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研究成果の概要（和文）：新規に開発した疎水性近赤外蛍光プローブICG-C18を用いたリポソームシステムが、薬物送
達システムとして消化器癌治療に応用可能かどうかに関する基礎的な検討を行った。マウスの腫瘍モデルを用いた検討
で、200nmの平均粒径に整形した蛍光化リポソームは、EPR効果により腫瘍に集積し、近赤外光の照射により腫瘍の発育
抑制を認めた。シスプラチンを内包化したリポソームを同様のモデルで検証したところ、発育抑制効果の増強を認めた
。ジニトロフェノールを内包化した蛍光リポソームを作製し、in vitroで近赤外光照射による内包内容の放出効率を評
価したところ、1.5～4％程度であることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：We tested the basic effectiveness of our near-infrared fluorescent (NIRF) 
liposome system with newly-made hydrophobic form of Indocyanine green (ICG-C18) in gastrointestinal 
cancer therapy using tumor bearing mouse model. When NIRF liposomes of 200nm in mean diameter were 
administered to mice inoculated with esophageal carcinoma cell line, the liposomes were revealed to 
accumulate in the tumor with EPR effect. NIR light irradiation to the tumor after administration of the 
liposomes showed significant suppression of the tumor growth. Administration of the liposomes containing 
cisplatin indicated enhanced tumor growth suppression. In vitro analysis of the liposomes containing 
Dinitrophenol revealed that 1.5 to 4 % of the contents were released after irradiation of NIR light.

研究分野： 消化器外科学

キーワード： インドシアニングリーン　光線温熱療法　光線力学療法　ハプテン
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１．研究開始当初の背景 
近年、近赤外蛍光を発光する性質を持つ色

素インドシアニングリーン（ICG）を用いた
生体イメージングが注目され、様々な領域の
手術ナビゲーションに利用されるようにな
ってきた。ICG は生体内に投与されると、血
中あるいは組織液中のリポタンパクと結合
し近赤外蛍光が励起される性質を持つ。しか
しながら ICG の蛍光発光の効率は、結合する
タンパクの状態や濃度に大きく左右される
こと、本来水溶性の色素であることから、一
旦生体内に投与されると、短時間の内に組織
中を広く拡散することなどから、標的とする
生体構造の十分な観察精度が得られるのは
比較的短い時間に限られていた。 
そこで我々は、科学研究費補助金による研

究課題「蛍光化リポソームを用いたダブルイ
メージングによるセンチネルリンパ節診断
法の開発」（平成 21～23 年度）において、独
自に ICG の親水側鎖の一つをアルキル鎖に
置換し水に不溶とし（疎水性 ICG=ICG-C18）、
これを脂質二重膜中に取り込んだ袋状の粒
子体（リポソーム）を試作した。脂質二重膜
を作製する際にこの ICG-C18 とリン脂質を
蛍光発光の至適条件で配合することにより、
生体外でも生体中でも同様に高い効率で近
赤外蛍光が励起されるプローブとなること
が明らかとなった。このようにして作製した
蛍光化リポソームを平均粒径 200nm に調整
することにより、リンパ節滞留時間の長いセ
ンチネルリンパ節トレーサーとして、また、
平均粒径 50µm程度の大きな粒子に整形する
ことにより、消化管壁内に投与可能で長時間
拡散することのない蛍光組織マーカーとし
て利用可能であることが明らかとなった。 

２．研究の目的 
本研究計画では、我々が新たに開発した蛍

光化リポソームが消化器癌治療における薬
物送達システムとしてどの程度の有効性が
期待できるかの基礎的な検討を行う。すなわ
ち、本蛍光化リポソームの薬物送達システム
としての腫瘍集積性、また集積した部位にお
ける光線力学療法・温熱療法の効率の検討、
内包化物質の放出効率の検討を行い、最終的
に抗癌剤及び免疫賦活剤を用いた抗腫瘍効
果を小動物を用いた実験系で検証すること
を目的とした。 

３．研究の方法 
 (1) 平成 21～23 年度科学研究費補助金研
究課題「蛍光化リポソームを用いたダブルイ
メージングによるセンチネルリンパ節診断
法の開発」にて開発を行った ICG-C18 をリ
ポソーム化、粒径 200nm に整形し、食道癌
細胞株（SCCVII）の培養液中に添加、
ICG-C18 リポソームを細胞中に取り込ませ
た後、800nm近赤外光 pulse beamを照射し、
細胞の viability を検討する。また、SCCVII
細胞を C3H/He マウスに移植した後、
ICG-C18 リポソームを尾静脈より投与し、移

植腫瘍病巣へ800nm近赤外光pulse beamを
照射し、腫瘍の発育抑制効果の観察を行う。 
 (2) ICG-C18 をリポソーム化する際に抗腫
瘍剤であるシスプラチンを内包化し、これを
C3H/He マウス－SCCVII 食道癌細胞移植モ
デルに投与し、腫瘍の発育抑制効果の比較を
行う。 
 (3) ICG-C18 をリポソーム化する際に免疫
賦活化剤であるジニトロフェノール（DNP）
を内包化し、in vitro で 800nm 近赤外光
pulse beam を照射、遊離した DNP 量を吸光
度法により計測、内包内容の放出効率を検討
する。 
 (4) 490nm の励起波長で 520nm をピーク
とする蛍光を発するフルオレセインが、塩化
コバルト溶液中で蛍光が消光する性質を利
用し、フルオレセイン内包化 ICG-C18 リポ
ソームに800nm近赤外光pulse beamを照射、
蛍光強度の減弱から内包内容の放出効率を
検討する。 

４．研究成果 
 (1) SCCVII の培養液中に 10-100µM の
ICG-C18 リポソームを添加し、24 時間培養
を行うことで、蛍光顕微鏡下に蛍光色素の細
胞内への取り込みが確認できた。この
ICG-C18 リポソームを取り込んだ細胞に
800nm近赤外光 pulse beamを照射したとこ
ろ、取り込ませていない細胞と比較し、96
時間後に最大で 50％の viability の低下を認
めた（図 1）。また、SCCVII 細胞を移植した
C3H/He マウスに ICG-C18 リポソームを投
与し、800nm 近赤外光 pulse beam を照射し
たところ、移植後 28 日までに処置をしてい
ない腫瘍と比べ、統計学手有意な発育抑制を
認めた（図 2）。 

図 1 SCCVII 培養細胞の Viability の推移（0＝矢印の
時点で近赤外光照射） 

図 2 C3H/He マウス移植 SCCVII 細胞腫瘍の発育曲
線（○が無処置、■▲が ICG-C18 リポソーム投
与群） 



(2) ICG-C18 リポソーム作成時に抗腫瘍剤
であるシスプラチンをリポソーム内に封入、
これをSCCVII細胞を移植したC3H/Heマウ
スに投与、800nm 近赤外光 pulse beam を照
射したところ、ICG-C18 リポソームのみを投
与したマウスと比較し、腫瘍の発育抑制を認
めた（図 3）。 

図 3 C3H/He マウス移植 SCCVII 細胞腫瘍の発育
曲線（○が無処置、■▲が ICG-C18 リポソー
ム投与群、▲が ICG-C18 リポソーム-シスプ
ラチン投与群） 

(3) ICG-C18 リポソーム作成時に DNP を
添加し内包化し、内包化の効率を吸光度法に
て検討したところ、内包化効率は平均
105.7µg/mlであった。この DNP 内包化リポ
ソームに 10 分の 800nm 近赤外光 pulse 
beam 照射を照射した後、ゲルカラムを用い
て遊離 DNP 量を計測したところ、平均 1.6µg、
20 分で 3.6µg、30 分で 4.3µgの DNP が検出
され、放出効率は 1.5～4％程度であった。 
 (4) ICG-C18 リポソームの近赤外光 pulse 
beam 照射による内包内容の放出効率及びそ
の機序を明らかにするため、蛍光色素である
リポソーム中にフルオレセインを内包させ、
これを塩化コバルト溶液に分散させ近赤外
光 pulse beam を照射、照射前後で吸光度の
変化を計測した。その結果、照射前と比較し、
約 25％（30 秒照射）～60％（300 秒照射）
の吸光度の低下（480nm）を認めた（図 4）。 

図 4 近赤外光 pulse beam 照射前後の吸光度の変化
（矢印がフルオレセインの吸光波長） 

しかしながら、分散液の温度が 80℃付近まで
上昇が見られたため、分散液の温度をモニタ
リングしながら 40℃前後が維持できるよう、
断続的な照射を行ったところ、蛍光の消光は
全く見られなかった。このことから、現在の
設定条件における本リポソームシステムの
内包内容放出は、活性酸素の生成によるもの
はわずかなものであり、主体は溶液の温度上
昇によるものと考えられた。 

 
図 5 分散液を 40℃に保って近赤外光 pulse beam を

照射した前後の蛍光強度の変化（矢印がフル
オレセインの蛍光波長） 
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