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研究成果の概要（和文）：本研究は、二次性リンパ浮腫モデルの作成、病態の解明、新しい治療方法の開発を目
的として行われた。まず、ラットを用いてリンパ浮腫モデルを作成した。さらに術後６か月まで、下肢体積の増
加、皮下リンパ液貯留、皮膚組織中コラーゲン増加、皮膚硬化を示し、本モデルはヒトと同様に経過することを
示した。また細胞実験により、ラットモデルとヒトリンパ浮腫症例の皮膚には筋線維芽細胞が存在することを示
した。さらに、筋線維芽細胞にエイコサペント酸エチルを添加すると、コラーゲンの発現量が低下することを示
した。エイコサペント酸エチルはリンパ浮腫の皮膚硬化を改善し、新しい治療法として有用な可能性を示した。

研究成果の概要（英文）：We developed a rat model of secondary lymphedema.Our model showed increase 
of limb volume, accumulation of lymphatic fluid, increase of collagen and skin hardness. Our 
lymphedma model mimic to human lymphedema patients, Using our model, we showed myofibroblasts exist 
in skin tissues of lymphedema model and accelerate collagen synthesis to result in fibrosis. 
Moreover, eicosapentaenoic acid (EPA) prevent skin fibrosis in vitro study. Similar findings were 
observed in skin samples from lymphedema patients. EPA may be useful in inhibiting fibrosis in 
patients with secondary lymphedema.

研究分野： リンパ浮腫
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１．研究開始当初の背景 
血液は心臓から動脈を通り身体の末梢へ

運搬され、静脈とリンパ管を通り再び心臓へ
還流する。しかし、子宮癌や乳がんなどの悪
性腫瘍手術時のリンパ節廓清や、放射線治療
等によりリンパ還流は障害されると、四肢に
リンパ液が貯留し、リンパ浮腫を発症する。 
リンパ浮腫患者では四肢の腫脹・倦怠感・

疼痛を認め、皮膚は硬化し quality of life は
著しく障害される。本邦では約 20 万人、世
界では約 5000 万人の患者がリンパ浮腫に罹
患している。しかし、リンパ浮腫に対する検
査法や治療法の開発は遅れている。これまで
にリンパ浮腫を簡便に診断する方法はなか
ったが、我々は新しいリンパ浮腫診断方法と
してインドシアニングリーン（ICG）蛍光リ
ンパ管造影法を開発し報告した。健常者では
線状のリンパ管が観察されるが、リンパ浮腫
症例では ICG が皮下に貯留し、皮膚全体に
高輝度の蛍光が認められる。 
近年、蛍光リンパ管造影法の開発から、リ

ンパ浮腫研究が盛んに報告されているが、リ
ンパ浮腫・皮膚硬化の病態は解明されておら
ず、薬物治療は行われていない。またリンパ
浮腫の病態解明のため、動物モデルの作成が
試みられてきたが、ヒトのリンパ浮腫のよう
に線維化を呈するモデルは未だ存在せず、こ
の領域の研究遅延の原因となっている。 
また近年、肺線維症の組織において筋線維

芽細胞・脂肪細胞・TGF-β1 が重要な役割
を持つことが報告された。これまで組織の線
維化に対する治療は困難とされてきたが、エ
イコサペント酸エチル（EPA）には TGF－β
1 抑制効果があり、肝硬変の線維化に対する
有効性が報告された。本研究では、動物モデ
ルを用いてリンパ浮腫の病態を解明し、さら
に EPA によるリンパ浮腫に対する新たな薬
物治療の確立を目的とする。 
 
２．研究の目的 
本研究ではラットリンパ浮腫モデルを完

成し、リンパ浮腫の病態を解明し、さらに
EPA を用いた新たな薬物治療の開発を行う。 
①  ラット下肢を用いてリンパ浮腫モデル

を作成し、その手技を確立する。 
② ラットモデルの下肢体積、病理学的所見

（マクロファージ浸潤、膠原線維の増生、
脂肪細胞沈着）の経時的変化を明らかに
し、ヒトの病態と比較する。 

③ 免疫学的手法と、リアルタイム PCR 解
析を行い、リンパ浮腫の皮下組織中の線
維芽細胞及び、TGF-β1 等の線維化に関
与するサイトカインの mRNA 発現量の
変化を明らかにする。 

④ 超音波顕微鏡を用いて皮膚硬度を評価し、
リンパ浮腫における皮膚硬化の経時的変
化を明らかにする。 

⑤ ラットリンパ浮腫モデルの皮膚から、線
維芽細胞の初代培養を行い、アクチン・
コラーゲン・TGF-β1 等の発現を評価し、

リンパ浮腫における線維芽細胞の性質を
明らかにする。 
 

３．研究の方法 
1. ラットリンパ浮腫モデルの確立と、リン
パ浮腫の病態解明についての in vivo 研究 
12 週齢オス SD ラット下肢において、ヒト悪 
性腫瘍手術と同様のリンパ節廓清とリンパ
管結紮術を行い、モデルを作成する。リンパ
浮腫群、コントロール群において、術後６か
月まで大腿部の皮膚を生検し、以下の方法を
用いて経時的変化を評価する。 
① 水置換法による体積測定：下肢浮腫の程

度を評価 
② 蛍光リンパ管造影と蛍光顕微鏡：皮膚組

織中のリンパ液貯留の評価 
③ 皮膚組織の顕微鏡観察（Azan 染色、Oil 

red O 染色、免疫染色）：線維化、脂肪細
胞、マクロファージ、リンパ管の形態評
価 

ラットモデルをヒトリンパ浮腫の病態と比
較し、動物モデルを確立する。 
次に、リンパ浮腫の皮膚線維化における筋線
維芽細胞、TGF-β1 の関与について以下の方
法を用いて評価し、リンパ浮腫の病態を解明
する。 
④ real time PCR 解析：皮膚組織中のコラ

ーゲン、TGF-β1 発現量 
⑤ 免疫染色：線維芽細胞の形態評価、αア

クチン発現 
2. EPA の皮膚硬化の抑制効果についての in 
vitro 研究（ラットモデル） 
ラットリンパ浮腫モデルから生検した皮膚
組織を用いて、線維芽細胞を初代培養し、
TGF-β1 やコラーゲンの発現量や細胞の形
態について評価した。さらに EPA 添加による
TGF-β1 やコラーゲンの発現量や細胞形態
の変化について評価する。 
⑥ ラットリンパ浮腫モデルの皮膚から線維

芽細胞の初代培養を行う。 
⑦ real time PCR 解析：TGF-β1、コラーゲ

ン発現量の評価 
⑧ EPA を培地内に混和し、TGF-β1、コラー

ゲンの発現量を評価 
3.ヒトリンパ浮腫線維芽細胞を用いた in 
vitro 実験 
浜松医科大学附属病院血管外科と皮膚科で
経過観察中の下肢二次性リンパ浮腫症例に
おいて、大腿部の皮膚生検を行い、線維芽細
胞の初代培養を行い、ラット線維芽細胞と同
様の実験を行う。 
 
４． 研究成果 
我々の作成したリンパ浮腫モデルは、術後

6 か月まで下肢体積は増加し、皮膚組織中に
リンパ液が貯留した。組織学的には、急性期
にはマクロファージ浸潤、リンパ管の増加を
認め、慢性期にはコラーゲン増生、脂肪細胞
増加、リンパ管の減少を認めた。超音波顕微
鏡にて慢性期に皮膚が硬化することを示し



た。以上から、ヒトと同様の経過をたどるラ
ットモデルの作成を確立した。 
さらにラットリンパ浮腫モデルの皮膚を

生検し、線維芽細胞を初代培養した。リンパ
浮腫モデル由来の線維芽細胞はαアクチン
を発現し、通常の線維芽細胞と比べ大型化し、
筋線維芽細胞に変化したと考えられた。さら
に、培地中の TGF-β1 やコラーゲンの発現量
が増加していたことより、ラット筋線維芽細
胞が TGF-β1 やコラーゲンを産生している
と考えられた。 
さらにラット線維芽細胞の培地中にEPAを 

添加すると、TGF-β1 やコラーゲンの発現量
は減少した。EPA により、筋線維芽細胞から
の TGF-β1 やコラーゲン産生が抑制された
と考えられた。 
浜松医科大学附属病院血管外科と皮膚科

で経過観察中の下肢二次性リンパ浮腫症例
において、蛍光リンパ管造影とリンパ管シン
チグラフィーを行い、リンパ浮腫の確定診断
を行った。さらに大腿部の皮膚生検を行い、
皮膚線維芽細胞の初代培養を行った。リンパ
浮腫症例では、ラットモデルと同様に、αア
クチンを発現し、通常の線維芽細胞と比べ大
型化し、筋線維芽細胞に変化したと考えられ
た。さらに、培地中の TGF-β1 やコラーゲン
の発現量が増加していたことより、筋線維芽
細胞が TGF-β1 やコラーゲンを産生してい
ると考えられた。 
さらにヒト線維芽細胞の培地中に EPA を 

添加すると、TGF-β1 やコラーゲンの発現量
は減少した。EPA により、ヒト筋線維芽細胞
からの TGF-β1 やコラーゲン産生が抑制さ
れたと考えられた。 
 上記の結果を、後記するように学会にて発
表した。また英文原著論文としてまとめ、現
在投稿中である。 
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