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163. 肝細胞癌の物質滞留性機構の解明と治療への応用 
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緒 言 

 

肝細胞癌は、癌の死因の中で世界的に2番目に多い癌種である［1］。肝細胞癌患者の多くは、診断時にすでに進行癌

の病態となっているため、有効な化学療法の適用が重要な意味をもつ。しかし、多くの肝細胞癌患者は背景肝にウイル

ス性肝炎や肝硬変といった疾患を併発しているため、毒性の強い抗癌剤による化学療法は十分な効果を得られない［2］。
そこで、肝細胞癌に対して特異性高く抗癌効果を誘導するために、肝動脈注入療法といった化学療法が開発されてきた

が、その有効性に関するエビデンスは限定的である［3］。一方、進行肝細胞癌に対する有効性が証明されている薬剤は、

現時点でマルチキナーゼ阻害剤である sorafenib、regorafenib、lenvatinib のみであり、進行肝細胞癌患者を対象と

して日本国内においても承認され臨床医療で使用されている［4］。しかしながら、当該薬剤も日本人に対しては皮膚症

状などの副作用が強く、長期継続が困難であることが多い。また、平均余命の延長効果が3ヶ月程度しかなく、より副

作用の少ない有効な抗癌剤の開発は急務の課題である。 
蛍光物質 indocyanine green（ICG）は、肝機能検査を目的として臨床的に広く使用されている薬剤である［5］。我々

の研究グループでは、肝細胞癌患者に対して ICGを静脈投与すると、肝細胞癌組織に ICGが滞留して強く蛍光を発す

ることを明らかにした［6］。さらに、最近の研究では、肝細胞癌組織に ICGが滞留する性質に着目し、ICGが滞留し

た肝細胞癌組織をもつ担癌モデルマウスに対して近赤外光を照射した［7］。その結果、ICG を滞留させた状態での近

赤外光照射は肝細胞癌組織の生育を有意に阻害した。以上より、ICGは肝細胞癌細胞内に取り込まれて滞留する性質を

有し、正常細胞には影響を及ぼさない特異性の高い治療法の開発に応用可能であることが示唆された。そこで本研究で

は、化学療法剤の肝細胞癌細胞への特異性を改善させるために、ICG と各種抗癌剤を化学的に結合させることにより、

ICGをキャリアーとして抗癌剤を肝細胞癌細胞へ輸送させる新しいdrug delivery system（DDS）の創出を試みた。

そして、ICG と同様に肝細胞癌細胞内での滞留性を有し、抗腫瘍効果を有する ICG 結合型抗癌剤の候補化合物を見出

した。 
 

方 法 

 
1．細胞及び動物 

肝細胞癌細胞株HuH-7は、the Japanese Collection of Research Bioresources Cell Bank（JCRB細胞バンク）か

ら供与されたものを使用した。肝癌細胞株HepG2は、the European Collection of Animal Cell Cultures（ECACC）
から供与されたものを使用した。大腸癌細胞株HCT116は、the American Type Culture Collection（ATCC）から供

与されたものを使用した。細胞は、10%ウシ胎児血清（Invitrogen）を含有させたDulbecco’s modified Eagle’s Medium
（Invitrogen）を培地として 37℃、5%CO2存在下で培養した。ヒト臍帯静脈内皮細胞（HUVEC）は、各種成長因子

を含有させたEGM-2培地（Lonza Japan）で培養した。 
In vivo試験で用いたオスのBALB/cヌードマウスはCharles River Laboratories Japan, Inc.から購入し、5～6週齢

のものを使用した。動物は specific pathogen-free の環境下で飼育し、飼育及び実験におけるすべての行程は東京大学

動物実験倫理委員会の承認を得た方法で実施した。 
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2．In vitroでの細胞内蛍光発光の評価 
継代培養した各種癌細胞を1×105個/mLの密度で4-well chamber slideに播種し、24時間培養して細胞を接着させ

た。各種 ICG 結合型化合物を添加し、24 時間培養した。そして、ICG 結合型化合物を除去し、さらに24時間培養し

た。最終的に、接着した細胞内からの蛍光発光を蛍光顕微鏡（Hamamatsu Photonics）にて検出した。 
3．In vitroでの細胞毒性分析 
継代培養したHuH-7 細胞、HepG2 細胞、及びHUVEC を 5×103個/200 L の密度で 96-well plate に播種し、24

時間培養して細胞を接着させた。各種濃度の ICG 結合型化合物を添加し、37℃で 48 時間培養した。化合物添加後 48
時間での生存細胞の存在をmethylthiazole tetrazolium（MTT）法に基づいて検出した。 
4．皮下移植腫瘍モデルを用いた in vivo抗腫瘍効果の評価 
継代培養したHuH-7細胞を回収し、無血清DMEMに懸濁した。50 %マトリゲル（Becton-Dickinson）を含有させ

た無血清DMEMを用いて 5×106個/200 Lの密度で細胞懸濁液を作製し、BALB/cヌードマウスの側腹部の皮下に移

植した。腫瘍が500 mm3程度まで生育した時点（移植後約10日）で、0.4 mg/kgの ICG結合型化合物をマウスの尾

静脈に投与し、24時間後にマウスの蛍光発光を蛍光イメージングシステム（Hamamatsu Photonics）を用いて観察し

た。また、現在臨床で実施されている肝動脈注入療法を模擬した動物実験モデルとして、皮下移植腫瘍に対して直接 ICG
結合型化合物を投与する方法も試みた。静脈投与時と同様に腫瘍が500 mm3程度まで生育した時点（移植後約10日）

で、0.2 mg/kgの ICG結合型化合物をマウスの側腹部の皮下腫瘍に対して直接注入し、これを3日おきに実施した。ICG
結合型化合物投与開始時から皮下腫瘍の体積を1日ごとに計測した。 
5．トランスポータータンパク質の発現量が ICGの滞留性に及ぼす効果の検討 
継代培養したHuH-7細胞を1×105個/mLの密度で4-well chamber slideに播種し、24時間培養して細胞を接着さ

せた。ICG の取り込みに関与するタンパク質として示唆されている organic anion-transporting polypeptide 1B3
（OATP1B3）に対する 3 種類の siRNA をそれぞれ添加し、48 時間培養した。そして、ICG あるいは ICG 結合型化

合物を添加し、24時間培養した。最終的に、接着した細胞内からの蛍光発光を蛍光顕微鏡（Hamamatsu Photonics）
にて検出した。 
6．統計解析 
各種実験における統計解析は、統計解析ソフトSPSS 11.5を用いたstudent t検定を実施し、P値0.05未満を有意

差の基準とした。 
 

結果および考察 

 

1．ICG結合型抗癌剤の作製と細胞内局在 
現在臨床医療において使用されている種々の抗癌剤と ICGを化学反応を利用して共有結合させ、複数種の ICG結合

型化合物の合成を達成した。その中から、合成計画が複雑ではなく、DMEM培地中で安定に存在できることを確認し

た ICG結合型化合物Aに関して以下の実験を進めることとした。 
各種細胞における ICG 結合型化合物 A の細胞内局在を評価した。化合物を添加して 24 時間培養を実施した細胞の

蛍光発光の分布を観察したところ、肝癌細胞HuH-7 細胞及びHepG2 細胞においては細胞質での蛍光発光を検出した

（図1）。一方、大腸癌細胞HCT116においては、蛍光発光は検出されなかった。なお、このHuH-7細胞及びHepG2
細胞における蛍光発光は、細胞質ほど強くはないものの核内でも検出された。この蛍光発光の分布は ICG でも同様の

挙動を示すことから、ICG結合型化合物Aは肝癌細胞において ICGと同様の挙動を示すと示唆される。従って、ICG
結合型化合物Aは ICGの特性を利用して抗癌剤を肝癌細胞内に輸送し、そこで滞留する性質を有すると考えられる。 
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図1．ICGあるいは ICG結合型化合物A添加培養後の各種細胞の蛍光発光像 
肝癌細胞HuH-7 細胞及びHepG2 細胞、大腸癌細胞HCT116 細胞における ICG（左図）

あるいはICG結合型化合物A（右図）添加培養後の蛍光発光を検出。スケールバーは50 m。 
 

2．In vitroでの ICG結合型化合物Aの殺細胞効果 
各種細胞における ICG 結合型化合物 A の殺細胞効果を MTT 法に基づいて評価した。その結果、HuH-7 細胞及び

HepG2 細胞に対する ICG 結合型化合物A の殺細胞効果は ICG を結合する前の抗癌剤A と同程度であった（図2A）。
一方、HUVECに対する ICG結合型化合物Aの殺細胞効果は、抗癌剤Aと比較して軽減された（図2B）。以上の結果

から、ICG結合型化合物Aは ICGの滞留性を有さない正常細胞に対する毒性を軽減しながら、ICGの滞留性を有する

肝癌細胞に対して毒性を誘導することが示唆される。 
 

 

図2．各種肝癌細胞及びHUVECに対する ICG結合型化合物A及び抗癌剤Aの増殖阻害効果 
肝癌細胞HuH-7 及びHepG2（A）、HUVEC（B）に対して ICG 結合型化合物A 及び抗癌剤A を作用させ、

48時間後の生細胞の割合を化合物無添加条件と比較して阻害率を算出。 
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3．In vivoでの ICG結合型化合物Aの抗腫瘍効果 
肝細胞癌細胞をヌードマウスの皮下に移植した腫瘍モデルマウスを作出し、ICG 結合型化合物A を静脈投与し、24

時間後に体表からの蛍光発光を観察した。その結果、HuH-7細胞由来の腫瘍組織は顕著な蛍光発光を呈した（図3A）。
一方で、大腸癌細胞HCT116細胞由来の腫瘍は、蛍光発光を呈さなかった（図3A）。従って、in vivoにおける ICG結

合型化合物Aに由来する蛍光発光の分布は、上述した in vitroで癌細胞に直接投与した実験における結果と同様であっ

たことを示している。一方、この ICG結合型化合物Aに由来する蛍光発光は、正常肝においても検出された（図3A）。
この特性は、ICG単独の静脈投与時には見られなかったものである。また、ICG結合型化合物Aは ICGと同様に胆汁

を介して排出され、尿中での排泄ではないとされるため、静脈投与による全身性の化学療法には不向きであると考えら

れた。そこで、化学療法への応用においては選択的投与が求められることから、肝動脈注入療法を想定した腫瘍への直

接注入という方法での in vivo 抗腫瘍効果の検討を実施した。その結果、皮下腫瘍における蛍光発光は化合物投与後 1
週間以上持続していた（図3B）。そして、ICG結合型化合物A投与群の腫瘍は、ICG結合前の抗癌剤A投与群よりも

小さかった（図3C）。この結果は、肝細胞癌組織における ICG結合型化合物Aの滞留が、抗癌剤Aよりも強い抗腫瘍

効果を示しており、ICG 結合型化合物 A が肝細胞癌に対する化学療法剤として利用可能であることを示唆している。

我々の研究では、当科で ICGを静脈投与された症例における約90%の肝細胞癌組織において ICGの滞留がみとめられ

た［6］。故に、ICGの滞留性が活かされた ICG結合型化合物は、広範の肝細胞癌患者への化学療法剤として適用でき

ると考えられる。 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図3．皮下腫瘍モデルマウスを用いた ICG結合型化合物Aの評価 
（A）HuH-7 細胞あるいはHCT116 細胞の皮下移植腫瘍モデルマウスに ICG 結合型化合物A を静脈投与し、24
時間後の腫瘍組織及び正常肝の蛍光発光。（B）HuH-7細胞の皮下移植腫瘍モデルマウスの腫瘍組織に ICG結合型

化合物Aを直接投与し、8日後の蛍光発光を体外から観察。（C）HuH-7細胞の皮下移植腫瘍モデルマウスの腫瘍

組織に ICG結合型化合物Aを直接投与し、腫瘍の体積を計測。*P < 0.05、**P < 0.01。 
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4．ICG及び ICG結合型化合物Aの滞留性におけるOATP1B3の効果 
過去の研究において、ICGが滞留して蛍光発光を呈する肝細胞癌組織では、OATP1B3の発現が蛍光発光を呈さない

組織に比較して高いという結果が示された［6］。そこで、siRNAを用いてOATP1B3の発現を低下させ、ICG及び ICG
結合型化合物A の滞留性における OATP1B3 の効果を評価した。その結果、OATP1B3 の発現低下がみられた細胞に

おいて、ICG 由来の蛍光発光の強度がノックダウン未処理の細胞に比較して低下した（図 4）。なお、この細胞におい

ても ICG由来の蛍光発光がすべて消失することはなかった。一方、ICG結合型化合物Aにおいては、OATP1B3の発

現低下がみられた細胞でも蛍光発光の強度が低下することはなかった（図 4）。以上の結果から、ICG 結合型化合物 A
の滞留性は、OATP1B3による取り込みの変化のみによって誘導されているのではなく、複数の因子によって複合的に

制御されていると考えられる。 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図4．OATP1B3の発現量を低下させたHuH-7細胞における ICG及び ICG結合型化合物Aの滞留性 
（A）各種 siRNA で処理したHuH-7 細胞のOATP1B3 の発現。（B）ICG 及び ICG 結合型化合物A を作用させ

た各種siRNA処理HuH-7細胞の蛍光発光。スケールバーは50 m。（C）ICG及び ICG結合型化合物A を作用

させた各種siRNA処理HuH-7細胞の蛍光強度の比較。*P < 0.05。 
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