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研究成果の概要（和文）：本研究では、蛍光ナビゲーションを駆使して肝臓外科手術を支援する種々の基本技術
の確立を目的とした。肝細胞癌（HCC）に滞留する性質を有するインドシアニングリーン（ICG）を用いた研究で
は、病変組織におけるICG由来の蛍光発光の探索が高感度なHCCの検出方法として有効であることを明らかにし
た。タンパク分解酵素反応によって蛍光発光する新規プローブは、種々の肝癌組織の高感度検出に有用であっ
た。また、ICGを滞留したHCC組織への近赤外光照射は、癌細胞にアポトーシスや酸化ストレスを誘導することに
より抗癌効果を発揮した。以上の成果から、蛍光技術は様々な視点から肝臓外科手術の支援に有用であると示唆
された。

研究成果の概要（英文）：This study aimed to develop basic technologies of fluorescent navigation to 
support liver surgery. The accumulated indocyanine green (ICG) in hepatocellular carcinoma (HCC) was
 effective for the detection of new region of HCC. The novel gamma-glutamyltranspeptidase reactive 
fluorescent probe was available for the sensitive detection of various hepatic tumor tissues. 
Near-infrared irradiation to the ICG-accumulated HCC tissue had anti-cancer effect by inducing 
apoptosis and oxidative stress in cancer cells. These results suggest that those fluorescent 
technologies are effective for supporting the liver surgery.

研究分野： 消化器外科学

キーワード： 肝癌　蛍光ナビゲーション　蛍光プローブ

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、ICGや新規蛍光プローブといった種々のマテリアルを使用して、肝癌組織を高感度に検出する技術
や蛍光発光した癌組織に対する特異性の高い光線力学療法を開発した。これらの技術は、外科的治療技術が発達
した現在においても依然として術後生存率が低い肝癌患者の予後の向上に貢献すると考えられる。また、肝臓外
科手術の手技は高難度であると共に、その手術の正確性や時間が患者の術後予後に大きく影響する。本研究で確
立された蛍光ナビゲーションに基づく種々の支援技術が、肝臓外科手術の質的向上に需要な役割を果たすと期待
される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
肝臓悪性腫瘍（肝細胞癌、胆管癌）に対する現時点での最も有効な治療法は外科的切除である。

我々の研究グループは、肝臓の解剖学的区域を系統的に切除する術式を提唱し、肝細胞癌（HCC） 
患者の術後生存率を飛躍的に向上させてきた実績をもつ（1）が、肝臓内の深部にある病変は手
術中に同定困難であることも多く、肝内の脈管は透見できないため、熟練した術者を除いて解剖
学的な肝区域に従って正確に肝切除を遂行することは容易でない。肝臓悪性腫瘍に対する外科
的治療の安全性の向上や術後の予後の改善を達成するには、革新的な診断あるいは治療技術の
開発が必要不可欠である。 
我々の研究グループは ICG 等の蛍

光物質を外科手術中に利用し、その蛍
光発光に基づいた病態の評価を導入
した蛍光ナビゲーション手術の開発
を試みてきた。申請者らは、肝機能評
価のために投与された ICG が HCC
に特異的に集積することを見出し（図
1）（2）、その蛍光発光によって病変を
同定して切除を実施する安全で正確
な系統的肝切除の方法を開発した(3)。
また、ICG を静注することにより術中
の正確な胆管走行の把握が可能であること（4）、静脈うっ血領域の肝機能の評価にも有用である
ことを報告してきた（5）。さらに、先進的な検出技術の導入を試みた研究の成果として、ICG 蛍
光法による肝臓悪性腫瘍の検出が photoacoustic tomography に応用可能であることを示した
（6）。以上の研究成果から、蛍光ナビゲーション技術を統合的に導入することにより、癌の検出
や肝機能低下の評価など様々な肝臓外科手術支援が可能となることが期待される。しかし、ICG
蛍光法により描出できる癌種は限られているほか、蛍光の特性上これまでの研究で利用した検
出技術では臓器深部の病変をとらえることは困難であるという課題を抱えている。このような
研究背景から、申請者らは ICG などの物質由来の蛍光発光と種々の最先端検出技術を応用した
肝臓悪性腫瘍の高感度ナビゲーション技術を確立し、患者の術後予後の改善を目指すという着
想に至った。 
これらの ICG を中心とした研究に加えて研究代表者である國土は蛍光プローブ開発の国内第

一人者である研究分担者の浦野と協力し、新規蛍光プローブの外科手術への応用に関する研究
を行い、膵液（キモトリプシン）により特異的に発光する蛍光プローブを開発し膵液漏の術中描
出に成功した（7）。さらには予備的研究として、浦野らの開発した-glutamyl-transpeptidase
（GGT）蛍光プローブが肝悪性腫瘍の検出に有効であることを見出している(8)。このような研
究を応用し、肝臓悪性腫瘍特異的に蛍光発光する新規蛍光プローブを開発し、蛍光ナビゲーショ
ン技術の感度向上を目指す。 
 
２．研究の目的 
本研究では、これまでに構築された ICG 蛍光法に関する研究基盤を利用して、蛍光発光によ

る肝悪性腫瘍の描出と種々の高感度蛍光検出技術を組み合わせて適用し、蛍光ナビゲーション
手術の応用範囲を拡大させた新規治療戦略の確立を第 1 段階の目的とした。そして、特異的蛍
光発光を誘導する薬物動態学的機構の解明と新規蛍光プローブの開発を並行して実施し、蛍光
特性を活用した治療法の開発を図ることとした。本研究は、主に以下に示す成果の輩出を目的と
して実施した。 
１）ICG 蛍光法と先進的検出ツールを駆使した肝臓悪性腫瘍の高感度検出技術の確立 
２）ICG 蛍光法では描出が困難な病変に対して有効な蛍光プローブの創出 
３）特異的蛍光発光の誘導機構の解明とその治療への応用 

 
３．研究の方法 
3.1．ICG 蛍光法を駆使した外科治療技術の向上 
3.1.1．生体肝移植を施行した HCC 患者に対する ICG 蛍光法による病巣の評価 
 生体肝移植の術前に Multidetector row CT（MDCT）による HCC の評価を施行した患者 33例に
おいて、ICG 蛍光法による HCC の観察・評価を実施した。移植術施行 1週間前に、患者に対して
0.05 mg/kg の ICG を静脈投与した。生体肝移植術により切除された肝組織を 10 mm 厚に切り、
両断面の肉眼的観察を施行した。続いて、背景の肝組織よりも強い強度の蛍光を発する病変組織
を蛍光カメラを用いて観察・評価した。病巣あるいは背景肝組織の平均蛍光強度を解析ソフト
（浜松ホトニクス社製）を用いて算出した。 
3.1.2．腹腔鏡下胆嚢摘出術における ICG 蛍光法の有用性の検討 
 腹腔鏡下胆嚢摘出術を施行する患者に対して、術前 1日前（10例）に 0.25 mg/kg、あるいは
術直前（10例）に 2.5 mg の ICG を静脈投与し、術時に蛍光イメージングシステム（PINPOINT）

図 1．HCC 組織における ICG 由来の蛍光発光 



を用いて蛍光発光の観察に基づいた胆管の検出を実施し、その検出効率を検討した。 
 
3.2．γ-glutamyltranspeptidase 特異的蛍光プローブを用いた肝癌の術中イメージング 
 当科で肝切除術を施行した HCC 患者 48 例、肝内胆管癌患者 8 例、大腸癌肝転移患者 39 例に
おいて、摘出された組織の断面から 3 mm の厚さの組織（癌部と非癌部の双方を含む）を採取し
た。採取した組織をプレート上に静置し、γ-glutamyltranspeptidase 特異的蛍光プローブであ
る gGlu-HMRG（50 μM）を組織に噴きかけ、Maestro In Vivo Fluorescence Imaging System を
用いて蛍光発光を観察し、その蛍光強度を評価した。また、各種肝癌組織におけるγ-
glutamyltranspeptidase の発現を評価する目的で、切除組織から作製されたホルマリン固定パ
ラフィン包埋切片を用いた免疫組織化学的解析を実施した。 
 
3.3．ICG の特異的滞留性を活用した光線力学的治療法の確立 
 ICG を滞留する性質を有する HCC 培養細胞 HuH-7 を継代培養し、BALB/c ヌードマウス（オス、
6週齢）の側腹部の皮下に移植した。腫瘍が形成されたマウスに ICG（5 mg/kg）を静脈投与し、
24 時間後に近赤外光（160 mW/cm2、3分間）を腫瘍に照射した。照射後 3日、6日、9日のマウ
スの腫瘍の体積を測定し、照射による生育抑制効果を評価した。本実験では、腫瘍に対する近赤
外光照射の効果が減弱すると考えられる照射後 7 日目に再度近赤外光照射を実施した。一部の
マウスの腫瘍組織を採取し、ホルマリン固定パラフィン包埋切片を作製した。その切片組織に対
して TUNEL 染色法を実施し、組織中のアポトーシス細胞を検出した。また、酸化ストレスのマー
カーとなる 8-OHdG を検出するために、Anti-8-OHdG monoclonal antibody を用いた免疫組織化
学的手法による染色を実施した。 
 
４．研究成果 
4.1．ICG 蛍光法を駆使した外科治療技術の向上 
4.1.1．生体肝移植を施行した患者に対する ICG 蛍光法による病巣の評価 
 本研究で解析を実施した患者において同定
された 84の focal liver lesion（FLL）のう
ち、12 例における 18 の FLL が HCC と評価さ
れ、66の FLL が非 HCC と評価された（図 2）。
HCC と評価された 18 の FLL のうち MDCT で診
断されたものが 12、ICG 蛍光イメージングで
診断されたものが 13、肉眼的観察で診断され
たものが 11 であった。なお、これらの試験で
検出されず病理解析で診断されたものが 4 あ
った。一方、非 HCC と評価された 66の FLL の
うち MDCT で診断されたものが 5、ICG 蛍光イ
メージングで診断されたものが 45、肉眼的観
察で診断されたものが 42であった。なお、病
理解析のみで診断されたものは 9 であった。
HCC の検出における ICG 蛍光イメージングの
感度、特異度、PPV、NPV を表 1に示した。また、HCC の検出における MDCT の感度、特異度、PPV、
NPV を表 2に示した。それぞれについて、FLL の径を 10 mm 以上に限定した場合の感度、特異度、
PPV、NPV を各表に示した。HCC の検出に関する感度は、ICG 蛍光イメージングと MDCT との間に
相違はなかった。一方、HCC の検出に関する ICG 蛍光イメージングの特異度は、MDCT と比べて低
かった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
HCC と評価された FLL に対する MDCT、ICG 蛍光イメージング、肉眼的観察、明視野及び蛍光顕

微鏡観察に関する観察像を図 3 に示した。ICG 由来の蛍光発光は、HCC 細胞の細胞質や pseudo 
gland で検出された。HCC、再生結節、背景肝における蛍光強度を比較したところ、HCC は背景肝
に比べて有意に強く（P<0.001）、再生結節も背景肝に比べて有意に強かった（P<0.001）。HCC の
蛍光強度は再生結節と比較しても強い傾向にあったが、有意差はなかった（P<0.06）。 
 

図 2．各種方法（MDCT、ICG 蛍光法、肉眼）
を用いて検出したHCC（A）あるいは非HCC
（B）病巣数を示すベン図。枠外の数字は、
病理解析のみで検出された病巣数。 

表 1．HCC の検出における ICG 蛍光イメージ
ングの感度、特異度、PPV、NPV。 

表 2．非 HCC の検出における ICG 蛍光イメー
ジングの感度、特異度、PPV、NPV。 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3．HCC と評価された FLL
の MDCT 画像（早期相、遅延
相）、肉眼的観察像、ICG 蛍
光像、顕微鏡観察像（HE明
視野像、ICG 蛍光像）。黄色
三角の部分がHCC部位を表
す。 
 
以上の結果から、ICG 蛍光イメージングによる HCC の検出が切除断端などにおける HCC 病変の

高感度検出に有効であり、MDCT と並んで有用であると示唆された。しかし、ICG 蛍光イメージン
グによる HCC の検出は、組織深部に存在する病変の検出に不向きであり、検出されたものに対す
る HCC 診断の特異度が低いといった課題を有すことが明らかとなった。 
 
4.1.2．腹腔鏡下胆嚢摘出術における ICG 蛍光法の有用性の検討 
 術直前に ICG を投与した患者群（10例）と術前 1日前に ICG を投与した患者群（10例）との
間で蛍光イメージング解析における各部位での蛍光強度の比較を行った結果を表 3 に示した。
その結果、総胆管、肝臓、肝十二指腸間膜における蛍光強度は、術前 1日前に ICG を投与した患
者群において有意に低下していた。また、肝臓と胆管との蛍光強度差を各症例群間で比較したと
ころ、術前 1日前に ICG を投与した症例群の方が肝臓と胆管との蛍光強度差が大きく、胆管にお
ける蛍光発光をより顕著に検出することが可能であった。これらの結果から、ICG の蛍光発光に
基づく胆管の評価においては、術前 16 時間前の ICG 投与が胆管での蛍光発光を術時に明瞭に観
察できる方法であり、腹腔鏡下胆嚢摘出術において ICG の蛍光を有効利用できると示唆された。 
 
表 3．術直前 ICG 投与群と術前 1日前 ICG 投与群における各組織での ICG 蛍光強度の比較。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
4.2．γ-glutamyltranspeptidase 特異的蛍光プローブを用いた肝癌の術中イメージング 
 切除された各種癌組織から採取された組織に対して gGlu-HMRG（50 μM）を噴霧し、1 分、5
分、30 分後の蛍光観察像を評価した（図 4）。その結果、HCC、ICC、大腸癌肝転移の各種含組織
においてプローブ由来の蛍光発光がみとめられ、その蛍光強度は経時的に増加した。なお、HCC
組織におけるプローブ由来の蛍光発光は、ICC や大腸癌肝転移と同様に強い検体とそれらと比較
して弱い検体が存在した。一方、非癌部肝組織におけるプローブ由来の蛍光強度は癌組織に比べ
て著しく弱く、噴霧後 30 分において弱い蛍光発光を呈した。従って、当該プローブは、HCC、
ICC、大腸癌肝転移の高感度蛍光検出において非常に有用であると示唆された。 
 gGlu-HMRG を蛍光発光させる因子であるγ-glutamyltranspeptidase の発現を評価するために、
各種肝癌組織を用いた免疫組織化学的に解析した。その結果、ICC や大腸癌肝転移の癌部組織に
おいてγ-glutamyltranspeptidase の高発現を検出した。また、HCC の癌部組織におけるγ-
glutamyltranspeptidase の発現性は、gGlu-HMRG の蛍光強度と相関を示した。従って、gGlu-HMRG

（注）各数値は中央

値（範囲）を示す。 



による癌組織での蛍光発光は、γ-glutamyltranspeptidase の発現性に依存すると示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 4．各種肝癌組織におけ
る gGlu-HMRG 噴霧による
経時的蛍光発光像。上か
ら順に高度な蛍光発光を
呈した HCC、低度な蛍光発
光を呈した HCC、肝内胆管
癌、大腸癌肝転移を提示
した。左から順に gGlu-
HMRG 噴霧前の実体像、
gGlu-HMRG 噴霧後 1 分、5
分、30分時点の蛍光像。 
 
4.3．ICG の特異的滞留性を活用した光線力学的治療法の確立 
 ICG を滞留した肝腫瘍に対する近赤外光照射の有効性を証明するために、HuH-7 細胞を皮下に
移植したモデルマウスの皮下腫瘍に対して近赤外光照射を実施して抗腫瘍効果を検討した。そ
の結果、ICG を投与して近赤外光を照射した皮下移植腫瘍の体積は増加しなかった（図 5）。ま
た、ICG を投与し近赤外光を照射した皮下移植腫瘍組織では、アポトーシスを誘導した細胞が顕
著に増加すると共に、酸化ストレス誘導のマーカーとされる8-OHdG陽性細胞も増加した（図6）。
以上の結果から、ICG を投与した HCC 組織に対する近赤外光の照射は ICG の滞留した細胞依存的
に細胞死を誘導可能であり、ICG の滞留依存的な抗腫瘍効果を発揮できると示唆された。従って、
ICG の滞留と近赤外光照射を組み合わせた光線力学的治療法は、HCC に対する特異性の高い治療
法として有用であると期待される。 
 
 
 
 
 
図 5．近赤外光を照射した皮下移植
腫瘍の体積の経時的変化。ICG を投
与して近赤外光を照射した腫瘍の体
積（実線）は変化しなかったが、ICG
を投与せず近赤外光を照射した腫瘍
の体積（点線）は経時的に増加した。 
 
 
 
 
 
図 6．TUNEL 染色によるアポトーシス細胞の検
出と8-OHdGの検出による酸化ストレス誘導の
評価。 
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