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研究成果の概要（和文）：リンパ浮腫はリンパ管の閉塞や破壊により組織間質のリンパ液排出不全によって生じる。リ
ンパ浮腫は患者のQOL 低下させるが、現状では対症療法が主で根本的治療は未だない。我々は新しいリンパ浮腫治療法
の確立のため、リンパ管再生療法に関する研究を行った。動物モデルを用いて脂肪組織由来幹細胞（ADRC）移植により
、毛細リンパ管を再生してリンパ浮腫が改善するか否かを検討した。マウス尾部リンパ浮腫モデルにおいて、ADRC移植
により局所のリンパ管が再生されリンパ浮腫が改善した。機序として、ADRCから分泌されたVERGF-Cがリンパ管内皮を
刺激したり、リンパ管内皮前駆細胞の動員を増強させた可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Lymphedema is a serious clinical problem that occurs after surgical resection of c
ancers. We report that implantation of adipose-derived regenerative cells (ADRCs) can induce lymphangiogen
esis in a mouse model of lymphedema.
ADRCs were isolated from C57BL/6J mice. To examine the efficacy of ADRC implantation in vivo, we establish
ed a new mouse model of tail lymphedema. Lymphedema was improved significantly by local injection of ADRCs
. Histological analysis revealed that lymphatic capillary density was greater in the ADRC group than in th
e PBS-injected control group. Tissue expression of vascular endothelial growth factor C (VEGF-C) was great
er in the ADRC group than in the control group. ADRCs released VEGF-C, which stimulated lymphangiogenesis.
 Implantation of ADRCs also enhanced recruitment of M2 macrophages, which served as lymphatic endothelial 
progenitors.  In conclusion, implantation of ADRCs could be a useful treatment option for lymphedema by me
diation of lymphangiogenesis.
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１．研究開始当初の背景 
 リンパ浮腫はリンパ管の閉塞や破壊により

起こる浮腫で、主にガン治療でのリンパ節郭

清術や放射線・抗ガン剤治療を原因とするこ

とが多い。子宮ガンや乳ガンなどの手術後に

多く発生し（術後５〜２０％前後）、現在国

内で５万人以上が苦しんでいると言われてい

る。術後リンパ浮腫に対しては、理学療法・

薬物療法・手術などが試みられているが、有

効な治療法はほとんどなく、疼痛や繰り返す

炎症で苦しむ事が多い。足の屈伸・歩行など

が障害され、その結果生活の質（QOL）も非常

に低下する厄介な病態である。このため新し

い抜本的な治療法が期待されている。  
 
２．研究の目的 
 現在期待されている治療法の一つが、再生

医療の一つとしての「リンパ管再生療法」で

ある。これはリンパ浮腫局所に毛細リンパ管

を再生させることによって、うっ帯したリン

パ液をうまく排泄（ドレナージ）させ、浮腫

に伴う症状を軽減させるものである。リンパ

管再生に関する基礎研究は徐々に発展してき

たが、未だトランスレーショナル研究そのも

のが少なく、臨床応用も皆無である。本研究

では、血流障害を伴わないリンパ流障害の動

物実験モデルをまず作成・確立し、そのモデ

ルを用いて、近い将来に臨床応用が可能と期

待される自己体性幹細胞移植を用いた有効な

「リンパ管再生療法の確立」を目指す。 
 
３．研究の方法 
(1) マウス自己皮下脂肪組織からのADRC分離

と特徴の解析 

 マウスADRCを皮下脂肪より分離し、細胞表

面マーカーを検索すると、Sca-1陽性、Lin陰

性の細胞群が得られる。このADRCを移植する

と、マウス下肢虚血モデルにおいては血管再

生が起き、ドップラー血流計による血流の有

意な回復が観察され、組織毛細血管密度も改

善することが確認されている（Kondo, 

Murohara et al. ATVB 2009; 29: 61-66）。

さらにヒトADRCは、すでに乳がん手術後の乳

房再建や、術後尿失禁などでは臨床応用がな

されており、近未来の臨床実現性が非常に高

い。またオランダでは虚血性心疾患にも冠動

脈内注入によって血管再生療法目的ですでに

臨床応用され良好な成績が報告されている

（Serruys et al. APOLLO Trial. 2010, Meliga 

et al. Cell Transplant. 2007;16:963-970）。 
 

(2) ADRCによるリンパ管再生への効果に関す

る基礎的検索。 

（ADRCのサイトカイン産生能に関する評価） 

ADRCを培養する過程で、どのようなサイトカ

イン（成長因子やケモカイン）が細胞から分

泌されるのかを検索する。様々なサイトカイ

ンのELISA系、Western blot, RT-PCRなどを用

いて、特に血管新生やリンパ管内皮細胞新生

に関連すると思われるサイトカインの発現・

分泌の程度を検索する。具体的には、VEGF-A, 

VEGF-C, bFGF, HGFなどの発現を検討する。 

（ADRCがリンパ管内皮細胞に分化するか否か

の検討） ADRCには間葉系幹細胞（MSC）が含

まれるが、骨髄由来のMSCやMNCは分化誘導に

よりリンパ管内皮細胞（LEC）に分化しうると

の報告がある。（参考文献Circulation 
2009;119;281-289, Circulation 
2010;122;1413-1425）。そこで、まずADRCをin 

vitroで培養するとリンパ管内皮細胞（LEC）

の性質を有してくるか否かを検討する。ADRC

を通常培地（DMEM）で培養するものと、成長

因子が含まれた内皮細胞用培地（EGM-2MV）で

培養して2週間観察する。2週間後にRT-PCRに

よるリンパ管内皮特異的マーカー 

podoplanin の発現およびLYVE-1の免疫染色

により評価する。また、培養細胞から得たRNA

をRT-PCRによりVEGF-Cの発現の有無、培養上

清をELISAにてVEGF-C濃度を測定することに

よりADRCがVEGF-Cを分泌するか否かを検討す

る。ADRC自身がVEGF-Cを分泌していれば、

VEGF-Cの添加なしでもADRCがLECへと分化誘

導し、その時にADRC自身が分泌するVEGF-Cが 

autocrine的に働いている可能性が考えられ

る。 

(3) マウスリンパ浮腫モデルの作成とADRCの

効果についての検討 

 マウスの尾モデルを用い、血流障害を伴わ

ない慢性のリンパ浮腫モデルを作成する。こ

のモデルが完成したら、ADRC移植によるリン

パ管再生への効果についてIn vivo でさらに

検討を加える。C57BL6（雄7-8週齢）マウスに、

尾部リンパ浮腫モデルを作成して、24時間後

にマウスADRC (2×106個)、あるいはマウス骨

髄単核球細胞2×106個（陽性細胞コントロー

ル群）、VEGF-Cリコンビナント蛋白（10μg, 陽

性サイトカインコントロール）、あるいはPBS

（100μl）コントロールを病変部に移植ある

いは注入する（参考文献Circulation 
2009;119;281-289, Circulation 
2010;122;1413-1425）。引き続き尻部浮腫領域



の直径をノギスで計測し、浮腫の経時的変化

の定量評価を１〜３日毎に行う。さらに慢性

期（第28病日）においては、リンパ浮腫の合

併症としてしられる象皮病様皮膚病変や蜂窩

織炎（炎症細胞浸潤）などの病理学的な評価

も各群の採取組織で比較検討する。また第7、

14、28病日に安楽死させたマウスの尾部組織

を採取し、抗LYVE－１抗体による免疫染色を

施行して、新生リンパ管内皮細胞（lymphatic 

endothelial cell: LEC）の組織学的評価を行

う。またGFPトランスジェニックマウス由来の

ADRCを用いて、移植されたADRCがLECに分化し

て新生リンパ管再生に直接関与するか否か、

またはどのようなサイトカイン（特に VEGF-C

など）を移植された組織内で発現しているか

を免疫組織学的に検討する。 

(4) リンパ管新生の分子細胞学的機序に関す

る探索研究 

 2次性リンパ浮腫におけるリンパ管再生の

機序は明らかでない点が多いが、虚血組織に

おける血管再生のごとく、血管再生

（angiogenesis）および血管発生

（vasculogenesis）のような様式がリンパ管

再生機序としてもあるのかどうかを検討する。

まず、我々の作成したモデルにおいて上記探

求するサイトカインの反応として、リンパ管

内皮細胞への直接作用による既存の近傍リン

パ管からの発芽（angiogenesis）が起こりえ

るのか否かをヒト皮膚由来リンパ管内皮細胞

（HMVEC-dLy）を用いて検討する。リンパ管内

皮細胞におけるシグナル伝達経路の評価とし

ては、ADRCの産生するサイトカイン

（conditioned medium: CM）が、リンパ管内

皮細胞のeNOSやErkなどを活性化するか否か

をWestern blot法により評価する。同様に、

ADRC-CMがリンパ管内皮細胞の遊走能促進作

用や増殖能増強作用を有するか否かを、それ

ぞれmodified Boyden chamber assayとWST-1 

proliferation assay法を用いて検討する。ま

たパラクライン作用としてADRC-CM中のサイ

トカインが、骨髄に存在するLYVE-1陽性のリ

ンパ管内皮前駆細胞の局所への動員を促進し

えるのか否かを、リンパ浮腫モデルにおける

免疫組織学的評価にて検討する。さらに最近

の話題として、炎症組織、癌組織を中心にマ

クロファージと血管新生およびリンパ管新生

の報告がなされている（J. Clin. Invest. 
2005;115:2363–2372, J. Clin. Invest. 
2005;115:2316–2319）が、リンパ浮腫という

病態においてもリンパ管新生とマクロファー

ジには関連があるのか否か免疫組織学的に検

討する。そしてADRC移植によるマクロファー

ジの動態に及ぼす影響も検討する。 
 
４．研究成果 
(1) マウス自己皮下脂肪組織からのADRC分離

と特徴の解析 

 マウスADRCを皮下脂肪より分離することが

できた。マウスのソケイ部より皮下脂肪を採

取し、コラゲナーゼ処理の後遠心分離をほど

こし、ADRCを得た。細胞表面マーカーを検索

すると、Sca-1陽性、Lin陰性の細胞群が得ら

れた。このADRCを移植すると、マウス下肢虚

血モデルにおいては血管再生が起き、ドプラ

ー血流計による血流の有意な回復が観察され、

組織毛細血管密度も改善することが確認され

ている（Kondo, Murohara et al. ATVB 2009; 

29: 61-66）。ADRCは間葉系の幹細胞であり、

これまでに多分化能が確認されている。 

(2) ADRCによるリンパ管再生への効果に関す

る基礎的検索。 

 ADRC培養過程では、一部内皮細胞様に分化し

た細胞も見られたが、有意ではなかった。ま

た、ADRCの培養上清中には、サイトカインで

ある VEGF-C が含まれていることが判明した。

その他にも、VEGF-Aや bFGF も含まれている

事が明らかとなった。その後、in vivo モデ

ルの解析とも合わせ、ADRC自体はリンパ管内

皮細胞にはほとんど分化しない事が判明した。

また、移植された ADRCからはVEGF-C が産生

放出され、これらがまずそこに存在するリン

パ管内皮細胞を刺激し、リンパ管の再生を促

す効果があることが示唆された。また、放出

された VEGF-Cは組織に存在するM2型マクロ

ファージを刺激し、これらをリンパ管内皮前

駆細胞に転換させ、これらがリンパ管新生に

関与している可能性も示唆された。 

(3) マウスリンパ浮腫モデルの作成とADRCの

効果についての検討 

 in vivo モデルであるマウスの尻尾モデル

を用い、図に示すように血流障害を伴わない

慢性のリンパ浮腫モデルが作成できた。血流

障害がないことは、レーザードップラー血流



計にて血流の遮断や低下が無いことを確認し

た。次に、このモデルを用い、ADRC移植によ

るリンパ管再生への効果についてIn vivo で

検討した。C57BL6（雄7-8週齢）マウスに、上

記の尾部リンパ浮腫モデルを作成して、24時

間後にマウスADRC (2×106個)、あるいはマウ

ス骨髄単核球細胞（BM-MNC）2×106個（陽性

細胞コントロール群）、VEGF-Cリコンビナント

蛋白（10μg, 陽性サイトカインコントロー

ル）、あるいはPBS（100μl）陰性コントロー

ルを病変部に移植あるいは注入した。引き続

き尻部浮腫領域の直径をノギスで計測し、浮

腫の経時的変化の定量評価を行ったところ、

ADRC移植群、BM-MNC移植群、VEGF-C治療群で

は、いずれも経過中に浮腫の改善が見られた。

 

一方、PBS移植群では改善は見られなかった。

さらに慢性期（第28病日）においては、治療

した３群において、象皮病様皮膚病変や炎症

細胞浸潤などの病理学的な変化がいずれも

PBSコントロール群に比べて、軽度であった。

抗LYVE－１抗体による免疫染色を施行して、

新生リンパ管内皮細胞（lymphatic 

endothelial cell: LEC）の組織学的評価を行

ったところ、ADRC移植群ではPBS注入群に比べ

て、有意にリンパ管の再生が強くみられた。

GFPトランスジェニックマウス由来のADRCを

用いて、移植されたADRCがLECに直接分化して

新生リンパ管再生に直接関与するか否か検討

したところ、直接の分化はほとんど観察出来

なかった。 

(4) リンパ管新生の分子細胞学的機序に関す

る探索研究 

 上記の記載のごとく、ADRC移植により、血

管再生型（angiogenesis）および血管発生型

（vasculogenesis）の両方の様式でリンパ管

が再生することが明らかにされた。この過程

では、ADRCから産生されるVEGF-C が重要な役

割を担っていることが確認された。また放出

されたVEGF-Cは、リンパ管内皮細胞のeNOSや

Erkなどを活性化することも確認できた。以上

の研究成果は、論文として発表する事が出来

た。 
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