よ り 脱 塩 し た 。 全 て の 場 合 に お い て
、 赤 色 固 体 が 得 ら れ た 。
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【 ０ ０ ６ ３ 】
CBC-195（ b-モ ノ カ ル ボ ン 酸 ） ： 二 つ の 分 取 実 験 で 、 74.8 mgの b-モ ノ カ ル ボ ン 酸 （ 14.4％
） を 単 離 し た 。 予 想 通 り 、 M+1ピ ー ク （ 1356） と M+22ピ ー ク （ 1378） を 示 す 陽 イ オ ン ・ エ
レ ク ト ロ ス プ レ イ ・ マ ス ス ペ ク ト ル （ ES + ） が 得 ら れ た 。 こ の b-モ ノ カ ル ボ ン 酸 （ CBC-195
） は 、 全 収 率 14％ で 得 ら れ た 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
CBC-226（ d-モ ノ カ ル ボ ン 酸 ） ： 二 つ の 分 取 実 験 で 、 38.6 mgの d-モ ノ カ ル ボ ン 酸 （ 7.3％
） を 単 離 し た 。 予 想 通 り 、 M+1ピ ー ク （ 1356） と 対 応 す る M+Naピ ー ク （ 1378） を 示 す 陽 イ
オ ン ・ エ レ ク ト ロ ス プ レ イ ・ マ ス ス ペ ク ト ル （ ES + ） が 得 ら れ た 。 こ の d-モ ノ カ ル ボ ン 酸
（ CBC-226） は 、 全 収 率 7％ で 得 ら れ た 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
e-モ ノ カ ル ボ ン 酸 は 、 全 収 率 7％ で 、 約 78 mg得 ら れ た 。

b-ア ミ ド 及 び d-ア ミ ド は 、 図 3に 示 す 通 り に 製 造 し た 。 CBC-195（ 55.4 mg， 0.0408 mmol）
を 小 さ な ガ ラ ス バ イ ア ル に 添 加 し 、 約 2.5 mlの DMSOに 溶 解 し 、 続 い て EDCIHCl（ 12 mg， 0.
0626 mmol） と N-ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド （ NMS） （ 25 mg， 0.217 mmol） を 添 加 し た 。
こ の 反 応 物 を 室 温 で 一 晩 撹 拌 し た 。 従 前 の 試 み か ら 、 反 応 を 完 了 さ せ る に は 、 EDCIと NHS
の 数 当 量 （ 全 部 で 6当 量 ） が 必 要 で あ っ た 。 24時 間 後 、 EDCIの 追 加 の 1当 量 を 添 加 し 、 全 部
で 26時 間 で 反 応 が 完 了 し た 。 こ の 反 応 は 、 表 3の 勾 配 液 を 使 用 し て HPLCで モ ニ タ ー し た 。 C
BC-195は 9.07分 の 保 持 時 間 で あ り 、 CBC-195の NHS-エ ス テ ル は 10.55分 の 保 持 時 間 で あ っ た
。
【 ０ ０ ６ ６ 】
【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ６ ７ 】
別 の ガ ラ ス バ イ ア ル に 、 1,12-ジ ア ミ ノ ド デ カ ン （ 81.8 mg， 0.408 mmol） を 約 2 mlの DMSO
に 溶 解 し た 。 上 記 反 応 混 合 物 を 、 4.0 ml/時 間 で シ リ ン ジ ポ ン プ を 使 用 し て 滴 下 添 加 し て
、 ダ イ マ ー 形 成 を 最 小 化 さ せ た 。 生 成 物 は 即 座 に 形 成 し 、 14.56分 の 保 持 時 間 で あ っ た 。
粗 な 反 応 混 合 物 を 100 mlの 1： 1の CH 2 Cl 2 ： Et 2 Oに 添 加 す る と 、 赤 い 沈 殿 物 が 形 成 し た 。 こ
の 赤 色 化 合 物 を ガ ラ ス フ リ ッ ト を 使 用 し て 濾 過 し 、 CH 2 Cl 2 の 20 ml分 を 2回 と 、 ア セ ト ン 20
 ml分 2回 と 、 最 終 的 に Et 2 Oの 20 ml分 2回 で 洗 浄 し た 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
粗 な 反 応 生 成 物 を 最 小 量 の 脱 イ オ ン H 2 Oに 溶 解 し 、 こ の 溶 液 を 表 4に 計 算 し た 勾 配 液 を 使 用
し て 、 セ ミ プ レ ッ プ HPLC（ Waters,Inc.25.0× 100 mm、 100 C-18カ ラ ム ） に 注 入 し た 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
【 表 ４ 】
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実 施 例 4
CNCbl酸 と 1,12ジ ア ミ ノ ド デ カ ン と の 結 合



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ７ ０ 】
8.70分 （ b-ア ミ ン 、 CBC-208） の ピ ー ク を 、 大 き な 試 験 管 を 使 用 し て 集 め た 。 純 粋 な 画 分
を 蒸 留 H 2 Oを 使 用 し て 1： 1に 希 釈 し 、 最 初 に カ ラ ム を 10 mlメ タ ノ ー ル 、 続 い て 15 ml脱 イ
オ ン H 2 Oを 使 用 し て 濯 ぐ こ と に よ り 、 C-18 SepPakカ ラ ム （ Waters,Inc， P/N WATO23635）
を 使 用 し て 脱 塩 し た 。 純 粋 な 物 質 を シ リ ン ジ で カ ラ ム に 適 用 し 、 10～ 15 mlの 脱 イ オ ン H 2 O
で 濯 ぎ 、 続 い て 10 mlメ タ ノ ー ル で 溶 出 し た 。 こ の メ タ ノ ー ル を ロ ー タ リ ー エ バ ポ レ ー タ
ー 処 理 に よ り 除 去 す る と 、 赤 色 化 合 物 6 mgが 得 ら れ た 。
【 ０ ０ ７ １ 】
CBC-208（ b-ア ミ ン ） ： 全 部 で 6.0 mgの b-ア ミ ン を 単 離 し た 。 予 想 通 り 、 M+1ピ ー ク （ 1538
） と M+23ピ ー ク （ 1560） を 示 す 陽 イ オ ン ・ エ レ ク ト ロ ス プ レ イ ・ マ ス ス ペ ク ト ル （ ES + ）
が 得 ら れ た 。 CBC-208は 、 精 製 後 に 収 率 9.5％ で 得 ら れ た 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
CBC-226（ d-ア ミ ン ） ： 表 3と 同 一 の HPLC勾 配 液 を 使 用 す る と 、 こ の d-モ ノ カ ル ボ ン 酸 は 、
9.32分 の HPLC保 持 時 間 で あ り 、 そ の NHS-エ ス テ ル は 10.96分 で 移 動 し 、 d-ア ミ ン （ CBC-226
） は 14.93分 で 移 動 し た 。 予 想 通 り 、 M+1ピ ー ク （ 1538） と 対 応 す る M+Naピ ー ク （ 1560） を
示 す 粗 な 物 質 の 陽 イ オ ン ・ エ レ ク ト ロ ス プ レ イ ・ マ ス ス ペ ク ト ル （ ES + ） が 得 ら れ た 。
【 ０ ０ ７ ３ 】

CBC-208は 、 図 4に 従 っ て 、 フ ル オ レ セ イ ン 誘 導 体 フ ル オ レ セ イ ン -5EX（ Molecular Probes
， Inc.製 ） に 結 合 さ せ た 。 CBC-208（ 6.0 mg， 3.87μ mol） を 小 さ な ガ ラ ス バ イ ア ル に 添 加
し 、 約 0.5 mlの DMSOに 溶 解 し 、 続 い て フ ル オ レ セ イ ン -5EX-NHS（ 2.5 mg， 4.23μ mol） を
添 加 し た 。 こ の 反 応 物 を 室 温 で 一 晩 撹 拌 し た 。 こ の 反 応 は 、 表 5の 方 法 を 使 用 し て HPLCで
モ ニ タ ー し た 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
【 表 ５ 】
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実 施 例 5
CBC-208と フ ル オ レ セ イ ン -5EX-NHSの 結 合



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ７ ５ 】
こ の 反 応 は 、 最 初 非 常 に 早 く 進 み 、 接 触 さ せ て 約 10分 後 に は 、 所 望 の 生 成 物 が 形 成 し た 。
CBC-208の 保 持 時 間 は 11.47分 で あ り 、 生 成 物 （ CBC-123） は 、 14.24分 の 保 持 時 間 で あ っ た
。 フ ル オ レ セ イ ン 化 合 物 を も う 一 当 量 添 加 す る と 、 反 応 が 完 了 し 、 粗 な 混 合 物 は 88％ の 純
度 で あ っ た 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
出 発 物 質 の フ ル オ レ セ イ ン -5EX-NHSの HPLC分 析 に よ り 、 こ れ は 75％ 純 度 で し か な い こ と が
判 明 し 、 こ の こ と で 、 反 応 を 完 了 さ せ る の に ど う し て 追 加 の 当 量 が 必 要 で あ っ た か と い う
こ と が 明 ら か に な っ た 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
CBC-123（ b-フ ル オ レ セ イ ン コ バ ラ ミ ン 誘 導 体 ） ： こ の 化 合 物 は 、 合 成 か ら の 粗 な 単 離 物
と し て だ い た い 90％ の 純 度 で あ り 、 不 純 物 の 殆 ど は 未 反 応 CBC-208で あ っ た 。 M+1ピ ー ク （
2013） と 対 応 す る M+Naピ ー ク （ 2035） を 示 す 粗 な 物 質 の 陽 イ オ ン ・ エ レ ク ト ロ ス プ レ イ ・
マ ス ス ペ ク ト ル （ ES + ） が 得 ら れ た 。 精 製 前 の 収 率 は 22％ で あ っ た 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
こ の 化 合 物 の 蛍 光 ス ペ ク ト ル は 、 350 nmに お け る 励 起 に よ る 光 分 解 前 後 で 、 粗 な 化 合 物 に
つ い て と っ た （ 図 5を 参 照 さ れ た い ） 。 光 分 解 前 後 で 蛍 光 に 有 意 な 変 化 は な く 、 こ の こ と
は 、 こ の 化 合 物 が 光 安 定 性 で あ り 、 且 つ 明 ら か に 蛍 光 を 発 し て 、 コ バ ラ ミ ン 近 傍 由 来 の 弱
い 蛍 光 は 示 さ な い こ と を 示 唆 し て い る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】

正 常 な 辺 縁 組 織 を も つ 、 乳 癌 を 含 む 悪 性 腫 瘍 と 良 性 腫 瘍 の サ ン プ ル を 患 者 よ り 摘 出 し た 。
こ れ ら の サ ン プ ル は University of Utah Institutional Review Board（ IRB） 及 び Huntsm
an Cancer Institute Clinical Cancer Investigation Committee（ CCIC） の 承 認 を 得 て
い る 。 こ の 生 組 織 サ ン プ ル を 、 上 記 の 如 く 製 造 し た 蛍 光 コ バ ラ ミ ン 誘 導 体 の 一 つ と 一 緒 に
4～ 6時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 そ れ ぞ れ の サ ン プ ル の 薄 切 組 織 切 片 は 冷 凍 式 ミ ク ロ ト ー ム
で 作 成 し 、 蛍 光 マ ー カ ー 量 は エ ピ 蛍 光 顕 微 鏡 法 に よ り 正 常 組 織 及 び 癌 組 織 に お い て 定 量 化
す る 。 対 応 す る 組 織 切 片 を 解 剖 病 理 学 者 の 評 価 用 に ヘ マ ト キ シ リ ン /エ オ シ ン （ H&E） 染 色
し た 。 正 常 細 胞 と 癌 細 胞 と の 境 界 面 は 慎 重 に 検 査 し た 。 腫 瘍 の 低 酸 素 領 域 内 の 細 胞 は し ば
し ば 代 謝 が 低 下 し て い る の で 、 腫 瘍 内 部 の 細 胞 は 、 蛍 光 マ ー カ ー の 取 り 込 み に 関 し て も 調
べ た 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
よ り 具 体 的 に は 、 最 少 必 須 培 地 、 α 修 飾 （ α -MEM： 7.5％ 新 生 児 ウ シ 血 清 、 2.5％ ウ シ 胎 児
血 清 、 0.2％ ナ イ ス タ チ ン 、 2.5％ ペ ニ シ リ ン /ス ト レ プ ト マ イ シ ン 、 pH7.2； Sigma製 ） を
調 製 し 、 25 mL滅 菌 ね じ 蓋 組 織 培 養 フ ラ ス コ に ア リ コ ー ト （ 10 mL） を 入 れ た 。 こ の 培 地 を
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実 施 例 6
顕 微 鏡 に よ る 乳 癌 組 織 の ex-vivo検 査



37℃ に し 、 組 織 サ ン プ ル を 蛍 光 標 識 化 コ バ ラ ミ ン 類 （ 50 nM； コ バ ラ ミ ン -Oregon Green及
び 実 施 例 1の コ バ ラ ミ ン -ナ フ ト フ ル オ ロ セ イ ン 結 合 体 と 実 施 例 5の コ バ ラ ミ ン -フ ル オ レ セ
イ ン 結 合 体 ） と 、 組 換 え ヒ ト TCII（ 50 pM） と 一 緒 に α -MEM中 で 3時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た
。 ヒ ト 乳 房 組 織 サ ン プ ル は 、 IRM-承 認 プ ロ ト コ ル の 元 で 入 手 し た 。 こ の 組 織 を フ ラ ス コ か
ら 取 り 出 し 、 ダ ル ベ ッ コ の リ ン 酸 塩 緩 衝 塩 類 溶 液 （ DPBS； Sigma） で 洗 浄 し 、 凍 結 切 片 ス
ラ イ ス 形 成 用 に OCTコ ン パ ウ ン ド （ Shandon） で -20℃ で 真 鍮 プ レ ー ト 上 に 据 え 付 け た 。 組
織 を -20℃ で CTD Harrisク リ オ ス タ ッ ト 中 で ス ラ イ ス （ 4～ 6μ m切 片 ） し た 。 薄 切 組 織 切 片
を 小 さ な 絵 描 き 用 ブ ラ シ で 引 き 戻 し 、 100％ エ タ ノ ー ル で 顕 微 鏡 ス ラ イ ド に 固 定 し た 。 標
準 的 な ヘ マ ト キ シ リ ン 染 色 手 順 ： 95％ エ タ ノ ー ル 、 20秒 ； 水 、 5秒 ； ヘ マ ト キ シ リ ン （ Fis
her） 、 45秒 ； 水 、 5秒 ； 青 味 つ け 溶 液 （ bluing solution） （ 水 道 水 ） 、 10秒 ； 95％ エ タ
ノ ー ル 、 10秒 ； 100％ エ タ ノ ー ル 、 10秒 ； キ シ レ ン 、 10秒 ； 及 び キ シ レ ン 、 10秒 で 、 ス ラ
イ ド を 染 色 し た 。 相 コ ン ト ラ ス ト 及 び エ ピ 蛍 光 顕 微 鏡 法 に よ り 、 10倍 、 60倍 及 び 100倍 の
倍 率 で ス ラ イ ド を 評 価 し た 。
【 ０ ０ ８ １ 】
3-[4,5-ジ メ チ ル チ ア ゾ ー ル -2-イ ル ]-2,5-ジ フ ェ ニ ル テ ト ラ ゾ リ ウ ム チ ア ゾ リ ル ブ ロ ミ ド
（ MTT； Sigma） を 使 用 し て 、 蛍 光 コ バ ラ ミ ン で 3時 間 の イ ン キ ュ ベ ー ト 後 で 組 織 の 代 謝 能
力 を 定 性 的 に 測 定 し た 。 組 織 の 一 部 を 培 地 か ら 取 り 出 し 、 DPBSで 洗 浄 し 、 MTT（ 2 mL； 2.5
 mg/mL） に 浸 し た 。 こ の 組 織 を 、 5％ CO 2 雰 囲 気 下 、 37℃ で 3時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 こ
の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 時 間 の 間 に 、 ス ク シ ネ ー ト デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 活 性 に よ り 組 織 サ ン プ
ル 中 の 生 存 細 胞 が MTT染 料 を 還 元 し て 紫 色 の ホ ル マ ザ ン に し た （ Cells and Celis， 1998年
） 。 こ の 組 織 を DPBSで 洗 浄 し 、 上 記 概 説 し た 冷 凍 ミ ク ロ ト ー ム 手 順 に 従 っ て 調 製 し て 、 組
織 の 代 謝 能 力 を 確 保 し た 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
こ の 蛍 光 コ バ ラ ミ ン バ イ オ コ ン ジ ュ ゲ ー ト は 、 腫 瘍 性 乳 房 組 織 及 び 健 常 乳 房 組 織 の い ず れ
に も 凝 集 し た が 、 健 常 乳 房 組 織 よ り も 腫 瘍 性 乳 房 組 織 に は た く さ ん の 蛍 光 コ バ ラ ミ ン を 隔
離 し て い た 。 健 常 乳 房 組 織 に よ り 隔 離 さ れ た 蛍 光 コ バ ラ ミ ン の 量 は 予 想 よ り も 多 か っ た が
、 こ れ は 、 健 常 細 胞 に よ り 有 意 に 内 在 化 さ れ た も の で は な く 、 結 合 組 織 内 の 構 造 体 へ の 非
特 異 的 結 合 に よ る も の と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】

転 移 性 疾 患 に 冒 さ れ た 摘 出 し た リ ン パ 節 を 患 者 か ら 取 り だ し 、 上 記 の 如 く 製 造 し た 蛍 光 コ
バ ラ ミ ン 誘 導 体 の 一 つ と 一 緒 に 4～ 8時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 リ ン パ 節 を そ れ ぞ れ 薄 切 し
て 、 癌 細 胞 へ の 蛍 光 コ バ ラ ミ ン の 輸 送 に 関 し て 顕 微 鏡 的 に 検 査 し た 。 こ の 実 験 か ら 、 リ ン
パ 節 内 の 転 移 細 胞 が 画 像 化 及 び 視 覚 化 用 に 十 分 な 蛍 光 コ バ ラ ミ ン を 取 り 込 む 能 力 が 示 さ れ
た 。
【 ０ ０ ８ ４ 】

白 血 病 患 者 か ら の 骨 髄 吸 引 液 ま た は 末 梢 血 液 サ ン プ ル を 、 蛍 光 コ バ ラ ミ ン 結 合 体 と 一 緒 に
イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 4～ 8時 間 後 、 骨 髄 吸 引 液 ま た は 末 梢 血 液 サ ン プ ル を 洗 浄 し て 、
取 り 込 ま れ な か っ た 蛍 光 標 識 を 除 去 し 、 こ の 細 胞 サ ン プ ル を 、 エ ピ 蛍 光 顕 微 鏡 法 ま た は フ
ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ る 定 性 的 ま た は 定 量 的 分 析 に か け た 。 有 意 量 の 蛍 光 コ バ ラ ミ ン を
取 り 込 ん だ 細 胞 は 、 明 る い 蛍 光 を 示 す 。 患 者 の 白 血 病 の タ イ プ を 示 す 有 意 量 の 蛍 光 コ バ ラ
ミ ン の 取 り 込 み は 、 コ バ ラ ミ ン ベ ー ス の 治 療 を 使 用 す る 処 置 に 対 し て 良 好 に 応 答 す る だ ろ
う 。 蛍 光 コ バ ラ ミ ン 結 合 体 を 用 い る 処 置 後 で も 有 意 な 蛍 光 を 示 さ な い 骨 髄 吸 引 液 ま た は 末
梢 血 液 サ ン プ ル は 、 そ の 患 者 が コ バ ラ ミ ン ベ ー ス の 治 療 結 合 体 に う ま く 応 答 し な い こ と を
示 し て い る 。 充 実 性 腫 瘍 に つ い て 同 様 の ア プ ロ ー チ を 適 用 す る こ と が で き る 。 こ の 場 合 、
切 開 し た 腫 瘍 組 織 の 一 部 を 蛍 光 コ バ ラ ミ ン 結 合 体 と 一 緒 に イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 約 4～ 8時 間
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実 施 例 8
患 者 が コ バ ラ ミ ン -ベ ー ス の 治 療 用 バ イ オ コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 用 い る 化 学 療 法 に 対 し て 良 好
に 応 答 す る か を 測 定 蛍 光 す る た め の コ バ ラ ミ ン の 使 用



後 、 腫 瘍 組 織 中 の 蛍 光 を 定 量 化 す る 。 腫 瘍 組 織 に よ り 示 さ れ た 蛍 光 が 強 い 程 、 癌 が コ バ ラ
ミ ン ベ ー ス の 化 学 療 法 に よ る 処 置 に う ま く 応 答 し て い る 可 能 性 が 高 い 。
【 ０ ０ ８ ５ 】

一 般 的 な 脱 塩 手 順 ：
コ バ ラ ミ ン 類 は 全 て 、 カ ー ト リ ッ ジ を 2カ ラ ム 容 積 分 の メ タ ノ ー ル と 、 3カ ラ ム 容 積 分 の 脱
イ オ ン 水 で 調 整 す る こ と に よ り 、 10 gの C-18 SepPak（ Waters,Inc） を 用 い て 脱 塩 し た 。
コ バ ラ ミ ン を カ ラ ム に 適 用 し 、 3カ ラ ム 容 積 分 の 脱 イ オ ン 水 で 洗 浄 し 、 メ タ ノ ー ル （ 10 mL
） で 溶 出 し た 。 ロ ー タ リ ー エ バ ポ レ ー シ ョ ン 処 理 に よ り メ タ ノ ー ル を 除 去 し て 、 生 成 物 を
凍 結 乾 燥 し た 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
シ ア ノ コ バ ラ ミ ン -b-モ ノ カ ル ボ ン 酸 の 製 造 ：
シ ア ノ コ バ ラ ミ ン -b-モ ノ カ ル ボ ン 酸 は 、 刊 行 物 に 記 載 さ れ た プ ロ ト コ ル を 変 更 し て 製 造
し た （ Antonら 、 1980年 ） 。 手 短 に 言 え ば 、 CNCbl（ 3.5 g， 2.6 mmol） を 350 mLの 1.0 M H
Clに 溶 解 し た 。 こ の 反 応 物 を 37℃ に 4時 間 加 熱 し 、 逆 相 HPLCで モ ニ タ ー し た 。 粗 な 物 質 を
脱 塩 し 、 次 い で セ ミ プ レ ッ プ HPLCで 精 製 で き た 。 し か し 、 粗 な 反 応 混 合 物 は 45％ を 超 え る
シ ア ノ コ バ ラ ミ ン （ HPLCに よ り ） を 含 ん で い た の で 、 イ オ ン 交 換 カ ラ ム を 使 用 し て 、 未 反
応 シ ア ノ コ バ ラ ミ ン を 分 離 し た 。 粗 な 物 質 を ddH 2 Oに 溶 解 し 、 2.5× 30 cmの Dowex AG-X1（
酢 酸 塩 形 ） カ ラ ム に 適 用 し た 。 CNCblを 脱 イ オ ン 水 で カ ラ ム か ら 溶 出 し た 。 次 い で 三 種 類
の モ ノ カ ル ボ ン 酸 を 0.04 M酢 酸 ナ ト リ ウ ム （ pH4） で 溶 出 し 、 さ ら に セ ミ プ レ ッ プ HPLCで
精 製 し た 。 b-モ ノ カ ル ボ ン 酸 を 分 析 用 HPLCに よ り 97％ 純 度 で 単 離 し た （ 全 体 で 10％ 収 率 ）
； ES + MS： （ 1： 1 H 2 O： CH 3 CN） M+H＝ 1356.3（ C 6 3 H 8 8 CoN 1 3 O 1 5 Pの 計 算 値 ＝ 1356.5） ， M＋ N
a+=1378.4（ C 6 3 H 8 8 CoN 1 3 O 1 5 PNaの 計 算 値 ＝ 1378.5） 。 d-モ ノ カ ル ボ ン 酸 と e-モ ノ カ ル ボ ン
酸 は い ず れ も 、 そ れ ぞ れ 全 体 収 率 4％ 及 び 7％ で 単 離 し た 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
シ ア ノ コ バ ラ ミ ン -b-モ ノ カ ル ボ ン 酸 の 分 析 用 HPLC法 ：
Waters DeltaPak C-18 300× 3.9 mmカ ラ ム を 使 用 し て 、 2 mL/分 の 流 速 で 分 析 用 ク ロ マ ト
グ ラ フ ィ ー 法 を 実 施 し た 。 最 初 の 2分 間 の 90％ 溶 液 A（ 0.05 Mリ ン 酸 塩 緩 衝 液 ， pH3.0） と 1
0％ 溶 液 B（ 9： 1ア セ ト ニ ト リ ル と 水 ） の 定 組 成 で 流 し た 後 、 83.7％ Aと 16.3％ Bへ の 16分 の
線 状 勾 配 液 に よ り 、 15.7分 の 保 持 時 間 の 所 望 の b-モ ノ カ ル ボ ン 酸 誘 導 体 が 溶 出 し た 。 こ の
d-モ ノ カ ル ボ ン 酸 は 16.9分 の 保 持 時 間 で あ り 、 e-モ ノ カ ル ボ ン 酸 は 19.5分 の 保 持 時 間 で あ
っ た 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
シ ア ノ コ バ ラ ミ ン -b-モ ノ カ ル ボ ン 酸 の セ ミ プ レ ッ プ HPLC：
Waters DeltaPak C-18 2.5× 30 cmセ ミ プ レ ッ プ カ ラ ム を 使 用 し 、 40 mL/分 の 流 速 で ク ロ
マ ト グ ラ フ ィ ー 法 を 実 施 し た 。 最 初 の 4.1分 間 の 90％ 溶 液 A（ 0.05 Mリ ン 酸 塩 緩 衝 液 ， pH3.
0） と 10％ 溶 液 B（ 9： 1ア セ ト ニ ト リ ル と 水 ） の 定 組 成 で 流 し た 後 、 83.7％ Aと 16.3％ Bへ の
32.9分 の 線 状 勾 配 液 に よ り 、 コ バ ラ ミ ン 酸 誘 導 体 を 溶 出 し た 。 こ の 三 種 類 の CNCbl-モ ノ カ
ル ボ ン 酸 の 保 持 時 間 は 、 以 下 の よ う で あ っ た ： b-モ ノ カ ル ボ ン 酸 は 23.1分 で 、 d-モ ノ カ ル
ボ ン 酸 は 26.6分 で 、 e-モ ノ カ ル ボ ン 酸 は 32.1分 で 溶 出 し た 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
シ ア ノ コ バ ラ ミ ン -b-（ 5-ア ミ ノ ペ ン チ ル ア ミ ド ） の 合 成 ：
シ ア ノ コ バ ラ ミ ン -b-モ ノ カ ル ボ ン 酸 1（ 50 mg， 0.037 mmol） を 、 EDCI（ 71 mg， 0.37 mmo
l） と NHS（ 25 mg， 0.22 mmol） の 入 っ た 乾 燥 し た 10 mLの 丸 底 フ ラ ス コ に 溶 解 し た 。 窒 素
ガ ス で 5分 間 フ ラ ッ シ ュ す る こ と に よ り 、 こ の フ ラ ス コ を 脱 ガ ス し た 。 ジ メ チ ル ス ル ホ キ
シ ド （ 5 mL） を シ リ ン ジ を 介 し て 添 加 し 、 こ の 反 応 混 合 物 を 6時 間 撹 拌 し た 。 こ の 混 合 物
を 気 密 性 シ リ ン ジ を 使 用 し て 丸 底 フ ラ ス コ か ら 取 り 出 し 、 1,5-ジ ア ミ ノ ペ ン タ ン （ 43μ L
， 0.37 mmol） を フ ラ ス コ に 入 れ た 。 こ の CBl混 合 物 を 、 5分 間 か け て 1,5-ジ ア ミ ノ ペ ン タ
ン に 滴 下 添 加 し て 、 2： 1付 加 物 の 形 成 を 最 小 化 し た 。 逆 相 HPLCを 使 用 し て 、 こ の 反 応 を モ
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ニ タ ー し た 。 出 発 物 質 が 消 費 さ れ た ら 、 1： 1の CH 2 Cl 2 ： ジ エ チ ル エ ー テ ル （ 60 mL） の 溶
液 で コ バ ラ ミ ン 類 を 沈 澱 さ せ た 。 得 ら れ た 固 体 を 中 位 の フ リ ッ ト フ ィ ル タ ー で 濾 過 し 、 ジ
エ チ ル エ ー テ ル （ 2× 10 mL） で 洗 浄 し 、 フ ィ ル タ ー か ら メ タ ノ ー ル で 溶 出 し た 。 こ の 粗 な
混 合 物 を 等 容 積 の 水 で 希 釈 し 、 セ ミ プ レ ッ プ カ ラ ム に 注 入 し て 、 シ ア ノ コ バ ラ ミ ン -b-（ 5
-ア ミ ノ ペ ン チ ル ア ミ ド ） 2を 精 製 し た 。 所 望 の 生 成 物 を 含 有 す る 画 分 を 上 記 の 如 く 脱 塩 し
、 ロ ー タ リ ー エ バ ポ レ ー タ ー 処 理 に よ り 乾 燥 し た 。 シ ア ノ コ バ ラ ミ ン -b-（ 5-ア ミ ノ ペ ン
チ ル ア ミ ド ） が 得 ら れ た 。 70％ の 収 率 ； 分 析 用 HPLCに よ り 98％ の 純 度 ； ES + MS： （ 1： 1 H 2
O： CH 3 CN） M+H＝ 1440.5（ C 6 3 H 1 0 0 CoN 1 5 O 1 4 Pの 計 算 値 ＝ 1440.7） ， M＋ Na + =1462.4（ C 6 8 H 1 0
0 CoN 1 5 O 1 4 PNaの 計 算 値 ＝ 1462.6） ； ε 3 6 2 n m ＝ 19500 M

- 1 cm - 1 （ H 2 O中 ） 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
シ ア ノ コ バ ラ ミ ン -b-（ 5-ア ミ ノ ペ ン チ ル ア ミ ド ） 2の 分 析 用 HPLC法 ：
Waters DeltaPak C-18 300× 3.9 mmカ ラ ム を 使 用 し て 、 2 mL/分 の 流 速 で 分 析 用 ク ロ マ ト
グ ラ フ ィ ー 法 を 実 施 し た 。 最 初 の 2分 間 の 95％ 溶 液 A（ 0.05 Mリ ン 酸 塩 緩 衝 液 ， pH3.0） と 5
％ 溶 液 B（ 9： 1ア セ ト ニ ト リ ル と 水 ） の 定 組 成 で 流 し た 後 、 70％ Aと 30％ Bへ の 16.4分 の 線
状 勾 配 液 に よ り 、 11.8分 の 保 持 時 間 の 当 該 化 合 物 が 溶 出 し た 。
【 ０ ０ ９ １ 】
シ ア ノ コ バ ラ ミ ン -b-（ 5-ア ミ ノ ペ ン チ ル ア ミ ド ） 2の セ ミ プ レ ッ プ HPLC：
Waters DeltaPak C-18 25× 30 cmセ ミ プ レ ッ プ カ ラ ム を 使 用 し 、 40 mL/分 の 流 速 で ク ロ マ
ト グ ラ フ ィ ー 法 を 実 施 し た 。 95％ 溶 液 A（ 0.05 Mリ ン 酸 塩 緩 衝 液 ， pH3.0） と 5％ 溶 液 B（ 9
： 1ア セ ト ニ ト リ ル と 水 ） の 定 組 成 で 4.1分 間 流 し た 後 、 70％ Aと 30％ Bへ の 18分 の 線 状 勾 配
液 に よ り 、 所 望 の 生 成 物 を 溶 出 し た 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
CobaraFluor Y（ Cy5-コ バ ラ ミ ン ＝ Cy5-Cbl＝ Cy5 CobalaFluor） の 合 成 ：
こ の 合 成 は 図 6に 示 さ れ て い る 。 手 短 に 言 え ば 、 シ ア ノ コ バ ラ ミ ン -リ ボ ー ス -5'-0-（ 6-ア
ミ ノ ヘ キ シ ル ア ミ ド ） は 、 刊 行 物 に 記 載 さ れ た プ ロ ト コ ル （ McEwanら ， 1999年 ） に 従 っ て
、 シ ア ノ コ バ ラ ミ ン （ Sigma Chemical Co.） を 使 用 し て 製 造 し た 。 コ バ ラ ミ ン 類 は 、 2： 1
の ジ エ チ ル エ ー テ ル ： 塩 化 メ チ レ ン （ 50 mL） を 使 用 し て 沈 澱 さ せ 、 こ の 溶 媒 混 合 物 （ 2×
10 mL） で も 洗 浄 し た 。 こ の 反 応 物 を モ ニ タ ー し 、 逆 相 HPLCを 使 用 し て 生 成 物 を 精 製 し た
。 こ の 生 成 物 を 標 準 的 な 手 順 に よ り 脱 塩 し た 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
シ ア ノ コ バ ラ ミ ン -リ ボ ー ス -5'-0-（ 6-ア ミ ノ ヘ キ シ ル ア ミ ド ） （ 20 mg， 0.013 mmol） を
、 乾 燥 し た 10 mLの 丸 底 フ ラ ス コ に 入 れ 、 窒 素 ガ ス で 5分 間 フ ラ ッ シ ュ す る こ と に よ り 脱 ガ
ス し 、 ジ メ チ ル ス ル ホ キ シ ド （ 1 mL） を シ リ ン ジ を 介 し て 添 加 し て 、 コ バ ラ ミ ン を 溶 解 し
た 。 Cy5ス ク シ ン イ ミ ジ ル エ ス テ ル （ 10 mg， 0.013 mmol； Amersham Pharmacia） と DIPEA
（ 15μ L， 0.13） を こ の フ ラ ス コ に 添 加 し て 、 こ の 反 応 混 合 物 を 1時 間 撹 拌 し た 。 逆 相 HPLC
を 使 用 し て 反 応 を モ ニ タ ー し た 。 出 発 物 質 が 消 費 さ れ た ら 、 2： 1の ジ エ チ ル エ ー テ ル ： CH

2 Cl 2 （ 50 mL） の 溶 液 で コ バ ラ ミ ン 類 を 沈 澱 さ せ た 。 得 ら れ た 固 体 を 微 細 フ リ ッ ト フ ィ ル
タ ー で 濾 過 し 、 ジ エ チ ル エ ー テ ル と CH 2 Cl 2 混 合 物 （ 2× 10 mL） で 洗 浄 し 、 メ タ ノ ー ル で フ
ィ ル タ ー か ら 溶 出 し た 。 粗 な 混 合 物 を セ ミ プ レ ッ プ カ ラ ム に 注 入 し て 、 CobalaFluor Yを
精 製 し 、 標 準 的 な 手 順 に よ り 脱 塩 し た 。 図 7は 、 CobalaFluor Yの 蛍 光 放 出 ス ペ ク ト ル を 示
す 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
シ ア ノ コ バ ラ ミ ン -リ ボ ー ス -5'-0-（ 6-ア ミ ノ ヘ キ シ ル ア ミ ド ） の 分 析 用 HPLC法 ：
Waters DeltaPak C-18 300× 3.9 mmカ ラ ム を 使 用 し て 、 2 mL/分 の 流 速 で 、 分 析 用 ク ロ マ
ト グ ラ フ ィ ー 法 を 実 施 し た 。 最 初 の 2分 間 の 95％ 溶 液 A（ 0.05 Mリ ン 酸 塩 緩 衝 液 ， pH3.0）
と 5％ 溶 液 B（ 9： 1ア セ ト ニ ト リ ル と 水 ） の 定 組 成 で 流 し た 後 、 70％ Aと 30％ Bへ の 18分 の 線
状 勾 配 液 に よ り 、 所 望 の シ ア ノ コ バ ラ ミ ン -リ ボ ー ス -5'-0-（ 6-ア ミ ノ ヘ キ シ ル ア ミ ド ）
を 、 保 持 時 間 12.5分 で 溶 出 し た 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
シ ア ノ コ バ ラ ミ ン -リ ボ ー ス -5'-0-（ 6-ア ミ ノ ヘ キ シ ル ア ミ ド ） の セ ミ プ レ ッ プ HPLC：
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Waters DeltaPak C-18 2.5× 30 cmセ ミ プ レ ッ プ カ ラ ム を 使 用 し 、 40 mL/分 の 流 速 で ク ロ
マ ト グ ラ フ ィ ー 法 を 実 施 し た 。 最 初 の 4.1分 間 の 95％ 溶 液 A（ 0.05 Mリ ン 酸 塩 緩 衝 液 ， pH3.
0） と 5％ 溶 液 B（ 9： 1ア セ ト ニ ト リ ル と 水 ） の 定 組 成 で 流 し た 後 、 70％ Aと 30％ Bへ の 27.4
分 の 線 状 勾 配 液 に よ り 、 コ バ ラ ミ ン 酸 誘 導 体 を 溶 出 し た 。 所 望 の シ ア ノ コ バ ラ ミ ン -リ ボ
ー ス -5'-0-（ 6-ア ミ ノ ヘ キ シ ル ア ミ ド ） の 保 持 時 間 は 、 15.5分 で あ っ た 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
CobalaFluor Yの 分 析 HPLC法 ：
Waters DeltaPak C-18 300× 3.9 mmカ ラ ム で 、 2 mL/分 の 流 速 で 分 析 用 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー 法 を 実 施 し た 。 最 初 の 2分 間 の 95％ 溶 液 A（ 0.01 M TEA緩 衝 液 ， pH7.0） と 5％ 溶 液 B（ 9：
1ア セ ト ニ ト リ ル と 水 ） の 定 組 成 で 流 し た 後 、 45％ Aと 55％ Bへ の 16.4分 の 線 状 勾 配 液 に よ
り 、 13.6分 で CobalaFluor Yを 溶 出 し た 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
CobalaFluor Yの セ ミ プ レ ッ プ HPLC：
Waters DeltaPak C-18 25× 30 cmカ ラ ム を 使 用 し て 、 20 mL/分 の 流 速 で セ ミ プ レ ッ プ ク ロ
マ ト グ ラ フ ィ ー 法 を 実 施 し た 。 95％ 溶 液 A（ 0.01 M TEA緩 衝 液 ， pH7.0） と 5％ 溶 液 B（ 9： 1
ア セ ト ニ ト リ ル と 水 ） の 定 組 成 を 2分 間 流 し た 後 、 70％ Aと 30％ Bへ の 27.4分 の 線 状 勾 配 液
に よ り 、 12.2分 で 所 望 の 生 成 物 を 溶 出 し た 。
【 ０ ０ ９ ８ 】

材 料
コ バ ラ ミ ン 類 、 ブ タ 非 内 性 因 子 （ HCと IFの 50： 1混 合 物 ） 及 び ブ タ 内 性 因 子 は 、 Sigma Che
mical Co.よ り 購 入 し た 。 HPLCト レ ー ス は 、 Waters 2487二 重 波 長 吸 光 度 検 出 器 を 装 備 し た
Waters Delta 600シ ス テ ム を 使 用 し て 得 た 。 BIACORE 2000及 び 3000（ BIACORE AB） 装 置 は
、 表 面 プ ラ ス モ ン 共 鳴 バ イ オ セ ン サ ー 分 析 に 関 し て 使 用 し た 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
CNCbl-b-（ 5-ア ミ ノ ペ ン チ ル ア ミ ド ） の 固 定 化
全 て の SPR研 究 は 、 BIACORE 2000光 学 バ イ オ セ ン サ ー で 実 施 し た 。 標 準 CM5セ ン サ ー チ ッ プ
（ BIACORE AB） の フ ロ ー セ ル の カ ル ボ キ シ メ チ ル デ キ ス ト ラ ン 表 面 は 、 20μ L/分 で 15分 間
、 チ ッ プ を 通 し て 0.1 M EDCIと 0.025 M NHSの 混 合 物 を 37℃ で 流 す こ と に よ り 活 性 化 し た
。 pH4.5で 10 mM酢 酸 ナ ト リ ウ ム で 希 釈 し た CNCbl-b-（ 5-ア ミ ノ ペ ン チ ル ア ミ ド ） 2を 、 図 8
に 示 す チ ッ プ の 3つ の フ ロ ー セ ル に 固 定 化 し た 。 高 密 度 セ ン サ 表 面 （ 500～ 700 RU） は 、 2
μ L/分 の 速 度 で 40分 間 、 フ ロ ー セ ル 上 に Cbl類 似 体 を パ ル ス を か け る （ pulsing） こ と に よ
り 作 り 出 し た 。 4つ 全 て の フ ロ ー セ ル の チ ッ プ 表 面 に 残 っ て い る 結 合 部 位 は 、 5μ L/分 で 16
分 間 、 1.0 Mエ タ ノ ー ル ア ミ ン 、 pH8.0で ブ ロ ッ ク し た 。 フ ロ ー セ ル 3を 参 照 表 面 と し て 使
用 し て 、 非 特 異 的 結 合 と 装 置 の ノ イ ズ を 差 し 引 い た 。
【 ０ １ ０ ０ 】
タ ン パ ク 質 標 準 曲 線
全 て の 標 準 曲 線 及 び 競 合 ア ッ セ イ は 、 30℃ で HBSラ ン ニ ン グ 緩 衝 液 （ 150 mM NaCl， 10 mM 
HEPES， pH7.5， 3.4 mM EDTA， 1 mg/mL BSA， 及 び 0.005％  P20界 面 活 性 剤 ） を 使 用 し て 実
施 し た 。 rhTCII、 NIF及 び IF結 合 CNCbl-b-（ 5-ア ミ ノ ペ ン チ ル ア ミ ド ） の 較 正 曲 線 は 以 下
の よ う に し て 出 し た 。 HBS緩 衝 液 に 希 釈 し た そ れ ぞ れ の タ ン パ ク 質 の ス ト ッ ク 溶 液 （ 15.6
～ 500 pM） を 、 20μ L/分 で フ ロ ー セ ル に 10分 で 注 入 し て 、 結 合 を 分 析 し た 。 結 合 し た タ ン
パ ク 質 は 、 8 M尿 素 、 0.125％ SDS及 び ラ ン ニ ン グ 緩 衝 液 で 移 動 し た 。 タ ン パ ク 質 サ ン プ ル
を そ れ ぞ れ 二 重 に 分 析 し た 。
【 ０ １ ０ １ 】
み か け の 溶 液 平 衡 解 離 定 数 の 測 定
rhTCII、 NIF及 び IFの 種 々 の コ バ ラ ミ ン 類 似 体 へ の 結 合 は 、 溶 液 競 合 結 合 ア ッ セ イ （ Nieba
ら 、 1996年 ） に よ り 分 析 し た 。 0.01～ 100 nMの 範 囲 の 濃 度 の 類 似 体 を 、 200 pMの rhTCII、
200 pMの NIF、 ま た は 500 pMの IFを 含 む 等 容 積 で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 結 合 デ ー タ は 、 30
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℃ 、 20μ L/分 の 速 度 で 10分 間 、 競 合 Cbl類 似 体 と タ ン パ ク 質 の ア リ コ ー ト を 注 入 す る こ と
に よ り 出 し 、 次 い で 8 M尿 素 、 0.125％ SDS、 及 び 緩 衝 液 の パ ル ス で 表 面 を 刷 新 し た 。 そ れ
ぞ れ の コ バ ラ ミ ン に つ い て の 競 合 ア ッ セ イ は 、 二 重 に 実 施 し た 。
【 ０ １ ０ ２ 】
デ ー タ 分 析
バ イ オ セ ン サ ー デ ー タ は 、 参 照 表 面 か ら 観 察 し た 結 合 応 答 を 引 き 、 3回 の ブ ラ ン ク の 注 射
の 平 均 を 引 く こ と に よ っ て 分 析 か ら 得 た （ Myszka、 1999年 ） 。 こ の 競 合 ア ッ セ イ か ら の デ
ー タ は 、 BIAevaluations 3.0ソ フ ト ウ エ ア を つ け た 非 線 形 最 小 回 帰 分 析 と 適 合 さ せ た 。 図
9は 、 こ の 競 合 ア ッ セ イ セ ン サ グ ラ ム を 示 す 。 図 10は 、 TCII結 合 に 関 す る コ バ ラ ミ ン の 競
合 を 示 す 。 こ の 結 合 デ ー タ は 、 図 11A～ Cに 示 さ れ て い る 。 こ れ ら の 結 果 は 、 コ バ ラ ミ ン 類
似 体 が 、 高 い 親 和 性 で コ バ ラ ミ ン 輸 送 タ ン パ ク 質 （ ト ラ ン ス コ バ ラ ミ ン 、 ハ プ ト コ リ ン 及
び 内 性 因 子 ） に よ り 認 識 さ れ る こ と を 示 し て い る 。 こ の 認 識 は 、 表 面 プ ラ ス モ ン 共 鳴 に よ
っ て も 示 さ れ た 。 コ バ ラ ミ ン に 大 き な 分 子 を 結 合 さ せ て も 、 タ ン パ ク 質 結 合 に 影 響 し な い
よ う で あ る 。
【 ０ １ ０ ３ 】

腫 瘍 を 持 つ マ ウ ス に お け る in-vivo取 り 込 み
雌 の マ ウ ス の 右 後 肢 の 皮 下 に 、 1× 10 6 RD995腫 瘍 細 胞 を 移 植 す る こ と に よ っ て 、 腫 瘍 を マ
ウ ス に 移 植 し た 。 こ の マ ウ ス の 腫 瘍 細 胞 系 は 、 in-vitroで 増 殖 さ せ た 。 細 胞 を 移 植 し て か
ら 6週 間 後 、 10 mmの 腫 瘍 が 認 識 で き た 。 こ の 時 点 で 、 マ ウ ス に 、 滅 菌 塩 類 溶 液 中 に 溶 解 し
た 2.2μ gの CobalaFluor Yを 眼 窩 後 に 静 脈 注 射 し た 。 注 射 6時 間 後 、 ハ ロ タ ン 吸 入 に よ り マ
ウ ス を 鎮 静 さ せ た 。 こ の 腫 瘍 を 切 開 し 、 633 nm HeNeレ ー ザ ー を 照 射 し た 。 マ ウ ス の 腫 瘍
は 、 HeNeレ ー ザ ー を 使 用 し て 、 CobalaraFluor Yの 注 射 54時 間 後 で も 分 析 し た 。 マ ウ ス を
解 剖 し て 、 内 臓 と 健 常 組 織 を 分 析 す る こ と が で き た 。 結 果 を 図 12に 示 す 。 こ の 結 果 は 、 マ
ウ ス の 腫 瘍 組 織 中 に 蛍 光 標 識 化 コ バ ラ ミ ン が 局 在 化 し た こ と を 示 し て い る 。
【 ０ １ ０ ４ 】

蛍 光 コ バ ラ ミ ン 取 り 込 み
最 少 必 須 培 地 、 α 修 飾 （ α -MEM、 7.5％ 新 生 児 ウ シ 血 清 、 2.5％ ウ シ 胎 児 血 清 、 0.2％ ナ イ
ス タ チ ン 、 2.5％ ペ ニ シ リ ン /ス ト レ プ ト マ イ シ ン 、 pH7.2； Sigma） を 調 製 し 、 ス ク リ ュ ー
ト ッ プ 組 織 培 養 フ ラ ス コ と し て 滅 菌 25 mLに ア リ コ ー ト （ 10 mL） を 入 れ た 。 培 地 を 37℃ と
し 、 組 織 サ ン プ ル （ 腫 瘍 性 乳 房 組 織 、 健 常 乳 房 組 織 、 腫 瘍 リ ン パ 節 組 織 及 び 健 常 リ ン パ 節
組 織 ） を 、 α -MEM中 、 蛍 光 標 識 化 コ バ ラ ミ ン 類 （ 10 pM） 、 シ ア ノ コ バ ラ ミ ン （ 1 nM） と 3
時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 ヒ ト 組 織 サ ン プ ル は 、 IRB-認 可 プ ロ ト コ ル の も と で 、 入 手 し た
。 こ の 組 織 を フ ラ ス コ か ら 取 り 出 し 、 ダ ル ベ ッ コ の リ ン 酸 塩 緩 衝 塩 類 溶 液 （ DPBS； Sigma
） で 洗 浄 し 、 凍 結 切 片 ス ラ イ ス 形 成 用 に OCTコ ン パ ウ ン ド （ Shandon） で -20℃ で 真 鍮 プ レ
ー ト 上 に 据 え 付 け た 。 組 織 を -20℃ で CTD Harris低 温 保 持 装 置 中 で ス ラ イ ス （ 4～ 6μ m切 片
） し た 。 薄 切 組 織 切 片 を 小 さ な 絵 描 き 用 ブ ラ シ で 引 き 戻 し 、 100％ エ タ ノ ー ル で 顕 微 鏡 ス
ラ イ ド に 固 定 し た 。 標 準 的 な ヘ マ ト キ シ リ ン 染 色 手 順 ： 95％ エ タ ノ ー ル 、 20秒 ； 水 、 5秒
； ヘ マ ト キ シ リ ン （ Fisher） 、 45秒 ； 水 、 5秒 ； 青 味 つ け 溶 液 （ bluing solution） （ 水 道
水 ） 、 10秒 ； 95％ エ タ ノ ー ル 、 10秒 ； 100％ エ タ ノ ー ル 、 10秒 ； キ シ レ ン 、 10秒 ； 及 び キ
シ レ ン 、 10秒 で 、 ス ラ イ ド を 染 色 し た 。 相 コ ン ト ラ ス ト 及 び エ ピ 蛍 光 顕 微 鏡 法 に よ り 、 10
倍 、 60倍 及 び 100倍 の 倍 率 で ス ラ イ ド を 測 定 し た 。 （ a） 腫 瘍 性 乳 房 組 織 に お け る 腫 瘍 画 像
化 を 図 13に 、 （ b） 腫 瘍 性 リ ン パ 節 組 織 に お け る 腫 瘍 画 像 化 を 図 14に 示 す 。
【 ０ １ ０ ５ 】
細 胞 生 存 率 及 び 組 織 代 謝 活 性 の ア ッ セ イ
3-[4,5-ジ メ チ ル チ ア ゾ ー ル -2-イ ル ]-2,5-ジ フ ェ ニ ル テ ト ラ ゾ リ ウ ム チ ア ゾ リ ル ブ ロ ミ ド
（ MTT； Sigma） を 使 用 し て 、 蛍 光 コ バ ラ ミ ン で 3時 間 の イ ン キ ュ ベ ー ト 後 で 組 織 の 代 謝 能
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力 を 定 性 的 に 測 定 し た 。 組 織 の 一 部 を 培 地 か ら 取 り 出 し 、 DPBSで 洗 浄 し 、 MTT（ 2 mL； 2.5
 mg/mL） に 浸 し た 。 こ の 組 織 を 、 5％ CO 2 雰 囲 気 下 、 37℃ で 3時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 こ
の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 時 間 の 間 に 、 ス ク シ ネ ー ト デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 活 性 に よ り 組 織 サ ン プ
ル 中 の 生 存 細 胞 が MTT染 料 を 還 元 し て 紫 色 の ホ ル マ ザ ン に し た 。 こ の 組 織 を DPBSで 洗 浄 し
、 上 記 概 説 し た 冷 凍 ミ ク ロ ト ー ム 手 順 に 従 っ て 調 製 し て 、 組 織 の 代 謝 能 力 を 明 ら か に し た
。 in-vitroに お い て 健 常 組 織 と 腫 瘍 性 組 織 の い ず れ も が 、 蛍 光 コ バ ラ ミ ン 類 を 取 り 込 ん だ
こ と が 見 い だ さ れ た 。
【 ０ １ ０ ６ 】

解 剖 学 的 領 域 か ら 流 出 す る リ ン パ 組 織 を 同 定 及 び ／ ま た は 悪 性 細 胞 を 同 定 す る た め の デ バ
イ ス の 外 科 的 利 用 を 、 ブ タ の 手 術 で 説 明 す る 。 以 前 に 行 っ た 解 放 式 解 剖 に 慣 れ て い た の で
、 鼠 径 節 領 域 を 使 用 し た 。 10 mmの ト ロ カ ー ル を 腿 の 付 け 根 の 皮 下 層 （ subcutaneous laye
r） に 挿 入 し 、 こ の 領 域 を 15 mmHgの 圧 力 で 二 酸 化 炭 素 で 通 気 し た 。 切 開 装 置 用 に 2つ の 5 m
mト ロ カ ー ル を 挿 入 し た 。 リ ン パ 節 領 域 と 、 下 部 外 肢 （ lower extremity） か ら の 主 リ ン パ
流 出 経 路 を 、 図 15～ 18に 示 さ れ て い る 腹 腔 鏡 を 用 い る 鋭 鈍 解 剖 （ sharp and blunt dissec
tion） で 暴 露 さ せ た 。 Cobala Fluor Y（ 1 mL容 積 中 、 1.5 mg/mL） を 、 主 リ ン パ 流 出 路 近
く の 皮 下 層 に 注 射 し た 。 CobalaFluor Yは 、 633 nmの 波 長 を 持 つ 赤 色 レ ー ザ ー 光 に よ り 刺
激 し た 蛍 光 と 白 色 光 と に よ り 、 リ ン パ 幹 （ lymphatic trunk） と セ ン チ ネ ル リ ン パ 節 中 、
図 15～ 18に 示 す 腹 腔 鏡 で 、 2～ 5分 で 同 定 し た 。
【 ０ １ ０ ７ 】

開 示 し た 方 法 及 び ／ ま た は 装 置 は 、 外 科 的 に 除 去 さ れ な か っ た 特 定 の 解 剖 学 的 領 域 及 び ／
ま た は 腫 瘍 性 組 織 か ら 流 出 す る リ ン パ 節 及 び 血 管 を 同 定 す る た め の 様 々 な 手 術 に お い て 実
施 例 13で 記 載 し た 方 法 と 同 様 に 使 用 す る こ と が で き る 。 特 に 所 定 の 領 域 は 、 そ こ か ら 腫 瘍
を 除 去 す べ き で あ る か 、 ま た は 既 に 除 去 し た 組 織 な ど の 、 切 除 領 域 で あ っ て も よ い 。 た と
え ば 、 当 該 解 剖 学 的 領 域 は 、 腫 瘍 の 位 置 か ら 流 出 し て い る リ ン パ 節 及 び ／ ま た は 腫 瘍 を 同
定 す る た め に 、 蛍 光 コ バ ラ ミ ン を 注 射 ま た は 注 入 し て も よ い 。 注 射 し た 蛍 光 コ バ ラ ミ ン 量
は 大 き く 変 動 可 能 で あ る が 、 具 体 的 な 範 囲 は 約 10 mL/分 ～ 約 100 mL/分 で あ る 。 次 い で こ
の 腫 瘍 及 び ／ ま た は リ ン パ 節 は 以 下 の 公 知 の 外 科 手 順 に よ り 摘 出 し 、 外 科 用 テ レ ス コ ー プ
（ た と え ば 、 本 明 細 書 で 開 示 の 装 置 の 一 つ ） を 、 腫 瘍 微 小 縁 の 拡 大 視 診 の た め に 配 置 す る
。 こ の 蛍 光 コ バ ラ ミ ン は 、 腫 瘍 細 胞 に 対 し て 選 択 的 親 和 性 を も つ の で 、 切 除 し た 組 織 の 外
科 的 辺 縁 に 蛍 光 コ バ ラ ミ ン が 存 在 す る と い う こ と は 、 蛍 光 を 発 し て い る 組 織 ま た は 細 胞 の
存 在 が も は や 検 出 さ れ な く な る ま で 、 さ ら に 辺 縁 組 織 を 除 去 し な け れ ば な ら な い こ と を 示
す 。
【 ０ １ ０ ８ 】
本 発 明 の 開 示 の 方 法 及 び 組 成 物 は 、 様 々 な 態 様 の 形 態 で 含 ま れ 、 そ の ほ ん の 一 部 が 開 示 さ
れ た に 過 ぎ な い と 考 え る べ き で あ る 。 他 の 態 様 も 存 在 し 、 本 開 示 の 趣 旨 か ら 逸 脱 し な い こ
と は 、 当 業 者 に は 明 ら か で あ ろ う 。 従 っ て 、 本 記 載 の 態 様 は 例 示 的 で あ っ て 、 限 定 的 で あ
る と 理 解 す べ き で は な い 。
【 ０ １ ０ ９ 】

【 ０ １ １ ０ 】
【 表 ６ － １ 】
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実 施 例 13
ブ タ 手 術 に お け る 外 科 用 テ レ ス コ ー プ 型 デ バ イ ス の 使 用

実 施 例 14
他 の 手 術 に お け る デ バ イ ス の 利 用
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【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ １ ２ 】
【 図 １ 】 図 1は 、 本 発 明 で 開 示 し た 蛍 光 コ バ ラ ミ ン の 一 態 様 の 合 成 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ２ 】 図 2は 、 コ バ ラ ミ ン モ ノ カ ル ボ ン 酸 の 合 成 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ３ 】 図 3は 、 コ バ ラ ミ ン カ ル ボ ン 酸 と 1,12-ジ ア ミ ノ ド デ カ ン と の 結 合 を 示 す 図 で あ る
。
【 図 ４ 】 図 4は 、 フ ル オ レ セ イ ン -5EX-NHSエ ス テ ル と ジ ア ミ ノ ド デ カ ン コ バ ラ ミ ン 誘 導 体
と の 結 合 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ５ 】 図 5は 、 フ ル オ レ セ イ ン -5EX-b-コ バ ラ ミ ン 誘 導 体 CBC-123の 蛍 光 発 光 ス ペ ク ト ル
を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ６ 】 図 6は 、 CobalaFluor Yの 合 成 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ７ 】 図 7は 、 CobalaFluor Y（ Cy5 CobalaFluor） の 蛍 光 発 光 ス ペ ク ト ル を 示 す 図 で あ
る 。
【 図 ８ 】 図 8は 、 CM5 BIAcoreチ ッ プ 上 に お け る コ バ ラ ミ ン 類 似 物 質 の 固 定 化 を 示 す 図 で あ
る 。
【 図 ９ 】 図 9は 、 競 合 ア ッ セ イ セ ン サ グ ラ ム を 示 す 図 で あ る 。
【 図 １ ０ 】 図 10は 、 TCII結 合 に 関 す る コ バ ラ ミ ン の 競 合 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 １ １ － Ａ 】 図 11A～ 11Cは 、 コ バ ラ ミ ン 、 コ バ ラ ミ ン 類 似 体 及 び CobalaFluorの Kd値 を
示 す 図 で あ る 。
【 図 １ １ － Ｂ 】 図 11A～ 11Cは 、 コ バ ラ ミ ン 、 コ バ ラ ミ ン 類 似 体 及 び CobalaFluorの Kd値 を
示 す 図 で あ る 。
【 図 １ １ － Ｃ 】 図 11A～ 11Cは 、 コ バ ラ ミ ン 、 コ バ ラ ミ ン 類 似 体 及 び CobalaFluorの Kd値 を
示 す 図 で あ る 。
【 図 １ ２ 】 図 12は 、 動 物 モ デ ル に お け る 腫 瘍 画 像 化 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 １ ３ 】 図 13は 、 新 生 物 乳 房 組 織 に お け る 腫 瘍 画 像 化 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 １ ４ 】 図 14は 、 新 生 物 リ ン パ 節 組 織 に お け る 腫 瘍 画 像 化 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 １ ５ 】 図 15は 、 ビ デ オ モ ニ タ ー と 制 御 系 と を 含 む 外 科 用 テ レ ス コ ー プ 型 デ バ イ ス の 略
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図 で あ る 。
【 図 １ ６ 】 図 16は 、 外 科 用 テ レ ス コ ー プ 型 デ バ イ ス の 斜 視 図 で あ る 。
【 図 １ ７ 】 図 17は 、 外 科 用 テ レ ス コ ー プ 型 デ バ イ ス の 一 部 の 斜 視 図 で あ る 。
【 図 １ ８ 】 図 18は 、 外 科 用 テ レ ス コ ー プ 型 デ バ イ ス の 一 端 の 平 面 図 で あ る 。
【 図 １ ９ 】 図 19は 、 フ ィ ル タ ー を 含 む 外 科 用 顕 微 鏡 ヘ ッ ド の 斜 視 図 で あ る 。
【 図 ２ ０ 】 図 20は 、 フ ィ ル タ ー を 含 む テ レ ス コ ー プ 型 デ バ イ ス の 斜 視 図 で あ る 。
【 図 ２ １ 】 図 21は 、 外 科 用 テ レ ス コ ー プ 型 デ バ イ ス の 光 源 の 一 態 様 の 略 図 で あ る 。
【 図 ２ ２ 】 図 22は 、 コ バ ラ ミ ン 分 子 上 の 変 形 部 位 を 示 す 図 で あ る 。

【 図 １ 】 【 図 ５ 】

(29) JP 2004-525697 A 2004.8.26



【 図 ６ 】 【 図 ７ 】

【 図 ８ 】 【 図 ９ 】
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【 図 １ ０ 】 【 図 １ １ － Ａ 】

【 図 １ １ － Ｂ 】 【 図 １ １ － Ｃ 】
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【 図 ２ ２ 】
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【 図 １ ２ 】
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【 図 １ ３ 】

【 図 １ ４ 】
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【 国 際 公 開 パ ン フ レ ッ ト 】
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