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要旨 
 
【背景と目的】 

低酸素誘導因子(hypoxia inducible factor；HIF)は，低酸素に対する細胞の適応反応に

関連する様々な遺伝子の転写活性化因子であり，血管およびリンパ管新生，炎症，細

胞外マトリックスの代謝，細胞増殖などに関わる遺伝子を活性化する。薬剤による

HIFの安定化または阻害は，創傷，心疾患，網膜疾患，脊髄損傷，パーキンソン病，

悪性腫瘍 など多岐にわたる疾患に対する治療効果を有することが報告されている。 
一方，リンパ浮腫は未だ病態が完全に解明されておらず，根治療法が存在しない慢

性疾患である。症状として，痛みや疲労感に加え，創傷ができやすい上に創傷治癒遅

延を生じ，繰り返す皮膚軟部感染症の原因となるなど，患者の日常生活動作を著しく

制限する。このような症状の治療の観点からも新規治療法の開発が望まれる。 
当教室ではこれまでに，マウス後肢リンパ浮腫モデルを開発，改良し，リンパ機能

不全における病態について研究してきた。 
HIFはリンパ浮腫のリンパ管再構築において重要な役割を担うことが示唆されてい

るが，HIFの活性を調整する薬剤がリンパ浮腫およびリンパ浮腫における創傷にどの

ような影響を与えるのかは分かっていない。そこで，当教室で開発したマウス後肢リ

ンパ浮腫モデルを用いて，HIFの活性調整薬がリンパ浮腫およびリンパ浮腫における

創傷に与える影響を検証することを目的に本研究を行った。  
 
【材料と方法】 
第一章において，8から 10週齢雄のC57BL/6Nマウス 24匹を用いて，マウス後肢リ

ンパ浮腫モデル(n =18)，および鼠径部の皮膚を切開するのみのSham ope(n = 6)を作製

した。作製した後肢リンパ浮腫マウスを，HIF-1α安定化薬であるRoxadustat(DMSO中
25 mg/kg)を投与する実験群(n = 6)，HIF-1α阻害薬であるYC-1(DMSO中 30 mg/kg)を投
与する実験群(n = 6)，およびリンパ浮腫(LE)群(DMSO)(n = 6)に無作為に分け，手術

日を含み 2日ごとに腹腔内注射を最大 2週間行った。また，Sham ope群(n = 6)に同量
のDMSOを同様に投与した。手術後 4日目に，各群の後肢に直径 8mmの皮膚全層欠

損創を作成した。創傷作成後毎日創部を観察し，閉創するまでの日数を計測した。 
また，手術後 0，4，7，10，14日目における創傷の画像を撮影し，閲覧ソフトウェ

アを用いて創傷作成後 0，4，7日目における創傷の面積を計測し，各時点における創

傷閉鎖割合を算出した。創傷作成時に採取した皮膚は，hematoxylin and eosin(HE) 染色
で組織学的に評価した。 
 第二章において，第一章と同様のマウス 36匹を用いて後肢リンパ浮腫モデルを作

製し，以下の 2群に無作為に分けた。各群は，後肢リンパ浮腫モデル(コントロール) 
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群(n = 18)，後肢リンパ浮腫モデルに対してRoxadustatを投与する群(n = 18)とした。手

術後 28日まで経時的に健側に対する患側後肢の周径比を評価し，蛍光リンパ管造影

法により後肢のリンパ流を比較した(各群 n = 6)。また，手術後 7日目に後肢浮腫部の

皮膚，皮下組織を摘出し，HE染色および lymphatic vessel endothelial hyaluronan receptor-1；
LYVE-1に対する免疫組織化学染色で組織学的に評価した。画像閲覧ソフトウェアを

用いて各切片の hot spotにおけるリンパ管数およびリンパ管の平均内腔面積を計測し

た(各群 n = 6)。また，手術後 4日目に後肢浮腫部の皮膚，皮下組織を摘出し hypoxia 
inducible factor-1α；HIF-1α，vascular endothelial growth factor-C；VEGF-C，vascular endothelial 
growth factor receptor-3；VEGFR-3，prospero homeobox protein 1；Prox1のmRNA発現量を比

較した(各群 n = 6)。 
2 群間の解析は Student の t 検定で統計解析した。3 群以上に関しては，一元配置分 
散分析法(one-way ANOVA)で検定した後，多重比較検定(Tukey-Kramer法)を行った。

得られた結果は平均±標準誤差(standard error of the mean；SEM)で表した。P < 0.05を有意

差ありとした。  
 
【結果】 
 第一章において，創傷閉鎖日数は，Sham ope群(8.3±0.4日)に対し， LE群(12.7±

0.3日)，Roxadustat投与群(10.7±0.4日)， YC-1投与群(15.6±0.2日)は，いずれも有意

に延長した(p < 0.01)。また，LE群に対してRoxadustat投与群は有意に短縮し(p < 
0.01)，YC-1投与群は有意に延長した(p < 0.01)。創傷作成から 4日時点での創傷閉鎖割

合は，Sham ope群(78.2±4.6 %)に対し，LE群(34.8±3.0 % )，Roxadustat投与群(50.0±
1.6 %)， YC-1投与群(22.8±3.2 %)はいずれも有意に減少した。またLE群に対して

Roxadustat投与群は有意に増加したが(p < 0.05)，YC-1投与群は有意差がなかった。 
創傷作成から 7日時点での創傷閉鎖割合は，Sham ope群(96.5±2.1 %)に対し，LE群 

(67.8±3.1 % )， YC-1投与群(53.6±4.6 %)はいずれも有意に減少した。またLE群に対

してRoxadustat投与群(86.5±2.8 %)，は有意に増加し(p < 0.01)，YC-1投与群は有意に

減少した(p < 0.05)。また， LE群に比して，Roxadustat投与群は肉眼的に浮腫が減少

し，YC-1投与群は浮腫が増加していた。この所見は創傷作成時から閉創時に至るま

で認められた。 
Sham ope群，LE群，Roxadustat投与群，YC-1投与群の創傷作成時の皮膚厚はそれぞ

れ，203±4.8，275±4.3，208±16.6，322±9.0 µmであり，Sham ope群に比して，LE群
は有意に増加した(p < 0.01)。LE群に比して，Roxadustat投与群は有意に減少し(p < 
0.01)，YC-1投与群は有意に増加していた(p < 0.05)。 
 第二章において，周径比は，コントロール群では手術後 28日目に 100％に達した

が，Roxadustat投与群では 21日目に 100％に達し， 2日目から 24日目まで，Roxadustat
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投与群はコントロール群より有意に低かった(p < 0.05)。蛍光リンパ管造影で，コント

ロール群では手術後 1週間から 4週間まで手術側後肢全体にびまん性の dermal 
backflowが認められた。一方，Roxadustat群でも dermal backflowを認めたが，コントロ

ール群に比べ蛍光が減弱し，この所見は手術後 2週以降において有意であった(p < 
0.05)。また免疫組織学的検討において，リンパ管数は，コントロール群(5.2±0.4)に比
べ，Roxadustat投与群(8.5±0.5)で有意に多かった(p < 0.05)。リンパ管内腔面積は，コン

トロール群(1,385±163 µm2)に比べてRoxadustat投与群(334±38 µm2)で有意に小さかった

(p < 0.05)。また，HIF-1α，VEGF-C，VEGFR-3， Prox1の相対mRNA発現量は，

Roxadustat投与群でコントロール群より有意に高かった(それぞれ 1.6 ± 0.2，4.3 ± 0.7，
2.5 ± 0.3，2.8 ± 0.4)(p < 0.05)。 

 
【考察】 
 第一章において，マウス後肢リンパ浮腫モデルに創傷を作成するための条件，術式

について検討した。マウス後肢リンパ浮腫モデルに作成した創傷は，Sham ope群より

も有意に創傷治癒が遷延し，リンパ浮腫における創傷治癒遅延を再現することができ

た。また，同モデルにHIF-1α安定化薬および阻害薬を投与することにより，創傷治

癒は有意に促進または遅延したが，創傷作成時点から治癒に至る過程において，肉眼

的浮腫についても群間で差が認められた。また創傷作成時の皮膚厚については各群で

有意差を認めた。つまり，HIF-1αの活性調整薬の投与によりリンパ浮腫の改善および

増悪が起きており，各群の創傷治癒に影響を与えている可能性が示された。特に，

Roxadustat投与による肉眼的浮腫の改善および皮膚厚の減少は，リンパ浮腫に対する

治療効果として捉えることができるため，リンパ循環機能ならびにリンパ管の形態，

リンパ管新生因子などに与える影響についてさらなる検証が必要と考えられた。 
 第二章において，Roxadustatの投与は，リンパ浮腫を作製した後肢周径の改善なら

びにリンパ流のうっ滞を改善することを示した。さらに手術後 4日においてリンパ管

新生因子の遺伝子発現は有意に増加し，手術後 7日における皮膚，皮膚皮下組織にお

けるリンパ管の数の増加ならびにリンパ管内腔の減少を示し，リンパ管新生が亢進す

ることを示した。 
 
【結論】 
 第一章において， マウス後肢リンパ浮腫モデルにおける創傷モデルを作製した。

また，同モデルに対するHIF-1αの活性調整薬の投与が，創傷治癒のみならず浮腫の

改善，増悪に影響している可能性を示した。 
 第二章において， Roxadustatは，マウス後肢リンパ浮腫モデルにおいてリンパ管新

生を促し，浮腫の改善効果を発揮することを示した。 
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略語表 
 
本文中および図中で使用した略語は以下のとおりである。 
 
ANOVA analysis of variance 
DMSO dimethylsulfoxide 
HE hematoxylin and eosin 
HIF hypoxia inducible factor 
HIF-1α hypoxia inducible factor-1α 
HRE hypoxia response element 
ICG indocyanine green 
JPEG Joint Photographic Experts Group 
LE lymphedema 
LYVE-1 lymphatic vessel endothelial hyaluronan receptor-1 
NDP NanoZoomer Digital Pathology 
PDE photo dynamic eye 
PHD pryolyl hydroxylase domain 
Prox1 prospero homeobox protein 1 
qPCR quantitative polymerase chain reaction  
SEM standard error of the mean 
VEGF-C vascular endothelial growth factor-C 
VEGFR-3 vascular endothelial growth factor receptor-3 
VHL von Hippel-Lindau 
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緒言 
 
【リンパ浮腫治療の現状】 
リンパ浮腫は，リンパ液輸送能力の低下に起因し，局所的な間質液の蓄積，炎症，

および結合組織の脂肪変性を特徴とする難治性の疾患である(Alitalo et al., 2005)。世界で

約 2億人が罹患しているとされ(Grada and Phillips, 2017)，固形癌治療において行われる

所属リンパ節郭清手術の合併症としても重要である。症状として，痛み，疲労感，免

疫低下による繰り返す感染症，創傷治癒の遅延などがあり，患者の日常生活動作を著

しく低下させる。根治療法は存在せず，現在の治療は破壊されたリンパ系の再構築に

焦点を当てたものは少なく，圧迫療法や徒手リンパドレナージなどの保存療法が中心

となっている(Barufi et al., 2021; Dayan et al., 2018)。近年，外科的治療としてリンパ管静脈

吻合術や，血管柄付きリンパ節移植術(Becker et al., 2006; Kong et al., 2022)などの有効性が

報告されているが，いずれも手術適応は限られており，国際的に標準化された治療プ

ロトコルは確立していない。 
また，臨床においてリンパ浮腫患者は皮膚のバリア機能の低下により特に創傷がで

きやすく(Hettrick and Aviles, 2022)，さらに創傷治癒が遅延するため頻繁に蜂窩織炎など

の合併を引き起こし，治療に難渋することが多い。リンパ液輸送機能が低下した状態

では，浸透圧異常による細胞障害，免疫低下，感染，線維化など複雑な病態のもとに

創傷治癒が遷延するとされ(Mallon and Ryan, 1994; Yoshida et al., 2019)，このような随伴症

状の治療の観点からも，リンパ浮腫の有効な治療法の開発が望まれている。 
 

【HIFについて】 
低酸素誘導因子(hypoxia inducible factor；HIF)は，低酸素に対する細胞の適応反応に

関連する様々な遺伝子の転写活性化因子であり，酸素感受性 HIF-1α と構成的に発現す

る HIF-1β サブユニットを含むヘテロ二量体構造である(Wang et al., 1995)。HIFの制御機
構において重要な役割を持つサブユニットであるHIF-1αは 1992年にSemenzaらによ

って発見され(Semenza and Wang, 1992)，近年ではさらにその構造と制御機構の解明が

進んでいる。    
HIF-1αは，正常酸素濃度下では pryolyl hydroxylase domain；PHDによってプロリン残

基が水酸化され，von Hippel-Lindau ；VHL タンパクによるユビキチン化を経て，プロ

テアソームにより速やかに分解される。しかし，低酸素下ではPHDによる水酸化が

起こらないために，HIF-1αは分解されることなく安定化し， HIF-1βと結合して核内の

hypoxia response element；HREに結合することで様々な標的遺伝子を活性化する(Bruno et 
al., 2021)。標的遺伝子は非常に多岐にわたり，細胞増殖，血管やリンパ管新生，糖代
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謝，細胞外マトリックスの代謝，鉄代謝，pH調節，などに関する多くの遺伝子を転

写活性化する(Semenza, 2003) 。 
 
【HIFの活性調整薬について】 
①  Roxadustat（HIF-1α安定化薬） 

Roxadustat は，低酸素誘導因子プロリン水酸化酵素阻害薬であり，HIF-1α の水酸

化を阻害することで HIF-1α の分解を抑制し，HIF-1α の発現を安定化する作用を有

する。本邦では 2019 年に慢性腎臓病による貧血の経口治療薬として承認され使用

が開始された。その他，動物実験において皮膚の創傷(Tang et al., 2018; Zhu et al., 2019)，
心疾患(Deguchi et al., 2020)，網膜疾患(Liu et al., 2016)，脊髄損傷(Wu et al., 2016)，パーキ

ンソン病(Li et al., 2018)，悪性腫瘍(Koyama et al., 2017; Nishide et al., 2019)などに対して治

療効果があることが報告されている。 
②  YC-1（HIF-1α阻害薬） 

YC-1 [3-(5-hydroxymethyl-2-furyl)-1-benzylindazole] は，可溶性グアニリルシクラーゼ

を活性化して血小板凝集や血管収縮を抑制することから，もともと循環障害の治

療薬として開発されたが(Galle et al., 1999; Teng et al., 1997)，その後HIF-1αの活性を阻

害する作用が発見され， 低酸素における標的薬として研究対象となっている。

HIF-1α の活性を阻害する機序は未だ不明な点もあるが，HIF-1α の転写活性化領域

を阻害することが分かっている(Huh et al., 2011; Li et al., 2008)。また，肝癌，子宮頸癌，

肺癌などの異なるヒト癌の異種移植モデルにおいて，HIF-1α 発現の低下により血

管新生を阻害し，腫瘍成長を阻害することによる生存期間の延長効果(Yeo et al., 
2003)や，低酸素状態の肺がん細胞に対する放射線の抗腫瘍効果を増強することが

報告されている(Ikezawa et al., 2017)。 
 

【創傷とHIFの関連について】 
創傷では，血管の損傷および酸素需要の増加に伴い，局所の組織は低酸素状態とな

る。相対的な低酸素状態はHIFの安定化をもたらし，血管新生，線維芽細胞の増殖と

遊走，炎症細胞のリクルート，筋線維芽細胞の分化，代謝リプログラミングなどの創

傷治癒に関わる複数の段階で機能する(Ruthenborg et al., 2014)。これまでに，薬剤による

HIF-1αの安定化が動物モデルの皮膚潰瘍および糖尿病動物モデルの難治性皮膚潰瘍の

治癒を促進することが示されている(Tang et al., 2018; Zhu et al., 2019)。しかし，リンパ浮

腫における難治性創傷に対して，薬剤によるHIF-1αの安定化および阻害がどのよう

な影響を与えるかについては，渉猟した限り検討されていない。 
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【目的】 
1. マウス後肢リンパ浮腫モデルにおいて創傷モデルを作製し，HIFの活性調整薬が創

傷治癒に及ぼす影響を検討する。 
2. マウス後肢リンパ浮腫モデルにHIFの活性調整薬を投与し，リンパ浮腫局所の形

態・機能に与える影響を形態学的，組織学的，分子生物学的に検討する。  
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第一章 
 

創傷治癒モデルとしてのマウス後肢リンパ浮腫モデルの妥当性の検討 
 
 

1.1 緒言 
 
1.1.1 背景 
薬剤によるHIF-1αの安定化が，動物実験において皮膚潰瘍(Tang et al., 2018)や，糖尿

病性潰瘍(Zhu et al., 2019)などに対して創傷治癒促進効果を発揮することが報告される

中，リンパ浮腫における難治性潰瘍に対するHIF-1αの活性調整薬の効果を検討した

研究はない。 
これまでに，リンパ浮腫の動物モデルは，ウサギの耳(Huang and Hsin, 1983)，マウス

の尾部(Jiang et al., 2020; Zampell et al., 2012)，などで作製されてきたが，これらはリンパ節

切除を伴わず，ヒトのリンパ浮腫に類似したモデルとは言えなかった。そのため，臨

床に即したリンパ浮腫の動態を反映している動物モデルの開発が求められてきた 
(Frueh et al., 2016; Hadamitzky and Pabst, 2008)。リンパ機能の再構築を研究するための最も

費用対効果の高いモデルは，リンパ節やリンパ管へのアクセスの容易さなどから，ラ

ットの後肢(Wang and Zhong, 1985)などの齧歯類の肢にリンパ浮腫が作製されたもので

あるいう報告があるが(Frueh et al., 2016)，ラットよりも試薬や研究ツールが豊富なマウ

スで検討することが，未だ病態が解明されていないリンパ浮腫の研究においては有効

であると考えられる。 
当教室ではこれまでに，より臨床に即したリンパ浮腫モデルの作製を目的に，世界

初のリンパ節切除を行ったマウス後肢リンパ浮腫モデルとして，鼡径部に放射線を照

射して浅リンパ管を処理し，同鼡径の皮膚を全周性に切除して深部のリンパ管を結紮

し，膝窩リンパ節と鼡径リンパ節を切除し，皮膚に全周性のギャップができるよう鼡

径切開部の皮膚縁を下床の筋肉に縫合固定する方法(Oashi et al., 2012)を報告した。この

モデルは安定的にリンパ浮腫が持続するモデルであったが，放射線照射による骨髄抑

制や，分子生物学的検討における影響が懸念されたため，その改良版として，鼡径の

皮膚を全周性に切除し，鼡径リンパ節を周囲の脂肪組織を含めて切除し，膝窩リンパ

節の前後のリンパ管を結紮後に，膝窩リンパ節を周囲の脂肪組織を含めて切除し，シ

リコンシートを鼡径切開部の皮膚間に下床の筋肉と縫合固定するという放射線照射を

用いない方法(Iwasaki et al., 2017)を開発した。後者のリンパ浮腫モデルは，ヒトに近い

リンパ浮腫を模倣しており，放射線の影響を考慮しなくて良いため，従来のモデルよ

りも創傷治癒における研究および，分子生物学的研究に適していると考えられる。 
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これまでに，動物のリンパ浮腫モデルにおける創傷治癒を詳細に研究したものはな

く，本モデルを使用してリンパ浮腫における創傷モデルを作製し，評価することが妥

当であるか検討し，さらに低酸素誘導因子調整薬剤がリンパ浮腫における創傷治癒に

及ぼす影響を検討することとした。 
 
1.1.2 目的 
マウス後肢リンパ浮腫モデルにおいて創傷モデルを作製し，HIFの活性調整薬が創

傷治癒に及ぼす影響を検討する。  
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1.2 方法 
 
1.2.1  動物実験計画 
 本研究は，動物実験計画「HIF-1α調整薬剤による慢性創傷における影響の解明およ

び治療効果の検証」(承認番号 20-0147)の一研究として行った。「動物の愛護及び管

理に関する法律」(昭和 48年法律第 105号)，「研究機関等における動物実験等の実施

に関する基本指針」(平成 18年文部科学省告示第 71号),「実験動物の飼養及び保管並

びに苦痛の軽減に関する基準」(平成 18年環境省告示第 88号)，その他関係法令等に

基づき，「国立大学法人北海道大学動物実験に関する規程」(平成 19年 4月 1日海大

達第 61号)に従って研究を遂行した。 
 
1.2.2  動物実験施設 
 本研究は，北海道大学大学院医学研究院附属動物実験施設にて行った。マウスの飼

育は，3階小動物飼育実験エリアの小動物飼育室にて 12時間明暗サイクルの人工蛍光

管理，固形飼料および自動給水用ノズルによる標準飲食管理下に行った。動物実験

は，3階解析実験エリアの共同生体試料解析室 2にて行った。 
 
1.2.3  使用動物・機器・試薬 
 雄のC57BL/6Nマウス(ブリーダー：Japan SLC, Inc., Hamamatsu, Shizuoka, Japan；販売：
Sankyo Labo Service Corporation, Inc., Sapporo, Japan)を 7-9週齢で購入した。馴化のため入舎

後 1週間の予備飼育期間を設け，8-10週齢で実験に用いた。 
 全ての処置・手術は，実験動物麻酔装置(Laboratory Animal Anesthesia System; Shinano 
Manufacturing Co., Ltd., Tokyo, Japan)を用いて，イソフルラン(Forane® Inhalant Liquid; AbbVie 
Inc., Tokyo, Japan)2.5%吸入による全身麻酔下に行った。手術の 1日前，サージカルクリ

ッパー(3M Surgical Clipper; 3M Health Care, Borken, Germany)およびチオグリコール酸を含

む除毛フォーム(Ask Hair Remove; Manet Co., Tokyo, Japan)を用いて，体毛を除毛した。 
 手術は，手術用顕微鏡(S100/OPMI® pico; Carl Zeiss Surgical GmbH, Oberkochen, Germany)
を用いて，4倍もしくは 10倍の視野にて行った。縫合糸は，6-0ナイロン糸(Crownjun 
Nylon Suture, Polyamide Monofilament Non-absorbable; Kono Seisakusho Co., Ltd., Tokyo, Japan)お
よび 10-0ナイロン糸(Keisei Medical Industrial Co., Ltd., Tokyo, Japan)を用いた。 
 注射は，27ゲージの注射針付シリンジ(Myjector, syringe with an injection needle, for insulin; 
Terumo, Tokyo, Japan)を用いて行った。鼡径・膝窩リンパ節を可視化するため，2%パテ

ントブルー(Wako Pure Chemical Industries Ltd., Osaka, Japan)溶液を用いた。HIF-1αの調整
薬剤として，Roxadustat (Selleck, Houston, TX, USA）, YC-1 (Selleck, Houston, TX, USA)および

dimethylsulfoxide；DMSO(Wako Pure Chemical Industries Ltd.)を腹腔内注射に使用した。 
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 写真は，デジタル一眼レフカメラ(EOS Kiss X8; Canon Inc., Tokyo, Japan)にマクロレン

ズ(EF 50 mm f/2.5 Compact Macro Lens, Canon Inc.)および接写専用ストロボ(Macro Ring Lite 
MR-14EX, Canon Inc.)を装着して撮影した。 
 組織スライドは，バーチャルスライドスキャナ(NanoZoomer S210, Hamamatsu Photonics 
K.K.)を用いてスキャンした。デジタルデータは，パーソナルコンピュータ(MacBook 
Pro, 15-inch, 2016, version 11.6.4; Apple Inc., Cupertino, CA, USA)を用いて，画像閲覧ソフトウ

ェアNanoZoomer Digital Pathology (NDP).view2 (Hamamatsu Photonics K.K.)上で観察した。 
 
1.2.4  予備実験 
1.2.4.1  マウス後肢リンパ浮腫モデルの作製 
 当教室が報告したマウス後肢リンパ浮腫モデル(Iwasaki et al., 2017)の作製法に従い，

マウス後肢リンパ浮腫モデルの作製を行った。マイクロサージャリーを含む手技であ

り，ある程度の習熟を要すると予想されたため，再現性のあるモデル作製のために，

マウス 3匹を使用し，①除毛方法, ②術中体位, ③鼡径の皮膚切開と皮下剥離の範

囲，④膝窩・鼡径リンパ節，リンパ管の同定法，の項目につき予備実験を行った。 
 
1.2.4.2  皮膚潰瘍の作成 
マウス後肢リンパ浮腫モデルの作製を行ったのち，後肢浮腫部位に創傷を作成する

ため，マウス 9匹を用いて①潰瘍のサイズおよび部位，②潰瘍作成のタイミング,の

項目につき，予備実験を行った。 
 

【実験 1】 
マウス 3匹を用いて，リンパ浮腫作製後 4日目にデルマパンチ(生検トレパン; Kai 

Industries, Seki, Japan)を用いて，直径 6 mm および 8 mmの皮膚全層欠損創をリンパ浮腫

が生じた左後肢外側部に 1ヵ所作成した。 
 
【実験 2】 
マウス 2匹を用いて，リンパ浮腫作製後 4日目にデルマパンチを用いて，直径 8 

mm の皮膚全層欠損創を左後肢外側部スプリント固定部から 6mm末梢側の部位に 1ヵ
所作成した 
 
【実験 3】 
マウス 4匹を用いて，リンパ浮腫作製術後 4，7，10，14日目にそれぞれデルマパン

チを用いて，直径 8 mm の皮膚全層欠損創を左後肢外側部スプリント固定部から 6mm
末梢側の部位に 1ヵ所作成した 
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1.2.5  本実験 
1.2.5.1  実験計画 
 予備実験において，後肢リンパ浮腫モデル作製手技にある程度の習熟を要した。本

実験では 24匹のマウスを用いて後肢リンパ浮腫創傷モデルを 18匹，また，左鼡径部

の皮膚切開のみを行ったSham ope 群を 6匹作製した。 
 
1.2.5.2  モデル作製手技および薬剤投与 
予備実験を参考に，マウス後肢リンパ浮腫モデルに皮膚全層欠損を作成するモデル

を以下の方法で作製した。マウスを腹臥位とし，2%濃度のパテントブルー(Wako, 
Osaka, Japan)をマウスの後肢の左足蹠に皮内注射した。眼科用曲剪刀を用いて左鼡径 
を全周性に切開して，左膝窩リンパ節周囲まで皮下組織を愛護的に剥離し露出した。

左膝窩リンパ節に流出入するリンパ管を 10-0 ナイロンで結紮処理した後，左膝窩リン

パ節と周囲の脂肪組織を一塊として摘出した。この際，摘出組織の周囲の神経・血管

を損傷しないようにした。その後，仰臥位とし，左鼡径リンパ節と周囲の脂肪組織を

摘出した。3mm 幅の長方形型のシリコン製のスプリントを 1mm 厚のシリコンシート

(Tigers Polymer, Osaka, Japan)を使用して作製した。作製したシリコンスプリントを左鼡

径の皮 膚と筋肉に 6-0 ナイロンで縫合固定して後肢リンパ浮腫モデルを作製した。ま

た，Sham ope群として，左鼡径部に全周の皮膚切開のみを加えた群を作製した。 
リンパ浮腫作製または皮膚切開手術後 4日目に，デルマパンチを用いて左後肢のシ

リコンスプリントから 6mm離れた部位に直径 8mmの皮膚全層欠損創を作成した。 
上記で作製した後肢リンパ浮腫マウスを，Roxadustat（DMSO中 25mg/kg）(Zhu et al., 

2019)を投与する実験群 (n = 6)，YC-1（DMSO中 30mg/kg）(Yeo et al., 2003)を投与する実

験群(n = 6)および，リンパ浮腫(LE)群(DMSO)(n = 6)に無作為に分け，手術日を含み 2
日ごとに腹腔内注射を最大 2週間行った。Sham ope群(n = 6)には，同量のDMSOを手

術日を含み 2日ごとに腹腔内注射を最大 2週間行った。 
 
1.2.5.3  創傷閉鎖日数ならびに創傷閉鎖割合の評価 

創傷を毎日観察し，閉創までの日数を記録した。また，0，4，7，10，14日目に一

眼レフカメラを用いて撮影した。創傷面積を ImageJソフトウェア(National Institutes of 
Health, Bethesda, MD, USA)を使用して解析し，創傷閉鎖割合を以下の数式を用いて算定

した。 

創傷閉鎖割合 = 〔1 - (残存潰瘍面積 / 初期潰瘍面積) 〕× 100% 
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1.2.5.4  組織学的検討  
リンパ浮腫作製手術後 4日目に，麻酔下に創傷を作成する際に切除した左大腿部の

リンパ浮腫部の皮膚を，4%パラホルムアルデヒド・リン酸緩衝液(Wako Pure Chemical 
Industries Ltd.)に浸漬して固定した。 

 
【パラフィン包埋・薄切】 
 自動包埋装置(Excelsior™ ES, Thermo Fisher Scientific)を用いて，以下の方法でパラフィ

ン包埋組織標本を作製した。アルコール(80% 30分，95% 45分，100% 60分・60分・

75分・90分・120分)で脱水，キシレン(60分・90分・90分)で透徹，パラフィン(60
分・90分・90分)で包埋した。 
 滑走式ミクロトーム(Retoratome; Yamato Kohki Industrial Co., Ltd., Asaka, Saitama, Japan)を
用いて，パラフィン包埋組織標本を切片厚 4 µmに薄切し，以下の手順でHematoxylin 
and eosin(HE)染色を行った。 
 
【HE染色】 
 キシレン I・II (2層各 5分)，エタノール(100%，95%，80%，70%各 3分)で脱パラフ

ィン後，流水水洗した。ティシュー・テック 2倍カラッッツィヘマトキシリン(Sakura 
Finetek Co. , Ltd.)に 7分浸し，流水水洗を 10分行った。1%塩酸 70%エタノールで分別

を 30秒行い，流水水洗後，1%エオシンY液(Muto Pure Chemicals Co., Ltd., Tokyo, Japan)
に 2分浸した。1〜2秒水洗後，エタノール(70% 20秒)で分別，エタノール(100% 1
分，100% 3分，100% 3分)で脱水，キシレン I・II・III (3層各 5分)で透徹した。標本

用封入剤NEW M・X(Matsunami Glass Industry, Ltd., Kishiwada, Osaka, Japan)を用いて封入し

た。 
 
【浮腫組織の皮膚厚の測定】  

HE染色したスライド切片において皮膚の厚さを測定して，浮腫の程度を評価した 
(各群 n = 6)。表皮から真皮と脂肪の境界部位までの距離を画像閲覧ソフトウェア

NanoZoomer Digital Pathology(NDP).view2上で観察して測定した。 
 
1.2.5.5  統計学的検討 
統計解析には，統計ソフトウェア JMP(ver.16.0.0；SAS Institute, Inc.,Cary, NC, USA)を用

いた。多群間の検定では，一元配置分散分析法(one-way ANOVA)で検定した後，多重

比較検定(Tukey-Kramer法)を行った。 得られた結果は平均±標準誤差 (standard error of 
the mean； SEM)で表した。P < 0.05 を有意差ありとした。  

 



 15 

1.3 結果 
 
1.3.1  予備実験 
1.3.1.1  マウス後肢リンパ浮腫モデルの作製 
1.3.1.1.1  除毛の範囲，タイミング 
 除毛の範囲は，左鼡径皮膚切開から頭側に皮下剥離するため，両側下半身全体に行

い，鼡径リンパ節の位置する下腹部まで除毛する方法が有用であった。除毛のタイミ

ングは，泡状の除毛剤が液状化した状態で用いた際，除毛翌日に皮膚障害が発生した

(n = 1) ため，本実験では除毛フォームが液状化していないことを確認し，手術前日に

除毛を行い，手術当日に皮膚障害がないことを確認した後に実験を開始することにし

た。 
 
1.3.1.1.2  体位 
 体位は，腹臥位(2%パテントブルー溶液注射，左膝窩リンパ節および周囲脂肪織の

切除)，仰臥位(左鼡径リンパ節および周囲脂肪織の切除)，右側臥位(外側シリコンス

プリントの固定)，仰臥位(内側シリコンスプリントの固定)の順に体位変換すること

が最も効率的であった。リンパ節および周囲脂肪組織切除，および顕微鏡を用いたリ

ンパ管の処理の際に，術野を確保するため虫ピンで皮膚を固定した場合は，創縁の皮

膚が挫滅するため，両側後肢をテープで下床に固定することにより，術野を確保しつ

つ後肢の皮膚に対して愛護的な手術操作が施行可能であった。 

 
1.3.1.1.3  鼡径の皮膚切開と皮下剥離の範囲  
鼡径部の創部から鼡径および膝窩リンパ節および周囲脂肪を切除するために皮下剥

離する際，皮下の毛細血管を含む疎性結合組織を皮弁側につけない場合，術後 4日目

に表皮の壊死が認められた個体があった(n = 1)(図 1)。本実験では，皮下の毛細血管

を含む疎性結合織を皮弁につけるように挙上することにした。 

 

図 1. 表皮壊死が認められた左後肢 
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1.3.1.1.4  膝窩・鼡径リンパ節の同定法 
 マウスのリンパ流として，腹部・外陰部から鼡径リンパ節に流入する経路と，後肢

から膝窩リンパ節に流入する経路(Kawashima et al., 1964)を参考に，2%パテントブルー

溶液 5µLを後肢の左足蹠に皮下注射することで，染色された膝窩リンパ節，輸入およ

び輸出リンパ管を同定することが可能であった(図 2)。なお，鼡径リンパ節は染色さ

れていなくても肉眼的に同定可能であった。 

 

 図 2. マウス後肢リンパ浮腫モデルのパテントブルーによる膝窩リンパ節の染色。 
 
1.3.1.2  皮膚潰瘍の作成 
1.3.1.2.1  皮膚潰瘍サイズの検討 

リンパ浮腫を生じた大腿部に作成した 6mm径の創部は 7日，8mm径の創部は 11日
で上皮化した。過去のマウス背部創傷モデルにおける報告(Takahashi et al., 2021)でも，

上皮化までの期間が短い場合には創傷治癒期間に有意差が得られない可能性があるた

め，本実験では 8mmの創傷作成を行うことにした。また，創傷の部位がシリコンス

プリントに近接した場合，治癒過程において鼠径部の切開創と連続して創部の評価が

不可能となることがあった(n = 1)(図 3A)。スプリントから 6mm離して皮膚欠損を作

成することで，直径 8mm の創部が鼡径部の創部と連続することなく上皮化するまで

評価可能であった(図 3B，C)。このため，本実験ではスプリントから 6mm離して創

傷を作成することとした。 
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図 3. (A)後肢リンパ浮腫モデルに直径 8mmの創傷を作成後 7日目の創部。(B)シリコ

ンスプリントから 6mm離して創傷を作成するデザイン。(C)シリコンスプリントから

6mm離して直径 8mmの創傷を作成後 7日目の創部。 
 
1.3.1.2.2  皮膚潰瘍作成タイミングの検討 
 リンパ浮腫作製手術後 4，7，10，14日に作成した創傷は，それぞれ 12，10，7，7
日で上皮化した。リンパ浮腫作製手術後 4日目に創傷を作成したものが最も上皮化に

かかる日数が遷延した。この結果より，本実験においてもリンパ浮腫作製後 4日目に

潰瘍を作成することとした。 
 
1.3.2  本実験 
1.3.2.1  モデル作製手技 
 全てのマウスが創離開などの術後合併症なく，術後 3週で安楽死させるまで生存し

た。マウス後肢リンパ浮腫モデル作製の手術時間は，一人で行って約 90分を要し

た。手術操作を加えた範囲に解剖学的変異は認めなかった。 
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1.3.2.2  創傷閉鎖日数ならびに創傷閉鎖割合 
創傷閉鎖日数は，Sham ope群(8.3±0.4日)に対し，LE群(12.7±0.3日)，Roxadustat投与
群 (10.7±0.4日)，YC-1投与群(15.6±0.2日) は，いずれも有意に延長した(*p < 0.01)。
また，LE群に対してRoxadustat投与群は有意に短縮し(*p < 0.01)，YC-1投与群は有意

に延長した(*p < 0.01)(図 4A，B)。 

創傷作成から 4日時点での創傷閉鎖割合は，Sham ope群(78.2±4.6 %)に対し，LE群 

(34.8±3.0 %)，Roxadustat投与群(50.0±1.6 %)，YC-1投与群(22.8±3.2 %)はいずれも有意に

減少した。またLE群に対してRoxadustat投与群は有意に増加したが(*p < 0.05)，YC-1
投与群は有意差がなかった(図 4A，C)。 

創傷作成から 7日時点での創傷閉鎖割合は，Sham ope群(96.5±2.1 %)に対し，LE群
(67.8±3.1 %)，YC-1投与群(53.6±4.6 %)はいずれも有意に減少した。またLE群に対し

てRoxadustat投与群(86.5±2.8 %)，は有意に増加したが(*p < 0.01)，YC-1投与群は有意

に減少した(*p < 0.05) (図 4A，D)。 

また， LE群に比して，Roxadustat投与群は肉眼的に浮腫が減少し，YC-1投与群は

浮腫が増加していた。この所見は創傷作成時から創傷閉鎖時まで認められた(図

4A)。 
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図 4.(A)創傷治癒の経過写真。LE群に比して，Roxadustat投与群は肉眼的に浮腫が改

善し，YC-1投与群は浮腫が増悪した。(B)各群の創傷閉鎖日数。Roxadustat投与群が

LE群に比して有意に短縮し (*p < 0.01)，YC-1投与群では有意に延長した(*p < 0.01)。
error bar＝SEM。(C)創傷作成から 4日目の創傷閉鎖割合。LE群に比してRoxadustat投
与群は有意に増加したが(*p < 0.05)，YC-1投与群は有意差がなかった。error bar＝
SEM。 (D)創傷作成から 7日目の創傷閉鎖割合 。LE群に比してRoxadustat投与群は有

意に増加したが (*p < 0.01)，YC-1投与群は有意に減少した (*p < 0.05)。error bar＝SEM。 
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1.3.2.4  浮腫組織の HE 染色による組織学的検討と皮膚厚測定  
リンパ浮腫作製手術後 4日目において，各群で表皮から脂肪境界部までの距離(皮

膚厚)に差があった(図 5A)。Sham ope群，LE群，Roxadustat群，YC-1投与群の皮膚厚

はそれぞれ，203±4.8，275±4.3，208±16.6，322±9.0 μmであった。Sham ope群に比し

て，LE群は皮膚厚が有意に増加した(*p < 0.01)。LE群に比して，Roxadustat投与群の

皮膚厚は有意に減少し(*p < 0.01)，YC-1投与群の皮膚厚は有意に増加した(*p < 
0.05)(図 5B)。 
 

 

図 5. (A）リンパ浮腫作製手術後 4日目の各群の皮膚のHE染色像。scale bar＝250μm。

(B）各群の皮膚厚。Roxadustat投与群がLE群に比して有意に皮膚厚が減少し(*p < 
0.01)，YC-1投与群では有意に皮膚厚が増加した(*p < 0.05)。error bar＝SEM。 
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1.4 考察 
 
本研究はマウス後肢リンパ浮腫に創傷を作成し，リンパ浮腫モデルにおいて有意な

創傷治癒遅延を確認した初めての報告である。 
過去にも本研究と異なる方法でマウス後肢リンパ浮腫を作製し，皮膚全層欠損を作

成して創傷治癒におけるリンパ流の動態を研究した報告があるが，リンパ浮腫による

創傷治癒遅延はなかったとされている(Komatsu et al., 2017)。既報で用いられたモデルで

は，マウス後肢リンパ浮腫を作製する際に鼡径リンパ節とその周囲組織のみを切除し

ており，膝窩リンパ節の切除を伴っていないことや，放射線照射やスプリントによる

浅リンパ管の処理がないモデルであることから浮腫の持続時間が短く，創傷の直径が

4mmであることから創傷治癒期間が比較的短いため，有意差が得られなかった可能

性がある。 
本実験で使用したマウス後肢リンパ浮腫モデルは，肉眼的浮腫が 4日目をピーク

に 1ヵ月程度持続し，蛍光リンパ管造影では半年間程度リンパ流のうっ滞が持続する

ことが確認されている(Iwasaki et al., 2017)。本研究で作成した創傷の直径は 8mmであ

り，予備実験において最も治癒が遷延したリンパ浮腫作製手術後 4日目に創傷を作成

したことで，さらに創傷治癒期間が延長し，リンパ浮腫組織における創傷治癒遅延を

再現できたと考えられる。 
また，上記で作製した創傷モデルにRoxadustatおよびYC-1を投与した場合，それぞ

れ創傷治癒が促進および，遅延することが示された。同時に，リンパ浮腫モデル作製

手術後 4日目の創傷作成前の時点から創傷治癒に至る経過において，Roxadustat投与
群においては肉眼的な浮腫の改善と有意な皮膚厚の減少が認められ，YC-1投与群は

肉眼的な浮腫の増悪と有意な皮膚厚の増加が認められた。これまでに，リンパ浮腫に

おいてHIF関連薬剤を使用した研究はほぼないが，尾部リンパ浮腫モデルにおいて

YC-1を投与すると，VEGF-Cなどのリンパ管新生因子の低下を伴って，浮腫が増悪す

るという報告があり(Zampell et al., 2012)，本研究の結果と矛盾しなかった。しかし，

Roxadustatの浮腫に対する改善効果は本研究で得られた新しい知見であり，リンパ浮

腫の薬剤治療の選択肢として更なる検討に値すると考えられた。 
 一方，本研究で得られた知見には検討すべき限界と重要な課題がある。第一に，後

肢リンパ浮腫モデルは浮腫部皮下に間質液が貯留しており，間質液が創傷作成時に皮

膚全層欠損を作成することによって漏出するため，リンパ浮腫における創傷の局所の

解析において，分子生物学的な再現性が保たれない可能性がある。近年，実験動物に

おけるリンパ浮腫の寛解は，リンパ管新生によるものに加えて，リンパ管閉塞部位に

おける間質内でのリンパ流の移動や，瘢痕の量などにも影響されると報告されている

(Mendez et al., 2012; Ongstad et al., 2010; Uzarski et al., 2008)。本研究に使用した後肢リンパ浮
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腫モデルにおいては，リンパ節郭清術後に左鼡径部にシリコンスプリントを留置して

瘢痕形成を促し，間質からのリンパ液の排液を減少させることで後肢のリンパ浮腫が

持続する仕組みとなっており，スプリントを留置せずにリンパ浮腫を作製した場合

は，皮膚，皮下組織におけるリンパ浮腫に関連した増殖因子の発現に再現性を認めな

かった(Iwasaki et al., 2017)。   
動物におけるリンパ浮腫モデルでは，浮腫が自然に寛解することが多いため(Frueh 

et al., 2016)，創傷による間質液の排出がリンパ浮腫の持続を阻害する可能性がある。

故に，本創傷モデルは本来のマウス後肢リンパ浮腫モデルよりも，間質液の排出によ

り早くリンパ浮腫が寛解する可能性があり，ヒトでよく見られる慢性浮腫における創

傷の病態を反映するものではない可能性がある。 
第二に，創傷閉鎖日数および創傷閉鎖割合は，浮腫の変化による影響が大きいと考

えられた。マウスの創傷治癒ではヒトよりも創収縮が起こりやすく，肉芽増生や表皮

形成が起きにくいという報告があり(Galiano et al., 2004)，周径変化による皮膚の伸縮が

創部治癒に与える影響が大きいと予想される。 
創傷治癒研究の次手として，各群の創傷治癒過程における創傷局所の組織を採取

し，血管新生や線維化，その他創傷治癒因子の解析を考慮したが，これに先んじてリ

ンパ浮腫組織自体に与える影響を解析する必要があると考えられた。 
そこで第二章では，第一章で得られたRoxadustatによる肉眼的浮腫の改善効果およ

び皮膚厚の減少効果に着目し，後肢の周径およびリンパ流の経時的変化や，組織学的

変化，分子生物学的変化など，Roxadustatがリンパ浮腫組織に与える影響を検討する

ことにした。 
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第二章 
 

マウス後肢リンパ浮腫モデルにおける 
低酸素誘導因子安定化薬の影響の検討 

 
2.1 緒言 

 
2.1.1 背景 
第一章において，マウス後肢リンパ浮腫モデルにHIF-1αの安定化薬であるRoxdustat

を投与することにより，浮腫後肢周径が肉眼的に改善し，皮膚厚が有意に減少した。 
リンパ浮腫と低酸素誘導因子との関連を研究した報告は少ないが，マウス尾部リン

パ浮腫においては，リンパ液のうっ滞と炎症がHIF-1αを安定化させ，HIF-1αの高発現

をもたらし，これが修復性リンパ管形成に必要であることが示されている(Zampell et 
al., 2012)。また, HIF-1αはリンパ管内皮細胞におけるVEGF-CとVEGFR-3の発現を誘導

し，リンパ管形成を促進することが報告されている(Han et al., 2019; Zampell et al., 2012)。
さらに，マウス尾部リンパ浮腫モデルにおけるYC-1によるHIF-1αの阻害は，VEGF-
Cなどのリンパ管新生因子の減少を伴って浮腫を増悪させることが報告されており

(Zampell et al., 2012)，HIF-1αがリンパ浮腫の病態生理において重要な役割を担っている

ことが示唆されている。しかし，薬剤によるHIF-1αの安定化が，リンパ浮腫にどの

ような影響を与えるかについては，渉猟した限り検討されていない。 
そこで，マウス後肢リンパ浮腫モデルにおいてRoxadustatが与える影響を，浮腫の

後肢周径，リンパ流，リンパ管の形態，リンパ管新生因子の発現について評価するこ

とで，より詳細に検討することにした。 
 
2.1.2 目的 
 マウス後肢リンパ浮腫モデルにHIF-1α安定化薬(Roxadustat)を投与し比較すること

で，リンパ浮腫局所の形態・機能に与える影響を形態学的，組織学的，分子生物学的

に検討する。  
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2.2 方法 
 
2.2.1  動物実験計画 
 36匹の後肢リンパ浮腫モデルマウスを作製し，以下の 2 群に分け，下記の方法で各

群を比較した。各群はRoxadustat投与群(n = 18)，コントロール群(n = 18)とした。 
 
2.2.2  動物モデルおよび薬剤投与 

 第一章と同様の方法でマウス後肢リンパ浮腫モデルを作製し，Roxadustat(DMSO中
25 mg/kg)を投与する実験群と，コントロール群(DMSO)に無作為に分け，手術日を含

み 2日ごとに腹腔内注射を最大 2週間行った。合計 36匹のマウスを使用し，28日目

(12匹は浮腫評価および蛍光リンパ管造影用)，7日目(12匹は組織学的検討用)，4日
目(12匹はRNA単離用)にマウスを頚椎脱臼により安楽死させた。 

 
2.2.3  後肢周径比の測定による浮腫の評価 
 後肢のリンパ浮腫の程度を，手術後 0，2，4，7，10，14，17，21，24，28日目に定

量的に評価した(各群 n = 6)。Yoshidaらの報告(Yoshida et al., 2015)を参考に，腓腹筋筋腱

移行部(musculotendinous junction of the gastrocnemius muscle)をマーキングし，生食で濡らし

た 3-0 絹糸で半結紮した後に結紮部を切り，糸を透明のプラスチックテープ

(3M ,Minneapolis,MN, USA)に貼付し，長さを測定精度 0.05mmのノギス (Shinwa 
Sokutei,Niigata , Japan)で計測した (図 6) 。各時点で周径を両側で測定し，周径比を以下

のように算出した。 
 
 周径比＝（浮腫側の後肢周径／健側の後肢周径）×100％ 
 

 
図 6. 後肢周径の計測法。 
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2.2.4  蛍光リンパ管造影によるリンパ流の評価 
 リンパ流の評価のため，近赤外蛍光物質である indocyanine green(ICG; Diagnogreen® for 
Injection 25 mg; Daiichi Sankyo Co., Ltd., Tokyo, Japan ; 2.5 mg/mL in distilled water)および赤外観

察カメラシステム(Photodynamic Eye, PDE; Hamamatsu Photonics K.K.)を用いた。PDEは赤

外発光ダイオードから発する近赤外光によって，血管・リンパ管内で主にリポタンパ

クと結合した ICGを励起し，発せられた近赤外蛍光をハンディタイプのカメラユニッ

トにより検出することで，モニタ上で ICGをリアルタイムに可視化する医療用機器で

ある(Ishikawa et al., 2013; Marshall et al., 2010)。PDEはアシストアームシステム(ASSISTO® 
Holders and Clamp Sockets; GEOMED® Medizin-Technik GmbH & Co., Tuttlingen, Germany)によ

って，マウスの 20cm上方に固定して用いた。 
以上の装置を用いて，コントロール群とRoxadustat投与群の後肢のリンパ構造を，

手術後 4週間にわたり 1週間ごとに蛍光リンパ撮影により比較した(各群 n = 6)。撮影

前にマウスをイソフルランで麻酔し，残存毛を除去した。ICG溶液 5μLを 27ゲージ

針で両足に皮下注入し，PDEを用いて ICG溶液注入後 15分時点において画像を取得

した。リンパ浮腫においては，リンパ管から皮膚にリンパ液が逆流する現象である

dermal backflowが生じるため，皮膚に逆流したリンパ液が蛍光により可視化される。   
可視化された蛍光領域の，後肢大腿部に占める面積の割合（被覆率）を，画像解析ソ

フトウェア ImageJを用いて以下の方法で計測した。得られた JPEG画像において，鼡

径のスプリント装着部遠位部から腓腹筋筋腱移行部までの範囲の外周を“Freehand 
selections”で囲んで後肢の大腿部領域を選択した(図 7A)。その後画像を 8bitグレースケ

ールに変換した(図 7B)。この画像を用いて，“Threshold”コマンドにより，最小値

164，最大値 255の閾値設定で色を二値化した(図 7C)。 “Analyze Particles”コマンドによ

り，Size 1-Infinity，Circularity 0.00-1.00の設定で，%Areaを計測した。 
 

 
図 7.マウス後肢リンパ浮腫モデルの蛍光リンパ管造影画像。 
(A)ImageJを用いて大腿領域を選択後の画像。(B)ImageJを用いて 8bitグレースケー

ルに変換した画像。(C)ImageJを用いて閾値を設定(最小値 164，最大値 255)し，二値

化した画像。 
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2.2.5  免疫組織化学染色によるリンパ管形態の評価 
各群 6匹のマウスを手術後 7日目に安楽死させた。創傷治癒による炎症の影響を最

小限にするため，鼡径部創傷の 6mm遠位から皮膚切片を採取した。標本は 4％パラフ

ォルムアルデヒドで固定し，パラフィンに包埋した。リンパ管内皮細胞の局在を確認

するために，免疫組織化学染色を行った。一次抗体は，lymphatic vessel endothelial 
hyaluronan receptor-1；LYVE-1に対する抗体 (LYVE-1;Abcam, Inc., Cambridge, MA, USA)を
用いた。二次抗体はHistofine(Histofine MAX-PO Kit; Nichirei, Tokyo, Japan)を用い，3, 3′-
diaminobenzidineで処理した。スライドのデジタル画像はホールスライドスキャナー

(NanoZoomer S210)で撮影し，NanoZoomer Digital Pathology (NDP).view2で観察した。既

報(Kato et al., 2005)に準じ，リンパ管は内皮に免疫陽性細胞が観察でき，かつ内腔を有

するものと定義した。リンパ管は，プレパラートをランダム化した後，筆頭著者以外

の 2名の検者が同定し，両者が上記の条件でリンパ管と判定したものを評価に用い

た。LYVE-1で染色した切片を低倍率(40倍)でスキャンし，最も多くのリンパ管を含

む hot spotを同定した。各切片内の 5つの hot spotを高倍率(200倍)で測定し，各 hot spot
内のリンパ管の数を算出した。また，各 hot spotのリンパ管内腔の平均面積を ImageJ
を用いて算出した。 
 
2.2.6  Quantitative polymerase chain reaction；qPCRによるリンパ管新生因子の発現の評価 
2.2.6.1  RNA抽出 

RNA抽出のために，各群から 6匹のマウスを手術後 4日目に安楽死させ，左後肢

(鼡径部創傷から 6mm遠位の部位)から皮膚および皮下組織を採取して凍結保存し

た。凍結保存した組織は，Micro Smash MS-100(TOMY, Tokyo, Japan)を使用して破砕し

た後，スピンカラム法にて total RNAを抽出した。ゲノムDNAのコンタミネーション

を防ぐためにDNase処理を行った。 一連の操作に用いた試薬はQIA shredder，RNeasy 
Fibrous Tissue Mini Kit，RNase-Free DNase Set(いずれもQIAGEN, Hilden, Germany)である。

得られたRNA濃度は分光光度計(Nano Drop ND-1000; Thermo Fisher Scientific, Wilmington, 
DE, USA)を用いて測定した。  

 
2.2.6.2  逆転写反応 

1μg の total RNA から 逆転写反応により cDNA を作成した。逆転写酵素として High 
Capacity RNA-to-cDNA Kit(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA)を使用した。サーマル

サイクラー(GeneAmp PCR System 9700; Applied Biosystems)による逆転写反応条件は

37°C・60 分，95°C・5分，4°C・∞とした。  
 
 



 27 

2.2.6.3  qPCR 
初期熱変性 95°C・10 分，熱変性 95°C・15 秒，アニーリング伸長反応 60°C・1分×40 
サイクルのプロトコールで qPCR を行った。PCR 装置は StepOnePlus Real-Time PCR 
System(Applied Biosystems)を使用した。cDNA 5μl および Power SYBR Green Master 
Mix(Applied Biosystems)10μl を含む total 20μl のリアクションミックスを 用い，インター

カレーション法により PCR 増幅産物生成量を測定し，ΔΔCT 法により 解析した。内在

性コントロールとして glyceraldehyde 3-phospate dehydrogenase ；GAPDHを用いた。使用

したプライマーを表 1 に示す。 

表 1 (使用したプライマー) 

Gene Accession number Primer sequences Size (bp) 

Hif-1α NM_010431.2 MA216271-F: TGCGTGCATGTCTAATCTGTTCC 

MA216271-R: AAGATTCTGACATGCCACATAGCTC 

102 

VEGF-C NM_009506.2 MA241730-F: TGCTGCTGCACATTATAACACAGA 

MA241730-R: CGGACACACATGGAGGTTTAAAGA 

149 

VEGFR-3 NM_008029.3 MA227448-F: TGGGCGACAGGGTTCTCATA 

MA227448-R: GACATGGTGGCTCTGGTCTAACTC 

85 

Prox1 NM_008937.3 MA209433-F: AGCCAGTGTTTAATCTTTGCATCC 

MA209433-R: AACCATTTGCCTGCTCATTCC 

145 

GAPDH NM_008084.3 MA050371-F: TGTGTCCGTCGTGGATCTGA 

MA050371-R: TTGCTGTTGAAGTCGCAGGAG 

150 

 

2.2.7  統計学的検討 
 統計解析には，統計ソフトウェア JMP(ver.16.0.0)を用いた。2群間の差の比較に

は，t-testを用いた。複数の実験から得られた結果は平均±SEMで表した。P < 0.05 を有

意差ありとした。 
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2.3 結果 
 
2.3.1  モデル作製手技 
 全てのマウスが手術後，創部の壊死や離開などの合併症なく，手術後 4，7，28日
で安楽死させるまで生存した。本モデル作製の手術時間は約 80分を要した。 
 
2.3.2  後肢周径比の測定による浮腫の評価 

Roxadustat投与群およびコントロール群では，それぞれ手術後 21日目および 28日目

に浮腫が肉眼的に消失した(図 8A)。後肢周径比は両群とも手術後 4日で最大とな

り，その後 100％に漸近した。コントロール群では，当教室の先行研究(Iwasaki et al., 
2017)と同様に手術後 28日目に 100％に達したが，Roxadustat投与群では手術後 21日目

に 100％に達した。手術後 2日目から 24日目において，Roxadustat投与群ではコント

ロール群に比して周径比が有意に減少した(*p < 0.05)(図 8B)。 

 
図 8. (A)両群のマウス後肢リンパ浮腫モデル。後肢周径は腓腹筋の筋腱接合部で測定

した(黒矢じり)。(B)周径比の経時的評価。Roxadustat投与群ではコントロール群に比

して周径比が減少した。この所見は手術後 2日目から 24日目まで統計学的に有意で

あった(*p < 0.05)。error bar＝SEM。 



 29 

2.3.3  蛍光リンパ管造影によるリンパ流の評価 
コントロール群では，手術後 1週から 4週まで浮腫側の後肢全体にびまん性の

dermal backflowが認められた。一方，Roxadustat投与群では dermal backflowが認められ

たが，コントロール群に比べ蛍光は減弱した(図 9A)。手術後 1，2，3，4週における

蛍光領域の被覆率は，Roxadustat投与群(それぞれ 70.2 ± 1.9，45.5 ± 5.9 ， 49 ± 6.4 ， 47.3 
± 2.7 %)でコントロール群(それぞれ 71.1 ± 3.9 ， 67.6 ± 5.3 ， 72.9 ± 5.8 ，72.5  ± 7.1 %)より

低く，この所見は手術後 2週以降で統計学的に有意であった(*p < 0.05)(図 9B)。 
 

 
 

図 9. (A)手術後 1から 4週目の各群の蛍光リンパ造影画像。リンパ浮腫を作製した左

後肢では，どちらの群においても dermal backflowが広範囲に観察された(黄色の四角

内)。Roxadustat投与群では dermal backflowが観察されたが，コントロール群に比べ蛍

光は減弱した。健側の後肢では，膝窩リンパ節(黄矢じり)が確認された。(B)後肢浮

腫部における蛍光領域の被覆率。手術後 2週以降において，コントロール群に比して

Roxadustat投与群は有意に被覆率が減少した(*p < 0.05)。error bar＝SEM。  
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2.3.4  免疫組織化学染色によるリンパ管形態の評価 
 手術後 7日目の皮膚，皮下組織において，コントロール群に比べ，Roxadustat投与
群ではリンパ管数が増加し(図 10A，B)，リンパ管内腔面積が減少した(図 10A，C)。
LYVE-1陽性リンパ管数は，コントロール群(5.2±0.4)に比べ，Roxadustat投与群
(8.5±0.5)で有意に増加した(*p < 0.05)(図 10B)。 
リンパ管内腔面積は，コントロール群(1,385±163 µm2)に比べ，Roxadustat投与群
(334±38 µm2)で有意に減少した(*p < 0.05)(図 10C)。 

 

 
 
図 10. (A)手術後 7日目のコントロール群(左)およびRoxadustat投与群(右)における

LYVE-1免疫組織化学染色。scale bar＝250μm。(B)リンパ管数は，コントロール群に比

してRoxadustat投与群で有意に増加した(*p < 0.05)。error bar＝SEM。(C)リンパ管内腔

面積は，コントロール群に比してRoxadustat投与群で有意に減少した(*p < 0.05)。error 
bar＝SEM。 
 
2.3.5  qPCRによるリンパ管新生因子の発現の評価 
 手術後 4日目の皮膚，皮下組織において，HIF-1α，VEGF-C，VEGFR-3， Prox1の相

対mRNA発現量は，Roxadustat投与群ではコントロール群に比して有意に増加した(そ

れぞれ 1.6 ± 0.2，4.3 ± 0.7，2.5 ± 0.3，2.8 ± 0.4)(*p < 0.05)(図 11)。 
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図 11. 皮膚および皮下組織のリアルタイムPCR分析により，手術後 4日目にHIF-1α，
VEGF-C，VEGFR-3，およびProx1が，コントロール群に比してRoxadustat投与群で有

意に高いレベルで発現した (*p < 0.05) 。errror bar＝SEM。  
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2.4 考察 
 

本研究は，動物リンパ浮腫モデルにHIF-1α安定化薬であるRoxadustatを投与し，浮

腫の改善効果を検討した初めての報告である。 
臨床におけるリンパ浮腫の重症度の指標として，皮膚の肥厚，皮下組織の腫脹，皮

下組織の線維化，患肢の形状，炎症，運動機能などがある(International Society of 
Lymphology Executive Committee, 2020)。そこで，マウス後肢リンパ浮腫において評価可

能な項目として，第一章で評価した肉眼的形態の観察および皮膚厚の評価に加えて，

第二章では，後肢の周径およびリンパ流の評価，また組織学的検討としてリンパ管の

形態，分子生物学的検討としてリンパ管新生因子の発現について評価した。 
後肢リンパ浮腫の程度を評価するための後肢の体積・周径の定量法として，水置換

法による体積計測(Shioya et al., 2016)，CTによる体積測定(Wiinholt et al., 2020)，周径測定

(Iwasaki et al., 2017)，健側との周径比の測定(Oashi et al., 2012) ，などが報告されている。

水置換法は測定誤差が大きく浮腫の評価に適さないという報告(Pan et al., 2006)があるこ

とや，CTを使用する方法は比較的長時間の鎮静が必要であるため，本研究では簡便

かつ正確な計測法として，周径測定と健側比測定による浮腫の定量を行った。後肢リ

ンパ浮腫の周径測定部位については，踵から 5mmまたは 6mmの位置での計測(Iwasaki 
et al., 2017; Oashi et al., 2012; Yoshida et al., 2015)などの報告があるが，本研究では各時点で

の解剖学的整合性を担保するために，過去の報告(Hayashida et al., 2017)を参考に腓腹筋

の筋腱接合部で周径測定を行い，さらに個体差や実験期間中のマウスの成長を考慮

し，健側との周径比を計測することで評価した。 
本研究において，浮腫の程度を示す周径比は，コントロール群に比してRoxadustat
投与群で減少し，観察期間において有意に持続した。また，蛍光リンパ管造影による

リンパ流の評価では，コントロール群では手術後 4週間にわたりリンパ流のうっ滞を

示す dermal backflowが後肢全体にびまん性に残存していたのに対し，Roxadustat投与群
では 2週以降に有意に蛍光を呈する領域の面積が減少していた。このことから，

Roxadustat投与群ではリンパ液のうっ滞が改善し，周径が減少することが示された。

また，dermal backflowの程度と臨床的重症度には正の相関があると報告されており

(Yamamoto et al., 2011)，本研究の結果はこの報告と矛盾しなかった。 
組織学的には，リンパ浮腫の初期にリンパ管の拡張が報告されており(Weber et al., 

2022)，マウス後肢リンパ浮腫モデルでの先行研究においても，皮膚および皮下のリン

パ管の拡張を認めている(Iwasaki et al., 2017)。本研究では， Roxadustat投与群ではコント

ロール群に比べて手術後 7日目の皮膚および皮下のリンパ管数が有意に多く，その内

腔面積が有意に小さいことが確認された。このことから，Roxadustat投与群ではリン
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パ管新生がコントロール群に比して顕著であり，リンパ液のうっ滞を示すリンパ管の

拡張が改善することが示唆された。 
Roxadustatは， HIF-1αの発現を安定化する作用を有する新機序の薬剤であり， HIF

は非常に多様な下流遺伝子に対する転写活性効果を持つため，様々な疾患治療の標的

として注目されている。動物実験においては皮膚創傷治癒(Tang et al., 2018; Zhu et al., 
2019)，心疾患(Deguchi et al., 2020)，網膜疾患(Liu et al., 2016)，脊髄損傷(Wu et al., 2016)，パ

ーキンソン病(Li et al., 2018)，悪性腫瘍増殖(Koyama et al., 2017; Nishide et al., 2019)などで治

療効果が示されるなど，研究報告が相次いでいる。 
HIF-1αは，リンパ管内皮細胞の VEGF-C と VEGFR-3 の発現を誘導しリンパ管形成を

促進する(Han et al., 2019; Zampell et al., 2012)，またProx1 の転写活性化により VEGFR-3 の
発現を増加させることでリンパ管形成を促進する(Zhou et al., 2013)と報告されている。

逆に， マウス尾部リンパ浮腫モデルにおいてHIF-1α を阻害するとVEGF-Cの低下を

伴い，浮腫が増悪することが 報告されている(Zampell et al., 2012)。本研究においては，

Roxadustat投与群でHIF-1α，VEGF-C，VEGFR-3，Prox1のmRNA発現が有意に上昇し

たことから，RoxadustatはHIF-1αの発現を安定化し，VEGF-C，VEGFR-3，Prox1など

の発現上昇を介してリンパ管形成を促進した可能性があると考えられた。 
 VEGF-Cはリンパ管形成における重要な制御因子であり，VEGFR-3シグナルを介し

てリンパ管内皮細胞の分化，生存，移動など幅広いプロセスを制御している(Dayan et 
al., 2018)。そのため，過去にもVEGF-Cを標的としてリンパ機能の改善を目指した研

究がなされており，VEGF-Cの局所投与またはアデノウイルスベクターによる遺伝子

治療が，原発性および続発性リンパ浮腫の動物モデルにおいてリンパ管形成を促進し

浮腫を軽減することが示されている(Baker et al., 2010; Hartiala and Saarikko, 2016)。しか

し，VEGF-C療法の臨床応用は，VEGF-Cが腫瘍の微小環境の重要な制御因子として

作用し，再発や転移のリスクを高める可能性があることから妨げられてきた(Brown et 
al., 2022; Dayan et al., 2018; Skobe et al., 2001)。 
一方，Roxadustatは，非発がん性(Beck et al., 2017)であり，VEGF感受性の自然発症乳

がん動物モデルにおいても腫瘍の発生，進行，転移を促進しないことが報告されてい

る(Seeley et al., 2017)。さらに，Roxadustatはマクロファージによる悪性腫瘍の貪食を促

進することにより腫瘍の増殖を抑制する(Nishide et al., 2019)，悪性腫瘍モデルマウスに

おいて化学療法に対する感受性を高め腫瘍増殖を抑制する(Koyama et al., 2017)などの抗

腫瘍効果に関する報告もあることから，固形癌の手術後に生じるリンパ浮腫に対して

有利な特性を有する可能性がある。また現在，非骨髄性悪性腫瘍の化学療法を受けて

いる患者の貧血治療を対象とした第 2相試験(NCT04076943)が進行中であり，悪性腫

瘍に対する影響の報告が待たれる。 



 34 

以上より第一章および第二章の結果をまとめると，Roxadustatは，マウス後肢リン

パ浮腫モデルにおいて，リンパ管新生因子であるVEGF-C，VEGFR-3，Prox1のmRNA
発現およびリンパ管数を増加させ，皮膚厚の減少，浮腫の後肢周径の減少，リンパ流

のうっ滞の改善効果を発揮することを示した。これらの結果は，Roxadustatがリンパ

浮腫治療薬として有望であることを示唆している。また，Roxadustatはすでに慢性腎

臓病による貧血の新規治療薬として薬事承認され使用されており，リンパ浮腫に対す

る臨床応用へ向けた治験のハードルは低いと考えられる。 
本研究には，次に述べる限界がある。第一に ，本研究で使用した後肢リンパ浮腫

マウスモデルは，慢性リンパ浮腫モデルではなく，急性リンパ浮腫に近いモデルであ

ることである。ヒトのリンパ浮腫は緩徐に進行し，自然には消退しないが，動物モデ

ルではしばしば自然に消退する。本モデルでは，肉眼的な浮腫は約 1ヵ月で消退す

る。したがって，このモデルは解剖学的にヒトのリンパ浮腫に近似しているが，病態

の経過を含め，完全な模倣ではないことである。第二に，Roxadustatは，先述の通り

いくつかの動物実験データから発癌性や癌促進性を示さないことが示されているが，

本研究においてもVEGF-Cを含むリンパ管新生因子の増加を認めており，臨床場面に

おける悪性腫瘍に対する安全性を確保するためには，基礎実験および臨床試験による

さらなる安全性の確認が必要である。 
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3 総括および結論 
 
3.1 本研究から得られた新知見 
 第一章 
・ マウス後肢リンパ浮腫モデルの後肢に創傷を作成するモデルを作製した。 
・ マウス後肢リンパ浮腫モデルで作成した創傷は，Sham ope群に作成した創傷に比

して治癒が遷延した。 
・ マウス後肢リンパ浮腫モデルで作成した創傷はRoxadustatおよびYC-1の投与によ

りそれぞれ治癒が促進，遷延した。 
・ マウス後肢リンパ浮腫モデルの肉眼的浮腫および皮膚厚がRoxadustatおよびYC-1

の投与により減少，増加した。 
 
 第二章 
・      Roxadustat投与により，マウス後肢リンパ浮腫モデルの後肢周径，リンパ流のう

っ滞が改善した。 
・ Roxadustat投与により，マウス後肢リンパ浮腫モデルの後肢皮膚，皮下のリンパ

管数が増加し，拡張したリンパ管内腔面積が減少した。 
・ Roxadustat投与により，リンパ管新生因子のmRNA発現量が増加した。 
 
3.2 新知見の意義 
第一章において，マウス後肢リンパ浮腫モデルにおける創傷モデルは，創傷治癒遅

延を再現できることが示された。また，作製したマウス後肢リンパ浮腫創傷モデルに

対するHIF-1αの活性調整薬の投与が，リンパ浮腫局所の肉眼的所見，皮膚厚に影響

していることを示し，浮腫の変化が創傷治癒期間に影響している可能性が示唆され

た。特に，Roxadustatによる浮腫の肉眼的改善および皮膚厚の減少は，リンパ浮腫に

対する治療的効果として捉えることができると考えられた。 
第二章において，Roxadustatは，マウス後肢リンパ浮腫モデルにおいて，リンパ管

新生因子であるVEGF-C，VEGFR-3，Prox1のmRNA発現およびリンパ管数を増加さ

せ，浮腫の後肢周径の減少，リンパ流のうっ滞の改善効果を発揮することを示した。

これらの結果は，Roxadustatがリンパ浮腫治療薬として有望であることを示唆してい

る。 
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3.3 今後の展開 
まずは，リンパ浮腫におけるRoxadustatの作用機序のさらなる解明のため，in vitro

においてリンパ管内皮細胞に対するRoxadustatの影響を検討する必要がある。具体的

には，リンパ管内皮細胞を培養し，Roxadustat添加群とコントロール群を作製し，リ

ンパ管内皮細胞の増殖能， 遊走能，管腔形成能などの評価を行い比較することで，

より詳細な基礎的データを得ることができると予想される。また，リンパ浮腫はリン

パ管機能不全に加えて，炎症，線維化などが関わる複雑な病態を有している。HIF-1α
はリンパ管新生のみならず多数の生理活性因子において作用するため，リンパ浮腫改

善効果のさらなる機序の解明が望まれる。特に，最近ではRoxadustatの腎線維化に対

する改善効果(Zheng et al., 2022)，肺線維化に対する改善効果(Huang et al., 2020)などが報

告されており，リンパ浮腫の慢性化に関わる病態である線維化に関して，効果や作用

機序の解明が期待される。 
 
3.4 今後の課題 
 本研究ではHIF-1αの安定化薬であるRoxadustatが，マウス後肢リンパ浮腫モデルに

おいてリンパ管新生因子の発現の増加とリンパ管数の増加を伴って後肢周径やリンパ

流の改善効果，および皮膚厚の減少効果を発揮し，リンパ浮腫の新たな治療法となる

可能性を示した。 
臨床応用にむけた課題として，リンパ浮腫がリンパ節郭清手術のような癌治療の合

併症である場合が多いことを考慮すると，腫瘍細胞が局所に残存している場合におい

て，リンパ管新生因子が増加することの安全性の問題が懸念される。今後，安全性確

立のため，本リンパ浮腫モデルに悪性腫瘍を移植したモデルを作製し，腫瘍の転移，

増殖等に対する薬剤の効果を検討することが必要であると考えられる。 
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