
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１２６０１

基盤研究(C)（一般）

2016～2014

肝がんのインドシアニン・グリーン蛍光機序解明と近赤外光線力学的療法の開発

Development of a photodynamic therapy using Indocyanine green dye and 
near-infrared laser for hepatocellular carcinoma

５０３２８１１８研究者番号：

金子　順一（Kaneko, Junichi）

東京大学・医学部附属病院・講師

研究期間：

２６４６２０３９

平成 年 月 日現在２９   ６   ５

円     3,800,000

研究成果の概要（和文）：肝細胞癌（HCC）は、種々の治療技術の進歩により患者の生存率が大きく改善した
が、依然治療後の早期かつ高頻度なHCCの再発が課題となっている。その課題を克服するため、HCCに対する有効
な新規治療法として、HCC細胞に蓄積する性質をもつ蛍光物質indocyanine greenと近赤外光を利用しHCCに対す
る特異性の高い光線力学的治療(PDT)を開発した。本方法は抗腫瘍効果を持つことを証明し、PDTとして肝細胞癌
細胞からなる固形腫瘍に対し始めて抗腫瘍効果を持つことを発見し、さらに抗腫瘍効果は活性酸素と腫瘍自体の
温度上昇であることが今回の研究で証明された。今後の展開が期待される。

研究成果の概要（英文）：We developed, a new anti-cancer treatment, the photodynamic therapy (PDT) 
using Indocyanine green (ICG) and near-infrared (NIR) laser for hepatocellular carcinoma (HCC). 
However, a molecular mechanism underlying this effect needs to be elucidated. HuH-7 cells, a 
well-differentiated human HCC cell line, were transplanted subcutaneously into BALB/c-nu/nu mice. 
ICG was administered 24h before NIR irradiation. The irradiation was performed by 823-nm NIR laser. 
The temperature of HuH-7 xenografts rose to 49C. The cell toxicity of ICG-NIR was inhibited by 
cooling sheet. Reactive oxygen species (ROS) production was detected in vitro and in vivo, and the 
ROS production was inhibited under with a cooling sheet. Repeat NIR irradiation increased the cell 
toxicity. The mean tumor volume growth on day 9 was significantly suppressed (p<0.01). Apoptosis of 
HCC cells after ICG-NIR PDT is caused by heat production mediated ROS production. Repeated ICG-NIR 
irradiation improves the anti-tumor effect.

研究分野：肝細胞癌治療
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１．研究開始当初の背景 
肝がん（肝細胞癌）に対する治療法として、
①肝切除、②ラジオ波焼灼療法、③肝動脈化
学塞栓療法、④抗がん化学療法が確立してい
る。この治療法の発展にもかかわらず、がん
研究振興財団が発行するがんの統計
(http://ganjoho.jp/public/index.html)による
と肝がんは癌死亡原因の第 4 位に位置する。
現状における肝腫瘍に対する治療における
問題点は、腫瘍のみを選択的に治療すること
が困難ことである。例えば、肝切除を行おう
とすると切除範囲が大きくなり、正常肝部分
も摘出される。ラジオ波焼灼療法などの局所
治療でも腫瘍を含んだ正常肝部分も焼却さ
れる。一方、径血管内治療、抗癌化学療法に
おいては治療効果がまだ満足できるもので
はない。本研究では、従来の方法とは違う全
く新たな発想のもとに、より選択的に肝がん
を根絶する治療法を開発する。 
 
２．研究の目的 

Indocyanine green (ICG)は肝機能検査で
頻用されてきたが、近赤外光を照射すること
で蛍光を発光すること利用して蛍光眼底造
影検査や、近年、乳癌のセンチネルリンパ節
の同定、脳神経外科手術時における脳血管の
造影に用いられるなど、古くて新しい薬剤で
ある。さらに最近、静注することにより、肝
細胞癌に集積することが発見された。同肝離
断面を後述の赤外観察カメラシステムで観

察すると、肝細胞癌に強い蛍光発光を認める。
この新たに ICG をがん蛍光プローブとして
利用し、高感度に肝細胞癌を検出しながら系
統的切除術を実施する一連の治療技術を構

築するなど、蛍光ナビゲーションサージャリ
ーとして術中ナビゲーションや肝細胞癌に
高い感度と特異度が得られ、腹腔鏡下手術に
おいても有用性が報告されている。一方、ICG
は光感受性物質として、近赤外光を吸光する
ことも知られていたが、この肝細胞癌に特異

的に集積する性質を利用し、光を増幅して近
赤外光レーザーとして照射することで肝細
胞癌において光線力学的療法が成立する可
能性が期待された。本研究ではマウスモデル

を作成し光線力学的療法のヒト肝細胞癌
腫瘍に対する効果を探る。 
 
３．研究の方法 
マウスモデルで、光感受性物質 ICGが特異
的に高分化肝細胞癌株 HuH-7 腫瘍に集積す
ることを発見し、近赤外光レーザー照射によ
り本固形腫瘍において抗腫瘍効果を認め新
規光線力学療法が確立されたが(Kaneko J et 
al. 2014)、 
マウス ICG 蛍光肝細胞癌光線力学療法モ
デルに対する投与 ICG量の決定、近赤外光レ
ーザー照射による抗腫瘍効果の解析として
マウスの皮下に移植したヒト肝細胞癌に対
してレーザー照射中の腫瘍温度の測定、ヒト
肝細胞がんマウス肝転移モデルの開発、臨床
では大腸がん肝転移で ICG が腫瘍周囲に集
積することからヒト大腸がんマウス肝転移
モデルの開発を行った。詳細は、ヒト肝細胞
癌細胞 HuH-7 や大腸癌細胞 HCT-116 を
BALB/c ヌードマウスの脾臓へ移植して肝転
移巣を形成させたマウスに対して ICG を静
注し、肝転移巣の ICG蛍光像を観察した。マ



ウス ICG 蛍光肝細胞癌光線力学療法モデル
で腫瘍増大が抑制されるしくみを探るため
に、肝細胞癌細胞 HuH-7 細胞を用いた in 
vitro 解析系の構築を実施した。ICG 含有培
地で培養し、近赤外光レーザーを照射し観察
した。また、マウス肝細胞がん皮下モデルで
も近赤外光レーザー照射を行いサーモグラ
フィーで観察および記録した。 
 
４．研究成果 
ヒト肝細胞癌細胞 HuH-7 や大腸癌細胞

HCT-116 を BALB/c ヌードマウスの脾臓へ
移植して肝転移巣を形成させたマウスに対

して ICGを静注し、肝転移巣の ICG蛍光像
を観察し、HuH-7由来の転移巣では腫瘍組織
に強い蛍光がみられた。HCT-116由来の転移
巣は、蛍光カメラで腫瘍組織の蛍光が確認さ
れた。蛍光顕微鏡では、腫瘍組織周囲の非癌
部組織がリング状に蛍光がみられた。マウス
ICG 蛍光肝細胞癌光線力学療法モデルで腫
瘍増大が抑制されるしくみを探るために、肝
細胞癌細胞 HuH-7細胞を用いた in vitro解

析系を構築した。高分化肝細胞癌株 HuH-7
細胞死の誘導のメカニズムの解明で酸化ス
トレスの誘導が見られること、免染による
DNA 酸化損傷の検出、ICG 濃度依存的な近
赤外光による細胞死の証明、熱抑圧の効果か
ら見た細胞死の誘導のメカニズムの解明、近
赤外光照射回数による抗腫瘍効果の増強の
証明、TUNEL染色により近赤外光照射によ
りアポトーシスが誘導されていることがわ

かった。HuH-7 細胞培養チューブ内の ICG
含有培地に対して近赤外光レーザーを照射
したところ ICG濃度依存的に熱が発生した。
さらに、ICG含有培地で培養し、近赤外光レ
ーザーを照射した場合、非照射に比べて
HuH-7細胞増殖が抑制された。また、マウス
肝細胞がん皮下モデルでも近赤外光レーザ
ー照射を行ったところ、腫瘍全体の温度が上
昇することが確認された。また、近赤外光レ
ーザー照射装置の開発も行い、より ICGの最
大光吸収波長により近い波長 805nm、出力
200mW でより強化された抗腫瘍効果を確認
した。 
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