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研究成果の概要（和文）：　創傷動物モデルとしてマウスの下肢リンパ浮腫モデルとラットの下肢虚血肢モデルを作成
した。それぞれの動物モデルに脂肪幹細胞を投与し下肢リンパ浮腫モデルではリンパ管の再生を確認した。下肢虚血肢
モデルでは、虚血肢の血行改善を確認した。さらに脂肪幹細胞と投与に加え、皮弁を虚血肢に移植すると、さらなる血
行改善を認めた。
 今研究で作成した2つの創傷動物モデルは様々な幹細胞や細胞移植による組織再生、血流改善効果および創傷治癒促進
に応用でき、臨床への新規治療法の開発に役立つと考える。

研究成果の概要（英文）： We have developed two new animal models of a lower extremity lymphedema mouse mod
el and a lower extremity limb ischemia rat model. In the lymphedema model we confirmed regeneration of lym
phatic vessels in the lymphedema model using adipose-derived stem cell transplantation. In the limb ischem
ia model we confirmed the improvement of blood circulation. We found to further improve blood circulation 
using combined adipose-derived stem cells and flap transplantation. 
 We think our two new animal models are available for the development of novel therapies using various ste
m cells and drug agents.
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１．研究開始当初の背景 
様々な体性幹細胞や前駆細胞が創傷治癒

促進あるいは遅延に関与している多くの報
告があった。またやケロイド・肥厚性瘢痕な
どの過剰線維疾患に対しても同様の体性幹
細胞や前駆細胞が関与している報告があっ
た。創傷治癒遅延と過剰線維疾患を一連の疾
患群として捉えられないかと推定し、その病
態や成因に関与する体性幹細胞や前駆細胞
があると示唆されていた。それらの細胞の中
であまり研究がすすんでいない Fibrocyte 
(ファイブロサイト、線維細胞)は循環血中の
単核球細胞分画に存在し、組織修復に関与す
るさいぼうとして同定されており、細胞外マ
トリックスの産生、筋線維芽細胞前駆細胞な
どの報告があり、創傷治癒や過剰線維疾患に
かかわりが深いと類推し、Fibrocyte の細胞
の分離・同定および皮弁生着・延長・創傷治
癒効果に対する基盤研究を提案させて頂い
た。 
 

２．研究の目的 
(1) Fibrocyte の分離、同定、回収および培
養を行う。 
 
(2)創傷動物モデルに Fibrocyte あるいはほ
かの体性幹細胞を移植し、皮弁生着や創傷治
癒効果を検討し、評価する。 
 
３．研究の方法 
(1) Fibrocyte の抽出と培養および脂肪幹細
胞の抽出と培養 
①近交系マウス(BALB/C、雌)から採取した全
血よりフィコールを使用して単核球細胞分
画 を 採取し フ ローサ イ トメト リ ー で
Fibrocyte の 膜 表 面 マ ー カ ー で あ る
CD45,CD34,ビメンチン陽性細胞数を計測す
る。 
 
②マウスの全血より単核球細胞分画を採取
し細胞培養を行い、増殖後、フローサイトメ
トリーで①の抗体の陽性細胞数を計測する。
培養条件を調整して陽性細胞が安定して採
取できるようであれば、フローサイトメトリ
ーで陽性細胞だけ回収し解析および創傷動
物モデルへの移植へ使用する。 
 
③マウスあるいはラットの鼡径部あるいは
腹腔内（生殖器周囲、後腹膜）から脂肪組織
を採取し、セレースで処理により、細胞抽出
し、培養を行う。培養増殖後に培養液をデキ
ザメサゾンやインシュリンなどが入った分
化培養液へ交換し細胞が脂肪細胞へ分化す
ることを確認する。必要であれば、フローサ
イ ト メトリ ー で細胞 膜 表面マ ー カ ー
（CD39,CD90 など）を確認する。培養増殖し
た細胞は創傷動物モデルへの移植に使用す
る。 
 
(2)マウス下肢リンパ浮腫モデルの作成と脂

肪幹細胞移植によるリンパ管再生 
①マウスの鼡径部に 30Gy の X線を照射し、1
週間後、同部の皮膚を全周性に切開し、事前
に蛍光色素を使ったリンパ管蛍光造影で同
定していたリンパ節と集合リンパ管を顕微
鏡下に除去する。切開した皮膚は隙間を作る
ように筋肉に縫着する。 
 
②①で作成した下肢リンパ浮腫モデルの患
肢に培養増殖した脂肪幹細胞を局注し、リン
パ管蛍光造影、肉眼的および病理学的評価を
行った。 
 
(3)ラット下肢虚血肢モデルの作成と脂肪幹
細胞移植および皮弁負荷による虚血改善 
①ラットの下肢に 30Gy の X 線を照射し、鼡
径部に皮膚切開を加え、顕微鏡下に下肢を栄
養している血管（動静脈）を切離する。足底
部に皮膚欠損創を作成する。 
 
②①で作成した虚血肢モデルに患肢に培養
増殖した脂肪幹細胞のみを局注する群、脂肪
幹細胞を局注および腹壁皮弁を患肢に移植
する群およびコントロール群（①以外の処置
を行わない群と皮弁の代わりに植皮を行う
群の 2群）で肉眼的評価、足底の創傷治癒の
評価および血流ドップラーでの血行改善の
評価を行った。 
 
４．研究成果 
(1) マウス全血より単核球細胞分画を採取し
フローサイトメトリーでFibrocyteの膜表面
マーカーであるCD45,CD34,ビメンチンがすべ
て陽性の細胞を確認したが陽性細胞数は少量
であったため、単核球細胞分画を採取し、細
胞培養を行った。しかし、Fibrocyteの形態を
維持したままの細胞増殖は困難で、様々な培
養条件を試みたが成功しなかった。したがっ
てFibrocyteの解析も実験できなかった。また
、創傷動物モデルにも、移植する十分な数の
Fibrocyteが培養増殖できなったので、脂肪由
来幹細胞を移植して評価した。 
 
(2) 下肢リンパ浮腫モデルに脂肪幹細胞を移
植しない群ではリンパ管の再生は認めなかっ
たが、脂肪幹細胞を注入した群では、肉眼的
に浮腫が改善し、リンパ管蛍光造影法および
病理学的解析でリンパ管の再生を確認した。
現在、リンパ浮腫の治療はリンパ管静脈吻合
が一定の効果が得られているが、罹病期間が
長いリンパ浮腫の患者では、バイパス効果の
高いリンパ管がないことがあり、リンパ管静
脈吻合が行えないことが多い。そのような患
者にも幹細胞投与によるリンパ管再生が期待
され、新規治療法になりうる方法だと考えら
れる。 
 
(3) 下肢虚血肢モデルに脂肪幹細胞を移植



しない群では血行および足底の皮膚欠損創
の改善はなく、半数は下肢が壊死になるが、
脂肪幹細胞移植群では下肢が壊死になるこ
とはなく、血行改善および皮膚欠損創の治癒
を認めたが、脂肪幹細胞と皮弁の同時移植群
のほうが、さらに高い血行改善を認めた。 
現在、虚血肢に対して幹細胞移植が試みられ
ているが、高い治療効果は認めていないのが
現状である。今研究で高い効果を認めた幹細
胞と皮弁の同時移植を行うことで、幹細胞移
植のみで改善しなかった虚血肢への治療効
果が期待できると考えられる。また、この下
肢虚血肢モデルは他の幹細胞や薬物の効果
判定にも応用できると思われる。 
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