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要旨：肝細胞癌は、外科的切除術の発展などにより予後が改善しつつある癌疾患であるが、

罹患者数の増加と進行癌患者に対する化学療法の開発が課題となっている。肝細胞癌の病

態悪化にはDCPやc-Metといった特有の因子の関与が示唆されてきたが、臨床上の意義は十

分に解明されていない。そこで、肝細胞癌特有の病態機構をターゲットとした診断技術や

化学療法剤の開発が癌の早期発見や進行癌患者の予後改善に有効であると考え、DCP及び

c-Metの臨床病理学的解析を実施し、癌の病態との関連性を検討した。その結果、DCP及び

c-Metの高発現は癌部組織及び周辺の非癌部組織の双方で検出された。また、両因子の高発

現が同時に検出される症例が有意に高頻度であったことから、両因子の発現性に関連性が

あることが示唆された。また、これらの因子の発現を蛍光で検出することで、高感度かつ

リアルタイムな診断技術、光線力学的治療技術への応用が可能であると考え、ICGを投与し

た移植癌モデルで検討を実施した。肝細胞癌培養細胞由来の腫瘍組織を形成させたマウス

にICGを投与したところ、腫瘍組織に集積するICGの蛍光を高感度かつ特異的に検出した。

さらに、このICGを集積した腫瘍組織に近赤外光を照射したところ、腫瘍組織の拡大は有意

に抑制された。従って、蛍光物質を利用した高感度診断及び光線力学的治療を検討するin 

vivo解析系を構築できたと示唆される。DCP及びc-Metの高発現と蛍光検出技術を融合させ

ることにより、肝細胞癌の病態を評価可能な診断技術や進行した病巣に有効な治療技術の

開発が期待される。 
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1. 導入 

 肝細胞癌は、世界的に罹患者数が増加しており、日本及び中国を含むアジア地域におい

ては特に顕著である。外科的切除術の発展により肝細胞癌患者の予後は改善されつつある

が、癌患者の早期発見や進行癌患者に対する治療に関する技術はまだ開発途上にあり、手

術不適応になった患者の予後は悪い状況にある。この臨床上の課題を克服するためには、

肝細胞癌の病態機構を解明し、癌が進行する前の早期発見を可能とする診断技術や進行癌



患者の予後改善に貢献する化学療法の開発が求められる。 

 本研究グループでは、これまでに肝細胞癌に特有の病態機構に着目した臨床病理学的あ

るいは生化学的研究を実施してきた。肝細胞癌の診断マーカーとして知られる

Des--carboxyprothrombin（DCP）が、癌部組織だけでなく周辺の非癌部組織でも発現し、そ

の高発現が癌患者の予後の悪化と相関することを見出した。また、培養細胞を用いた基礎

医学的研究では、DCPが癌細胞の増殖を促進させる活性をもつことを示し、その働きに癌細

胞の細胞膜に発現する肝細胞成長因子受容体c-Metが重要な役割を果たすことを示唆した。

従って、これらのタンパク質をターゲットとした診断技術の開発や治療薬の創出などが有

効であると考えられた。 

 肝細胞癌組織を術中にリアルタイムで画像提示し、癌組織の大きさの分析や切除範囲の

決定を可能とする技術が当研究グループによって開発された。その技術では、肝細胞癌細

胞に取り込まれ、細胞内に長期的に維持されるIndocyanine green（ICG）という蛍光物質を

用いている。その特性を利用して、癌組織を高感度に検出することを可能としている。一

方、ICGが特定の波長をもつ近赤外光を吸収して熱を発することから、光線力学的な治療法

の確立に有用であると考えられた。また、この蛍光標識技術を駆使して上述したDCPやc-Met

をターゲットとした癌組織の描出法を構築することにより、癌の病態に基づく診断や治療

技術の開発の可能性が期待された。そこで、本研究ではDCP及びc-Metの癌患者由来組織に

おける発現性を組織化学的に解析して、これらの因子と癌の病態との関連性を検討した。

そして、ICGを投与したマウス移植癌モデルを用いて、癌の診断及び治療における蛍光描出

技術の有用性をin vivoの実験系で明らかにすることとした。 

 

2. 方法 

2.1 DCP及び c-Metの発現性と臨床病理学的解析 

肝細胞癌組織 153例についてホルマリン固定パラフィン包埋切片を作製し、抗 DCP抗体

あるいは抗 c-Met 抗体を用いた免疫組織化学的手法による解析を実施した。各種抗原の発

現性は、癌部組織及び非癌部組織における局在性を観察すると共に、無作為に選出した 10

区域における陽性細胞の割合を算出して比較解析した。 

 

2.2 蛍光ナビゲーションシステムによる肝細胞癌組織の描出 

 肝細胞癌培養細胞株HuH-7及びHepG2を10%牛血清含有Dulbecco's Modified Eagle Medium

（DMEM）培地にて培養し、5×10
6個の細胞をBALB/cヌードマウスの皮下に移植した。約

10日後、移植した癌組織が50〜1000 mm
3となったことを確認した後、ICGを5 mg/mLの濃度

で尾静脈から血中投与した。24時間後、蛍光イメージングシステムを用いてICGの癌組織へ



の取り込みを観察した。 

 

2.3 近赤外光照射 

 肝細胞癌培養細胞株HuH-7細胞をDMEM培地にて培養し、5×10
6個の細胞をBALB/cヌー

ドマウスの皮下に移植した。約10日後、移植部位に腫瘍組織が形成されたことが確認でき

たマウスに対してICGを5 mg/mLの濃度で投与し、ICG投与から24時間後に蛍光発光を確認

した。なお、同時にICGを投与しない移植癌マウスも作出した。これらのICG投与・非投与

の移植癌マウスの腫瘍組織に対して160 mW/cm
2の光線密度で3分間近赤外光を照射し、その

後3日おきに腫瘍組織の大きさを測定した。 

 

3. 結果及び考察 

3.1 DCP及び c-Metの発現性と臨床病理学意義の解明 

当研究グループでは、肝細胞癌特有の異常タンパク質である DCP が c-Met と協調して肝

細胞癌の病態悪化に関与することを培養細胞を用いた基礎医学的解析により示唆した。し

かし、肝細胞癌患者由来の組織での DCP 及び c-Met の発現性とその臨床病理学的意義に関

しては不明であった。そこで、これらの因子の発現性を免疫組織化学的手法により解析し、

肝細胞癌の病態との関連性を検討した。その結果、DCP 及び c-Met の発現は癌部組織にお

いて高頻度に検出されたが、非癌部組織においても検出された（表 1）。また、DCP が高発

現している症例では c-Metの高発現が高頻度に認められたことから、これらの因子の発現の

有無には連関性が示唆された（表 2）。さらに、c-Met の高発現が認められた症例群では、

術後の予後が有意に悪化していた。以上の結果から、DCP と c-Met が予後の悪い症例の癌

組織において協調的に発現していたことから、肝細胞癌の病態悪化に寄与することが癌患

者由来の組織においても示唆された。また、これらの因子が、予後の悪い患者のスクリー

ニングを目的とした免疫組織化学的診断法の開発に有効であると考えられる。 

 

3.2 移植癌モデルマウスを用いた ICG による肝細胞癌組織の描出 

ICG は、肝細胞癌患者の肝予備能の診断という目的で臨床医療の場において用いられて

いる。ICG は蛍光物質であり、癌細胞に取り込まれると長期的に維持される性質を有する

ことから、癌組織を高感度に検出することを可能としている。この現象が、移植癌モデル

マウスを用いた in vivo条件下においても再現可能であるかを検討する目的で、肝細胞癌組

織を形成させたマウスに対して ICG を投与し、蛍光を観察した。その結果、癌細胞腫によ

って強度は異なるものの、腫瘍組織の位置に ICG由来の蛍光が検出された（図 1）。一方で、

腫瘍組織周辺の非癌部組織は蛍光を示さなかったことから、この蛍光は腫瘍組織において



特異性高く観察された。以上の結果から、ICG の蛍光が、肝細胞癌細胞由来の腫瘍組織の

検出に有効であることが、移植癌モデルマウスを用いた in vivo実験でも証明された。この

解析系の確立は、次項の ICGの更なる応用に関する研究に必須であるほか、上述した DCP

や c-Metをターゲットとした診断や治療技術の開発にも応用可能であると考えられる。蛍光

を検出する技術と病態制御に関わる因子の発現を融合させることにより、高感度な新規診

断法を構築できると期待される。 

 

3.3 ICG蛍光法を応用した光線力学的治療法の確立 

上述したように、ICG は静注後に肝細胞癌組織に特異性高く集積し、腫瘍組織の高感度

検出を可能とすることを in vivoモデルで示した。そして、ICGは特定波長の近赤外光を吸

収して発熱を呈することから、光線力学的な治療に有用であるとされてきた。そこで、こ

の ICGの性質と当研究グループが明らかにした ICGによる肝細胞癌組織の描出技術とを融

合させることにより、肝細胞癌に対する高い特異性を有する光線力学的治療が可能である

と考え、in vivoモデルを用いた解析を実施した。ICGの投与によって蛍光を呈した肝細胞

癌組織に対して近赤外光を照射して腫瘍の大きさを継時的に観察したところ、照射してい

ない肝細胞癌組織に比べて腫瘍組織の拡大が抑制された（図 2）。また、この効果は ICGを

投与していない組織に近赤外光を照射しても誘導されなかった。なお、腫瘍組織周辺の正

常組織には、近赤外光照射による顕著な障害は観察されなかった。以上の結果から、ICG

は肝細胞癌組織の描出だけでなく、近赤外光照射による光線力学的治療への応用にも有効

であることが示唆された。本技術は、ICG と同様の性質を有する物質が肝細胞癌の光線力

学的治療法に有効であるか否かの評価に利用できる。 

 

総括 

 本研究では、肝細胞癌組織における DCP と c-Met の高発現が関連性を有することを組織

化学的解析により示した。細胞を用いた過去の研究において、DCP が c-Met を介して癌細

胞の増殖と浸潤を活性化することが示唆されたことから、その現象が肝細胞癌患者の病態

悪化に寄与していることが考えられる。一方、本研究では蛍光物質を利用した肝細胞癌組

織の高感度検出と光線力学的治療に関する解析を可能とする in vivo 実験系の構築を達成し

た。DCP や c-Met といった肝細胞癌特有の病態関連因子を蛍光標識する技術、関連因子の

発現性に基づく数理プログラムを用いた病態機構予測技術を構築することで、患者個々の

癌の病態を評価できる方法の確立が期待される。



表 1．肝細胞癌患者組織における発現性 

Sub-group DCP 

n (percent) 

c-Met 

n (percent) 

C(+)NC(+) 15 (9.8%) 36 (23.5%) 

C(+)NC(‒ ) 82 (53.6%) 66 (43.1%) 

C(‒ )NC(+) 5 (3.3%) 8 (5.2%) 

C(‒ )NC(‒ ) 51 (33.3%) 43 (28.1%) 

Total cases 153 153 

C(+) 97 (63.4%) 102 (66.7%) 

NC (+) 20 (13.1%) 44 (28.8%) 

C：癌部組織、NC：非癌部組織 

 

表 2．肝細胞癌患者由来組織における DCPと c-Metの発現の関連性 

Sub-group DCPc↔c-Metc DCPnc↔c-Metnc DCPw↔c-Metw 

DCP(+)c-Met(+) cases 78 (51.0%) 11 (7.2%) 89 (58.2%) 

DCP(‒ )c-Met(‒ ) cases 32 (20.9%) 100 (65.4%) 30 (19.6%) 

DCP(+)c-Met(‒ ) cases 19 (12.4%) 9 (5.9%) 13 (8.5%) 

DCP(‒ )c-Met(+) cases 24 (15.7%) 33 (21.6%) 21 (13.7%) 

Total cases 153  153 153 

p value ˂  0.0001 0.0054 ˂  0.0001 

DCPc：癌部組織での DCP の発現、c-Metc：癌部組織での c-Met の発現、DCPnc：非癌部組織で
の DCP の発現、c-Metnc：非癌部組織での c-Met の発現、DCPw：組織全体での DCP の発現、
c-Metw：組織全体での c-Met の発現 

 

 

図 1．ICGを投与した移植癌マウスにお
ける蛍光発光。左側腹部に HuH-7 を移植
し（黄矢印）、右側腹部に HepG2 を移
植した（白矢印）。ICG 投与直後は全身
で蛍光が検出されたが（図中央、FL(ICG 

IV)）、投与 24時間後では蛍光が腫瘍組
織特異的に検出された（図右、FL(24h 

after)）。 

 

 

 

 

 

 

図 2．近赤外光照射による肝細胞癌組織の拡大の
抑制。近赤外光照射から 3 日ごとに腫瘍の大きさ
を測定したところ、ICG を投与して近赤外光を照
射したマウスの腫瘍組織（ICG+IR+）は、ICG を
投与して近赤外光を照射していないマウスの腫瘍
組織（ICG+IR-）及び ICG を投与せず近赤外光を
照射したマウスの腫瘍組織（ICG-IR+）と比較し
て 9日後の体積が有意に小さかった（p<0.01）。 


