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研究成果の概要（和文）：肝細胞癌（HCC）の最も有効な治療法は外科的切除であるが、術後の高頻度な再発が臨床的
な課題となっている。この課題の克服には、高感度な診断法や有効性の高い術後治療法の開発が必要である。我々は、
蛍光物質インドシアニングリーン（ICG）がHCC組織に長期間蓄積することを明らかにした。この性質を利用して、手術
中にICGの蛍光発光を探索し、目視や既存の画像診断では検出できなかった新たなHCCを検出する術中診断技術を確立し
た。一方、ICGが蓄積したHCC組織に対して近赤外光を照射することにより、HCC細胞のみを死滅させる光線力学療法を
開発した。これらの技術は、HCCの再発の抑止に貢献できると期待される。

研究成果の概要（英文）：The most effective treatment for hepatocellular carcinoma (HCC) is surgery, but 
the frequent recurrence of HCC after surgery is a clinical issue. Resolving the problem requires the 
development of sensitive diagnostic methods and efficacious post-operative therapies. We found that the 
fluorescent substance indocyanine green (ICG) accumulated in HCC tissue over a period of 1 week. Given 
this property of ICG, we examined its fluorescence during surgery and we developed an intraoperative 
diagnostic technique to detect sites of HCC that visual inspection and existing diagnostic images had 
failed to detect. Moreover, we developed a form of photodynamic therapy that illuminates HCC tissue where 
ICG has accumulated with near-infrared light to selectively destroy HCC cells. These approaches can help 
to prevent the recurrence of HCC.

研究分野： 肝胆膵外科学
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１．研究開始当初の背景 
肝細胞癌（HCC）は世界的な癌死亡原因の

第 3 位に位置する上、アジア地域では HCC
発症の重要なリスクファクターであるウイ
ルス性肝炎の罹患率が高いため、今後 HCC
の患者数がますます増加することが懸念さ
れる。当該疾患に対する現時点での最も有
効な治療法は外科的切除であるが、肝機能
の悪化など様々な要因による切除不適合や
検知不可能だった病変に由来する切除手術
後の高頻度な再発が問題となっている。 
外科的治療技術においては、肝の解剖に

基づく系統的切除が肝胆道系悪性腫瘍に対
する根治性と安全性を両立させた治療法と
して確立しつつあり、これまでに HCC 患者
の術後生存率を飛躍的に向上させてきた実
績をもつ。しかし、肝内の脈管は透見でき
ないため、熟練した術者を除いて解剖学的
な肝区域・亜区域に従って正確に肝切除を
遂行することは容易でない。そこで、研究
代表者である國土らの研究グループでは、
術中超音波技術（IOUS）や indocyanine 
green (ICG) 蛍光法を用いることにより高
感度に HCC 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、
各種画像技術を用いた肝細胞癌診断を科学
的根拠に基づいた技術としてシステム化し、
術前の診断はもちろん術中ナビゲーション
や術後のフォローアップにおける数々の有
用性を証明してきた（Kokudo N et al. Ann 
Surg 2005;242(5):651-4、Zhan K et al. 
Arch Surg 2007;142(12):1170-5、Ishizawa 
T et al. Cancer 115:2491-2504,2009）。そ
の結果、緻密な計算技術に基づく切除可能
肝容量の判定により患者の肝機能の低下が
原因の術後肝不全が回避されたほか、IOUS
により術中における HCC の検出感度の向上
が達成された。しかし、微小な HCC や浸潤
部位に対する術中診断の精度もまだ十分で
あるとは言えず、前述した高頻度の術後再
発の原因の一つと考えられている。さらに、
これら既存の画像診断技術は、病変の大き
さや硬さなど物理的指標に基づく画像化の
みであり、画像から腫瘍の病態や周辺組織
への影響を見極めるのは困難である。 
種々のバイオマーカーを用いた血清学的

診断法が HCC の診断において重要なものと
なっており、科学的根拠に基づいた適切な
方法により高感度に HCC 患者が検出される
上、術後の経過を追跡することによって治
癒の程度や再発の判定への利用が可能であ
る。これらのバイオマーカーは癌などの病
変部位から分泌された異常タンパク質であ
る。本研究計画の研究分担者である唐子ら
の研究の成果では、肝癌患者組織中におけ
る異常タンパク質の発現が癌部組織で高感
度に検出されたほか、その発現性が脈管浸

潤の発生などのような癌の病態の悪化や癌
患者の術後予後の低下と有意な相関性をも
つことが示唆された（Tang W et al. Oncol 
Rep 2007;17(4):737-41、Tang W et al. 
Oncol Rep 2005;13(1):25-30）。なかでも、
HCC 細胞より発現する異常タンパク質の一
種である des-gamma-carboxyprothrombin
（DCP）は、癌細胞の増殖や浸潤に直接的に
関与する能力をもち、HCC の病態悪化の原
因となりうることが示唆された。つまり、
DCP の高発現が脈管浸潤と有意な相関性を
もつという臨床学的なエビデンスと合わせ
て鑑みると、DCP を用いて HCC を検出する
ことは病態を診断する上でも有効であるこ
とが示唆された（Gao FJ et al. Life Sci 
2008;83(23-24):815-20）。以上のことから、
診断用バイオマーカーとしてすでに臨床応
用されている種々の異常タンパク質の発現
性が、高感度な癌組織の検出とその病態の
把握を可能とする画像診断技術の構築に有
用であると考えられた。 
 
 
２．研究の目的 
本研究では、すでに体外検査法で使用さ

れている癌特異的なバイオマーカーを標的
としてモデル動物を用いた in vivo実験や
患者由来の切除標本を用いた組織学的解析
を行い、HCC 組織を高感度に検出する方法
を確立することを目的とする。そして、検
出感度及び特異性の面から有用だと判断さ
れたバイオマーカーを臨床応用へと展開す
るために、先進的イメージング技術と融合
させることにより独創性の高い画像診断シ
ステムを確立すると共に、診断及び治療の
両面において応用可能なヒト型に変換した
HCC 検出用ツールを開発することを第 2 段
階の目的とする。さらに、申請者らは静注
後に ICG が HCC に特異的に集積することを
見出したが、上記の新規バイオマーカーに
加えて ICG の薬理動態の解明とイメージン
グ技術の開発を平行して実施し、新規抗癌
剤や蛍光特性を活用した治療法の開発に応
用する。 

 
 

３．研究の方法 
(1)HCC 組織における DCP の発現性の解析 
 術中採取されたHCC患者由来組織からホル
マリン固定パラフィン包埋切片を作製し、免
疫組織化学的染色に供した。抗原賦活化は、
クエン酸緩衝液中でマイクロウェーブ処理
にて実施した。DCP の検出には、マウス由来
抗 DCP モノクローナル抗体を使用した。全て
の症例に関して、癌部及び非癌部における
DCP の染色像を評価し、その染色性に基づい
て症例を群分けした。DCP の発現性と各種臨
床病理学的因子との相関性を解析した。 
 
 



(2)HCCモデルマウスを用いたICG由来蛍光像
の評価 
マウスを用いて HCC組織における ICGの特

異的蛍光発光の誘導を検出するために、in 
vivo 実験系の開発を試みた。In vitro での
細胞培養系にて、種々の肝癌細胞に対して
ICG を添加し、その蓄積を観察した。ICG の
蓄積が十分に観察された HuH-7 細胞を 5週令
オスの Balb/c ヌードマウスに対して皮下移
植し、腫瘍を生育させた。10-14 日後、ICG
を尾静脈から 5 mg/kg で投与し、その 24 時
間後に蛍光観察カメラを用いてマウス体表
から発せられる蛍光の像を観察・評価した。 
 
(3)光線力学的治療への応用 
 ICG は近赤外光を吸収して、発熱する作用
を有する。HCC 細胞において特異性高く滞留
する性質と近赤外光による発熱性を利用し
て、HCC に対する光線力学的治療法の開発を
試みた。前述したように、Balb/c ヌードマウ
スに対して肝癌細胞HuH-7細胞を移植して肝
癌モデルマウスを作製した。マウスに対して
5 mg/kg で ICG を静注し、24 時間飼育した。
ICG を滞留した腫瘍組織に対して近赤外光を
160mW の強さで 3 分間照射した。その後 9 日
間にわたって腫瘍の大きさを測定し、近赤外
光照射の効果を評価した。 
 
 
４．研究成果 
(1)HCC組織におけるDCPの発現の臨床病理学
的意義 
 DCP は HCC の血清診断マーカーとして臨床
医療で用いられてきたが、HCC 組織における
発現性を解析し、その病理学的意義を検討し
た研究は少ない。また、血清中の DCP のレベ
ルと組織発現との関連性を検討した研究は
ない。抗 DCP 抗体を用いた免疫組織化学的染
色を行い、染色像を解析した。DCP の発現は
癌部だけでなく非癌部組織においても検出
された（図1）。非癌部におけるDCPの発現は、
癌の脈管浸潤の発生（P=0.02）や病態の進展
を示す TNM ステージの悪化（P=0.01）と統計
学的に有意に相関した。また、組織における
DCP の発現や血清中の DCP 量と HCC 症例群の
予後との関連性を解析した（図 2）。その結果、
癌部及び非癌部の双方でDCPの発現をみとめ
た症例群で最も予後が悪かった（P=0.03）。
そして、組織での DCP の発現と血清中の DCP
量を両方とも鑑みたところ、組織での高発現
と血清中での上昇の両方をみとめた症例群
の 5 年生存率は 14%となり、他の症例群と比
較して有意に悪化した（P=0.01、図 2d）。こ
のDCP組織での発現と血清中での量を合わせ
た因子は、多変量解析により肝内転移の発生
と共に予後因子とされた（ハザード比：3.631、
P<0.001）。以上の結果から、DCP の高発現は
HCC 症例の病態の悪化と関連性があると示唆
された。DCP の組織発現は、血清中のレベル
と共にHCC症例の病態を評価するツールとし

て有意義であると考えられる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1．HCC 組織における DCP の発現性．A:癌
部及び非癌部組織の双方でDCPの発現をみと
めた例．B:非癌部組織のみで DCP の発現をみ
とめた例． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2．DCP の組織発現及び血清レベルと HCC
症例群の予後との関連性．（a）癌部及び非癌
部組織におけるDCPの発現と患者予後との関
連．（b）HCC 組織全体における DCP の発現と
患者予後との関連．（c）DCP の血清レベルと
患者予後との関連．（d）DCP の組織発現と血
清レベルを合わせた因子と患者予後との関
連． 
 
 
 
 



(2)HCC移植癌モデルマウスにおけるICGの蛍
光の観察と評価 
 ICG は、HCC 組織、とりわけ高分化型の HCC
組織において特異性高く滞留する性質を有
することが臨床研究によって明らかにされ
た。本研究では、HCC 移植癌モデルマウスを
用いて、ICG の特異的滞留性を評価できるか
否かを検討した。まず、in vitro での細胞培
養系において、ICG を取り込み滞留する性質
を有する細胞を探索した。その結果、HuH-7
細胞が最も強い蛍光強度を示した（図 3）。従
って、HuH-7 細胞が ICG を高度に滞留する細
胞であると考え、以下の実験を HuH-7 細胞を
用いて実施することとした。HuH-7 細胞を皮
下に移植し、腫瘍を形成させたマウスを作出
した。ICG を尾静脈から投与し、24 時間後の
蛍光像を観察した。静注直後は ICG 由来の蛍
光発光がマウス全身から検出されたが、24 時
間後はHuH-7細胞由来の腫瘍組織のみから強
い蛍光発光が観察された（図 4）。なお、ICG
を滞留する性質を有さない大腸癌細胞由来
の腫瘍をもったマウスでは、腫瘍組織が蛍光
発光することはなかった。以上の結果から、
臨床研究で明らかにされたHCC組織における
ICG の特異的滞留性は、HCC 移植癌モデルマ
ウスを用いて再現可能であることが示され
た。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3．HuH-7 細胞における ICG 由来の蛍光発
光． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 4．HuH-7 細胞皮下移植モデルマウスにお
ける ICG 由来の蛍光発光．（左）ICG 静注前の
マウス（明視野像）．（中央）ICG 静注直後の
マウス（蛍光像）．（右）ICG 静注 24 時間後の
マウス（蛍光像）． 

(3) ICG と近赤外光の組み合わせによる特異
的光線力学療法の開発 
前項目において、ヒトと同様に HCC における
ICG の特異的滞留性を誘導可能なマウス癌モ
デルを確立した。一方で、ICG は近赤外光を
吸収して、発熱する性質を有する。この性質
を利用すれば、ICG の滞留した細胞に対して
発熱を介した細胞死を誘導可能であると考
えられた。移植癌モデルマウスの HuH-7 細胞
由来の腫瘍組織に対して近赤外光（160 mW、
3 分間）を照射し、その後の腫瘍サイズを経
時的に測定し、抗癌効果を評価した。その結
果、ICG を静注して近赤外光を照射した群
（ICG+IR+）では腫瘍の生育が有意に抑制さ
れた（P<0.01）（図 5）。一方、ICG を静注せ
ずに近赤外光を照射した群（ICG-IR-）をは
じめとする他の群（ICG+IR-及び ICG-IR-）で
は腫瘍の生育は抑制されなかった。従って、
ICG を滞留させた HCC 組織に対する近赤外光
の照射は一定の抗癌効果を有することが示
唆された。ICG を滞留させて近赤外光を照射
した HCC 組織を採取して凍結切片を作製し、
HE 染色を実施して細胞や組織の形態を観察
した。近赤外光を照射した領域のHCC細胞は、
核が著しく凝集していた（図 6）。これは、近
赤外光照射が、ICG を介して細胞内で発熱し、
細胞死を誘導させたと考えられる。なお、近
赤外光が照射されなかった部位では、核の凝
集は見られず、細胞の異形化も起こらなかっ
た。以上の結果から、ICG を滞留させる性質
を有する HCC 組織に対する近赤外光照射は、
特異的な抗癌効果を誘導する点で有効な治
療法となり得ることが示唆された。今後、近
赤外光の照射条件を検討することで、腫瘍の
縮小を達成できるかを検討する。背景で前述
したように、HCC は切除ができても術後の再
発が非常に高頻度であることが臨床上の課
題となっている。切除後の患者の残肝組織に
対して近赤外光を照射することにより、目視
できない小さなHCCを殺傷できると考えられ
る。この治療法は、HCC の術後の再発を抑制
するうえで画期的な方法となると期待され
る。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 5．移植癌モデルマウスの HCC 組織に対す
る近赤外光照射の効果．（太線）ICG を静注し
近赤外光を照射した群、（実線）ICG を静注し
近赤外光を照射しなかった群、（点線）ICG を



静注せず近赤外光を照射した群． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（拡大図） 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 6．ICG を静注し近赤外光を照射した HCC
組織の形態の変化（HE 染色像）．拡大図では、
照射部位の HCC 細胞の核が凝集している． 
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