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研究成果の概要（和文）：三次元培養によるリンパ管作製において、まず脂肪組織由来間葉系幹細胞をC57BL6/J
から単離培養し、細胞積層法を用いて毛細リンパ管作製を行った。細胞積層法のプロトコル変更により、死細胞
の割合が増加し、プロトコル変更を余儀なくされたが、カルチャーインサートへの細胞接着率の向上、支持細胞
として線維芽細胞の使用、培地の配合等を検討し、安定してリンパ管が作製できる条件を確立した。現在は、確
立したプロトコルを用いて、導出リンパ管の作製、リンパ管形成に関わる因子の同定、リンパ管の立体構造の評
価を実施している段階である。

研究成果の概要（英文）：In the fabrication of lymphatic vessel by three-dimensional culture, adipose
 tissue-derived mesenchymal stem cells were isolated from C57BL6/J mice and cultured in plates, and 
then capillary lymphatic vessel production was performed using the Layer-by-Layer method. However, 
the rate of cell death was increased using revised protocol. Thereby, we established the conditions 
for stable lymphatic vessel production by improving the cell adhesion rate to culture inserts, using
 fibroblasts as support cells, and studying the composition of the culture medium.
We are in the process of fabricating connecting lymphatic vessels, identifying factors involved in 
lymphatic vessel formation, and evaluating the three-dimensional structure of lymphatic vessels 
using the established protocol.

研究分野：基礎看護、脈管学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
生体外で毛細リンパ管を作製し、これに関わる因子の同定を行うことにより、リンパ管形成因子やこれを促進す
る因子を同定することができる。これを元に、導出リンパ管、集合リンパ管と、よりリンパ輸送能の高いリンパ
管を生体外で作製し、これらのリンパ管形成に関わる因子を同定することで、乳がんや子宮がんの手術時にリン
パ節郭を受けた患者の郭清部において、リンパ管再建を行い、リンパ浮腫の発症予防や根治的治療を行うことが
可能になる。本研究は、再生医療を用いた世界に先駆けるリンパ浮腫治療・予防法の開発に繋がることが期待さ
れる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
乳がんや子宮がんに伴うリンパ節郭清や放射線照射を受けた患者の 5～20％程がリンパ浮
腫を発症する。本邦の患者は 10～15万人ほどであるが、根治治療はなく、患者は進行予防
のためのセルフケアを一生強いられ、QOLは著しく低下している。これを解決するために
は、リンパ流が遮断した部位でリンパ管を再建させ、リンパ排泄を促す必要がある。リンパ
管再建では、リンパ管静脈吻合術があるが 1～2年で吻合したリンパ管は閉塞することもあ
り、重症例は適応外である。一方、再生医療として、リンパ節郭清部に脂肪組織由来間葉系
幹細胞（ADSCs）と血管内皮細胞成長因子-C（VEGF-C）を投与し、リンパ管再生を促す治
療法もあるが、リンパ輸送能の低い毛細リンパ管しか再生されず、リンパ輸送能をもつ集合
リンパ管の再生は難しい。 
一般的にリンパ節郭清後は、毛細血管のように損傷部周囲のリンパ管からリンパ管内皮
細胞が遊走し、リンパ管新生によって側副路が形成されると考えられている。リンパ浮腫患
者では、このリンパ管新生能が低いともいわれている。しかしながら、これを証明した研究
はない。逆に、我々はマウスにリンパ管側副路を形成させ、これが毛細リンパ管と集合リン
パ管の中間の特徴を持ち、既存の集合リンパ管と結合してリンパ排泄を行う導出リンパ管
であることを明らかにした（Asano & Nakajima et al., 2020）。さらに、このような平滑筋細胞
をもつ集合リンパ管によって、マウスではリンパ浮腫が長期間持続せず、重症化しないこと
も明らかにした（Nakajima et al., 2018）。 
以上のことより、リンパ浮腫患者の根治的治療を目指すためには、リンパ節郭清部位で新
たなリンパ排泄経路を形成させ、かつその経路はリンパ輸送能の高い平滑筋細胞を持つ導
出リンパ管あるいは集合リンパ管が望ましいと考えられる。しかしながら、導出リンパ管や
集合リンパ管を作製した研究はこれまでにないため、本研究では、導出リンパ管や集合リン
パ管はどのような分子機構によって形成されるか、という問いを解明する必要がある。 
 
２．研究の目的 
脂肪組織由来間葉系幹細胞（ADSCs）から導出リンパ管あるいは集合リンパ管を作製し、これ
らのリンパ管形成に関わる因子を同定する。 
 
３．研究の方法 
1）2019 年度：in vitro で導出リンパ管を形成させるため、三次元培養を実施（図 1） 
三次元培養には、細胞積層法を採用する。申請者は、この手法を用いて ADSCs と分化した LECs
の共培養を行い、毛細リンパ管の作製に成功しており、本研究でもこの手法を用いる。本実験で
は、毛細リンパ管形成に関わる因子を同定した後、この因子と平滑筋細胞を ADSCs に添加するこ
とで、毛細リンパ管の周囲を部分的に取り巻くような導出リンパ管の作製を目指す。その後、培
養上清に含まれる細胞外小胞、蛋白、脂質等の網羅的解析を行い、導出リンパ管形成に関わる因
子を同定する。 

 
2）2020 年度：in vitro で集合リンパ管を形成させ、in vivo での機能を評価 
 1）と同様の手法で集合リンパ管を作製する。集合リンパ管は、平滑筋細胞が 2～3層リンパ管
を取り囲むような構造を目指す。1）⑤と同様の手法で、平滑筋細胞の数をさらに増やし、ADSCs
やリンパ管形成に関わる因子と共培養を行い、集合リンパ管を作製する。作成後は、図 1④と同
様の手法で集合リンパ管形成に関わる因子を同定する。in vivo では、マウス鼠径リンパ節郭清
部に ASDSCs、平滑筋細胞、リンパ管形成に関わる因子を投与し、リンパ管造影により形成され
た集合リンパ管のリンパ輸送能の評価、組織採取後に形成されたリンパ管の形態学的特徴を観
察する（図 2）。 



 

 
４．研究成果 
1）in vitro で導出リンパ管を形成させるため、三次元培養を実施 
 三次元培養では、これまで細胞積層法を CellFeuille®（住友ベークライト株式会社）という
Kit を用いて行っていた。しかしながら、この Kit は販売中止となり、三次元培養の手法を再検
討する必要性が生じた。細胞積層法の開発者である大阪大学大学院の明石満先生に許可を得て、
明石研究室で用いている細胞積層法のプロトコルをご教授いただき、引き続きこの手法を実験
に用いることとなった。 
 このプロトコルで実験を行ったところ、細胞死が増加し、安定したリンパ管作製ができず、更
にプロトコルを改善する必要性が生じた。再び明石教授の Supervise を受け、細胞死が増加した
原因として、カルチャーインサートへの接着性の低下、支持細胞の必要性等が挙げられ、カルチ
ャーインサートへのフィブロネクチンのコーティング、細胞比率の検討、線維芽細胞の使用、培
地の検討、リンパ管評価方法の検討等を行った。その結果、安定して in vitro でリンパ管を作
製することができるようになった（図３）。また、このプロトコルを用いてリンパ管の作製を行
ったところ、マウス由来のリンパ管だけでなく、ヒト由来のリンパ管も作製された。これは、市
販の Kit を用いた実験では観察できなかった結果である。 
現在は、確立したプロトコルを用いて、導出リンパ管の作製、リンパ管形成に関わる因子の同
定、リンパ管の立体構造の評価を実施している段階である。リンパ管の立体構造の評価には、当
初リンパ管のマーカーである LYVE-1 を用いて免疫染色を行い、共焦点顕微鏡での観察を行なっ
ていたが、LYVE-1 の非特異的反応が強く、マーカーを Podoplanin に変更して評価を行なってい
る。 
 予定外のトラブルがあり、細胞積層法のプロトコルを確立するために時間を要した結果、進捗
が遅れた。 

 
2）in vitro で集合リンパ管を形成させ、in vivo での機能を評価 
In vitro で集合リンパ管が安定的に作製できるようになった後、in vivo での機能評価を行う。
1）に予定外に時間を要したため、今後実施予定である。 
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