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研究成果の概要（和文）：過酸化水素水を用いた色素注入法により、ラットリンパ管の走行を明

らかにした。また、ラットリンパ浮腫モデルを作成し、その治癒過程を色素注入法と ICG を用

いた蛍光リンパ管造影法により観察した。リンパ浮腫の軽快に伴って毛細リンパ管の発達が見

られた。組織学的観察において、術後 7日以降でリンパ管数が増加していることが判明した。

リンパ浮腫の治癒過程でリンパ管の新生があることが明らかになった。 
 
研究成果の概要（英文）：The purpose of the present study is to elucidate the pathway of 
lymphatic system during its degeneration and regeneration process in the lymphedema. 
We first developed a rat experimental model of lymphedema. The recovery process was 
observed by microinjection with H2O2 and a blue ink or by lymphangiography with ICG. 
Histological examination revealed that the number of lymph vessels significantly increased 
during the recovery. This research model using is too useful to carry out further studies to 
elucidate cellular and molecular mechanisms underlying lymphedema. 
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１．研究開始当初の背景 
（１）リンパ浮腫  

リンパ浮腫はリンパ郭清を伴う悪性腫瘍
手術後、あるいは特発性に発症し、慢性的に

組織の浮腫、リンパ液の滞留をおこすもので
ある。これにより、日常生活動作が不自由に
なるだけでなく、感染を起こしやすい状態と
なり、しばしば患肢に蜂窩織炎を繰り返し、
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さらに症状は悪化していく。リンパ節郭清を
伴う乳がん術後患者の 20～40％に発症し、
当邦では、罹患者数は約 10～15 万と推定さ
れている。また、途上国においてはフィラリ
ア症によるリンパ浮腫が問題となっており、
現在感染者数は 4000 万人以上にのぼる
（Addiss DG ら Filaria J  2007）。 

現在、リンパ浮腫の治療の基本はマッサー
ジや弾力包帯、弾性ストッキングによる圧迫
などの理学療法である。手術治療としてリン
パ管静脈吻合術やリンパ組織移植などが行
われているが、いずれもエビデンスのある手
術方法とはなっていない。また、同手術、同
治療を行った患者間でも症状の出現の有無、
重症度はさまざまであり、リンパ浮腫発症の
メカニズムはいまだ解明されていない。研究
協力者である須網の研究により、形態学的に
は集合管から真皮の毛細リンパ管への逆流
現象がみられ、弁の機能不全が示唆される。
さらに、浅リンパ管同士、あるいは浅深リン
パ管間でのバイパス形成がみられることが
わかっている。(Suami ら Plast. Reconstr. Surg. 
2007) 
（２）リンパ管解剖 
 組織学においてはリンパ管内皮を特異的
に標識するマーカー（LYVE-1 抗体等）の出
現により、免疫組織化学染色によるリンパ管
の同定が可能になり、腫瘍学におけるリンパ
行性転移とリンパ管再生の励起物質との関
連性の研究がはじまっている。その一方で形
成外科医が実際に手術の支柱とするリンパ
系のマクロ解剖学についての情報は現行の
解剖学書においても非常に乏しい。 

屍体を用いて、水銀注入法により描出する
手法などが用いられてきたが  (Sappey ら
Adrien Delahaye (Paris) 1874) 、まだ不十分な
状態であった。研究協力者の須網は新しいリ
ンパ管研究手法（過酸化水素法）を開発し、
ヒト屍体をもちいて集合リンパ管に直接造
影剤を注入し、リンパ浮腫の成因に大きな役
割を持つ集合リンパ管の描出に成功してい
る。(Suami ら Plast. Reconstr. Surg. 2005) 

 
（３）リンパ浮腫動物モデル 

エビデンスのある治療法のために、多くの
研究者たちが後天性リンパ浮腫のモデル実
験系を作ろうと試みてきたが、恒久的なリン
パ浮腫モデルを作るのは困難である(Catarina
ら Cancer Res. 2008)。実験的にリンパ組織、
皮膚皮下組織の除去手術と放射線照射を行
ったラットにおいては数ヶ月の浮腫期間を
持続することが可能である（Mitchel AらPlast. 
Reconstr. Surg. 1990）。一方、実験的に作られ
たリンパ浮腫モデルは必ず治癒することか
ら、治癒過程の肉眼的、組織学的な観察によ
り、リンパ管再生のメカニズムの解明に近づ
けると、我々のグループは着想した。 

 
２．研究の目的 
（１） ラット下肢のリンパ系のマクロ解 
剖を解明する。リンパ節の位置、浅、深リン
パ集合体の走行などを明らかにする。 
（２） ラットのリンパ浮腫モデルを作成 
する。 
（３）ラットのリンパ浮腫モデルの治癒過程
を、形態学的手法を用いて観察し、リンパ管
変性と再生のメカニズムを解明する。 
（４）ラットのリンパ浮腫モデルを用い、実
際にリンパ浮腫に対する手術治療（リンパ管
静脈吻合術や血管柄つきのリンパ組織移植
術）を行い、エビデンスのある外科的手術手
技の確立を目指す。将来的には、ヒトに応用
することを念頭に置き、リンパ浮腫の治療法
の確立を目指す。 
 
 
３．研究の方法 
本実験ではいずれも 250～300ｇの Wistar ラ
ット（雄）を用いた。 
（１）ラット下肢のリンパ系のマクロ解剖 
ラットの下肢の趾尖に
色素を混ぜた６％過酸
化水素水を注入する（図
１－a）。注入された過酸
化水素水は組織中の酵 
素と反応し、酸素の気泡
を発生させる。足背
から中枢に向かって
注意深く皮膚を切開
し、皮下組織の剥離
を行うと、酸素気泡
により膨らんだリン

パ管構造が見出さ     
れ る（図１－b）。リ  
ンパ  管を同定後、プラ
ーで引き伸ばしたガラ
ス（先端径 0.1mm 程度）
を用いて色素を徒手的
に注入する。リンパ管に
注入された染色液は容
易に中枢へ移行し、鼡径
部や腹腔内リンパ節ま
で染色される。（図１－c）
下肢のリンパ集合 管の
走行を観察し、走行分布
の記録を行った。 

（２）ラットのリンパ浮腫モデルの作成 
計画書では鼡径部でリンパ集合体を含む皮
膚、皮下組織を 5mm 幅で全周で除去すること
により、リンパ浮腫モデルを作成する予定で
あったが、この方法では術後の浮腫の強さや
治癒の速度が一定でないため、より安定した
モデルとして、足切断モデルを作成した。 
大腿部を完全切断する。大腿骨はほぼ中央
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図４ 
a:正常 b：術後 3
日 切断部遠位全
体にび慢性にリン
パ液の漏出が見ら
れる。ｃ：術後 14
日 び慢性の漏出
が減少し、毛細リ
ンパ管が多く描出
される。 

図 ２  ラ ッ ト 下 肢 断 面  左 ： HE  
右：podoplanin による免疫染色  

で、動静脈は大腿動静脈を鼡径靭帯の５ｍｍ
末梢で切断する。また、鼡径リンパ節は中枢
に含むようにする。完全に切断した後に、同
部位に再接着を行う。骨固定を行い、筋肉は
疎に縫合し、動静脈吻合を行う。最後に皮膚
を縫合する。浮腫の評価はラット足関節、足
背の周径で行った。 
（３） ラットのリンパ浮腫モデルの治癒過 
程の観察 

① 肉眼的観察：上記（１）の色素注入
法と ICG を用いた蛍光リンパ管造影
法（以降 FLG-ICG 法）での肉眼的観
察：６肢の足切断再接着術後１～６
日、１０、１４日のリンパ管の形態
を観察・撮影記録した。 

② 組織学的観察：正常ラット、リンパ
浮腫作成術後７日、１４日のラット
それぞれ 3匹において大腿全体をホ
ルマリン固定、脱灰し、膝関節部に
おける水平断の組織標本を作成した。
これに podoplanin による免疫組織
化学染色を行い、下肢全体に存在す
るリンパ管の数、形態の変化を観察
した。 

 

（４） ラットリンパ浮腫の外科的治療法の 
模索 

当初の計画では現在広く臨床で行われてい
るリンパ管静脈吻合術を行い、その効果を比
較検討する予定であったが、ラット末梢での
同手術は極めて困難であることが判明したた
め、血管柄つきリンパ節移植術、リンパ管腹
腔内シャント作成術を行った。しかしながら
本実験におけるリンパ浮腫モデルの治癒期間
が短く、手術・非手術例での比較が困難であ
った。そのため、当初の計画にはなかったが、
恒久的リンパ浮腫の作成を試みている。 
 
４．研究成果 
（１） ラット下肢のリンパ系のマクロ解剖 
趾尖皮下のリンパ管は足背に集まり、外側伏
在静脈、坐骨静脈に沿って上行し、膝窩リン
パ節を経て腹側へ向かい、大腿動静脈に沿っ

て上行することが判明した。足内側からのリ
ンパ管は内側の伏在静脈、大腿動静脈に沿っ
て上行し、両者は合流し、主に鼡径靭帯をく
ぐり、腹腔内のリンパ節へ流入していた。ま
た、大腿動静脈に沿って上行した後に浅下腹
壁動静脈と並走し、腹壁皮下へ向かい、鼡径
リンパ節に流入する経路があることも明ら
かになった。ラットのリンパ系の解剖が明ら
かにされたことで、リンパ浮腫に関連する研
究のみならず、癌におけるリンパ節転移に関
する、動物を用いた基礎研究においても応用
が期待される。 
（２） ラットのリンパ浮腫モデルの作成 
浮腫は術後３日でピークとなり、術後 14 日

でほぼ消退することが分かった。（図 2） 
（３）①肉眼的観察：術後２日目から下肢全
体にび慢性にリンパ液のリンパ管外への漏
出が観察され始めた。４日目以降で皮下の毛
細リンパ管が描出され始めた。５日目以降に
切断部を超えて中枢のリンパ管へ流入する
様子が観察され始め、同時にび慢性の漏出は
減少していった。（図 4）これは、上記（２）

の結果と併せ、術後１から 2日では既存のリ
ンパ系ルートが途絶したことによりリンパ
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管外の組織内にび慢性に漏出し、術後 4日目
以降で毛細リンパ管が機能し始めることに
より次第にリンパ浮腫が軽快していると考
えられる。この毛細リンパ管が、既存のもの
であるが、あるいは術後の何らかの因子によ
り新生されるのかを確かめるために、次項の
組織学的観察で確認を行った。 

６．研究組織 
(1)研究代表者 
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②組織学的観察：リンパ管数の平均値は正常
ラットで 318、術後 7 日のものは 523、術後
14日のものは581で術後にリンパ管数が増加
することが明らかとなった。そのリンパ管の
形態に関しては術後の方が管腔面積が大き
いものが多かった。（図 5）現在統計処理を
行っているが、この結果によりリンパ浮腫と
なった後に毛細リンパ管が新生しているこ
とが示唆された。 
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