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研究成果の概要（和文）：本研究では、手術前に静注されたICGが肝細胞癌組織内および転移性肝癌周囲の非癌部肝実
質に滞留する機序を解明し、肝癌に対する光線力学的治療が成立する可能性を示した。また画質が改善された新規赤外
観察用硬性鏡システムを用い、ICG蛍光法による肝癌同定法、胆道造影・血管造影法を腹腔鏡下肝胆膵手術に導入して
有効性を評価した。一方、癌細胞に高発現する酵素と反応する新規蛍光プローブを用い、肝胆膵領域の腺癌組織を特異
的に標識できることを明らかにした。さらに、膵液中のchymotrypsinと反応して速やかに蛍光を呈すプローブを開発、
手術中に膵液漏出部位を同定するとともに、術後膵液漏のリスク評価に応用した。

研究成果の概要（英文）：This study revealed mechanistic background of fluorescence imaging of primary and 
secondary liver cancers using preoperatively-administered indocyanine green (ICG), which may lead to devel
opment of photodynamic therapy for hepatic malignancies. In the present study, novel near-infrared laparos
copic imaging systems with improved color/fluorescence-image quality was actively used for evaluation of i
ts efficacy in delineating bile ducts, portal/arterial systems, and cancerous tissues using ICG-fluorescen
ce imaging techniques during laparoscopic hepato-biliary-pancreatic surgery. Novel fluorescence probes, wh
ich can emit fluorescence signals immediately after enzymatic reactions with cancer-specific membrane enzy
mes or pancreatic enzymes, were also developed and applied to identify biliary and pancreatic adenocarcino
ma tissues and to enable real-time visualization of pancreatic juice leaking from pancreatic stump during 
surgery.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
・肝胆膵癌に対する外科的切除は、現状では
癌の根治が期待できるほぼ唯一の治療法と
しての役割を担っている。しかし、肝胆膵癌
はその存在部位や進展範囲を術前・術中に正
確に把握することが困難なことが多い。その
ため、肝胆膵癌の切除では体内に癌が遺残す
る非根治的な手術に終わってしまうことが
あり、これが他の癌種に比べて高率(5年で
70%以上)に術後再発をきたす一因となって
いる。また、肝胆膵手術は他の消化器手術と
比べて手術侵襲が大きいため、すでに切除範
囲を超えて進展する癌に対して過大な手術
が行われると、患者の QOLを大きく低下さ
せるのみならず、化学療法などの代替治療を
受ける機会を奪うことにもなりかねない。し
たがって、肝胆膵癌に対する手術の治療効果
を高めるために、切除対象病変を正確に把握
するための新たな手術診断法を確立するこ
とが危急の課題である。 
・また、肝胆膵手術では結合組織や膵実質に
被覆されている胆管や膵管を同定し、切除・
再建を行う必要があるため、他の消化器外科
手術と比べて手技が複雑であり、術後合併症
も多い。特に膵切除後の膵液漏は高頻度（30%
前後）かつ在院死亡にも帰結し得る重篤な合
併症である。しかし、手術中に膵管の位置や
膵切離後の膵液漏出部位を正確に認識する
方法はまだ確立していない。 
・申請者らは、従来から肝機能検査薬として
使われてきた indocyanine green (ICG)の胆
汁排泄性と蛍光特性に注目し、ICGを用いた
術中胆道造影法と肝癌診断法を開発、積極的
に実臨床に応用してきた。これらの技術の有
効性を向上させるためには、ICGにより胆管
及び肝腫瘍が蛍光を呈す機序を明らかにす
るとともに、近年適応が拡大しつつある腹腔
鏡手術において蛍光イメージングを可能に
するための撮像システムを構築する必要が
ある。 
・また申請者らは、癌組織に γ-glutamyl- 
transferase（GGT）などのペプチダーゼが
高発現していること、および膵液中に各種の
消化酵素が含まれていることに注目し、これ
らの酵素と反応して速やかに蛍光を呈する
プローブを開発することにより、肝胆膵領域
の癌組織や膵液をリアルタイムに標識する
ことができるのではないかと考えた。 
 
２研究の目的 
・本研究の目的は、ICGおよび酵素反応を利
用した新規蛍光プローブを用い、肝胆膵手術
中に癌組織、胆管、さらに膵液漏出部位を同
定するための蛍光イメージング技術を開発
することである。 
 
３．研究の方法 
以下に示す 4課題について、知見を共有し
ながら多角的に研究を遂行した。 
 

１）蛍光プローブを用いた肝胆膵癌手術診断
法の開発 
対象：肝胆膵腫瘍の切除標本（未固定） 
方法： 
i) 研究協力者（浦野泰照 教授）らが開発
した、GGTと反応して蛍光を呈す新規プロ
ーブ（γ- glutamyl hydroxymethyl 
rhodamine green; gGlu-HMRG [Urano Y. 
Sci Transl Med 2011;3:110-19]）を切除標本
割面に散布・インキュベーションした。
Maestro imaging systemを用いて切除標本
を撮影し、癌部および非癌部の蛍光強度を測
定した。 
ii) 切除標本に対して GGTを標的とした免
疫染色を加え、癌組織が蛍光を呈す機序につ
いて病理組織学的に検討を行った。 
 
２）蛍光プローブを用いた膵液漏同定法の開
発 
対象：当科で膵切除あるいは膵管再建術を受
けた患者、および大型動物（ブタ） 
方法：  
i) 膵切除/再建術を受けた患者から採取し
た体外サンプル（膵液、腸液、腹腔内ドレー
ン排液）を用いて、膵液中の蛋白分解酵素
（chymotrypsin）と特異的に反応して蛍光を
呈す蛍光プローブ（glutaryl-phenylalanine 
hydroxymethyl rhodamine green 
[gPhe-HMRG]に微量の trypsinを添加した
プローブ; 膵液プローブ）を設計・合成した。 
ii) 膵切除術の手術中に、膵断端を転写した
濾紙上に膵液プローブを散布し、Maestro 
imaging system（excitation, 445–490 nm; 
emission, 515nm long pass）.で撮影し、膵
液漏出部位の同定と術後膵液漏のリスク評
価を試みた。 
iii) ブタの膵体尾部を尾側から順に切除し、
膵断端に膵液プローブを散布、蛍光像を撮影
して、体腔内で膵液漏出部位の描出が可能で
あるか評価した。 
 
３）ICG蛍光法を用いた肝癌手術診断法の基
礎的検討（①）と光線力学的治療への応用
（②） 
① 対象：肝癌切除標本 
方法： 
i) 手術前に、肝機能検査のために ICG （ジ
アグノグリーン）0.5 mg/kg 静注した。 
ii) 肝切除後速やかに標本を赤外観察カメラ
で撮影し、腫瘍の蛍光パターンと蛍光強度を
記録した。 
iii) 通常の病理組織学的診断に加え、肝細胞
における ICGの取り込み・排泄に関わるトラ
ンスポーターの発現の多寡を免疫組織染色
で評価した。また、癌部・非癌部の組織サン
プルから得られていた遺伝子データベース
を参照し、gene set enrichment analysis 
（GSEA）による発現解析を行った。 
 
 



② 対象：ヒト高分化肝細胞癌株皮下移植モ
デルマウス 
方法： 
i) ヌードマウス（オス、BALB/c）の皮下
にヒト高分化肝細胞癌株（HuH-7）を移
植してモデルマウスを作成した。 
ii)皮下移植後 10日のマウスに ICG 
（0.5 mg/kg）を静注し、24時間後に体表か
ら近赤外レーザー（823 nm, 3分間）を照射、
施術後の腫瘍径の変化を計測した。 
 
４）日常臨床への普及を目指した次世代赤外
観察用硬性鏡システムの開発 
対象：腹腔鏡下肝胆膵手術を受ける患者 
方法： 
i）すでに腹腔鏡下胆嚢摘出術で使用してい
た赤外観察硬性鏡システムに加えて、解像度
と蛍光像の画質を改善した新機種を導入、胆
管描出能を評価した。 
ii)新機種を用いて腹腔鏡下手術中に肝腫瘍
および肝区域の描出、血管造影を施行し、そ
の有効性を評価した。 
 
４．研究成果 
１）新規蛍光プローブを用いた肝胆膵癌手術
診断法の開発 
・肝細胞癌 45結節、大腸癌肝転移 46結節、
および肝内胆管癌 7結節に対し gGlu- 
HMRG散布後に蛍光イメージングを行い、
それぞれ 28結節（62%）、45結節（98％）、
7結節（100％）において、腫瘍組織が肉眼
的に観察できる蛍光を呈した。特に腺癌組織
では、完全壊死を認めた 1つを除いて全結節
が蛍光を呈した。肝細胞癌については、GGT
を標的とした免疫染色の染色率と蛍光強度
との間に正の相関（R2 = 0.751）を認めたが、
腺癌組織については相関が明らかでなかっ
たため、現在 GGTの各アイソザイムについ
て免疫染色を追加して再検討を行っている。 
・肝外胆管癌 12例、膵癌 21例についても、
切除標本に gPhe-HMRGを散布して蛍光イ
メージングを行ったが、プローブが胆汁や膵
液とも反応するため、肉眼的な評価は困難で
あった。計測値（a.u.）に基づく癌部/非癌部
の蛍光強度の比 [中央値（範囲）] は、胆管
癌で 1.49 （0.11-24.7）、膵癌で 1.39
（0.06-7.15） であり、癌部において非癌部
よりも蛍光強度が高い傾向を認めた。 
 
２）新規蛍光プローブを用いた膵管・膵液漏
同定法の開発 
・患者体外サンプル 76検体（膵液 13検体、
腸液 12検体、腹腔内ドレーン排液 51検体）
に膵液プローブを添加して計測した蛍光強
度と amylase濃度との間に正の相関を認め
た（相関係数[Pearson] ρ = 0.678, P = 0.001）。 
・膵頭十二指腸切除を受けた 30例において、
手術中に膵断端を転写した濾紙に膵液プロ
ーブを散布して蛍光像を撮影したところ、23
例で主膵管断端（n = 16）または主膵管周囲

の膵断端（n = 7）から漏出する膵液の蛍光シ
グナルが肉眼的に確認できた。残る 7例では
膵断端に蛍光シグナルが観察されなかった。
膵断端における蛍光シグナルと術後経過と
の関連を検討したところ、術後膵液漏
（ISGPF基準 grade B以上）は膵液漏出に
よる蛍光シグナルを認めた 23例にのみ発生
し（13例、57％）、蛍光シグナル陰性だった
7例では術後膵液漏の発生を見なかった。膵
断端における蛍光シグナルの強度は、術後 1
病日に採取した膵液中の amylase濃度と正
の相関を示した（ρ = 0.664, P < 0.001）。 
・ブタの膵体尾部切除において、自動吻合器
で閉鎖した膵断端に膵液プローブを散布し
て蛍光イメージングを行い、膵液漏出部位を
肉眼的に同定し縫合閉鎖することが可能で
あることを確認した。 
 
３）ICG蛍光法を用いた肝癌手術診断法の基
礎的検討と光線力学的治療への応用 
・癌組織が蛍光を呈す肝細胞癌（腫瘍型）と、
癌の周囲のみリング状の蛍光を呈す肝細胞
癌（リング型）との間で、肝細胞トランスポ
ーターについて GSEAで評価した。ICG取
り込みに関与するトランスポーターの癌部/
非癌部肝組織における発現量の比は腫瘍型
の方がリング型よりも高い傾向を認めたが
(中央値[範囲]; Na+/taurocholate 
cotransporting polypeptide [NTCP], 0.93 
[<0.01 - 1.75] vs. 0.12 [0.01 - 0.47]; organic 
anion transporting polypeptide 8 [OATP8], 
0.54 [0.01 - 1.89] vs 0.06 [<0.01 - 0.89])、
ICGの胆汁排泄に関与するトランスポータ
ーでは両群に差を認めなかった。OATP8、
NTCPに対する免疫染色では、腫瘍型の蛍光
を呈す肝細胞癌組織でリング型の蛍光を呈
す癌組織よりも強い染色性を認めた。以上の
結果から、①腫瘍型の蛍光を呈す肝細胞癌で
は、ICGの細胞内取り込みに関与する NACP
や OATP8の発現が維持されているものの、
胆汁排泄機構に障害があるために、ICGが癌
組織に滞留すること、②リング型の蛍光を呈
す肝細胞癌では、ICGは癌細胞に取り込まれ
ないが、癌周囲の非癌部肝実質に胆汁排泄障
害があるために ICGが同部に滞留する可能
性が高いこと、が示唆された。 
・ICGを投与し近赤外レーザーを照射した群
（ICG+NIR+, n=10）、ICG静注のみを行っ
た群（ICG+NIR-, n=8）、近赤外レーザー照
射のみを行った群（ICG-NIR+, n=4）を作成。
レーザー照射当日、3日後、9日後の平均腫
瘍径（mm2）を比較したところ、ICG+NIR+
群で 217、249、1058、ICG+NIR-群で 402、
1164、4272、ICG-NIR+群で 127、967、3596
であり、ICG+NIR+群では他の 2群に比べて
有意に増殖が抑制されていた（Ｐ < 0.01）。
摘出肝の顕微鏡所見では、ICG+NIR+群にお
ける近赤外レーザーを照射した部位におい
て癌組織の壊死を認めた。現在、近赤外レー
ザーの出力と照射方法を調整して実験を継



続している。 
 
４）日常臨床への普及を目指した次世代赤外
観察用硬性鏡システムの開発 
・腹腔鏡下胆摘術 10例において、従来の
1CCD＋標準画質の硬性鏡システムと、
3CCD＋ハイビジョン画質のシステム、およ
び蛍光像をカラー像に重畳できるシステム
を用いて蛍光胆道造影を行い、後者の新シス
テムが従来の硬性鏡システムと同等の胆管
描出能を有すことを確認した。 
・腹腔鏡下肝切除 15例で、上記の新システ
ムを用いた ICG蛍光法による肝癌描出能を
評価したところ、肝細胞癌 16結節のうち 12
結節、転移性肝癌 14結節のうち 10結節が肝
表面に描出された。蛍光法で描出されなかっ
た肝腫瘍 8結節では、蛍光標識された腫瘍 30
結節よりも肝表面からの距離が深かった（13 
[8-30] mm vs. 1 [0-5] mm）。 
・腹腔鏡下膵体尾部切除（8例）と脾摘術（2
例）において、膵脾を授動し血管処理を行う
タイミングで ICG 5 mgを静注して血管造影
を施行した。ICG静注 10-15秒後より、全例
で脾動脈、次いで脾静脈の造影が得られ、脾
動静脈の本幹あるいは分枝を処理する際の
ナビゲーションとして有用であった。 
 
（まとめ） 
本研究により、ICG蛍光法による肝癌診断
法の機序が解明されたと同時に、視認性が向
上した赤外観察用硬性鏡システムの患者手
術への導入が果たされた。今後 ICGを用いた
蛍光イメージング法は、開腹手術だけでなく
腹腔鏡手術において脈管解剖を把握し腫瘍
の位置を同定するために臨床応用が進むと
予想される。一方、臨床サンプルを用いた検
討により、酵素反応を用いた新規蛍光プロー
ブを用いて癌組織や膵液漏出部位を迅速に
標識できることが示された。特に、蛋白分解
酵素と反応する膵液プローブを用いた膵液
漏のイメージング技術は、重篤な合併症に進
展し得る術後膵液漏を予防し、安全かつ効率
的な術後管理を可能にする手段として今後
の発展が期待できる。 
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