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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は超選択的動注化学放射線療法に応用可能な新たな癌治療戦略として
ICGを用いた超選択的動注法による光線力学温熱療法（PHT)の開発を行うことである。ICGは光照射により発熱す
ることが知られており、申請者らが行っている超選択的動注法を用いてICGを腫瘍の栄養動脈に投与し腫瘍組織
に高濃度に集積させることで、光照射による温熱療法と光線力学療法の治療効果をそれぞれ向上させることが期
待できる。本研究ではヌードマウス皮下腫瘍モデルを用いた動物実験によって、超選択的動注法を用いたICGに
よるPHTで有効な抗腫瘍効果が得られることを確認し、口腔癌に対する有望な治療法となり得ることが示唆され
た。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study is to develop photodynamic hyperthermia therapy 
(PHT) by superselective intra-arterial infusion method using ICG as a new cancer treatment strategy 
applicable to superselective intra-arterial chemoradiotherapy . It is known that ICG generates heat 
by light irradiation. ICG is administered to the tumor feeding artery by using superselective 
intra-arterial infusion method, and it is accumulated at a high concentration in the tumor tissue. 
This method may improve the therapeutic effect of hyperthermia and photodynamic therapy.
In this study, animal experiments using nude mice subcutaneous tumor model suggest that forceful 
antitumor effect in PHT by ICG using superselective intra-arterial infusion method is obtained, 
which can be a promising treatment for oral cancer.

研究分野： 口腔癌
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１．研究開始当初の背景 
 進行口腔癌の治療は手術療法が主体とな
るが、切除範囲が大きくなるため、摂食・嚥
下障害、構音障害、顔面の変形による審美障
害が生じ QOL の低下が問題となる。手術以
外の治療法としては一般的に全身化学療法
と放射線療法の併用療法が行われているが
治療成績は十分でない。申請者らは進行口腔
癌に対する新たな治療戦略として、浅側頭動
脈あるいは後頭動脈より腫瘍の栄養動脈に
特殊なカテーテルを挿入して直接抗癌剤を
投与する超選択的動注化学療法と放射線療
法の併用療法である超選択的動注化学放射
線療法を確立し、従来は手術療法でしか根治
できなかった症例に対しても、この治療法を
用いることで原発部位の手術回避、臓器温存
を可能としてきた。一方、多発あるいは大き
な頸部リンパ節転移症例（N2, 3）に対して
は超選択的動注化学放射線療法に加えて温
熱療法を併用することで良好な結果を得て
いる。温熱療法は腫瘍を 42.5℃に上昇させる
ことで抗腫瘍効果を得る方法である。癌細胞
に熱を加えた場合、42.5℃を過ぎると急激に
癌細胞が死滅し(図１)、さらに正常細胞に比
べ癌細胞の方が熱に弱いことが知られてお
り、この性質を利用して正常細胞にはダメー
ジを与えず癌細胞のみを選択的に死滅させ
るのが温熱療法である。近年、温熱療法は癌
治療の補助療法として研究や臨床の場で進
歩を遂げてきた。温熱療法は、 Radio 
Frequency(以下 RF)誘電加温装置やマイク
ロ波加温装置を用いた外部加温法が一般的
である。しかし、口腔癌の解剖学的特徴と
RF 誘電加温装置のアプリケーターの構造か
ら、原発巣に対して温熱療法を行うことは不
可能であった。そこで、申請者らはインドシ
アニングリーン（ICG）を用いた光線力学温
熱 療 法 （ Photodynamic Hyperthermal 
Therapy: PHT）に着目した。ICG は蛍光造
影法の検査試薬、肝機能検査に対する試薬と
して広く使用されている安全で安価な物質
である。一方で、ICG は 800nm 付近に吸収
波長を有し、同波長で光照射を行うことで発
熱することが明らかになっており(図 2)、温
熱療法への応用が可
能である。また、こ
の物質は 600-800nm
の光を吸収して活性
酸素を発生させるこ
とが明らかになって
いる。このように発
生した活性酸素は腫
瘍細胞を破壊するこ
とから光線力学療法
(Photodynamic 
Therapy:PDT）も可
能である。すなわち、
ICG は温熱療法と
PDT の効果を同時に
発揮することが出来

る(図 3)。さらに、臨床応用では申請者らが
行っている超選択的動注法により ICG を腫
瘍の栄養動脈に直接投与し腫瘍組織に集積
させることで、ICG による温熱療法と PDT
の治療効果をより向上させることが可能で
ある。 

 
２．研究の目的 
本研究の目的は超選択的動注化学放射線療
法に応用可能な新たな癌治療戦略として
ICG を用いた超選択的動注法による PHT の
開発を行うことである。 
本研究では、まずヒト由来扁平上皮癌細胞株
において ICG を用いた PHT の抗腫瘍効果を
検討する。ヒト由来扁平上皮癌細胞について、
ICG に光照射することで発生する熱による
温熱効果と抗癌活性のある ROS の産生量を
評価する。また、細胞周期を測定し作用機序
を証明することで動物実験の条件検討を行
うことを目的とする。次に、細胞実験で得ら
れた結果を元にしてヒト由来扁平上皮癌細
胞株によるヌードマウス皮下腫瘍モデルを
用いて動物実験を行う。申請者らが行ってい
る超選択的動注化学療法では、浅側頭動脈と
後頭動脈の 2 経路から、腫瘍の栄養動脈へカ
テーテルを挿入し抗癌剤の投与を行ってい
る。この特徴を利用するため実際の臨床で行
っている動注を想定して、ICG を腫瘍内およ
び傍腫瘍組織へ投与し光照射することで抗
腫瘍効果の検討を行う。 
ICG は蛍光造影法の検査試薬としてセンチ
ネルリンパ節生検のためのリンパ流の同定、
あるいは内シャントや血管柄付き遊離皮弁
の血流動態評価などですでに臨床応用され
ている。ICG は温熱療法と PDT の 2 つの抗
腫瘍効果が得られる特性を有しており、これ
を口腔癌に応用することは独創的である。さ
らに申請者らが行っている超選択的動注法
に適応することで、既存の温熱療法では困難
であった口腔癌の原発巣への効果的な温熱
療法が可能となる。さらに温熱療法は局所の
加温であっても全身に対する免疫賦活が起
こり、遠隔転移を抑制する事が可能となるか
もしれない。特に ICG はすでに臨床応用され
ていることから安全性が高く、また臨床応用
への可能性も高い。よって、ICG を用いた
PHT は口腔癌治療の向上に大きく貢献する
だけでなく、全身の免疫賦活も得られ、学術
的観点からも大変意義深いものと思われる。 
 
３．研究の方法 
A. ヒト由来扁平上皮癌細胞株における ICG
を用いた PHTの抗腫瘍効果の検討 ICGへの光
照射における発熱条件の検討 
ICG の発熱させるために近赤外線治療器の発



熱条件の検討を行う。近赤外線治療器を用い
て温度上昇の検討を行ったところ、生体深達、
PHT の効果が高い 800nm の波長のレーザーを
ICGに当てることで80℃以上の温度上昇を示
した。温熱療法では通常 42.5℃以上の加温が
必要であるが、実際に生体への加温を行う場
合の装置の出力、電力の環境を設定する必要
がある。そのため温熱療法の温度に適した条
件に設定するため、ICG の濃度と装置の環境
を検討する。 
B. ヒト由来扁平上皮癌細胞株に対する PHT
の抗腫瘍効果の検討 
ヒト由来扁平上皮癌細胞株に対して、ICG へ
の光照射における発熱による抗腫瘍効果を
評価する。一般的には温熱療法を行うことで
熱ショック蛋白（HSP）の濃度が高まること
が知られている。そこで、温熱を加えた際の
HSP 発現量を評価するために、ヒト由来扁平
上皮癌細胞株を調整し、上記で検討した発熱
条件で ICG への光照射を行う。温熱刺激後、
MTT assay 法で死細胞の定量と Western 
blotting で HSP の発現の評価をする。 
C. ヒト由来扁平上皮癌細胞株に対する PHT
における ROS 産生の検討 
ヒト由来扁平上皮癌細胞株に対して、ICG へ
の光照射における ROS 産生量を評価する。ヒ
ト由来扁平上皮癌細胞株を調整し、上記で検
討した発熱条件でICGへの光照射を行う。ROS
の産生量を評価する。ヒト由来扁平上皮癌細
胞株を調整し、DCFH-DA の蛍光強度をマイク
ロプレートリーダーで測定する。  
D. ヒト由来扁平上皮癌細胞株に対する PHT
による細胞周期変化の解析 
ICG へ光照射による温熱効果と ROS 産生によ
る癌細胞の細胞周期の変化を解明し、細胞傷
害性のメカニズムと動物実験方法を確立す
ることを目的とする。ヒト由来扁平上皮癌細
胞株を用い、ICG を投与する。上記条件で光
照射を行う。Cycle TEST PLUS DNA Reagent Kit
で処理し、BD FACS CantoⅡフローサイトメ
トリーで測定する。 

 
Ⅱ. ヌードマウス皮下腫瘍モデルにおける
抗腫瘍効果の検討 
前年度までに得られた結果を元にして、ヒト
由来扁平上皮癌細胞を移植したマウスモデ
ルを作成する。動注化学療法を想定して、ICG
を腫瘍内および傍腫瘍投与し光照射による
PHT を行い抗腫瘍効果を検討する。 
実験方法 
A. マウスヒト由来扁平上皮癌モデルの検討 
ヒト由来扁平上皮癌細胞（5×105cells/ml）
をイソフルラン吸入下にてヌードマウスの
大腿部に移植し腫瘍直径が5mmになった時点

で ICG の投与を開始する。 
B. 投与量の検討 
市販濃度の範囲内で濃度を変えたICGを腫瘍
局所に投与する。この範囲内で温熱療法およ
び PDT による有効な抗腫瘍効果が得られ、か
つ副作用が最小限に抑えられる投与量を検
討する。副作用の検討としてはマウスの体重
減少、行動異常、各臓器の組織学的変化（H-E
染色）を観察する。 
C. 発熱条件の検討 
ICG 発熱条件の検討を目的として、横浜市立
大学循環制御医学教室の協力により予備実
験を行った。近赤外線治療器（東京医研株式
会社）で、ICG(5mg/ml)をマウス大腿部に局
所投与で 50 度以上の上昇を確認した。ICG の
温熱療法への応用には既存の装置で十分で
あり、近赤外線治療機器の出力、ICG の濃度
を調整することで温熱療法に適切な発熱条
件を動物実験で検討する。 
D. 治療群による抗腫瘍効果の比較検討 
治療群を以下の４グループに分ける（各群 10
匹）。 
① コントロール群：ICG 投与なし、光照射

なし 
② 光照射のみ群：ICG 投与なし、光照射あ

り 
③ 局所投与 PHT 群：ICG を大腿部に局所投

与し光照射 
④ 静脈投与 PHT 群：ICG を静脈投与し光照

射 

 
腫瘍が直径5mmを超えた時点で実験を開始す
る。②群、③群、④群は光照射による PHT を
週に 2回、3週間行う。 
E. 抗腫瘍効果の評価 
治療開始後から連日腫瘍を写真撮影して記
録するとともに、腫瘍サイズから腫瘍体積 
［体積=0.5×(長径×幅径 2)]を毎日計測する。
また、治療開始後 3週間目に腫瘍組織を摘出
し、病理学的解析を行う。具体的には、腫瘍
摘出後、半割した腫瘍内部を記録し（写真撮
影）、腫瘍組織のパラフィン切片を作製し、
H-E 染色を行い、腫瘍組織観察を行う。また、
腫瘍組織の蛍光 TUNEL 染色によって、本抗癌
剤によるアポトーシス誘導について検討を
行う。免疫賦活によって転移性癌を制御して
いる評価として免疫染色しHSP70の腫瘍内局
在を調べる。 
 
４．研究成果 
平成 27 年度は、ヒト由来扁平上皮癌細胞株
においてインドシアニングリーンを用いた
PHT の抗腫瘍効果を検討した。ヒト由来扁平
上皮癌細胞株にインドシアニングリーンを



投与し、光照射を行うことで発生する熱によ
る温熱効果と、抗癌活性のある ROS の産生量
の評価を行った。 
平成 28 年度は、ヌードマウス皮下腫瘍モデ
ルを用いた動物実験におけて抗腫瘍効果の
検討を行った。まずヒト由来扁平上皮癌細胞
をイソフルラン吸入下にてヌードマウスの
大腿部に移植し、ヌードマウス皮下腫瘍モデ
ルを作成し、大腿部の腫瘍直径が 5mm になっ
たものを皮下腫瘍モデルとして用いた。市販
濃度の範囲内で濃度を変えたインドシアニ
ングリーンを腫瘍局所に投与し、温熱療法お
よび PDT による有効な抗腫瘍効果が得られ、
かつ副作用が最小限に抑えられる投与量を
検討した。 
平成 29 年度は、マウス皮下腫瘍モデルを①
コントロール群（ICG 投与なし、光照射なし）、
②光照射のみ群（ICG 投与なし、光照射あり）、
③局所投与 PHT 群（ICG を大腿部に局所投与
し光照射）、④静脈投与 PHT 群（ICG を静脈投
与し光照射）の 4群に分けて抗腫瘍効果を検
討した。その結果、③群と④群で著明な抗腫
瘍効果を認めたが、動注を想定した④群より
も③群の方が高い抗腫瘍効果を認めた。 
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