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研究成果の概要（和文）：我々は、ICG結合型リポソームを設計開発し、これが脳腫瘍に特異的に集積し、近赤
外線照射によって発熱作用と活性酸素を産生することを示してきた。本研究では、この分子に抗がん剤を封入し
てナノキャリアとして用いる治療実験を行った。ICG-リポソームと近赤外線照射を併用した治療群では有意な増
殖遅延を認め、この治療効果には、HSP70発現が関与していた。CD8 T細胞の浸潤を強く認め、免疫不全ラットで
は治療効果が消失した。一方で、テモゾロマイド封入による増殖遅延効果の増強は確認できなかった。脳腫瘍に
対する治療効果は、腫瘍細胞死をいかに有効な獲得免疫誘導に結び付けられるかが鍵となると考えられた。

研究成果の概要（英文）：We have developed a liposome combined with indocyanine green (ICG) which 
specifically accumulates in a brain tumor model and generates heat and active oxygen when irradiated
 with infrared ray. We planned to use this particle as a nanocarrier enclosed with anticancer 
agents. A significant reduction in tumor progression was observed in the treated tumors, which was 
accompanied with a high expression of heat shock protein-70. This efficacy was also accompanied with
 CD-8 T cell accumulation and not observed in the immuno-compromised animals. However, enclosure of 
temozolomide did not generate an additional efficacy. It is supposed to be important in the 
treatment of brain tumors how effectively tie the tumor cell death to the induction of acquired 
immunity. 

研究分野： 脳神経外科
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研究成果の学術的意義や社会的意義
膠芽腫は希少疾患であるが、最も悪性度の高い脳腫瘍であり、50歳代に高頻度に発症するため社会的損失の大き
い疾患である。血液脳関門(BBB)の存在により、薬剤移行性が不良でありその治癒を阻む一因となる。我々は、
近赤外蛍光色素であるindocianine green (ICG) 結合型リポソームをナノキャリアとして用い、種々の抗がん剤
をその中に封入し、腫瘍局所に高濃度に分布させることによって効率的に細胞死を誘導し、特異的抗腫瘍免疫が
誘導されることを示した。



１．研究開始当初の背景 
グリオーマの最悪性型である膠芽腫は、正常脳組織に浸潤性に発育するため治癒的切除が難

しく、高度に難治性の腫瘍である。腫瘍細胞と正常神経細胞が混在する浸潤域の治療では、現
行の可及的切除術と放射線治療を主体とした治療戦略は強い中枢神経毒性につながる可能性
が高い。また、本腫瘍は40歳代～50歳代の社会的活動性の高い時期に好発するため、社会的損
失が大きいことも特徴の一つである。有効性の高い新規の治療戦略が求められている。   
我々は、800～810nmの近赤外線照射によって発熱作用と活性酸素産生作用を示す近赤外蛍光

色素であるインドシアニングリーン(ICG) にリン脂質を結合させることにより、近赤外線蛍光
色素修飾型リポソームとしてICG結合型リポソームを設計開発することに成功した(Suganami, 
2012)。このICG-リポソームはナノ粒子としての性格を有しており、腫瘍組織の未成熟血管か
ら20～200nmの粒子が漏出するEnhanced Permeation and Retention (EPR) 効果により、腫瘍組織
に選択的に取り込まれ数日間にわたり滞留する。ここに近赤外線照射を行うことによりリポソ
ームが開裂し内容物を放出する。正常組織からは速やかに流出するため、このICG-リポソーム
をナノキャリアとして用い適切なタイミングで近赤外線照射を行うことによって、腫瘍選択性
の高い強力な化学療法が可能となる。 
一方で、脳は免疫学的寛容の場として知られ、抗原提示が不十分であると同時に、免疫担当

細胞の集積を得づらい組織である。我々は、これまでに脳腫瘍局所で有効な抗原提示をもたら
すことが腫瘍拒絶に重要であることを示してきた。本研究では、本治療により脳腫瘍局所で強
力な細胞死をもたらすことにより、有効な抗原提示をもたらし、免疫機構も動員した腫瘍拒絶
が得られる可能性がある。 
  

２．研究の目的 
(1) 本研究の目的は、このICG-リポソームが静脈内投与で脳腫瘍内へ特異的に集積し、局所に
おける高濃度な抗がん剤の分布により効率よく細胞死を誘導できること、同時にこれが抗腫瘍
免疫の誘導につながることを証明することにある。最終的なエンドポイントは、脳腫瘍モデル
ラットの生存期間延長であり、同時に安全性を確認し、将来的な臨床応用につなげることを目
指す。 
 
(2) 最終的なエンドポイントは、脳腫瘍モデルラットの生存期間延長であり、同時に安全性を
確認し、将来的な臨床応用につなげることを目指して研究を行う。 
 
３．研究の方法 
標準的脳腫瘍モデルであるFisher rat-9L gliosarcomaの系を用いる。治療は抗がん剤を封入した

ICG-リポソームを静脈内に投与した後、種々のスケジュールで近赤外線(NIR)照射を行い、治
療効果を種々の方法で判定する。 

 
(1) このラット脳腫瘍モデルを作製した後にICG-リポソームとNIR照射による治療を開始し、

治癒率、生存期間、および7 テスラ動物専用MRI による腫瘍体積の経時的変化を検討する。
無治療群、ICG-リポソーム＋光照射群、抗がん剤封入ICG-リポソーム＋光照射群との比較
を行う。 
 

(2) 各群の生存期間をKaplan-Meier 法にて算出し、生存曲線を作成する。 
 
(3) 治療後のラットから脳を摘出し、HE染色、TUNEL染色を行い、治療効果を病理組織学的な

面から比較検討するとともに、細胞死の機序がネクローシスかアポトーシスか、を確認す
る。CD4 T リンパ球、CD8 T リンパ球浸潤の有無やマイクログリア・マクロファージの浸
潤（RM4抗体）、抗腫瘍免疫誘導に係る可能性のあるHeat shock protein-70 (HSP70)など
の発現状態を免疫組織学的に比較する。 

 
(4) 免疫不全ヌードラットを用いて、同様な治療実験を行い、治療効果がどのように変化する

かを検討する。 
 
(5) 加温用マイクロプローベを脳腫瘍内に挿入し、温熱単独での治療効果を確認する。野生型

動物と同様に、MRIによる経時的脳腫瘍体積測定、生存期間の他、組織学的検索、免疫組
織化学検査等も併せて行う。 

 
(6) 安全性の確認：治療後ラットの神経学的評価とMRI によって神経変性の有無の確認、脳浮

腫の評価を行う。一部の動物では、摘出脳の病理組織学的検討も行い本治療に伴う神経毒



性の程度を検証する。また、各臓器を摘出し、組織学的に壊死などの副作用が存在しない
ことを確認する。 

 
４．研究成果 
(1) 新規ナノ粒子の脳腫瘍への集積: ICG-Liposome 投与 24 時間後に、脳を摘出し、近赤外線蛍

光イメージによる評価を行った。脳腫瘍には高い集積が確認されたが、正常脳への集積は見
られなかった。24 時間後では、肝臓、腎臓、脾臓にも高い集積を認めたが、1 週間後の計
測では、腫瘍組織にのみ集積が見られ、他の健常臓器では集積が見られなかった。この脳腫
瘍組織への特異的な高集積は enhanced permeability and retention (EPR) 効果によるものと考
えられる。 

 
(2) 9L gliosarcomaによるラット脳腫瘍モデルを作製し、テモゾロマイド封入ICG-リポソームを

投与した後24時間後と48時間後にNIR照射を各10分間ずつ行った。day3、day7、day14、day21 
に7 テスラ動物専用MRI（放射線医学総合研究所）を用いて腫瘍生着の確認、腫瘍体積の
経時的変化を測定した。未治療コントロール群と比較して、ICG-リポソームとNIR照射を併
用した治療群では有意な増殖遅延を認めた（p<0.0001）。しかしながら、テモゾロマイド封
入による更なる増殖遅延効果の増強は確認できなかった。 

 
(3) Kaplan-Meier 法による生存曲線を作製した。未治療コントロール群では生存期間中央値は

31.6±3.1日であったのに対し、ICG-リポソームとNIR照射を併用した治療群では59.3±2.9
日と有意な生存期間の延長を認めた（p=0.024）。しかしながら、ICG-リポソームとNIR照
射と比較して、テモゾロマイド封入した場合の更なる生存期間の延長効果は認められなかっ
た。 

 
(4) HE標本では、未治療コントロール群においては壊死像は全く認めなかった。ICG-リポソー

ム投与単独群でもほぼ同様であり、壊死像は認められなかった。一方、ICG-リポソームと
NIR照射を併用した治療群では広範な壊死像が確認され、その中に島状に腫瘍細胞塊が残存
していた。テモゾロマイド封入ICG-リポソーム投与でも壊死の出現頻度に変化はなく、通
常のICG-リポソーム群と違いは認められなかった。TUNEL染色でも、ICG-リポソームとNIR
照射を併用した治療群でのみアポトーシス細胞を認めた。免疫組織化学検査では、壊死とア
ポトーシスの混在する標本において、腫瘍全体にCD8 T リンパ球浸潤を認めた。CD4 T リ
ンパ球浸潤はほとんど認められなかった。マイクログリア・マクロファージ染色（RM4抗
体陽性細胞）は、ICG-リポソームとNIR照射を併用した治療群において、腫瘍周囲の正常脳
に認められ、一部腫瘍内辺縁部への浸潤が認められた。ICG-リポソーム投与単独、あるい
はNER照射単独の場合は腫瘍周囲にわずかながらRM4抗体陽性細胞を認めた。ICG-リポソ
ームとNIR照射を併用した治療群では強いHSP70の発現が認められた。一方、未治療群では
HSP70の発現はほとんど認められなかった。 

 
(5) 免疫不全ヌードラットを用いて、同様の治療実験を行ったが、MRIによる腫瘍増大抑制効

果は認められなかった。生存期間も未治療コントロールと全く同様であった。 
 
(6) アドメテック社のマイクロ加温針を腫瘍局所に挿入してICG-リポソームとNIR照射で得ら

れる最高加温領域の45℃における温熱単独による治療効果を検討した。MRIでの腫瘍増殖抑
制効果は見られず、T2強調画像での広範な壊死を示唆する高信号域は認められなかった。
また、組織学的検討、免疫組織化学検査でも未治療コントロールとの差異は存在しなかった。 

 
(7) 治療後に、適宜MRIのT2強調画像を撮像し脳浮腫の有無を確認したが、腫瘍増大に伴わな

い脳浮腫は認められなかった。また、経過中、担癌ラットの行動異常なども認められなかっ
た。テモゾロマイド封入ICG-リポソームとNIR照射の場合も、明らかな有害事象は認められ
なかった。 

 
(8)まとめ 

我々は、インドシアニングリーン(ICG)結合型リポソームを設計開発し、これが脳腫瘍に
特異的に集積し、近赤外線照射によって発熱作用と活性酸素を産生することを示してきた。
本研究では、この分子に抗がん剤を封入してナノキャリアとして用いる治療実験を行った。
未治療コントロール群と比較し、ICG-リポソームと近赤外線照射を併用した治療群では有
意な増殖遅延を認め、この治療効果には、HSP70発現が関与していた。CD8 T細胞の浸潤を強
く認め、免疫不全ラットでは治療効果が消失した。一方で、テモゾロマイド封入による増殖



遅延効果の増強は確認できなかった。脳腫瘍に対する治療効果は、腫瘍細胞死をいかに有効
な獲得免疫誘導に結び付けられるかが鍵となると考えられた。 
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