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研究成果の概要（和文）：　難治創傷の内でも重症下肢虚血(CLI)は、特に患者状態や状況によって通常の血行再建術
が適用できない場合があり、現存の血行を維持しつつ遊離皮弁や全く下肢血行とは独立した血行支配の局所皮弁で治療
する事などが選択されることがある。放射線障害は組織線維化を引き起こし、創傷治癒にとって不利であり、外科手術
単独では障害範囲が明白でなく局所血行安定部位が救肢することは困難な事が多い。脂肪由来幹細胞（Adipose-derive
d Stem Cells, ASCs）は下肢虚血モデルに有用とされており、細胞の担体として、放射線照射されていない腹部遠隔脂
肪弁による血行付加しASCsは血行付加と共に有効であった。

研究成果の概要（英文）：Treatment of critical limb ischemia is sometimes difficult due to the patient’s 
condition. The hindlimbs of Sprague-Dawley rats, after 20 Gy X-ray radiation and surgical occlusion, were 
divided with superficial fascial flap, 5.0 × 106 adipose-derived stromal/stem cell (ASC) and both 
combined. There were no significant differences between the flap alone and ASC alone treatment groups. 
Wound healing was significantly increased in the combined treatment at 1 week and there was no wound by 2 
weeks except for the no flap and no ASCs group. Von Willbrand factor, blood vessel, showed a significant 
increase in the combined treatment group, both at 1 week and 2 weeks. In the cell tracking, at 2 weeks, 
the GFP-tagged ASCs were significantly more positive in the no flap group than in the flap group. ASCs 
may be a potent cell source in radiated and occluded limbs by enhancing tissue blood flow and blood 
vessel density.

研究分野： 形成外科
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１．研究開始当初の背景 
 
創傷治癒における創傷治癒遅延と、ケロ

イド・肥厚性瘢痕などの過剰線維疾患
(Fibro-Proliferative Disorder)と創傷治
癒遅の代表である放射線障害、続発性リン
パ浮腫を幹細胞の関与した一連の疾患群
として捉えられないかと推定し、その場合
の介在因子として、幹細胞とそれを制御す
る神経系、特に 神経成長因子(Nerve 
Growth Factor, NGF)に着目し、発現程度・
分布、転写調節様式について調査すること
で、神経系のなかでも特に交感神経系、一
次感覚ニューロンと創傷の関係、更に痛み
に関連して、傷害受容体(nociceptor)や機
械刺激痛覚などとの関連を調査し、ケロイ
ド、放射線障害に伴う疼痛、掻痒とそれに
伴う二次的な局所の炎症・浮腫への関連を
研究するものである。これまで諸家により
ケロイドの病因解析と予防・治療法に貢献
する重要な知見が報告され、今後の治療法
の開発が期待されるが、当科でも神経系と
創傷に関連して、知覚神経（大腿神経・伏
在神経）再生検討した足底パンチ孔創傷治
癒は間葉系幹細胞へ血管茎付浅腹壁結合
織膜弁をキャリアーとして用いると直接
改善効果を認め、組織像で神経再生を促進
するのみならず、機能的にも神経伝達速度
の有意な改善、神経軸索の再生となったこ
とから、創傷と神経支配・神経再生に対す
る詳細な研究への動機となった。またマウ
ス放射線照射後続発性リンパ浮腫モデル
において、自家脂肪由来幹細胞は容量依存
的に創傷治癒及び、リンパ流再生について
検討しており、ラット足底部切開創での創
傷治癒過程におけるNGFの発現(Wu, Brenna 
TJ, et al. Anesthesiology 107: 128-135, 
2007)の経過観察の報告があるものの、神
経形成と線維化、神経と疼痛に焦点を絞っ
た研究は見あたらない。更に一連の創傷治
癒機転における時間軸毎の評価はなされ
ていなかった。本研究では、特にケロイド
治療目的などのために使用する放射線に
よる放射線障害（浮腫、疼痛、掻痒感亢進、
局所の持続する炎症、潰瘍、壊疽、壊死な
ど）一連の治療課題として検討するもので
ある。 

 
２．研究の目的 

 重症下肢虚血(CLI)では、特に患者状態や
状況によって通常の血行再建術が適用でき
ない場合があり、現存の血行を維持しつつ遊
離皮弁や全く下肢血行とは独立した血行支
配の局所皮弁で治療する事などが選択され
ることがある。放射線障害は２Ｇｙ程度の照

射から 24～48 時間の早期から、局所組織酸
素分圧を低下させ、１２Ｇｙ照射では、３～
4年で組織線維化を引き起こし、創傷治癒に
とって不利であり、外科手術単独では障害範
囲が明白でなく局所血行安定部位が未確定
のため救肢することは困難な事が多い。脂肪
由来幹細胞（Adipose-derived Stem Cells, 
ASCs）は下肢虚血モデルに有用とされており、
細胞の担体として、放射線照射されていない
腹部遠隔脂肪弁による血行付加の効果と共
に検討した。 

  
３．研究の方法 
 
 （１）脂肪由来幹細胞の準備精製 
10 週令雄性ＳＤラット及び green 

fluorescent protein (GFP)遺伝子改変（付
加）SD ラットを用いてそけい部から採取した
脂肪組織(5.25g)を 4mmm 大に細片化し、攪拌
細分化後、コラーゲン溶解酵素を用いた 37℃、
35 分間消化分解した。懸濁液は、200 × g、
4℃で 5 分間遠心分離し、沈殿物は 1:1 の
MSCND と ES 培地液で培養し、幾何級数成長ま
で維持し、回収には 200×g、5分間二酸化炭
素孵卵器で酵素処理し、初代培地から 5継代
までを細胞移植など実験に使用した。 
 
（２）ラット虚血下肢モデル作成と実験群 
  定時明暗、室温、湿度管理した長崎大学
動物実験施設で、長崎大学施設基準承認後
（#1008030872-3）、300-400ｇの 10 週令雄性
ＳＤラットを用いて、左下肢全体に 20Gy の
電離放射線照射し、非放射線部位の下腹部か
ら浅腹壁血行を茎とする脂肪弁が左足背に
到達可能出あることを確認し、元の位置に再
縫合した。その後総腸骨動脈の分枝は大腿動
脈を含め浅腹壁動脈以外は全て結紮 切離
した。 

 
 
実験動物は n=20 以降 4 群に分け、左足背

への下腹壁皮弁の有無（無の場合には皮膚を
切離して植皮）、ASC を下肢全体に注入の有無
で分けた。対照として、下腹壁皮弁も ASC 注
入も実施せず放射線照射のみの群を検討し
た。 



 
また GFP SD ラットからの ASC は下腹壁弁の
有無各々に n=10 注入実験した。 

 
各々の動物の測定には4mmのパンチ孔をあけ、
創傷治癒時期を 2週までに検討した。 
 
下肢組織の非接触性レーザー血流計にて対
側（右側）の血流との比で組織血流を、von 
Willbrand 因子に組織内の血管新生、GFP の
組織内での動向を 1週、2週で検討した。 
 
４．研究成果 
 
（１）腹壁弁群（グループ 3、4）及び ASC 細
胞治療群（グルーぴ 2）は全例下肢は生存し
たが、細胞なし、腹壁弁なしのグループ1は、
半数が壊死（壊疽）となった。壊死（阿蘇）
した動物は以降の解析には用いなかった。 

 
（２）血行 
 1 週ではグループ 4（腹壁弁＋ASC）群が他
群と比較して優位に血行改善した(P<0.01).。
血流程度は、以降グループ 2（皮弁なし＋細
胞）群、グループ 3（皮弁＋細胞なし）群、
グループ 1 群の順番となりグループ 1，2，3
間での有意差はなかった。2 週ではグループ
4 が他の 3 群と比較して優位に有意に高値を
示し、グループ 3はグループ 1と比較して有
意に高値であった（P<0.05）。 

  
（３）創傷治癒 

 足底の創傷治癒は、4mm パンチ孔で開け、
当初 12.56 mm2であったが、1週の対照、グル
ープ 1、グループ２，グループ 3、グループ 4
では各々 3.3 ± 2.96, 11.0 ± 1.84, 10.1 
± 3.48, 10.2 ± 3.63 and 4.3 ± 2.59 mm2, 
であり、グループ 4 はたの 3 群と比較して、
有意に創傷治癒促進していた（p<0.01）。. 
2 週ではグループ 1 は 1, 7.1 ± 3.99 mm2の
創を認めたが、他は完全に閉鎖した。 

 
（４）von Willebrand 因子免疫染色 
 1 週では対照群では、 23.7 ± 1.52 細

胞／視野、グループ 1、グループ２，グルー
プ 3、グループ 4 では各々、  4.3 ± 1.15、
10.5 ± 2.08、 8.2 ± 28、16.0 ± 3.00 細
胞／視野であった。1 週ではグループ 4 がグ
ループ1-3のいずれとの比較でも優位に高値
となった（P<0.01:グループ 1 と 3、P<0.05:
グループ２）。グループ２はグループ 1 と比
較して優位に高値であった P<0.05)。 
2 週では、グループ１、グループ２，グルー
プ３，グループ４では各々 7.3 ± 2.08、 
18.7 ± 1.63、15.8 ± 1.92、 22.7 ± 1.75 
細胞／視野であった。グループ 3はグループ
1と比較して有意であった（P<0.01）。 
1 週、2 週でグループ 2 と 3 の間に有意差は
なかった。 

 
（５）GFP の組織内での発現 
GFP の発現は、非脂肪弁群では 47.7 ± 21.22 
細胞／視野、脂肪弁群で 20.8 ± 8.58 細胞
／視野で有意差を認めた (p<0.01)。 



 
（６）まとめ 
 浅腹壁脂肪弁は、細胞やサイトカインの

担体として既に報告しているが、放射線障害
下肢モデルでも有用であることが分かった。
Von Willebrand 因子は組織内の血管数を明
示化し血行の客観的評価となる。血管数は 1
週で、グループ２（脂肪弁なし＋ASC 細胞）
群とグループ 4（脂肪弁＋ASC）群がグループ
１（脂肪弁なし＋ASC なし）群と比較して有
意に高値であり、グループ 4は 2週でも他の
3群と比較し有意に高値となった。 
GFP は脂肪弁無群は脂肪弁群とひかくして、
有意に 2倍の高値となった。移植 ASC は脂肪
弁無群、放射線照射後の無血行環境ではより
分化更新していくものと推察された。結論と
して、最も効果的な下肢の血行再建は ASC に
血管茎付脂肪弁で治療した群であり、2 週ま
でにASCは増殖し移植後分化もすると考えら
れた。 
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