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研究成果の概要（和文）：ICG-Lipoを添加して近赤外線を照射しPDTを行った細胞では、MTT assayにて生存細胞
数の有意な減少を認めた。また、マウス皮下腫瘍モデルにICG-Lipoを投与して近赤外線を照射したところ、著明
な腫瘍増殖抑制効果が認められた。さらに低用量のCDDPを内包することでICG-Lipo投与群よりもさらに強い腫瘍
増殖抑制効果が認められたが、ICG-Lipoと低用量CDDPを単に混合して投与した群での腫瘍増殖抑制効果は、
ICG-Lipo単独投与群と著変がなかった。これらの結果より、ICG-LipoにCDDPを内包することで、低用量であって
も効果的な腫瘍増殖抑制効果が得られることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：A significant decrease in the number of viable cells was observed in the MTT
 assay in cells that had been irradiated with ICG-Lipo and subjected to PDT using near-infrared 
light. In addition, ICG-Lipo injected into a mouse subcutaneous tumor model and irradiated with 
near-infrared light showed a marked inhibition of tumor growth. Furthermore, when low-dose CDDP was 
included in ICG-Lipo, the tumor growth inhibitory effect was even stronger than that in the ICG-Lipo
 group. However, the tumor growth inhibitory effect in the group simply treated with a mixture of 
ICG-Lipo and low-dose CDDP was not significantly different from that in the group treated with 
ICG-Lipo alone. These results suggest that the inclusion of CDDP in ICG-Lipo can effectively inhibit
 tumor growth even at low doses.

研究分野：小児がん

キーワード： 光線力学的治療　インドシアニングリーン　リポソーム
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により肝腫瘍におけるICG-Lipoを用いた光線力学的治療の有効性が確認された。さらにICG-Lipoに抗腫瘍
薬であるシスプラチンを内包することで、低用量の抗腫瘍薬による最大効果・最小副作用の実現が達成され、光
免疫治療の分野に新たな道を拓くことが期待された。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
申請者らは ICG の基本骨格にアルキル鎖またはリン脂質を修飾した ICG 誘導体を脂質二重膜

に組み込んだリポソーム製剤であるインドシアニングリーン誘導体修飾リポソーム（ICG-Lipo）

を開発し、ICG-Lipo と近赤外線 LED 治療装置を用いた光線力学的治療（Photodynamic Therapy: 

PDT）の創生に取り組んできた（図 1）。静脈内投与した ICG-Lipo は、Enhanced Permeability 

and Retention Effect(EPR) 効果（腫瘍組織の未成熟な血管から 200nm 以下の粒子が漏れ出る

現象)によってがん細胞に特異的集積と約 3週間にわたる長期間繋留が可能であった（図 2）。ま

た、ICG-Lipo は通常の ICG に比べ腫瘍により蓄積することが動物実験により確認された。がん

細胞に集積した ICG-Lipo に対して近赤外光を照射することで、発熱と一重項酸素生成により、

がん組織から放出されたネオアンチゲンを樹状細胞が抗原として認識するとともに、細胞傷害

性 T細胞による抗腫瘍免疫応答が誘引されるものと考えられている。 

 

    
 
【図 1】ICG-Lipo の構造と近赤外線照射による     【図 2】EPR 効果による腫瘍組織への 
  発光・発熱・一重項酸素産生のメカニズム           特異的集積 

肝芽腫は代表的な小児肝悪性腫瘍であるが、約 20%は初発時に遠隔転移を有する。近年、肝芽腫

の肺転移手術において ICG を術前に静注し、術中に赤外線で蛍光励起することにより病変を視

認する ICG ナビゲーション下手術の有用性が注目されている。肝芽腫は正常肝細胞と同様に非

常に強い選択性をもって ICG を取り込むが、正常肝細胞よりも排泄が遅れるため、ICG が病巣内

に蓄積する。この特性を利用して、申請者らは肝芽腫の原発巣、肺転移巣の切除に対する ICG 蛍

光ガイド下腫瘍切除の有用性を示してきた(Yamada, Hishiki et al, Cancers 2019）。しかし、

初発時に肺転移を伴う肝芽腫の治療成績は大量のシスプラチンを含む強力な化学療法と手術を

組み合わせた集学的治療をもってしても５年EFSは60%に満たず、いまだ予後不良である(Hiyama, 

Hishiki et al J Clin Oncol 2020)。また、成長発達の過程にある幼小児に大量の抗がん剤を

使用することで様々な副作用や合併症をきたし、大きな問題となっている。シスプラチン使用に

よる腎毒性のため本来必要な治療を継続できないケースや、治療が奏功し長期生存を得た患者

においては永続する聴力障害に悩まされるケースがあり、より強力な抗腫瘍効果を有し、かつ副

作用の少ない新規治療の開発は喫緊の課題である。 

 

２．研究の目的 

本研究では、肝がんにおける ICG-Lipo を用いた光線力学的治療による抗腫瘍効果の検討と、

ICG-Lipo に抗がん剤を内包してナノキャリアとして用いる治療実験を行った。 

これまでに ICG-Lipo を用いた光免疫誘導治療の有用性については多くのがん種で報告されて

きた。今回申請者らは、ICG-Lipo に抗腫瘍薬を内包化することで、抗腫瘍薬の生体内での優れ



た安定性と腫瘍組織集積性・浸透性が期待され、ICG による光免疫誘導治療効果に加え、より

有用な抗腫瘍効果を見込んでいる。さらに、全身投与量よりはるかに少ない用量で同等の効果

を期待でき、至適投与濃度を検討し臨床応用することで、副作用の軽減に寄与できると考えて

いる。  

 
３．研究の方法 
(1)肝がん培養細胞系における ICG-Lipo の取り込みと近赤外光を用いた光免疫誘導治療効果の

検討  

ヒト肝腫瘍由来細胞株 HuH6 および HepG2 の培養液中に 800nm 近赤外光パルスビームを照射し光

免疫誘導治療を行い、MTT assay で細胞の viability を検討した。また、ICG 修飾を行っていな

いリポソームや ICG-Lipo 単体での細胞障害を否定するため、これらを単純に培養細胞に添加し

たのみでは細胞死が惹起されないことを確認した。さらに近赤外光単体での細胞障害性や、リポ

ソームに対して近赤外光を照射した場合の細胞障害性を否定するため、薬剤を添加していない

細胞や、単なるリポソームを添加した細胞での近赤外光を照射した場合の細胞障害性がないこ

とを確認した。 

(2)肝がん皮下腫瘍モデルにおける ICG-Lipo 誘導性光免疫誘導治療効果の検討 

マウス肝腫瘍由来細胞株（Hep53.4）を C57BL/6JJcl マウスの皮下に 5×106 cells/100ul の濃度

で投与し、皮下腫瘍モデルマウスを作成した。腫瘍体積が 50mm3を超えたところで ICG-Lipo を

腹腔内に投与した。投与 24 時間後から皮下腫瘍部位に 800nm 近赤外光パルスビームを 3日間照

射し（1 回 20 分）、経時的に腫瘍体積を測定した。照射から 28 日後にマウスを犠牲死させ腫瘍

を採取し、治療効果判定を行った（コントロールとして ICG 修飾を行っていないリポソームを用

い、腫瘍体積を比較した）。 

(3) シスプラチン内包化 ICG-Lipo を用いた光免疫誘導治療効果の検討 

上記（1）（2）と同様の実験に関して抗腫瘍薬であるシスプラチン（3mg）を内包化した ICG-

Lipo を用いて行った。 

 

４．研究成果 

HuH6 および HepG2 細胞に ICG-Lipo を添加して 20 時間後に蛍光顕微鏡で観察した所、ICG-Lipo

の細胞への集積が認められた（図 3）。さらに近赤外線を照射し PDT を行った細胞では、MTT assay

にて生存細胞数の有意な減少を認めた（図 4）。一方で ICG-Lipo を単純に培養細胞に添加したの

みでは細胞死は惹起されず、ICG-Lipo 単体での細胞傷害性は否定的であり、ICG-Lipo に修飾さ

れている ICG が PDT による細胞傷害性に関与していることが示唆された。また、マウス皮下腫瘍

モデルに ICG-Lipo を投与して近赤外線を照射したところ、著明な腫瘍増殖抑制効果が認められ

た（図 6）。さらに低用量のシスプラチンを内包した ICG-Lipo-CDDP を投与したところ、ICG-Lipo

投与群よりもさらに強い腫瘍増殖抑制効果が認められた（図 7）。一方で ICG-Lipo と低用量 CDDP

を混合して投与した群での腫瘍増殖抑制効果は、ICG-Lipo 単独投与群と著変がなかった。これ

らの結果より、ICG-Lipo に CDDP を内包することで腫瘍局所に CDDP を高濃度に分布させること

が可能となり、低用量であっても効果的な腫瘍増殖抑制効果が得られることが示唆された。また、

ICG-Lipo 投与群、ICG-Lipo-CDDP 投与群ともに、経過中に体重減少や血液検査異常などの副作用

は認められなかった。 



 
【図 3】ICG-Lipo の細胞への集積 

 
【図 4】ICG-Lipo による PDT 効果 

 

 
【図 5】ICG-Lipo-CDDP による PDT 効果 

 

 

【図 6】マウス皮下腫瘍モデルにおける ICG-Lipo の抗腫瘍効果 



 

 

【図 7】マウス皮下腫瘍モデルにおける ICG-Lipo-CDDP の抗腫瘍効果 

 

以上の結果から、肝腫瘍における ICG-Lipo を用いた PDT の有効性が確認された。さらに ICG-

Lipo に CDDP を内包することで、低用量の抗がん剤による最大効果・最小副作用の実現が達成さ

れ、光免疫治療の分野に新たな道を拓くことが期待された。 
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