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研究成果の概要（和文）：本研究課題では，ヒトの皮膚を高度に再現する3次元ヒトモデルの構築を目指し，世
界で初めてリンパ管網を内在する3次元ヒト皮膚モデルを作製することに成功した。またリンパ管網を含有する
真皮層モデルならびにリンパ管内皮細胞の単層培養系に低出力パルス超音波を照射し，超音波がリンパ管新生を
促進する可能性を示すことができた。

研究成果の概要（英文）：In this study, we aimed to construct a three-dimensional human skin model 
that highly mimic the human living skin. We have successfully created the human skin model with the 
network of lymphatic vessels for the first time in the world. 
 Additionally, we irradiated a monolayer of lymphatic endothelial cells and a dermis model 
containing lymphatic network with low intensity pulsed ultrasound, and demonstrated the ultrasound 
have the potential to promote lymphangiogenesis.

研究分野：解剖学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　がんに対する手術療法や放射線療法が進歩し生命予後を改善している一方で，治療の副作用としてのリンパ浮
腫に悩まされている患者も多い。これまでに我々は，放射線によりリンパ管ネットワークを破綻させたラットに
超音波を照射することで，皮下のリンパ管新生が誘導される可能性を見出している。しかし，動物実験で得られ
た成果を直接ヒトに適用することへの危険性も同時に指摘されている。
　本研究課題では，ヒトの皮膚を高度に再現する3次元ヒト皮膚モデルの構築とともに，超音波照射によるリン
パ管新生を促進する可能性を見出している。これらの成果は，新しいリンパ浮腫治療法の開発の基盤になると考
える。

※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。



１．研究開始当初の背景 
がん手術などによるリンパ節郭清に起因したリンパ管ネットワークの破綻であるリンパ浮腫
は患者の Quality of Lifeを低下させる大きな問題となっている。しかし，リンパ浮腫の治療方
法は，外部から力を加えて組織液の排液を促す複合的理学療法などの対症療法，もしくは残され
たリンパ管と周囲の静脈をつなぐリンパ管静脈吻合術のような限られた施設でのみ行われてい
る侵襲的な外科療法しかなく，いずれの方法でも完治は困難である。 
近年，血管やリンパ管の形態形成において，流れや超音波，電気刺激といった物理的な刺激が
重要な役割を果たしていることが明らかになってきている 1)。中でも超音波は，虚血組織に対し
て phosphoinositide 3-kinase (PI3K) signalを介した血管新生を誘導することが報告され 2)，既
に狭心症患者に対する臨床研究も開始されている非常に有用な非侵襲的治療ツールである。同
様に，リンパ管新生を促進するシグナルの一つとして PI3Kの重要性が最近動物実験によって明
らかにされている 3)。また，我々は放射線によりリンパ管ネットワークを破綻させたラットに超
音波を照射することで，皮下のリンパ管新生が誘導される可能性を見出している(未発表)。これ
らのことから超音波はリンパ管新生を通じた新しい非侵襲的なリンパ浮腫治療法として期待で
きるものである。しかし，これまでの研究結果は実験動物によるもののみであり，この治療方法
を臨床応用へと繋げるためには，まずヒトの試料を用いて，その基盤となる超音波によるリンパ
管新生メカニズムと照射条件を明らかにし，エビデンスを構築する必要がある。 
 
２．研究の目的 
機能的なリンパ管ネットワークを持ったよりヒトに近い in vitroモデルを構築し，このモデル
を用いて超音波のリンパ管新生誘導に対する有効性を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
1) リンパ管網含有 3次元ヒト皮膚モデルの構築方法 
ヒト皮膚線維芽細胞（NHDF）ならびにヒト皮膚リンパ管内皮細胞（HDLEC）を 37℃，5% CO2 濃
度下で拡大培養した後，剥離・回収した。回収した NHDF に Layer-by-Layer  (LbL) 法 4)を用い
て，フィブロネクチン（FN）とゼラチン（G）でナノフィルムコーティングした後，24-well 用
Transwell® insertに 0.5 層分の HDLEC を 4 層分の NHDF でサンドイッチ状に挟み込むように積
層化してリンパ管網を含有する真皮層を作製した（従来モデル）。 
 また，真皮層をより生体類似のモデルとして再現することを目的として 1 層分の reticular 
cell を FN/G ナノフィルムコーティング後，0.5 層分の HDLEC と混合し，4 層分の NHDF でサン
ドイッチ状に挟み込むように積層化するモデルも作製した（reticular cell 混合モデル）。 
 これらの真皮層を作製後，その表層を 0.04 mg/ml TypeIV collagen でコーティングし，拡大
培養した正常ヒト表皮角化細胞（NHEK）を 3層分播種した。その後，10% FBS 含有 DMEM と EpiLife
™の等量混合培地に 25 µg/mlアスコルビン酸を添加した培地を用いて air-lift培養を 7 日間行
い，真皮と表皮より成る皮膚モデルを構築した。 
構築された皮膚モデルを光学・電子顕微鏡を用いて解析した。 
 
2) 真皮層（従来モデル）に対する超音波照射 
 上述の従来モデルの真皮層を構築後，超音波（強度:0.3 w/cm2, 周波数:1.5 MHz，頻度:10 分
/day）を 3日間，Transwell® insertの底面より照射した。最後の照射から 24時間後に 3次元
組織を固定・染色し，リンパ管網の形成を非照射群と比較・検討した。 
 
3) ヒトリンパ管内皮細胞単層培養に対する超音波照射 
HDLEC単層培養に対する超音波照射の効果を検証するためにscratch assayを実施した。HDLEC
を 100%コンフルエントに達するまで 24well プレートで拡大培養し，200 µlピペットチップを
使用して各 well 中央部分にギャップを形成した。続いて超音波照射群では well 上方から超音
波（強度:30 mw/cm2, 周波数:3.0 MHz，頻度:10 分/day）を 1日 1回計 2回照射した。そして照
射群ならびに非照射群の 24 時間後，48時間後のギャップの閉鎖状態を観察・比較した。 
 
４．研究成果 
1) リンパ管網含有 3次元ヒト皮膚モデルの解析結果 
従来モデルでは，真皮層にリンパ管内皮マーカーの一つである LYVE-1 陽性の拡張した毛細リ
ンパ管網が形成されていた。また真皮層の厚さは約 70µmで，細胞外基質に比して線維芽細胞が
密に存在していた。一方，reticular cell 混合モデルでは，真皮層の厚さは約 95 μmで従来モ
デルに比べて厚くなっており，細胞密度も小さくなっていた(Fig. 1a-d)。リンパ管構造は
reticular cell 混合モデルでは，従来モデルのような管腔の拡張は認められず，密な網を形成
していた(Fig. 1e)。表皮については，階層的に分化が進行し，角化を含む厚い表皮層の形成が
確認された(Fig. 1f)。 
以上の結果から，本研究課題では従来モデル，reticular cell 混合モデルともに真皮層にリ
ンパ管網を含む 3次元ヒト皮膚モデルの構築できたと考えられる。また，生体における脈管網の
周囲には細網線維が密に分布していることからも reticular cell をリンパ管網周囲に播種する
ことで，よりヒト生体のリンパ管に近い構造を形成することができると考えられた。 



 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2) 真皮層（従来モデル）に対する超音波照射の結果 
超音波照射群ならびに非照射群ともに 3 次元組
織全体に LYVE-1（リンパ管マーカー）ならびに CD31
（内皮細胞マーカー）共陽性のリンパ管網が形成さ
れていたおり，非照射群と比較して照射群ではCD31
（内皮細胞マーカー）の蛍光強度が低下し，LYVE-1
（リンパ管マーカー）の蛍光強度が増加する傾向が
みられた(Fig. 2)。このことから超音波照射によ
り，リンパ管形態形成を促進する可能性が考えられ
た。しかし，3次元組織は組織構築のためにウシ胎
児血清含有の培地を使用しており，超音波による作
用よりも種々のサイトカインが強く影響した可能
性がある。このことから，よりシンプルな単層培養
系で超音波の照射条件を検証していく必要がある
と考えられた。 
 
3) ヒトリンパ管内皮細胞単層培養に対する超音波照射の結果 
超音波照射群で有意にギャップの面積が減少
しており(Fig. 3)，超音波によるリンパ管新生
の可能性が示された。 
今後は関連分子などの機能形態変化をさらに詳
細に追求し，リンパ管新生誘導に対する新しい
治療法の確立につなげていく。 
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Fig.1 リンパ管網含有 3次元ヒト皮膚モデルの組織像。a, c. 従来モデル組織切片像。真皮層に LYVE-1 陽
性の拡張したリンパ管が見られる。 b, d, e, f. reticular cell 混合モデル。b, d. 組織切片。リンパ
管の拡張が抑えられ，従来モデルに比べて豊富な細胞外基質により真皮層も厚くなっている。e. 真皮層
Whole-mount 標本の CD 31 に対する免疫染色像。3次元的に広がるリンパ管のネットワークが見られる。
f. 表皮層の TEM 像。表皮層の階層的な分化が見られる。 

Fig. 2 従来モデルにおける真皮層 Whole-mount 標本の
CD 31(red)ならび LYVE-1(green)に対する免疫染色像。
a. 非照射群。b. US 照射群。US照射群で CD31 陽性の脈
管が減少し，LYVE-1 陽性の脈管が増加している。 

Fig. 3 Scratch assay の結果 
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