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要旨 
 
【背景と⽬的】 

末梢リンパ節は平滑筋や弁の働きによりリンパを循環する機能と，リンパ節
などのリンパ組織を有し抗原提⽰による免疫反応という免疫反応に関する機能
があるとされている。悪性腫瘍の治療において，リンパ⾏性転移の治療および予
防として，リンパ節郭清術が⾏われるが，これにより末梢リンパ節の従来の機能
が破綻する。リンパの循環系が破綻するとリンパ浮腫を⽣じ，慢性化すると重度
のリンパ浮腫となり，治療に難渋する。また，免疫系が破綻することで局所の免
疫不全を⽣じて脈管⾁腫を⽣じる(Grobmyer et al. 2000)，In-transit転移を来た
す可能性が指摘されている(Oashi et al. 2013)。 
 近年，慢性リンパ浮腫に対する治療法として，遊離リンパ組織移植術が注⽬さ
れている。その中でも⼗分な組織量を有し，⾃由度の⾼い⼤網は，豊富なリンパ
組織を含んでおり，局所のリンパ系再構築により適した組織であると考えられ
る。しかしながらその効果についての基礎的な検証をした報告はない。 
 当教室ではこれまでに，マウスの後肢リンパ浮腫モデルを⽤いてリンパ系再
構築に関する様々な研究を⾏ってきた。マウスを⽤いてリンパ節切除後の⼤網
移植動物実験モデルを作成し，効果を検証することおよび⼤網組織そのものの
リンパ管新⽣に及ぼす作⽤を，また培養上清を⽤いて，分⼦⽣物学的評価につい
て検証することを⽬的として本研究を⽴案した。 
 
 
【材料と⽅法】 
 第⼀章において，8から 10週齢雄の C57BL/6Nマウスを⽤いて，膝窩リンパ
節切除後に組織移植を⾏うモデルを作製した。腹部⽪下を通し有茎で⼤網を移
植する有茎⼤網移植群，⼤網をブロック状に採取して⾎流を有さない遊離組織
として移植とする遊離⼤網移植群を作製した。⽐較対照群としてリンパ節摘出
群，近傍の後肢⽪下脂肪を⾎流のない遊離組織として移植する遊離脂肪組織移
植群を作製し，術後 4 週間時点で⾚外観察カメラシステムを⽤いて後肢リンパ
流を観察し，再疎通率を⽐較した。 
 第⼆章において，活性化⼤網の効果について，培養上清を⽤いて検証した。
Polydextran 粒⼦を投与し活性化した⼤網（AO）群，PBS を腹腔内投与し反応
した⼤網（PO）nativeな⼤網（NO）をそれぞれ採取し，培養上清を作製した。
培養上清に含まれるmRNAを抽出し，含まれるサイトカインを検証した。 
また，マウス後肢リンパ浮腫モデルを作製し，作製した後肢リンパ浮腫マウスを，
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それぞれの培養上清と条件培地（AO, NO, CM;cultured medium）群に無作為に
分け，⼿術⽇を含み 2 ⽇ごとに局所⽪下注射を 14 ⽇間⾏った。健側に対する患
側後肢の周径⽐を⼿術後 35 ⽇まで評価した。また，⼿術後 6 ⽇⽬にシリコンス
プリントから 6mm 遠位で後肢浮腫部の⽪膚，⽪下組織を摘出し，Elastica-
Masson 染⾊および Podoplanin，F4/80 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 Elastica-Masson 染⾊では表⽪ならび
に真⽪厚を計測，⽐較した。各群の⽪膚の厚さは，表⽪から真⽪-脂肪接合部ま
で，無作為に選んだ 5点で ImageJ ソフトウェアを⽤いて測定した。F4/80陽性
領域は，ImageJ ソフトウェアを⽤いて，100 倍の倍率で無作為に選択した視野
を中⼼に定量した。 
 
 
【結果】 
 第⼀章において，リンパ節切除後 4 週間の時点で組織移植を⾏わない場合，
33％が再疎通することが⽰された。切除後に組織移植を⾏うと，有茎⼤網移植群
で 83％，遊離⼤網移植群で 66％と再疎通率が増加した。⼀⽅，遊離脂肪組織を
移植した場合は再疎通率 0％であり，再疎通が阻害された。 
 第⼆章において，活性化⼤網におけるmRNA発現は，注⼊後 1 ⽇⽬から 4 ⽇
⽬にかけて指数関数的に増加し，その後減少した。neurophilin-2 (NRP2), 
angiopoietin-2 (Ang2), and hypoxia inducible factor-1 alpha (HIF-1α)は 1 ⽇⽬
に増加し，forkhead Box C2 (Foxc2) や prospero homeobox-1 (Prox1)は 1週間
後に増加し た 。Vascular endothelial growth factor C (VEGF-C), Vascular 
endothelial growth factor D (VEGF-D), hepatocyte grown factor (HGF)は経過に
よる増量は認めなかった。後肢リンパ浮腫モデルに活性化⼤網の培養上清を投
与すると，後肢の周径⽐は全群で術後 4 ⽇にピークに達し，術後 35 ⽇までに
徐々に正常値に近づいた。計測時において，周径⽐は AO群でNO群および CM
群より有意に低く，浮腫の軽減を⽰した。周径⽐の減少は AO 群でより急速か
つ顕著であり，他の群よりも浮腫の消失が良好であることが⽰唆された。また，
リンパ管数は AO群では CM群より有意に増加した。⼀⽅ NO群は明らかな有
意差はみられないものの CM群より増加する傾向にあった。 
 
 
【考察】 
 第⼀章において，リンパ節切除後のリンパ系再構築において，⼤網移植術がリ
ンパ管新⽣に関連する可能性が⽰唆された。有茎⼤網移植術として組織弁の⾎
流を保持した状態で移植すると再疎通率は⾼く，より効果的な再建⽅法である
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可能性が⽰唆された。しかしながら⼤網がリンパ管新⽣にどのような影響を及
ぼすかに関する検証が難しく，活性化⼤網を⽤いた実験系で検証することとし
た。 
 第⼆章において，⼤網は VEGF-C や VEGF-D などの⾎管内⽪細胞増殖因⼦
を多く含むが，活性化するとさらに NRP2, Ang2, HIF-1α,Foxc2, Prox1 などの
リンパ管新⽣，⾎管新⽣に関わる因⼦を多量に放出することがわかった。また，
活性化⼤網の培養上清を採取し後肢リンパ浮腫モデルへ投与すると，AO 群は
NO 群 PO 群よりリンパ浮腫を早期に改善し，リンパ管新⽣を促進する作⽤を
持つことがわかった。 
 リンパ浮腫に対する外科的治療として，1966 年から⼤網移植術が⾏われてい
る。近年ではマイクロサージャリー技術の進歩により，遊離組織弁として移植術
が⾏われるようになったが，基礎的な検証は⾏われていない。動物モデルでは⾎
管が微⼩なため，遊離移植の再現は困難であるが，より臨床に近いモデルとして
有茎組織弁移植モデルを作製した。有茎組織移植群は遊離組織移植群に⽐べて
よりリンパ管新⽣を促すことを⽰し，臨床におけるマイクロサージャリー⼿術
の重要性を裏付けるものであった。さらに⼤網の持つ組織修復能，免疫能は異物
に対する反応として活性化すると増強することが知られており，活性化⼤網の
培養上清を投与することで分⼦⽣物学的反応を検証した。活性化⼤網は VEGF-
C などの種々のサイトカインを通じてリンパ管新⽣を促進することを⽰した。
この結果は臨床的なモデルとは直接的な関連は乏しいものの，⽪弁採取に伴う
ドナーの損傷を最⼩限とする再⽣医療領域への応⽤を検討しうる結果である。 
 
【結論】 
 第⼀章において，マウスの⼤網移植モデルを作製した。⾎流を有した組織移植
がより効果的である可能性が⽰唆された。 
 第⼆章において，活性化⼤網をマウス後肢リンパ浮腫モデルに投与し，リンパ
管新⽣を促し，リンパ浮腫の改善効果を有することを⽰した。 
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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。 
Ang2 angiopoietin-2 
ANOVA analysis of variance 
CM cultured medium 
DMEM dulbecco's modified eagle medium 
ELISA enzyme-linked immunesorbent assay 
Foxc2 forkhead Box C2 
GAPDH glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 
HE hematoxylin and eosin 
HEV high endothelial venule 
HGF hepatocyte growth factor 
HIF hypoxia inducible factor 
ICG indocyanine green 
IL interleukin 
LYVE-1 lymphatic vessel endothelial hyaluronan receptor-1 
LVA lymphaticovenular anastomosis 
NDP NanoZoomer Digital Pathology 
NRP neurophilin 
PCR polymerase chain reaction 
PDE photo dynamic eye 
Prox1 prospero homeobox protein 1 
qPCR quantitative polymerase chain reaction  
SEM standard error of the mean 
SDF-1α stromal cell-derived factor-1 α 
VEGF vascular endothelial growth factor 
VLNT vascularized lymph node transfer 
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緒⾔ 
 
【リンパ節郭清術の必要性と続発性リンパ浮腫の治療】 
末梢リンパ節は平滑筋や弁の働きによりリンパを循環する機能と，リンパ節

などのリンパ組織を有し抗原提示による免疫反応という免疫反応に関する機能

がある。臨床において，悪性腫瘍の治療では，リンパ行性転移の治療および予防

として，リンパ節郭清術が行われるが，末梢リンパ節の従来の機能が破綻するこ

とで循環系の破綻としてリンパ浮腫を，免疫系の破綻として易感染性，易転移性

をきたしやすくなるとされている。 
リンパ浮腫は重症度によって治療方法が異なり，慢性化すると難治化する。初

期のリンパ浮腫に対しては理学療法が選択されるが，重症化すると局所の浮腫

のみならずリンパ管が器質化し編成するため，リンパ管静脈吻合術（LVA），血
管柄付きリンパ節移植術（VLNT）のような外科的治療の検討が必要である。特
に VLNTは，ドナー部の局所リンパ構造を破壊するため，治療により得られる
利益が損失を上回る必要があり，適応に関しては慎重な判断が必要である。

(Schaverien et al., 2019) 
 
【リンパ系再構築の動物モデルでの検証】 
ヒトに比べ，マウスの後肢はシンプルなリンパ系統を有しており，膝窩リンパ

節を切除すると局所のリンパ系統が破綻し，ヒトでリンパ節郭清術を施行した

モデルに近い状態となる。当教室では，局所のリンパ系の破壊と再構築について，

マウスモデルを用いて検証してきた。 
局所のリンパ系を外科的に破壊し，リンパ浮腫を生じた後肢の悪性黒色腫マ

ウスモデルでは In-transit転移や遠隔転移が増悪することを示した(Oashi et al., 
2013)。また，リンパ節摘出モデルでは他のリンパ節や肺への転移が増悪するこ
とを示し(Maeda et al., 2018)，局所のリンパ系が免疫系に関与していることを
示してきた。一方で後肢のリンパ流が破綻することでリンパ浮腫を生じる

(Shioya et al., 2016)。この再構築モデルとして，リンパ節切除後に切除したリン
パ節を再移植することでリンパ流が回復することを示し(Maeda et al., 2018)，
その改良として VLNT モデルを検証したところ，リンパ管内皮細静脈（HEV）
を多く有し，機能的な再建が可能になることを示してきた(Ishikawa et al., 2019)。 
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【⼤網について】 
大網は，腹腔内の臓器の一部で，胃の前面から下方，そして小腸にかけて広が

る脂肪組織で構成される組織で，豊富な脂肪組織を有し，エネルギーの貯蔵庫と

して機能する。また血管が豊富に通っており，腹腔内の臓器への血流供給にも関

与している。体温の調節や衝撃の吸収にも役立つほか，免疫系にも関与している。

胃癌，大腸癌，卵巣癌などの腹腔内臓器の悪性腫瘍ではリンパ行性もしくは腹膜

播種により大網へ転移する可能性があるとされている。 
2次リンパ組織として機能し，その中でもmilky spotがリンパ節の役割を果た
すとされている。感染源に対して，リンパ球やマクロファージが集簇し，活性化

することで免疫的な役割を果たす。その性質と豊富な組織量から，形成外科領域

では，胸部の重症感染症の組織充填に使用されてきた歴史がある。最近では，原

虫に対する免疫反応として，Natural Helper T細胞が発見されたが(Moro et al., 
2010)，まだ未知の領域も多く，さらなる研究が期待されている。 
 

 
【遊離リンパ組織移植としての⼤網弁の開発】 
 前述の通り，⼤網は遊離リンパ組織移植の材料として，免疫的な観点から優れ
た組織である可能性が⽰唆されている。⼀部海外では，リンパ浮腫に対する治療
として，鼡径，腋窩，顎下，鎖⾻上部，⼤網などのリンパ組織を含んだVLNTが
すでに臨床応⽤されているが，特に⼤網移植に関する基礎的な検証はほとんど
⾏われていない。 
 これらの事象について，動物モデルを⽤いて基礎的に検証することは，リンパ
浮腫治療の新たな架け橋となる可能性があり，⾮常に重要な課題である。 
 
 
【⽬的】 
1. マウス後肢リンパ切除モデルにおいて⼤網移植モデルを作製し，外科的リン

パ系再構築に最適なモデルを検討する。 
2. ⼤網を活性化し，マウス後肢リンパ浮腫モデルを⽤いてリンパ浮腫に及ぼす
影響を検討する。  
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第⼀章 
 

⼤網を⽤いた外科的リンパ系再構築モデルの検討 
 
 

1.1 緒⾔ 

 
1.1.1 背景 

マイクロサージャリー技術の進歩により，近年ではリンパ浮腫に対して⾎管
柄付き遊離リンパ組織移植術が施⾏される様になった。組織の採取部位は鼡径
部，鎖⾻上部，腋窩，⼤網を⽤いる報告(Nguyen et al., 2017)があるが，その中
でも豊富な組織を採取可能な⼤網に着⽬した。 
鼡径リンパ節郭清術を⾏うと，⼤腿部の⽪下組織が不⾜し，⼤腿動静脈が露出

する。そのため縫⼯筋の移植を⾏い，組織を充填するのが⼀般的である。⼤網は
腹腔内で胃底部から折りたたむ様に腸管に付着し，⼗分な組織量を有する。⼼臓
⾎管外科や形成外科の領域では組織量と⾃由度の⾼さから，胸⾻⾻髄炎に対す
る治療として⽤いられている。リンパ組織移植と同時に組織充填を賄えるとい
う観点から，⾎管柄付きリンパ組織移植術の⼿技として，⼤網移植術に着⽬して
本研究を⽴案した。 

これまでに，⼤網を⽤いたリンパ浮腫の動物モデルはイヌを⽤いた報告
(Goldsmith et al., 1966)がある。イヌの⼤網を有茎組織弁として挙上し，後肢の
リンパ節を含んだ⽪下組織を切除した後に組織移植を施⾏すると，リンパ流が
再疎通することを，造影剤を⽤いて証明した。しかしながらこの動物モデルは費
⽤対効果が低く，⼿技が複雑で侵襲が⼤きいというリスクがある。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，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(Frueh et al., 2016)。中でもマウスは，試薬や研究ツールが
豊富なであり，未知の領域の多い解明リンパ系の研究においては有効であると

考えられる。実際に，⼤網に限らず内臓脂肪に広げると腸管を含めた腸管膜脂肪
を組織弁として使⽤した報告(Kawahira et al., 1999)がある。ラットの腸管膜脂
肪を腸管と合わせて組織弁として挙上し，後肢の⽪下組織を切除した⽋損部へ
移植したところ⾮移植群に⽐べて早期の後肢周径改善を認め，⼤網・内臓脂肪が
後肢のリンパ流再構築に寄与する可能性が⽰されている。 
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当教室ではこれまでに，循環・免疫の観点からマウス後肢に着目したリンパ系

再構築の研究を行ってきた。放射線照射による続発性リンパ浮腫マウスモデル

を開発しメラノーマを投与することで in-transit 転移を誘発した(Oashi et al., 
2013)。また，近年ではマウス後肢リンパ節を切除した後に再移植すると，正常
リンパ流が回復し，移植したリンパ節はリンパ管との再疎通する(Maeda et al., 
2018)ことを示した。また，血管柄付きリンパ節移植モデルではリンパ高内皮細
静脈がより多く発現し(Ishikawa et al., 2019)，このモデルに悪性黒色腫を投与す
ると樹状細胞が増加し，免疫機能が回復する(Kusajima et al., 2024)ことから，移
植リンパ節が免疫と密接に関わることを示した。また，HIF−1α がリンパ浮腫
の増悪を予防することを示す(Hoshino et al., 2023)ど，マウスの後肢リンパに関
する様々な研究で成果を挙げている。 
これまでに大網移植がリンパ節切除後の組織に与える影響を基礎的に検証し

た報告は少なく，マウスを用いた動物の大網移植モデルの報告はない。最適な移

植方法を検証し，新たな動物モデルを開発することを目的として実験を行った。

さらに⼤網組織がリンパ系再構築に及ぼす影響を検討することとした。 
 
 
 
1.1.2 ⽬的 

マウス後肢リンパ切除モデルにおいて⼤網移植モデルを作製し，最適な移植
⽅法を検討する。  
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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「内臓脂肪移植による循環系・免疫系賦活効果につい
ての検証」(承認番号 20-0059)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 6-9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，7-10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)2.5-3%吸⼊による全⾝⿇酔下に⾏っ
た。⼿術の前⽇，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，5-0 および 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。 
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 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。また，インドシアニングリーン（ICG; Daiichi 
Sankyo Company Ltd, Tokyo, Japan）25mgを溶解液 10mLに溶解し，使⽤した。 
 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, 13-inch, 2018, 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  マウス⼤網組織の同定と採取⽅法の確⽴ 
 マウスの⼤網は１対の動静脈を有する脂肪組織として確認できる（図１）。動
物実験⼿技の安定，モデルの再現性の確認のため，マウスを⽤いて⼤網組織の配
置，⽪膚切開の位置を検討した。マウスを⿇酔下に安楽死させて開腹し，⼤網の
同定および腹部から膝窩への移植⽅法を検討した。また，採取した⼤網を組織学
的に確認するため，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。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 1. マウスの⼤網組織 
マウスの⼤網は１対の動静脈を中⼼とした脂肪組織で形成され，周囲に milky spot を有する。milky spot に
はリンパ球やマクロファージが集簇し，リンパ節と類似した機能を有すると考えられているが，詳細は解
明されていない。(Meza-Perez S et al. 2017 より引⽤) 
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【パラフィン包埋・薄切】 
 ⾃動包埋装置(Excelsior™ ES, Thermo Fisher Scientific, Wilmington, DE, 
USA)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。 
 
 
 
 
1.2.4.2  有茎⼤網弁の⾎流評価 
 挙上した⼤網弁の⾎流が維持できているかの確認のため，ICG を⽤いて蛍光
造影を⾏い，⾎流を確認した。左腹部，肋⾻の 1cm尾側に約 1cm⼤の⽪膚切開
をおき，腹壁の⾎管・リンパ管を損傷しないように腹直筋を切開，開腹した。⼤
網を同定，腹腔外に取り出し，右側を切断した。その後右頚部に 1cm程度の⽪
膚切開をおき，頸動脈を視認。ICGを 5μl 局所注射し，直後に⾚外観察カメラ
システム(Photodynamic Eye, PDE; Hamamatsu Photonics K.K.)を⽤いて⼤網の
⾎流を観察した。 
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1.2.4.3  遊離リンパ節移植モデルの検討 
 遊離⼤網移植のモデルとして，⼤網の移植⽅法を⽐較した。移植床は左膝窩リ
ンパ節摘出部とし，いずれのモデルにおいても⿇酔下に背臥位で予め左⾜蹠に
パテントブルーを 5μl 局所注射し，リンパ節の同定・摘出することとした。パ
テントブルー投与後，腹臥位に体位変換し，後肢⽪膚を切開して膝窩リンパ節を
同定。摘出した。摘出部に，下記の⽅法で摘出した⼤網組織を移植し，10-0 ナ
イロン⽷で固定した。各群 n=7(GroupDは⼿技獲得のため n=14)とした。 
Group A；摘出した⼤網を 3mm⾓に細分化し，そのすべてを組織移植した。 
Group B；摘出した⼤網のうち，中央部から 7mm ⼤を摘出し，組織移植した。 
Group C；可能な範囲で摘出した⼤網（約 2cm⼤）を折りたたんで⽋損部へ組
織移植した。 
Group D；Group Aと同様に摘出し，3mm⾓に細分化した⼤網を⼀塊のみ使⽤
し，組織移植した。 
 いずれの群も組織移植し，腹直筋は 5-0ナイロン⽷で，腹部⽪膚および左後肢
⽪膚の切開部を 6-0ナイロン系で縫合した。 
1.2.4.4 再疎通率の検討 
 ⼿術を施⾏したマウスはいずれも術後 1,2,4 週後に ICG を⽤いて再疎通率を
判定した。以下の⽅法を⽤いて判定した。マウスを⿇酔下に背臥位とし，ICGを
両側⾜蹠にそれぞれ５μl 局所注射した。注射後に⼀度覚醒し，再度 15〜20 分
に⿇酔下に背臥位および腹臥位でリンパ流を確認した。リンパ流は暗室下に
PDEカメラを⽤いて観察し，膝窩リンパ節のみを通る群を再疎通群，鼡径リン
パ節など従来と異なるリンパ流を呈する群を⾮再疎通群と判定し，各群での再
疎通率を⽐較した。 
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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，⼤網の移植⽅法をそれぞれ検証した。結果に基づき，有茎
⼤網移植群，遊離⼤網移植群，遊離脂肪移植群，また⽐較対照群としてリンパ節
を摘出した群をそれぞれ n=6（計 24匹）作成した。  
 
1.2.5.2  モデル作製⼿技 

予備実験を参考に，以下の⼿順で各群を作製した。なお，膝窩リンパ節の摘出
は下記の共通⼿技を施⾏した。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
膝窩リンパ節露出した。リンパ節および流⼊・流出するリンパ管（末梢および中
枢それぞれ 3mm⻑）を合併切除した。 

 
有茎大網移植群（Pedicled omental flap）；左下腹部の季肋部より 1cm尾側を
皮膚切開し，腹直筋を横切開した。筋体より出血する場合はバイポーラを用いて

焼灼止血を行った。肝臓裏面にアプローチし，胃底部と連絡する大網を確認し，

脾臓との付着部を愛護的に剥離した。腹腔内の右側を切断し，大網弁を有茎組織

弁として挙上した。左後肢の皮膚を 5mm切開し，腹直筋に鉗子を用いて瘻孔を
作成し，大網組織弁を腹壁から皮下へ誘導した。その際，鼡径リンパ節を損傷し

ないよう，大腿動静脈より尾側に瘻孔を作成することとした。左後肢皮下を経由

して皮下に留置し，マウスを背臥位へと体位変換して左後肢のリンパ節摘出部

へ誘導，移植して 10-0ナイロン系で固定した。移植後，腹部および鼡径の皮膚
は 5-0，6-0ナイロン糸を用いて閉創した。 

 
遊離大網移植（Free omental graft）群；予備実験 Group Dを遊離大網移植群
として作製した。 

 
遊離脂肪移植（Free Fat Graft）群；左膝窩リンパ節摘出後，リンパ節および
リンパ管を含まないように後肢皮下脂肪組織を採取した。採取する組織量は上

記遊離大網移植群を同様になるよう，一塊として摘出し，膝窩リンパ節切除部へ

移植した。移植組織は 10-0ナイロン系で固定した。移植後，両側鼡径の皮膚は
5-0，6-0ナイロン糸を用いて閉創した。 

 
リンパ節摘出（Control）群；左膝窩リンパ節を摘出し，十分な止血を確認し
てそのまま閉創し，これをリンパ節摘出群とした。 
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図２. ⼤網移植モデルの作成（有茎，遊離⼤網移植群） 

A; 術前（背臥位）。マウスの⼤網と後肢リンパ節の位置。 

B, C; 遊離⼤網移植モデル。開腹し，⼤網を 3mm ⼤の組織⽚として採取（B）， 

腹臥位として左膝窩リンパ節摘出部へ移植した（C） 

D, E; 有茎⼤網移植モデル。開腹し挙上した⼤網弁は左鼡径で⽪下へ誘導し（D）， 

腹臥位として左膝窩リンパ節摘出部へ移植した（E） 

Om; omentum, PLN; popliteal lymph node, ILN; inguinal lymph node, SAM; straight abdominal muscle, 

FOM; fragmented omental graft, POM; pedicled omental graft. 

 
 
1.2.5.3  再疎通率の評価 
 再疎通率は予備実験（1.2.4.4）と同様の⼿技を⽤いて ICG，2%パテントブル
ー溶液を⾜蹠⽪下に局所注射して評価した。評価するタイミングは浮腫が⽣じ
る術後２週，および後肢のリンパ流が再構築される術後 4週とした。 
 
1.2.5.4  組織学的検討  

いずれのモデルも術後 4 週⽬に，⿇酔下に左⼤腿部のリンパ節移植部を周囲
の脂肪組織を，周囲の脂肪組織を含めて摘出し，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。 
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1.3 結果 
 
1.3.1  予備実験 
1.3.1.1.1  除⽑の範囲，タイミング 
 除⽑の範囲は，開腹⼿術および後肢⾎流の判定のため，季肋部から両側下半⾝
全体に⾏う⽅法が有⽤であった。除⽑が不⼗分な場合には ICGによるリンパ流
評価の際に撮影できない状況が⽣じたため，発⽑を認めた場合は適宜除⽑を実
施することとした。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  マウス⼤網の採取と組織弁の配置 
 マウスを⿇酔下に安楽死させ，開腹して⼤網を確認，組織採取した。肝臓胃底
部と薄い⽪膜で連絡し，脾臓に付着する⼤網組織を同定した（図３）。⼤網を右
側で切断し，左膝窩リンパ節摘除部まで移植可能であることを確認したのちに，
⼤網組織を採取した。⼤網は顕微鏡下に視認可能な⾎管を有する脂肪組織とし
て確認できた。採取可能な⼤網の⻑さは約 2cm であった。 
 

  
図３. マウスの腹腔内解剖（左）と⼤網組織（右） 

⼤網（⽮印）は開腹後に肝臓の裏⾯に隠れるように位置している 
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1.3.1.1.2  マウス⼤網の組織学的特徴 
 摘出した⼤網を組織学的に確認した。既報と同様に，中央に⾎管を有する脂肪
組織として確認できた。概ね脂肪組織で構成されており，周囲にリンパ球の集簇
（milky spot）が確認できた（図４）。 
 

 
図４. ⼤網組織（HE 染⾊，x40） 

脂肪組織と周囲に milky spot を複数認めた（⽮印）。（scale bar=1mm） 

 
 
1.3.1.2  有茎⼤網弁の挙上と⾎流の確認 
 マウスの⼤網弁を挙上した状態で，頚部より ICGを動脈注射し，⾎流を確認
した。挙上した組織弁は先端まで⾎流があることを確認した（図５）。マウスの
⼤網においても両側からの⾎管により組織への⾎流が担保されていることを確
認し，有茎組織移植弁が挙上可能であることを確認した。 
 

 
図５. ⼤網弁の挙上（左）と ICG による⾎流の確認（右） 

 左に⽰す通り，右側で切断して⼤網弁を挙上した（緑⽮印は切断部）。ICG で確認すると切断部まで造影

効果を認め，組織弁の先端まで⾎流があることを確認できた。 
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1.3.1.3 遊離⼤網移植モデルの検討 
 Group Aのうち 2体は，術後腹部からの出⾎もしくは感染による脱落があり，
n=5で評価した。Group B･C･Dは術後合併症なく，術後 4週で安楽死させるま
で⽣存した。 
 Group A･B･Cはいずれも再疎通率が 20~42%であった。過去の当教室の報告
では切除したリンパ節を再移植した場合の再疎通率は 100％(Maeda et al., 
2018)，膝窩リンパ節切除後に同側の⿏径リンパ節を有茎で移植した場合の再疎
通率は 64％(Ishikawa et al., 2019)であり，リンパ管新⽣に寄与しない可能性が
考えられた。 
 Group D は⽐較的良好な再疎通率を呈し，これを遊離⼤網移植群として本実
験に使⽤することとした。 

 
表 1; 遊離⼤網移植モデルの再疎通率 

GroupD の再疎通率が 64％と最も⾼かった 

 
1.3.2 本実験 
 全てのマウスが創離開などの術後合併症なく，術後４週で安楽死させるまで
⽣存した。⼿術操作を加えた範囲に解剖学的変異は認めなかった。 
・ICGを⽤いた再疎通の判定 
 マウスの⾜蹠に ICG を⽪下注射すると，後肢リンパ流を PDE カメラで観察
できる。膝窩リンパ節を摘出すると，通常は膝窩リンパ節領域へのリンパ流が途
絶し，鼡径リンパ節領域へ流⼊する変化が⽣じる。しかしながら，リンパ流が再
疎通すると従来の膝窩リンパ節領域への流⼊が確認できる。この変化は術後 1〜
3週までに⽣じるため，術後 4週時点でのリンパ流が膝窩リンパ節領域へ流⼊し
たものを再疎通例として評価した（図６）。 
・⾊素を⽤いた再疎通の判定 
 マウスの⾜蹠に注⼊した⾊素はリンパ管を通り膝窩リンパ節領域に集積した。
集積を認めない症例を⾮再疎通例として判定した（図７）。集積しない症例では
移植した⼤網組織は⽩⾊の壊死組織をして確認された。 
ICGと⾊素を⽤いた竿疎通の有無の結果は概ね⼀致した。 
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図６. 術後 4 週時点での左後肢リンパ流 

A；膝窩領域のリンパ節切除部に軽度の鬱滞を認めるが，後肢にリンパ浮腫を認めずリンパ流が再疎通した。 

B；膝窩領域の鬱滞と鼡径リンパ領域への側副路形成を認め，再疎通が得られなかった。また，後肢全体に

リンパ浮腫の所⾒を認めた。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図７. 後肢リンパ節移植後の⾁眼的所⾒ 
マウス右後肢の⾁眼所⾒。再疎通例では膝窩リンパ節領域に移植組織への⾊素の集積を認めた（左）。⾮再
疎通例では⾊素の集積はなく，壊死組織を認めた（右）。 
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表 2；各群のリンパ再疎通率 

 
 
・各群の再疎通率の⽐較 
 各群の再疎通率を表２に⽰す。術後 4 週の時点において，リンパ節を摘出す
ると 33%であったが，有茎⼤網移植群では 83%，遊離⼤網移植群では 66％の再
疎通を認めた。⼀⽅で脂肪組織を移植すると再疎通せず，⾎流の有無を問わず⼤
網がリンパ管新⽣に関与している可能性が考えられた。 
 
・組織学的所⾒ 
 正常⼤網は通常の脂肪組織に類似した所⾒を呈する。今回作成したモデルに
おいて，術後４週時点で移植組織を採取し，各群を⽐較検討した。⼤網移植群に
おいて，隔壁を有する脂肪組織の残存を認め，⼤網の形態を維持したものである
可能性があったが milky spot を含めて移植組織が⼤網として機能している証明
までは⾄らなかった(図８)。 

 
 
 
 
 
 
 

図 8. 膝窩リンパ節（左）と遊離移植⼤網後の膝窩領域の組織（右）（HE 染⾊ x40） 
HE 染⾊，弱拡⼤の所⾒。移植後の⼤網組織にリンパ節は認めない。隔壁に覆われた脂肪組織の辺縁にリン
パ節の部分的な集簇を複数認めた。 
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1.4 考察 
 本研究はマウス後肢リンパ節摘出後に⼤網を⽤いて再建した世界で初めての
動物モデルである。 
 ⼤網は豊富な⾎管性と免疫調節機能により，特に汚染された創傷や感染を伴
う慢性創傷に対する治療として選択肢となる。⾎管新⽣の促進，炎症の抑制，組
織再⽣の促進を促すことで創傷治癒に寄与し，再建および再⽣医療における重
要な役割を有する(Mazzaferro et al., 2018)。リンパ浮腫の治療においては，リン
パ組織だけでなく，リンパ節としての機能を有する組織を有しているため，新た
なリンパ系を再構築する組織として期待されて使⽤されている(Cranshaw et al., 
1990, Schurink et al., 2019)。 
リンパ浮腫に対する⼤網組織弁による再建術は，1966 年に初めて報告された。
当初は上肢のリンパ浮腫に対して，⼤網を有茎組織弁として挙上し，⽪下へ移植
することでリンパ流が回復すると報告された(Goldsmith et al., 1966)。ドナーに
多⼤な侵襲をきたすため主流とはならなかったものの，近年の腹腔鏡⼿術やマ
イクロサージャリー技術の発展により，ドナー採取部の侵襲を抑え，かつ顕微鏡
下に⾎管吻合を付加することで遊離組織弁の⼿術か可能となり，再び注⽬され
ることとなった。(Chu et al., 2017)。しかしながら，基礎的な検証はまだ乏しい
現状がある。 
 動物モデルでは，1967 年に Goldsmith らが報告したイヌの⼤網移植モデル
(Goldsmith et al., 1967)がある。イヌの後肢リンパ郭清術施⾏後に⼤網を移植し，
⼿術後に造影Xpを⽤いてリンパ流を確認するリンパ流が回復した。腹腔内脂肪
に着⽬した研究としてラットの腸管膜移植モデル(Kawahira et al., 1999)の報告
がある。腸管膜脂肪を含めた⼤腸組織弁を後肢に移植するとラットの後肢リン
パ浮腫を早期に改善すると報告している。特に Kawahira らは，腹腔内脂肪組織
が組織修復に関与し，リンパ管新⽣が促進されることを報告した画期的なもの
であるが，顕微鏡下の腸管吻合といった専⾨的な技術を要し，動物への侵襲も⾼
いものであった。そこで，ラットよりも試薬や研究ツールが豊富なマウスで検討
し，より簡便なモデルを作成することで，未解明な部分の多いリンパ浮腫の研究
の発展に寄与すると考えてモデルの開発を開始した。 
 有茎⼤網移植モデルはこれまでに報告がなく，リンパ流の解剖を理解する必
要がある。マウスの後肢リンパ流はヒトに⽐べて簡潔で，⾜蹠は膝窩リンパ節を
経由して坐⾻リンパ節，腹腔内へと流⼊する。⼀⽅，⾜背および後肢背⾯のリン
パ流は鼡径リンパ節へ流⼊し，腹部の 2 本のリンパ管を通じて腋窩リンパ節へ
流⼊する(Suami et al., 2011)。今回のモデル作成にあたり，⼤網組織弁採取時の
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腹部切開で鼡径リンパ節より上流のリンパ管を切断すると後肢のリンパ鬱滞が
増強した。また，有茎⼤網組織弁を鼡径部で⽪下へ誘導する際，⼤腿動静脈近傍
から誘導すると鼡径リンパ節の損傷を受けるために期待した結果が得られなか
った。最終的にこれらのリンパ節・リンパ管を極⼒温存する形で作製したモデル
を本実験で使⽤した。 
 また，遊離⼤網移植に関してもこれまでに報告はない。当教室でこれまでに⾏
なった研究では，リンパ節を移植(Maeda et al., 2018, Ishikawa et al., 2019)する
⽅法である。⼤網は免疫，循環に関与するリンパ組織であるものの，構造的なリ
ンパ節を有さず，milky spotがその役割を担うと考えられている(Shimotsuma et 
al., 1992, Litbarg et al., 2007, Pinheiro et al., 2012)。Milky spotは⾁眼で確認で
きないため，遊離⼤網移植を⾏う際に移植組織にリンパ組織としての役割があ
るかを予備実験で検討した。当初は milky spot を多量に含む⽅が組織修復に寄
与し，リンパ管新⽣が促進されると想定したものの，組織量の多い遊離組織移植
は⼿術後 4週までに壊死し，リンパ管新⽣を阻害する結果となった。 
 これらのモデルを⽤いて，本実験を⾏った。結果として，有茎⼤網移植群で再
疎通率が最も⾼く，リンパ節移植術の動物モデルとして最適である可能性が⽰
唆された。過去に当教室ではリンパ節移植の際に⾎流を有する組織弁として移
植すると，リンパ節内の⾼内⽪細静脈（HEV; high endothelial venule）が保たれ
ると報告した。⾼内⽪細静脈はリンパ流と細静脈のシャントとして機能し，祖⾎
環境下では萎縮するためにリンパ節の機能を維持するためには⾎流が重要であ
ることを⽰した。今回のモデルにおいても，⼤網は HEVを有さないため同様の
評価はできないものの組織⾎流の有無が再疎通率に関連する可能性が考えられ
た。	
 ⼀⽅，本研究の限界として，⼤きく下記の 2点が挙げられる。 
 第⼀に，組織学的評価が困難である点である。⼤網はそのほとんどが脂肪組織
で構成され，通常の後肢⽪下脂肪組織との判別が困難である。また，再疎通後の
リンパ管も基本的には 1 本のリンパ管で構成され，組織学的に抽出することが
困難であった。第⼆としては組織解析の妥当性が得られないことである。後肢リ
ンパ節切除後のリンパ管新⽣・再構築の過程で，術後 2 週間程度は後肢全体に
浮腫が⽣じる。その際に局所でリンパ管新⽣に関わる因⼦などが放出されてい
ることが予想されるが，採取時点では再疎通の有無を判断できないため，採取し
た組織と再疎通率の因果関係を証明する⼿段とはなり得なかった。 
 そこで，第⼆章において移植後に後肢で⼤網組織としての機能を有するか，お
よび⼤網組織の持つ創傷治癒因⼦の解析を⾏うべく，活性化⼤網に着⽬して新
たな動物モデルを⽤いて検証することとした。 
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第⼆章 
 

活性化⼤網培養上清のリンパ浮腫に対する効果の検討 
 

2.1 緒⾔ 
2.1.1 背景 
 第⼀章において，⼤網移植モデルを作製し，最適なモデルについて検証した。
しかしながら，⼤網組織の移植後局所における反応を検討したが，明確な結果は
得られなかった。そこで，より⼤網の効果を検証すべく，活性化⼤網の作⽤に着
⽬して追加実験を⾏うこととした。 
 ⼤網は腹腔内の異物に反応して活性化することが知られている。2009 年，
Muro らは腹腔内に寄⽣⾍が感染すると，寄⽣⾍の産⽣する IL-33 に Natural 
Helper T細胞反応して多量の Th2 サイトカインを産⽣し，これに反応した B細
胞が IgAを産⽣し，排⾍することを報告した。NH細胞は胸腺⽋損マウスでもそ
の存在が確認されており，胸腺外分化する細胞である(Moro et al., 2010)。 
 Milky spotは他にも異物に対する反応を⽰し，ポリデキストラン粒⼦を腹腔内
投与すると⼤網の milky spot内に取り込まれ，活性化し VEGF や SDF-1α などの
サイトカインを多量に放出する。このため，⾎管新⽣や創傷治癒に関与している
可能性が⽰唆されている(Meza-Perez et al., 2017)。 
 このことから，第⼀章において作製した⼤網移植モデルに対し，①活性化した
⼤網を移植組織として⽤いる，②移植した⼤網を活性化することで局所のリン
パ流改善に及ぼす影響を予備実験で検討した。しかし注⼊したポリデキストラ
ン粒⼦による炎症が強く作⽤したため，他のモデルを⽤いることとした。 
 当教室ではこれまでに，マウスの後肢リンパ浮腫モデルを作製し，リンパ浮腫
に対する効果を検証してきた。特に低酸素活性化因⼦である HIF-1α 安定化薬
を投与すると，後肢の周径，ならびに⽪膚圧を抑制し，リンパ浮腫の予防薬とし
て有効である可能性を⽰した(Hoshino et al., 2023)。 
そこで活性化⼤網の培養上清をマウス後肢に投与することで，活性化⼤網の持

つ分⼦⽣物学的効果を検証することを⽬的に，活性化⼤網から培養上清を採取
し，後肢リンパ浮腫モデルを作製する際に⽪下に投与することで，リンパ浮腫を
早期に改善するかを検証した。	
 

2.1.2 ⽬的 
活性化⼤網の培養上清リンパ浮腫に及ぼす影響を検証する。  
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2.2 ⽅法 
2.2.1  実験計画 

本研究は，動物実験計画「リンパ浮腫治療の次なる⼀⼿~活性化⼤網培養上清
を⽤いたリンパ浮腫の早期改善」(承認番号 23-0133)の⼀研究として⾏った。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。 
 
2.2.2  活性化⼤網を⽤いたマウス⼤網組織移植モデル 
 120μM の Polydextran 粒⼦を含む溶解液(Biogel P-60, 120μM; Biorad 
Laboratories, Richmond, CA, USA.を⽣理⾷塩⽔に 1:1で溶解）し，マウスの腹
腔内に投与した(Shah et al., 2012)。⼤網は投与 7 ⽇後に活性化したことを確認
し，第⼀章と同様の⼿法で有茎組織弁として使⽤した。 
 ⽐較対象として第⼀章で作成した有茎⼤網移植モデルでリンパ流が再疎通し
た個体に対し，後肢⽪下にポリデキストラン粒⼦溶解液を局所注射し，組織を採
取した（各群 n=4）。採取した組織は第⼀章と同様の⽅法でHE染⾊した。 
 
2.2.3  活性化⼤網培養上清の作成 
 マウスの腹腔内に 120μM Polydextran 粒⼦溶解液(⽣理⾷塩⽔に 1:1で溶解）
を投与し注⼊後 0，1，4，7，14 ⽇⽬にそれぞれ 4匹のマウスを安楽死させ，⼤
網を採取した。 
 
2.2.4 Quantitative polymerase chain reaction；qPCRによる活性化⼤網の評価 
2.2.4.1 RNA抽出 
ポリデキストラン粒⼦注⼊後 0，1，4，7，14 ⽇⽬にそれぞれ 4匹のマウスを安
楽死させ，⼤網を採取した。RNeasy Lipid Tissue Mini Kit (Qiagen, Hilden, 
Germany)を⽤いて RNA を抽出し，DS-11 分光光度計(Nano Drop ND-1000; 
Thermo Fisher Scientific, Wilmington, DE, USA)を⽤いて定量した。抽出した 
 
2.2.4.2  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℃・60 分，95℃・5分，4℃・∞とした。 
2.2.4.3 qPCR 
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StepOnePlus Real-Time PCR System(Applied Biosystems)を⽤いて，初期熱変性 
95℃・10分，熱変性 95℃・15秒，アニーリング伸⻑反応 60℃・1分×40 サイ
クルのプロトコールで qPCR を⾏った。cDNA は 5μl を Power SYBR Green 
Master Mix(Applied Biosystems)10μlと混合し，20μlのリアクションミックス
として使⽤した。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-phosphate dehydrogenase ；GAPDH
を⽤いた。使⽤したプライマーを表３に⽰す。 

Genes Direction Sequence (5'-3') 

Ang2 
 

Forward GACTTCTAAGTGGTGGGCACAG 
Reverse TGAACATGTAAAGCACCCAAGAG 

HGF 
 

Forward TCCATGTGGGACAAGAATATGGAG 
Reverse CATCATCAGGATTCCCAGTA 

HIF-1α 
 

Forward TGCGTGCATGTCTAATCTGTTCC 
Reverse AAGATTCTGACATGCCACATAGCTC 

Foxc2 
 

Forward AACGAGTGOGGATTTGTAACCAG 
Reverse TTGGCAGTAACAGTTGGGCAAG 

Lyve1 
 

Forward TCATGCACACCTTAGACACTTAGCC 
Reverse TGCTTGTCAGCATGCTGTCC 

NRP1 
 

Forward AGTCGTTCGAAGGCAACAACA 
Reverse AGCCCAGTAGCTCCATCCTCA 

NRP2 
 

Forward TGGTGATGACAATGGCTGGAC 
Reverse GCAATGGCTGTGAGCATGG 

Prox1 
 

Forward AGCCAGTGTTTAATCTTTGCATCC 
Reverse AACCATTTGCCTGCTCATTCC 

VEGF-C 
 

Forward TGCTGCTGCACATTATAACACAGA 
Reverse CGGACACACATGGAGGTTTAAAGA 

VEGF-D 
 

Forward GCTGCCTGGAAACAACTGCTTA 
Reverse CCTGAAGCCCTGCACCAAGTA 

GAPDH Forward TGTGTCCGTCGTGGATCTGA 
Reverse TTGCTGTTGAAGTCGCAGGAG 

表３.使⽤したプライマー: Ang2, angiopoietin 2; Foxc2, Forkhead Box C2; HGF, hepatocyte growth factor; 

HIF-1α, hypoxia inducible factor 1 alpha; Lyve1, lymphatic vessel endothelial hyaluronan receptor 1; NRP1, 

neuropilin 1; NRP2, neuropilin 2; Prox1, Prospero homeobox 1; VEGF-C, vascular endothelial growth factor 

C; VEGF-D, vascular endothelial growth factor D; GAPDH, glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 

2.2.5 培養上清の回収 
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上清は既報(Li et al., 2023)に準じて，以下の⽅法で回収した。摘出した⼤網は
リン酸緩衝⽣理⾷塩⽔（PBS; phosphate-buffered saline）で 3 回洗浄した後，
12wel plate に⼊れ，2mL の DMEM /F-12 溶液(Dulbecco's Modified Eagle 
Medium/Nutrient Mixture F-12; Thermo Fisher Scientific, Wilmington, DE, 
USA)に浸し，10％ウシ胎児⾎清（FBS; fetal bovine serum）と 100 U/mL ペニ
シリン，100 μg/mLストレプトマイシン（Wako Pure Chemical Industries）を
加えた。各プレートを 37℃，5％CO2 環境下で 48時間培養した。その後培養上
清を回収し 14,800rpm，10分間，4℃で 2 回遠⼼し，分解を防ぐため液体窒素で
急速凍結し，-80℃で保存した。 

 
2.2.6 Enzyme-linked immunesorbent assay(ELISA) 
Polydextran 粒⼦溶解液を投与する活性化⼤網（AO; activated omentum）群，
⾮活性化⼤網（NO; native omentum）群，Polydextran 粒⼦を含まない PBS 投
与（PO; PBS-injected）群に分けて各群とも 6匹のマウスから採取した⼤網の培養
上清を使⽤し，上清中に含まれ VEGF-C の濃度を測定した。マウス VEGF-C 
ELISAキット（Elabscience, Houston, TX, USA）を⽤い，キットのサンプル濃
度から作成したスタンダードカーブを⽤いて，抽出タンパクの濃度を測定した。 
 
2.2.7.1 マウス後肢リンパ浮腫モデル 
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, Hoshino 
et al., 2023)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。後
肢リンパ浮腫のマウスモデルは，左鼡径部を全周性に⽪膚切開し，鼡径リンパ節
を含む脂肪組織を切除した。膝窩リンパ節周囲はについて脂肪を切除する前に，
輸⼊および輸出リンパ管を結紮した。3mm幅の⻑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。 

 
2.2.7.2 培養上清の投与 

上記で作成したマウス後肢リンパ浮腫モデルを無作為に 3群に分けた：AO培
養上清を 0.1mL⽪下注射する群（n=6），NO培養上清を 0.1mL⽪下注射する群
（n=6），条件培地（CM; cultured medium）を 0.1mL⽪下注射する群（n=6）。
リンパ浮腫作製の⼿術当⽇から術後 14 ⽇まで隔⽇で投与した。注射はすべてシ
リコンスプリントの遠位で⾏った。 
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2.2.9 浮腫の評価 
後肢のリンパ浮腫の程度は，⼿術後 0，2，4，6，8，10，12，14，17，21，

24，28，35 ⽇⽬に定量的に評価した(各群 n = 6)。既報(Yoshida et al., 2015, 
Hoshino et al., 2023)を参考に，踵から 5mm近位を測定した。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，⻑さを測定精度 0.05mm のノギス 
(Shinwa Sokutei,Niigata , Japan)で計測した。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％ 

 
2.2.10 組織学的評価 

術後 6 ⽇⽬にマウスを安楽死させ，⽪膚検体を採取した。検体は，創傷治癒
による炎症の影響を軽減するため，シリコンスプリントから 6mm遠位で採取し
た。⽪膚切⽚を 4％パラホルムアルデヒドで固定してパラフィンに包埋した。 
⽪膚の厚さは Elastica-Masson 染⾊を⽤いて評価した。スライドのデジタル画
像をホールスライドスキャナー（NanoZoomer Digital Pathology, Hamamatsu 
Photonics, Hamamatsu City, Japan ） で 取 り 込 み ， NDP.view2 software 
(Hamamatsu Photonics)上で計測した。各群の⽪膚の厚さは，表⽪から真⽪-脂
肪接合部まで，無作為に選んだ 5点を ImageJ ソフトウェア(National Institutes 
of Health, Bethesda, MD, USA)を⽤いて測定した。 

 
2.2.11 統計分析 

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。 
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2.3 結果 
 
3.1 結果 
3.1.1 活性化⼤網を⽤いたマウス後肢移植モデル 

マウス後肢リンパ摘出後に⼤網を移植するモデルを作製した（図 9）。活性化
した⼤網は全体的に肥⼤化しており，易出⾎性であった。活性化⼤網移植群と
移植後活性化群を作製し評価したが，⽌⾎操作を⼗分に⾏っても術後⼤網から
の出⾎がコントロールできなかった。最終的にリンパ流の評価に⾄った個体は
いずれの群も 2個体であった。再疎通率は 50％（1/2）であり，第⼀章で作製
したモデルより劣る結果であった。また，HE染⾊では活性化⼤網組織弁を移
植したモデルにおいて，移植後も既報(Litbarg et al., 2007)と同様にmilky spot
内に粒⼦を取り込んだ像が確認され，移植後も⼤網としての組織を保っている
ことが確認できた（図 10）。また，有茎⼤網移植後に後肢⽪下に Polydextran
粒⼦を投与する群においても同様に粒⼦を取り込む像を確認した（図 11）。再
疎通が得られなかった群に投与すると粒⼦は⽪下脂肪の全体的にびまん性に分
布していた（図 12）。 

 
図 9. 有茎活性化⼤網移植モデルの作製 
Polydextran粒⼦を腹腔内投与した⼤網は活性化し，肥⼤化する（左）。⾮活性化⼤網と同様に組織弁の移
植が可能であった（右）。 

 

 
図 10. 有茎活性化⼤網組織弁モデル術後 4 週の左後肢⽪下脂肪（HE 染⾊，左;x40 右;x100） 
⼤網の構造は判別できないが，粒⼦を取り込んだ milky spot（⽮印）を確認した（左）。 
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図 11. 有茎⼤網組織弁モデル polydextran 粒⼦投与後 1 週の左後肢⽪下脂肪（HE 染⾊，左;x40 右;x100） 
粒⼦を取り込んだ milky spot（⽮印）が確認できる。また，移植⼤網組織の隔壁の⼀部が肥厚しており，
通常の⽪下脂肪と異なる所⾒を呈していた（左）。 

 

 
図 12. 有茎⼤網組織弁モデル polydextran粒⼦投与後 1 週の左後肢⽪下脂肪（HE 染⾊ x40） 
粒⼦がびまん性に分布していた。 

 
3.1.2 活性化⼤網の変化と組織学的所⾒ 
 ⼤網は活性化すると⾁眼的に体積，⾎管が経時的に増加した（図 13A）。組
織学的には脂肪組織の割合が徐々に減少し，細胞成分が増加した（図 13B，
C）。 

 
図 13. （A）⾁眼的所⾒から，⼤網は活性化の過程で体積と⾎管が著しく拡張することが⽰唆された。1⽇
⽬では粒⼦の塊は凝縮し，薄い膜に包まれている。(⽮印：⼤網；⽮頭：吸収された粒⼦）。 
（B） 逐次的な組織学的変化（HE 染⾊） 
活性化すると脂肪組織の割合が徐々に減少し，細胞成分が増加する。(Scale bar: 5 mm） 
（C） マクロファージに囲まれた粒⼦（HE 染⾊） 
粒⼦は⼤網に取り込まれ，凝縮した粒⼦塊はマクロファージに取り囲まれた。(Scale bar: 1mm） 
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3.1.3 活性化⼤網のmRNA量 
薬剤投与後の⼤網の平均 RNA発現量は，AO群（35,486.95±2,714.30ng）
でNO群（3,819.17±322.48ng）および PO群（3,521.91±325.44ng）に⽐べ
てほぼ 10倍⾼かった（図 14）。 

 
図 14. 7⽇⽬の mRNA発現量 
AO 群の mRNA の発現量は NO 群，PO 群に⽐べて有意に⾼かった(*p < 0.05)。error bar＝SEM 

 
3.1.4 qPCRによるリンパ管新⽣因⼦の発現の評価 
 Ploydextran 粒⼦投与後の⼤網組織において， mRNA発現は，投与後 1 ⽇⽬
から 4 ⽇⽬にかけて指数関数的に増加し，その後減少した（図 15 A）。リンパ
管新⽣に関連する遺伝⼦発現の進⾏も評価した。neurophilin-2 (NRP2), 
angiopoietin-2 (Ang2), and hypoxia inducible factor-1 alpha (HIF-1α)は 1 ⽇⽬
に増加し，forkhead Box C2 (Foxc2) や prospero homeobox-1 (Prox1)は 1週間
後に増加した。Vascular endothelial growth factor C (VEGF-C), Vascular 
endothelial growth factor D (VEGF-D), hepatocyte grown factor (HGF)は経過
による増量は認めなかった。lymphatic vessel endothelial hyaluronan receptor 1 
(Lyve1)は，⼤網の活性化過程で減少した(図 15B)。 

 
 
図 15 A. mRNA発現量の経時的変化 
mRNA の発現は，4⽇⽬までは指数関数的な増加を⽰し，その後
徐々に減少し，1 週間後にプラトーとなった。 
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図 15 B. 
 リンパ管新⽣に関連する各種マーカー
の経時的mRNA発現レベル 
リンパ管新⽣と組織再⽣に関与する
様々なマーカーを，0，1，4，7，14⽇⽬
に測定した。 
全体として，組織刺激や傷害に応答した
異なる役割と活性化時期を⽰唆した。
HIF-1αや NRP2 のようなマーカーは低
酸素または⾎管応答を⽰して早期に上
昇する。⼀⽅ Prox1 のようなマーカーに
おける持続的な増加は，リンパや⾎管の
新⽣を促すことを⽰しているものと推
察する。 

(y axis: fold change) 
 
3.1.5 培養上清に含まれる VEGF-Cタンパク量(ELIZA) 
平均 VEGF-Cレベルは，AO群（1270.8±136.0 pg/mL）でNO群
（277.5±68.4 pg/mL）および PO群（388.0±65.8 pg/mL）より有意に⾼く，
AO群では VEGF-Cの分泌が増加していることが⽰唆された（図 16）。 
 

 
図 16. VEGF-C のタンパク量 
VEGF-C のレベルは，NO 群および PO 群と⽐較して，AO 群で有意に⾼かった。 (**: p < 0.01)。error bar
＝SEM 
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3.1.6 後肢周径⽐の測定による浮腫の評価 
周径⽐は全群で術後 4 ⽇にピークに達し，術後 35 ⽇までに徐々に正常値に
近づいた。術後 2，4，8，10，12，14 および 17 ⽇において，周径⽐は AO群
でNO群および CM群より有意に低く，浮腫の軽減を⽰した（図 17）。周径⽐
の減少は AO群でより急速かつ顕著であり，他の群よりも浮腫の改善が良好で
あることが⽰唆された。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 17. (A)周径比の経時的評価。AO群は NO群および CM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 17日目まで統計学的に有意であった(**: p < 0.01, *p < 0.05)。
error bar＝SEM。(B)各群のマウス後肢リンパ浮腫モデル。後肢周径は踵から 5mm近位で
測定した。 
 
 
3.1.7 組織学的所⾒ 
平均真⽪厚は，CM群（221.4±19.97μm）が NO群（151.03±14.46μm）お
よび AO群（117.65±7.79μm）よりも厚かった。表⽪においても同様の傾向
がみられた。表⽪の平均厚さは CM群（54.06±4.85µm）が最も⼤きく，次い
でNO群（44.94±4.92µm），AO群（28.37±2.59µm）であった（図 18）。 
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図 18. (A)平均真⽪厚（左）と表⽪厚（右） 

NO 群と AO 群では真⽪と表⽪の厚さが CM 群に⽐べて有意に減少した（左）。⽪膚の厚さは AO 群で有意

に減少した（右）。 

 (B) 組織学的所⾒（Elastica‒Masson 染⾊, x40） 

例に⽰す通り，各群５か所で測定した。 

(Yellow dotted line: epidermis; black dotted line: dermis; scale bar: 250 μm) 
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2.4 考察 
 
 ⼤網の有する再⽣能⼒は表 4 に⽰す通り様々な検証がなされてきた。これら
の研究は，創傷治癒と組織再⽣の双⽅に関わる⼤網の重要な役割を⽰してき
た。近年では，活性化した⼤網がさまざまな組織修復因⼦を放出することが知
られるようになり，⼤網そのものとしての組織移植から活性化した⼤網や培養
上清を⽤いる⽅向へシフトしつつある。 

 ⼤網は，異物や原⾍など暴露されると活性化することができる。活性化し
た⼤網は⾁眼的に増⼤し，しばしば本来の 20倍にもなると報告されている
(Shimotsuma et al., 1992, Litbarg et al., 2007)。活性化した⼤網を⽤いた組織移
植モデルは，その⽣理活性が促進されたよりよい材料として期待し，第⼀章の
モデルを模倣して実験を計画した。しかしながら，再疎通率は⾮活性化⼤網を
⽤いた移植モデルよりも低かった。これは⾎管の増⽣による出⾎および⼤網の
粒⼦に対する炎症を惹起し，後肢へ波及したためと考えられ，新たな評価が必
要となった。 
そこで第⼆章では，⼤網組織弁の分⼦的特徴と機能性を調べると同時に，成
⻑因⼦と⽣理活性分⼦を豊富に含む活性化⼤網培養上清を使⽤する代替法で検
証することとした。 
Li らは，8週齢のマウスを活性化すると，重量は約 125mgに達すると報告

している(Li et al., 2023)。我々の研究では，この報告の 2倍量の Polydextran
粒⼦を投与した 8週齢のマウスの体重増加量は 0.19 - 0.30 g であった。⼤網が
粒⼦を取り込み，膨張する⾁眼的な活性化の過程を観察できた（図 13）。体重
増加は既報から想定される増加量を上回っており，粒⼦の投与量を調整するこ
とで活性化の程度を制御できる可能性を⽰唆している。 

⼀⽅，これまで活性化による遺伝⼦発現量を経時的に検討した報告はなかっ
た。AO群の RNA発現量は NO群および PO群の約 7-8倍に増加した（図
14）。NO群と PO群はいずれもほぼ同程度の遺伝⼦発現にとどまっており，
PBSの注⼊が RNA産⽣に有意な影響を与えなかったことを⽰唆している。こ
のことから，AO群の遺伝⼦発現を経時的に測定した。 
AO群では，1 ⽇⽬までに HIF-1α，Ang2，および NRP2 の発現が早期に急
増した。これは初期の低酸素および炎症反応を⽰唆しており，特にmilky spot
の⽷球体様⾎管において，⾎管透過性および⾛化性の調節に重要な役割を果た
している可能性がある(Cranshaw et al., 1990, Mucka et al., 2016, Schurink et 
al., 2019)。この応答により，腹腔内の急性炎症細胞を⼤網に誘導し，最終的に
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異物の接種につながる。この特徴により，⼤網は急速に拡⼤し，免疫細胞と修
復細胞の⼤量集積を⽀える⾜場を提供することができる。Foxc2 と Prox1 は 4
⽇⽬と 7 ⽇⽬頃に増加し，⾎管の修復とリンパ管の適応を促進する(Dagenais 
et al., 2004, Adamczyk et al., 2016)。Lyve-1 は 1 ⽇⽬からダウンレギュレーシ
ョンするが，⼤網がリンパ管構造の維持から，組織の修復と免疫細胞の浸潤を
優先するようにシフトしていることを⽰唆していると推察する(Jackson, 2004, 
Johnson et al., 2007)。 

培養上清の持つリンパ管新⽣および組織修復に関わる機能の検証のため，マ
ウス後肢リンパ浮腫に応⽤して検証した。その結果，AO群はリンパ浮腫の重
症度と治癒までに要する期間の両⽅を軽減できることが⽰唆され，リンパ浮腫
に対する治療効果が期待できることが⽰された（図 17）。AO群では，表⽪と
真⽪の両⽅に対して異なる効果を発揮し，⽪膚のこれらの層における再⽣と修
復を独⽴して促進し，全体的な治療効果に寄与する可能性がある（図 18）。 
 本研究の限界は，組織移植モデルとリンパ浮腫モデルを別々に評価したこと
である。臨床の場では，リンパ系の再建は失われた組織再建のための移植術と
リンパ管の新⽣促進が必要であり，これらのモデルを統合的に評価することが
不可⽋である。もう⼀つの限界は，本実験が急性期モデルで⾏われたことであ
り，⻑期にわたるリンパ浮腫で観察される慢性的な線維性の変化や免疫の変化
を完全には捉えていないことである。 
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表 4. 動物を⽤いた⼤網モデル 

 
 

Table 3 Animal research on regenerative therapeutic use of the omentum 

 

 

  

Authors Year Animal Evaluated organ or tissue Type of induced 

injury/engraftment 

Material from activated omentum Induce of 

activation 

Application 

Shimada 1995 Cat Spinal cord Traumatic Tissue No Mechanical contact 

Marques et al.  2002 Rat Spleen Traumatic Tissue No Mechanical contact 

Lee et al.  2003 Rat Isolated hepatocyte Engraftment Tissue No Mechanical contact 

Kin et al.  2003 Rat Syngeneic pancreatic islet Engraftment Tissue No Mechanical contact 

Singh et al.  2007 Rat Pancreas Induced diabetes Tissue Yes Mechanical contact 

Singh et al.  2008 Rat Skin 

Kidney 

Traumatic 

Ischemic 

Omentum-derived stromal cells Yes Systemic injection 

Singh et al.  2009 Rat Liver Traumatic Tissue Yes Mechanical contact 

Siena et al.  2010 Pig Myocardium Ischemic Omentum-derived stromal cells No Local injection 

Zhang et al.  2011 Rat Scaffold for peripheral nerve Surgical removal Tissue No Mechanical contact 

Mohammadi et al.  2011 Rat Vein graft for peripheral nerve Surgical removal Omentum-derived stromal cells No Local injection 

Shah et al.  2012 Mouse Lung Bleomycin Omentum-derived stromal cells Yes Systemic 

Bu et al.  2014 Rat Cornea Alkaline Omentum-derived stromal cells Yes Local injection 

Garcia-Gomez et al.  2014 Rat Kidney Surgical induction of chronic 

kidney disease 

Tissue Yes Mechanical contact 

Buyukdogan et al.  2016 Rabbit Cartilage Traumatic Tissue No Mechanical contact 

Pinheiro 2019 Mouse Skeletal muscle (diaphragm) Genetic Tissue No Mechanical contact 

Shadmani et al.  2021 Rat Cornea Alkaline Omentum-derived stromal cells Yes Local injection 

Li et al.  2023 Mouse Skin 

Peripheral nerve 

Peripheral vessel 

Diabetic, surgical  Supernatant of cultured tissue  Yes Local injection 

Our study 2024 Mouse Skin 

Soft tissue 

Surgical induction of 

lymphedema 

Supernatant of cultured tissue Yes Local injection 
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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 
・マウス後肢リンパ摘出後に⼤網を移植するモデルを作製した。 
・⼤網を移植するモデルにおいて，遊離脂肪移植モデルに⽐べて著明な再疎通
率の向上を⽰した。 
・有茎⼤網移植モデルは遊離⼤網移植モデルに⽐べて再疎通率は⾼かった。 
 
 第⼆章 
・⼤網は Polydextran 粒⼦を投与すると活性化し，肥⼤および⾎管の拡張を認
めた。特に遺伝⼦発現は４⽇⽬に最⼤となり，７⽇以降は維持された。 
・活性化⼤網培養上清の投与により，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。 
 
 
3.2 新知⾒の意義 
第⼀章において，マウス⼤網移植モデルを開発した。これまでの報告では，イ
ヌ，ラットを⽤いた報告であり，試薬の多いマウスを⽤いたモデルの開発はさ
らなる解析への⾜がかりとなることが予想される。今回，有茎組織弁移植モデ
ルが遊離組織弁移植モデルより⾼い再疎通率を⽰した。効果的な⾎流を保持し
た状態での組織移植がよりリンパ流の再構築に寄与することも⽰唆する結果で
ある。また，今回の結果では内在的にリンパ節を有さなくとも，リンパ管新⽣
を促す効果があることを⽰した。 
第⼆章において，活性化⼤網の有するサイトカインは経時的に変化し，１⽇⽬
に HIF-1α，Ang2，および NRP2 が，７⽇⽬には Foxc2 と Prox1 が増加する
ことを発⾒した。VRGF-Cや VEGF-D，HGFは常に⼀定以上が含まれてお
り，抽出の時期により効果的な培養上清を作製できる可能性が⽰唆された。ま
たの培養上清投与は，マウス後肢リンパ浮腫モデルにおいて，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，活性化⼤網培養上清がリンパ浮腫に対する治療に有⽤である可能性を⽰唆
している。 
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3.3 今後の展開 
第⼀章において，現時点での評価はリンパ流の再疎通率という限定された結果
に留まった。マウスのリンパ流を理解し，低侵襲なモデルの開発には⾄ってお
り，今後は局所および全⾝の分⼦⽣物学的検討を継続しする予定である。ま
た，第⼆章では活性化⼤網の培養上清が持つリンパ管・組織修復能が⾼く，後
肢リンパ浮腫を早期に改善することを⽰したが，その機序についてはさらなる
解明が必要である。in vitroにおいてリンパ管内⽪細胞に対する培養上清の影響
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，活性化⼤網
の培養上清を添加して培養し，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。 
 
3.4 今後の課題 
 本研究ではすでに臨床で⾏われているリンパ浮腫に対する遊離⼤網移植術を
基礎的に検証するためにマウスモデルを開発した。実際に⼤網移植がリンパ流
を回復する可能性を⽰すことはできたが，具体的な機序の解明には⾄らず，こ
れを解明することが課題である。 
また，活性化⼤網は各種のリンパ管新⽣因⼦，組織修復因⼦を放出する優れ

た組織であるが，臨床応⽤に向けては課題が多い。⼤網の培養上清を⽤いる場
合，ドナーへの侵襲が⼤きいというリスクがあるが，活性化することで少量の
組織から多量のサイトカインを含む培養上清を作製することができる。この優
位性が⽰せれば，新たな再⽣医療の材料として，画期期な治療法となる可能性
も秘めていると考える。 
今後の研究では，急性期モデルで⾏われており，⻑期にわたるリンパ浮腫で
観察される慢性的な線維性の変化や免疫の変化を完全には捉えていない。その
ため，より適切な知⾒として組織移植と慢性リンパ浮腫を組み合わせたモデル
に焦点を当て，臨床状態をより反映した検証を⾏うことが理想である。 
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