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研究成果の概要（和文）：本研究は，未だ有効な治療法が確立されていないリンパ浮腫に対して，単核球細胞移植治療
の可能性を研究，開発するものである．マウスによるリンパ浮腫モデルに対する単核球細胞移植を行い，浮腫の軽減効
果，有効な移植経路，リンパ管新生の有無，リンパ管新生の機序を明らかにする事を目的としたが，マウスtail，後肢
に二次性リンパ浮腫作成を試みたが，いずれも自然軽快が認められ慢性リンパ浮腫モデルとして適当なモデルが確立で
きなかった．

研究成果の概要（英文）：Is it possible transplantation of mononuclear cells induce anatomical and function
al lymphangiogenisis for lymphedema ? We create the secondary lymphedema models of mouse tails and hind le
gs, but could not get the good chronic lymphedema models, because their lymphedema improved naturally in a
 few weeks.
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１．研究開始当初の背景 
リンパ浮腫は，「リンパの輸送障害に組
織間質内の細胞性蛋白処理能力不全が加わ
って高蛋白性間質液が貯留した結果起きる
臓器や組織の腫脹」（Foeldiらによる定義）
であり，乳癌や子宮癌の手術や放射線治療
によりリンパ系の輸送障害が発生した場合
や，先天的なリンパ管の発育不良が原因と
なる．しかし，リンパ浮腫に対する薬物治
療，手術療法などの有効な治療法は確立さ
れておらず，現在では劇的な改善，永続的
な完治はほぼ不可能であり，唯一「複合的
理学療法」を一生涯にわたり実践，継続す
るしかないと考えられている． 
今までに我々は，血液アフェレーシスに
より採取した自己リンパ球を患肢中枢側の
動脈から注射すると劇的に浮腫が軽減する
症例があることを見いだし報告した(Katoh 
I: Jpn. J. Surg. 14: 331-334, 1984)．以
後，そのメカニズムについ究明し，リンパ
球動注後の浮腫液にはある種の蛋白が出現
し，その蛋白分解能が浮腫軽減の一役を担
っている可能性があること(Egawa Y: 
Lymphology 26: 169-176, 1993) ，
Indium-111でラベルされたリンパ球が動注
後の患肢で長期にわたり停滞していること
(Yoshizumi M: Lymphology 27(Suppl): 
278-281, 1994)，注入する自己リンパ球中
や動注後の血液中ではL-Selectin濃度が高
く，接着分子の関与が示唆されること
(Ogawa Y: Lymphology 32: 151-156, 1999)
を報告してきた．しかし，本治療も効果は
永続せず，そのメカニズムも完全には解明
されていない． 
また，近年の再生医療の進歩に伴い重症
の動脈閉塞性疾患に対してはVEGF遺伝子や
骨髄または末梢血幹細胞移植による血管新
生が試みられるようになってきているが，
リンパ管再生に関する報告は少ない．最近
になり２次性リンパ浮腫に対しVEGF-C遺伝
子(Yoon YS: J Clin Invest. 111: 717-725, 
2003)やHGF遺伝子(Saito Y: Circulation 
114: 1177-1184, 2006)によるリンパ管新生
の実験的報告がなされてきているが，幹細
胞移植によるリンパ管新生の報告はまだ見
あたらない． 
単核球細胞移植による再生医療の可能性
に関して言えば，我々は，マウス
monocrotaline誘発肺高血圧モデルに対し、
経静脈的な同種骨髄単核球細胞移植が肺
血管床の質的、量的な改善をもたらし、そ
れがVEGF-VEGFRによるパラクリン系を介
する血管新生によって惹起され、結果とし
て肺高血圧が改善すること、この治療的血
管新生は肺血管床の増加によって肺循環
を改善する有効な手段となる可能性があ

ることを見出した(Yoshida H: Ann Thorac 
Surg 88: 418-425, 2009)． 
また臨床では，我々は重症虚血肢に対し
血液アフェレーシスにより採取した末梢血
単核球を患肢筋肉内に投与を行い，その有
効性を報告したが (Iwase T: Shikoku acta 
medica 62: 137-141, 2006)，これに用いた
細胞は，当時リンパ球動注療法にリンパ球
と称して用いた細胞に他ならなず，投与経
路は違うもののリンパ浮腫に対する細胞移
植治療を我々は既に行ってきたことになる． 
しかし，決定的な治療法に欠ける本疾患に
対する一般臨床医の関心は低く，患者は腫れ
る腕や足をかかえ，一生これと付き合ってい
くことを強いられている．有効な薬物療法，
手術治療がない現在，リンパ浮腫に対する有
効な治療法を開発するのは，医療に携わる者
の責務と考えられた． 
 
２．研究の目的 
リンパ浮腫に対する細胞移植治療の有効
性について探求する．すなわち，リンパ浮腫
（マウスによるリンパ浮腫モデル）に対する
幹細胞移植において以下の点を明らかにす
る． 
(1)浮腫を軽減するかどうか？ 
(2)有効な移植経路は，①患肢への局所投与，
②患肢中枢側動脈内投与のどれか？ 
(3)リンパ管新生が行われるか否か？まず骨
髄幹細胞を用いた細胞移植を行い，その有効
性が確認できれば末梢血幹細胞においてそ
の効果を確認する． 
以上の点につき本研究で明らかにする． 

 
３．研究の方法 
〈実験モデルの作成〉 
当初モデル作製に際しラットの使用を考
えていたが，実験施設環境，実験の効率化，
簡便性を考え，実験動物としてラットではな
くマウスを使用した． 
(1)マウスtailリンパ浮腫モデル：週齢8-9
の雌性B6マウスを用い，リンパ管を同定する
ために0.5% Patent blue 0.2mlを左後肢先端
の皮下に注入する．tail基部にて全周性の皮
膚切開と尾動静脈は温存しつつ皮下組織お
よびリンパ管郭清を行い，体幹とtailとの間
に2-4mmの間隙を作成する．創縁は全周にわ
たり電気メスにて焼却を加えるだけで放置
し二次治癒を待つ． 
(2)マウス後肢リンパ浮腫モデル： tailと同
様な手技にて片側鼠径部の皮下組織および
リンパ管郭清し，創縁を電気メスにて焼却を
加えるだけで放置し二次治癒を待つ． 
(3)いずれのモデルも術後経時的に，tailま
たは下肢の周囲径を計測，創部が治癒し，リ
ンパ浮腫が形成されるのを確認する． 



〈骨髄幹細胞の採取と分離〉 
ドナーと同種系のマウスを使用する． 
炭酸ガスにて安楽死させた後，大腿骨，脛骨，
上腕骨，橈骨から骨髄を採取する． 
骨髄中の赤血球をlisin bufferにて溶血，洗
浄し白血球成分のみを抽出する． 
抽出液にCD34-FITC抗体を混合した後，MACS 
beads法にて幹細胞のみを分離，採取する． 
〈骨髄単核球細胞のリンパ浮腫モデルへの
移植〉 
(1)術後２週間後，Pentobarbital sodium 
50mg/kg の腹腔内投与による麻酔下に，リ
ンパ浮腫を作成したマウス tail のリンパ
管の状態を ICG を用いた赤外観察カメラシ
ステムを用いて観察する． 
(2)５匹を犠牲死させ，リンパ浮腫を作成し
たマウス tail，後肢をホルマリン固定し，
病理学的検討に用いる． 
(3)作成したリンパ浮腫モデルラットを以
下の群（それぞれ n=10）に分類し，骨髄単
核球細胞を投与する． 
① ラット tail へ局所投与：骨髄幹細胞 1
×107個/0.25ml を手術部位の中枢側３
カ所，末梢側３カ所にそれぞれ 0.1ml
ずつ局注する． 
② 動脈内投与：手術部位中枢側を切開し，
尾動脈または大腿動脈を剥離，これへ
骨髄単核球細胞 1×107個/0.25ml を動
注する． 
〈リンパ浮腫に対する骨髄単核球細胞移
植の有効性の検討〉 
(1)tail，後肢周囲径の計測 
骨髄単核球細胞移植後，7日，14 日，21 日，
28 日，35 日に tail，後肢の周囲径を計測
する 
(2)新生リンパ管のマクロ的観察 
骨髄単核球細胞移植後，14日，35 日にリン
パ浮腫モデルのマウス tail のリンパ管の
状態を赤外観察カメラシステムを用いて観
察する． 
(3)新生リンパ管の病理組織学的観察 
①骨髄単核球細胞移植後，35 日にリンパ浮
腫モデルラットを犠牲死させ，ラット tail
をホルマリン固定し，パラフィン包埋する． 
②摘出標本において以下の項目を観察，評
価する． 
ⅰ）HE染色にて摘出ラットtailの上皮，
皮下組織におけるリンパ浮腫の状態の観察，
リンパ管新生の観察 
ⅱ）蛍光顕微鏡にて，移植した単核球細
胞の局在を調べる． 
ⅲ）Western blot analysis により，リ
ンパ管新生に関与する VEGF-C, VEGF 
receptor3 の発現を測定，定量化する． 
ⅳ）Immunohistochemical analysis：抗
VEGF receptor 3 抗体にて染色後，抗 VEGF 

receptor 3 抗体陽性血管（リンパ管）の数
を測定． 
以上の項目を上記 5群で比較・検討する． 
 
４．研究成果 
(1)マウス tail の 2次性リンパ浮腫モデル 
Tail の経時的変化として，術後約 1週間で
最大の腫脹が認められる傾向にあったが，
個体によって浮腫の程度に差が認められ
(tail 周囲径の術前比 95-150%)，またこの
腫脹は放置した場合でも数週間で自然軽
快した． 
(2)以上の結果を踏まえ，体幹と tail の郭
清による皮下の間隙を 1cm まで拡げたが，
同様な結果であった． 
(3)郭清部の皮膚断端を皮下に縫着し郭清
部のリンパの再疎通が起こりにくいと思
われる状況を作製したが，一時的な浮腫形
成に終始した． 
(4)tail でのリンパ浮腫モデル作製を断念
し，マウス後肢にてリンパ浮腫作製を行っ
た．Tail モデルと同様に術後 7日に最大周
囲径となるが，その後 14 日～21 日で自然
軽快した． 
(5)tail および後肢リンパ浮腫モデルの作
製において，①リンパ管同定の困難性．②
個体によって浮腫の程度に差が認められ，
概ね一時的な浮腫はできるが自然軽快す
る．このため，細胞移植を行う前に多数の
個体で浮腫の軽快が認められ，細胞移植の
効果が判定できない状況となった．郭清幅
の変更や郭清部の皮膚断端の処理法の変
更など改良を行ったが，以前安定したモデ
ルが得られなかった．  
(6)リンパ浮腫モデルが確立できれば，単
核球の採取と静脈内投与の方法について
はすでに単核球移植による肺血管床新生
の研究において確立されている．リンパ管
新生に対する評価方法やそのメカニズム
解明においても同様な方法論が利用でき
ると考える． 
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