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緒言 

	 生体内において，リンパ系は複雑でありその機能は多岐に渡る。リンパ系は骨髄，

胸腺，リンパ節，リンパ管，脾臓などの全てを含む概念であり，リンパ組織はリンパ

球とそれらが存在する結合組織を指す。リンパ球産生に関わる骨髄，胸腺は一次リン

パ組織に，リンパ球反応の場であるリンパ節，脾臓，パイエル板などは二次リンパ組

織に含まれる。リンパ管は組織液の恒常性を制御し，免疫細胞の輸送に関わる。リン

パ節は輸出入リンパ管と連続し，免疫応答に関わる。リンパ組織として，循環に関わ

るリンパ管と免疫反応に関わるリンパ節は密接に関係している。 
	 リンパ節転移に対して施行されるリンパ節郭清術は，このリンパ組織に一定の侵襲

を加える。リンパ系は輸送機能を有するが，外科的治療によるリンパ系の破壊により

この輸送機能は傷害される。その結果，循環系への影響として，タンパク質の貯留や

組織間への液体の移行促進が惹起され，さらに炎症性変化が起こることで，リンパ浮

腫という病態が生じる。また，リンパ管はさまざまな抗原や免疫系の細胞を輸送する。

それゆえ，その輸送機能が傷害されると免疫系の機能の破綻をまねく可能性も考えら

れる。我々のグループは，局所リンパ系破綻モデルである，マウスリンパ浮腫モデル

に悪性黒色腫を移植し，肺転移が増加したことを報告した(Oashi et al.,2013)。このこと
により，免疫系の影響として，リンパ組織の破綻が局所免疫低下につながる可能性が

示唆された。すなわち、リンパ節郭清術という局所リンパ系破壊行為は循環系への影

響としてリンパ浮腫に，また免疫系への影響として腫瘍の易転移性につながる可能性

がある。 
	 近年，リンパ組織の破綻に対する外科的治療法の開発がすすみ，リンパ系の再構築

法として，リンパ管静脈吻合術が広く行われるようになってきた。これは，リンパ輸

送能を回復させるために，リンパ管を直接静脈へ吻合することで，リンパを効率よく

輸送させるという方法である。本治療がリンパ浮腫に対して一定の効果をもたらすこ

とは，数多くの文献で報告されている。しかしながら，炎症が進行し，瘢痕を形成し

た組織に対しては，その効果は不十分である。そこで新たに登場した術式が，外科的

リンパ系再構築法の一つであるリンパ節移植という方法である。リンパ節を含むリン

パ組織を血管付きで移植し，マイクロサージャリーの技術を用いて，移植先の血管と

血管吻合を行う。血管吻合を行うことで，viabilityを有するリンパ組織が移植先で機能
し，リンパ浮腫に対する新たなドレナージ効果が期待できる。難治なリンパ浮腫に対

しても本方法が有用であるとする報告が近年増えている。しかしながら，基礎および

臨床でのリンパ節移植の有用性については詳細な報告が少なく，今後基礎研究・臨床

研究によるデータの蓄積が待たれる。 
	 リンパ組織を扱う際に，循環系・免疫系という観点からリンパ系の破綻・回復を論
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じることが，今後ますます重要となってくると思われるが，リンパドレナージパター

ンというリンパの流れもまた重要な概念の一つである。特に，皮膚悪性腫瘍の治療に

おいては，リンパドレナージの概念の理解が必要である。なぜなら腫瘍はドレナージ

パターンに沿ってリンパ節転移するからである。現在，リンパドレナージパターンに

基づいた必要十分なリンパ組織の郭清が，根治を目指す上で，必要不可欠な治療法の

一つとされている。皮膚癌がリンパドレナージパターンに沿って流れていく最初のリ

ンパ節である，センチネルリンパ節(Sentinel lymph node: SLN)の大多数は腋窩，鼠径で
確認されるが，特に頭頸部領域ではリンパドレナージパターンが十分に解明されてい

ない。今後，リンパ節郭清後の外科的リンパ系再構築法を応用するにあたり，生体で

のリンパドレナージパターンの充分な把握が不可欠である。 
	 そこで，外科的リンパ系再構築法の樹立を目指し，まずは最も複雑なリンパ流の一

つと考えられる頭頸部領域のリンパドレナージパターンについて，第一章でその研究

を論述した。そして，リンパドレナージパターンの分析で得られた知見を踏まえ，マ

ウス動物モデルを用いて，外科的リンパ系再構築法としてのリンパ節移植による，循

環系および免疫系の回復について検証した。第二章において，外科的リンパ系再構築

法によるリンパドレナージパターンの回復についての研究を論述し，また第三章にお

いて，外科的リンパ系再構築法によるリンパ節局所免疫能の回復についての研究を論

述した。 
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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   
BCA  bicinchoninic acid assay 
FACS  fluorescence activated cell sorting 
FBA  fetal bovine serum 
HE        hematoxylin and eosin 
HPRT      hypoxanthine phosphoribosyltransferase 
ICG  indocyanine green 
IFN-γ  interferon-gamma 
IL  interleukin 
LYVE-1  lymphatic endothelial hyaluronan receptor 1 
NPLN          naïve popliteal lymph node 
PBS  phosphate-buffered saline 
PDE  photo dynamic eye 
qRT-PCR  quantitative reverse transcription polymerase chain reaction 
RT  reverse transcription 
SEM  standard error of the mean 
SLN  sentinel lymph node 
SLNB  sentinel lymph node biopsy 
TDPLN  tumor draining popliteal lymph node 
TDTLN  tumor draining transplanted lymph node 
Tyrp1  tyrosinase-related protein 1 
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緒言 

	 メラノーマの治療においては，生検に基づく進行期に応じた治療体系が重要な予後

規定因子であり，どの患者にリンパ節郭清を行うべきかどうかが重要である 1。その

中で，SLN生検(sentinel lymph node biopsy: SLNB)およびリンパ節郭清がメラノーマを
含む皮膚癌の治療において必須であると現在考えられている。 
	 SLNは，上述したように，原発から腫瘍細胞がリンパに乗って最初に流れ込むリン
パ節である。メラノーマの大規模研究ではSLNは腋窩に 55%，鼠径部に 45%同定さ
れるが，頸部ではわずかに 7%であり，その他の場所が 3%であった 2。特に頭部原発

の皮膚癌においては，典型的なリンパドレナージパターンの報告が過去にほとんどな

いために，特にSLNの正確な同定が必要と考えられる。 
	 これまで当教室は，顔面原発皮膚癌のリンパドレナージパターンについて分析・報

告してきた 3。一方で，後頭部や頭頂部原発皮膚癌のリンパドレナージパターンにつ

いては詳細な報告がない。しかし実際には，後頭部や頭頂部原発皮膚癌患者に対して

リンパ節郭清術を施行することはあり，どの領域をどの程度郭清すべきかについては

慎重に検討しなければならない。 
	 リンパ節郭清後のリンパ系再構築法によるその効果の検証を最終目標とし，生体内

でのリンパドレナージパターンの充分かつ適切な把握が必要であることから，まずは

頭頚部領域の複雑なリンパドレナージパターンについて分析を行った。 
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実験方法 

1. 患者情報の集積 
 

	 本研究では，1981年 1月から 2015年 12月までに当科を受診した，後頭部および頭
頂部原発の皮膚癌患者でありかつ，SLNBそして/またはリンパ節郭清を受けた，原発
から所属リンパ節までのリンパ流が同定可能な患者を対象とした。 
	 本研究は，北海道大学で承認された自主臨床研究計画(自 016-0334)に基づいて行っ
たものであり，倫理性が確保された研究を遂行するためにヘルシンキ宣言の原理に基

づいて行った。 
 
2. 研究の評価項目の設定 

 
	 原発腫瘍からのリンパのドレナージパターンを分析するために，リンパ節郭清後の

SLNまたはリンパ節転移の場所を後ろ向きに調査した。 
	 SLNの同定のために，triple technique（リンパシンチグラフィー，術中のパテントブ
ルーによる色素法，ガンマプローべ法を併用）を施行した。リンパシンチグラフィー

は，術前にテクネシウム 99で標識したフチン酸を，腫瘍周囲の皮内に投与し，評価し
た。2009年以降は，頭頸部領域での shine-through現象による干渉をさけるために，triple 
techniqueに加え，indocyanine green(ICG)を用いたリアルタイム蛍光リンパ管造影検査
を併用した。  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 9 

結果 

	 表 1に対象とした患者の情報を記載した。本研究に参加した患者は男性が 5名，女
性が 3名であり年齢の中央値が 43才(36才-85才)であった。3名が頭頂部に，5名が後
頭部に原発腫瘍を認めた。疾患の内訳は，メラノーマ 5名，有棘細胞癌１名，粘液癌
1名，脂腺癌 1名であった。臨床上，明らかに所属リンパ節転移を認める 3名がリン
パ節郭清を施行され，遠隔転移が臨床上認められない 5名においてSLNBが施行され
た。SLNの結果，病理学的にリンパ節転移を認めた症例に対しては(Case2,3,5)，引き
続いて，リンパ節郭清が施行された。 
 
 
 

 
 
 
	 原発腫瘍の場所と実際のそれぞれの患者のリンパ流のパターンを図 1に示す。最終
的に，後頭リンパ節に流れた症例が 8例中 6例で 75%，LevelⅡに流れた症例が 5例で
62.5%，LevelⅤに流れた症例が 5例で 62.5%であった。LevelⅢへは 1例で 12.5%，Level
Ⅳへは 1例で 12.5%，後耳介リンパ節へは 1例で 12.5%であった。 

表 1. 後頭部領域および側頭部領域に原発皮膚癌を認めた患者のリンパ流の分析結果 
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	 本研究で対象とした 8例のうち，後頭リンパ節への流れを認めた 6症例のリンパド
レナージパターンをまとめたものを図 2に示す。このうち， 6例中 4例(67%)でLevel
Ⅴへのリンパドレナージパターンを認めた。解剖学的見地から，リンパは後頭領域か

らはLevelⅡよりはLevelⅤへと流れる傾向があるものと思われた。6例中 2例におい
ては，リンパは後耳介リンパ節，LevelⅡ，LevelⅢへと流れた。このことは，リンパ
は後耳介リンパ節からは，LevelⅤではなく，LevelⅡ-Ⅳへと流れる傾向があると思わ
れた。 
 

図 1. 個々の症例の原発腫瘍部位とリンパドレナージパターン。赤丸は原発巣を，
白抜きの図形は頭頸部のリンパ節領域を示す。後頭リンパ節に流れた症例が 8 例

中6例で75%，LevelⅡに流れた症例が5例で62.5%，LevelⅤに流れた症例が5例

で62.5%であった。LevelⅢへは1例で12.5%，LevelⅣへは1例で12.5%，後耳介

リンパ節へは1例で12.5%であった。 
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	 後頭リンパ節へ転移を認めた症例の予後は不良であり，4例中 1例のみが術後 16ヶ
月生存していた。3例は 14ヶ月以内に亡くなった(表 1)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 2. 後頭リンパ節にリンパの流れを認めた 6症例(Case 1-3, 6-8)におけるリンパドレ
ナージパターンをまとめたもの。6例中4例(67%)でLevelⅤへのリンパドレナージパ

ターンを認めた。 
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症例 

・Case 2. 85才男性。頭頂部メラノーマ 
	 頭頂部の色素斑を incisional biopsy施行したところ，メラノーマと診断された。術前
のリンパシンチグラフィーでは，LevelⅡ，後頭リンパ節にSLNを認めた(図 3)。原発
腫瘍の広範囲切除術およびSLNBを受けた。切除病変部の病理学的所見では，thickness 
4mmのメラノーマの診断であった。SLNはLevelⅡで 1/2，後頭リンパ節で 1/1で転移
陽性であり，pT3bN2aM0, StageⅢCと診断され，リンパ節郭清術および術後 IFN-βの
補助療法を 3コース，術後放射線療法 40Gy/20Frを受けた。しかしながら，肝臓およ
び骨髄へ転移を認め，外科的加療後 12ヶ月で亡くなった。 
 

 

 
 
 

図 3. 85才男性。頭頂部原発メラノーマ。(a)原発腫瘍部位とSLNの場所 (b)リンパシン
チグラフィー。White arrowhead：原発，black arrow：後頭リンパ節，white arrow：Level
Ⅱ 
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・Case 7. 43才女性。後頭部粘液癌 
	 後頭部領域に 25mm×23mmの硬い結節を認め，辺縁部切除の結果，病理学的に粘
液癌と診断された。術前のリンパシンチグラフィーでは後頭リンパ節領域，LevelⅡ，
LevelⅤにSLNを認めた(図 4)。その後，原発の拡大切除およびSLNBを受けた。病理
学的に腫瘍の残存はなく，SLNにも転移は認められなかった。後頭部SLNのサイズ
は約 5mmであり，その他のSLNに比べると極めて小さかった。経過の中で肺転移を
きたしたが現在タモキシフェンによる化学療法を受けており，生存している。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 4. 43才女性。後頭部粘液癌。(a)原発腫瘍部位とSLNの場所 (b)リンパシンチグ
ラフィー。White arrowhead：原発，black arrow：後頭リンパ節，white head：Level
Ⅱ，black arrowhead：LevelⅤ 
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考察 

	 外科的リンパ系再構築法を目指すためには，適切なリンパドレナージパターンの分

析が必要である。これを行うことで，どの場所に，どのような方法を用いて，最も適

切な外科的リンパ系再構築を行うことができるか，についての実現可能な計画を立て

ることが可能と考える。そこで動物実験での外科的リンパ系再構築法につなげるため

に，まずは最も複雑なリンパドレナージパターンを有する，頭頚部領域のリンパドレ

ナージパターンについての分析を行った。 
	 頭頚部領域におけるリンパドレナージパターンに関する研究は少ない。その中で

Cadaverを用いてドレナージパターンを詳細に検証した研究がある。Panらは頭頚部皮
下の浅い組織のドレナージパターンに関して検証し，リンパが頭頂部領域から後耳介

領域と頸部の領域へ，そして後頭部領域から後頭リンパ節へと流れることを示した4。

2005年にSuamiらが報告した方法 5を用いて，彼らはまた頭頚部領域の皮下の深い組

織のリンパドレナージパターンに関しても検証し，頭頂部領域から後耳介領域と深部

後頭リンパ節へ流れることを示した。一方で，後頭部領域からは浅および深後頭リン

パ節およびLevelⅤリンパ節へと流れることをCadaver studyにおいて示した 6。実臨床

での報告はわれわれの報告が初めてとなるが，われわれの研究結果では，頭頂部後頭

部領域からのリンパドレナージパターンはPanらの報告とほぼ一致していたと考えら
れた(後頭領域から後耳介を経由してLevelⅡへ流れる症例が複数あった点が異なって
いた)。後頭リンパ節へのドレナージを認める症例は，6例中 4例(67%)がLevelⅤへの
流れを認め，このことは実際の臨床においても(Viabilityのある組織においても)，後頭
リンパ節からLevelⅤへの直接の流れがあること示唆した。 
	 実際の臨床においては，頭頂部原発皮膚癌と後頭部原発皮膚癌をリンパ流の観点か

ら分ける必要性は少ないと考える。その理由は，SLNBに基づいたリンパ節郭清を考
える際に，治療自体は，最終的には同じ手技を行うことになるからである。頭頂部，

後頭部領域に原発を有する皮膚癌のリンパ流を分析する際には，後頭部，後耳介部，

LevelⅡ，LevelⅤリンパ節をSLNとして考える必要がある。 
	 本領域の皮膚癌は希少である。それゆえ，確立されたリンパ節郭清の方法がないの

が現状である。Posterolateral neck dissectionが治療方法の一つとして挙げられる。Plukker
らが 1993年に本術式を報告し 7，その後，修正を加えた術式が報告された 8。

Posterolateral neck dissectionは levelⅡ-Ⅴの領域に加えて，後耳介領域と後頭領域を含む
郭清手技である。後頭リンパ節は通常は，皮下組織で，僧帽筋浅筋膜下に存在する 9。

本研究では，一例において，僧帽筋の下に再発を認めた。それゆえ，われわれは，郭

清を行う際には，頭板状筋の浅い筋膜のすぐ上の層で僧帽筋の頭側を部分的に切除す

ることを考慮しても良いのではないか，と考えている。 
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	 後頭リンパ節のサイズは本研究では 4-6mmと非常に小さかった。後頭リンパ節のマ
ッピングをおこなった研究では，後頭部領域皮下の領域には平均して 4個の後頭リン
パ節が，平均 3mmの長さ(1-6mm)で認められた 9。後頭部領域以外の領域と比較する

と，後頭リンパ節は小さく，同定が難しい。それゆえ，手術の際に，見落とされるリ

スクが高いと考えられる。そのために triple technique(リンパシンチグラフィー，色素
法，ガンマプローべ法)に ICGを用いたReal time蛍光リンパ管造影検査はこれらのリ
ンパ節の同定に有用であると考える 10。 
	 本研究で対象とした患者のうち，後頭リンパ節転移が陽性であったメラノーマ 3例
と有棘細胞癌1例で，リンパ節郭清を行った。そしてこれらの患者のうち1例のみ(25%)
が，経過観察期間内で生存していた。所属リンパ節転移陽性のメラノーマは通常は

StageⅢまたはⅣと分類される。そしてTNM分類に準拠した 5年生存率は，39％から
70%と報告されている 11。一般的なメラノーマの予後と比較すると，頭頂部または後

頭部原発の皮膚癌で後頭リンパ節転移陽性の症例は予後が悪い。この理由の一つは，

頭頚部領域の複雑なリンパ流によるのではないかと考えられた。複数のSLNが同定さ
れ，この複雑なリンパ系にのって腫瘍が転移する可能性があるために，これを外科的

に制御することが非常に難しいと思われる。もう一つの可能性は，リンパ節郭清手技

の難しさにある。所属リンパ節転移陽性症例に対して，確実な手技に基づいた郭清は

必須であるが，手技が比較的稀であり，統一がなされていない現状を鑑みると後頭リ

ンパ節という小さなリンパ節を十分に郭清することは容易ではないと思われ，今後の

検討が必要である。 
	 本研究結果から，リンパドレナージパターンの解析について今後安定した研究を行

うには，安定したリンパドレナージが１本確実に同定される場所が望ましいと考えら

れた。少なくともいくつかのリンパドレナージの経路が認められる場所では，外科的

リンパ系再構築を行ったとしてもその評価が難しくなる。頸部リンパ節郭清が一般的

な手技であることから，頭頚部はリンパドレナージ研究の候補となりうる場所ではあ

る。しかしながら，特に頭部に限った場合においてもその流れは複雑であり，現時点

では鼠径リンパ節郭清を施行した後に，外科的リンパ系再構築法を施行する動物モデ

ルが望ましいのではないかと考え，第二章ではそのモデルを用いて研究を行なった。

なお，本研究で得た知見をもとに，リンパドレナージパターンの評価として，リンパ

シンチグラフィーは複数回の施行が現実的ではないことから，汎用性の高い ICGを用
いて，研究を行う方針とした。 
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緒言 

	 リンパ系は循環系の一部分であり，リンパ管，免疫系のリンパ組織，二次リンパ組

織であるリンパ節を含む。リンパは輸送の機能を有するが，異常な脈管系の発達，リ

ンパ管の閉塞，外科的治療によるリンパ系の破壊によりリンパの輸送機能は傷害され

る。その結果，タンパク質の貯留や組織間への液体の移行促進が惹起され，リンパ浮

腫という病態が生じる 12。さらに，リンパ管はまたさまざまな抗原や免疫系の細胞を

輸送する。それゆえ，その輸送機能が傷害されると免疫系の機能の破綻をまねく可能

性も考えられる。近年，Oashi らはマウスリンパ浮腫モデルでは，通常のマウスに比
べ，移植された悪性黒色腫が容易に肺転移することを示した。このことはまさに，免

疫細胞の輸送に関わるリンパ管の輸送機能の破綻が腫瘍の増大・転移増悪を惹起する

ことを示している 13。 
	 傷害されたリンパ系を修復すること，すなわち正常なリンパドレナージパターンを

回復すること，はリンパ浮腫の治療において重要である。Supermicrosurgery の技術を
用いたリンパ管静脈吻合術は，リンパ浮腫の外科的治療法の一つである 14。臨床では，

本方法を支持するさまざまな報告がなされている一方で，動物実験では持続的なリン

パ浮腫のモデルを作ることが難しい。しかし，リンパ浮腫の早期持続モデルにおいて

は，リンパ管静脈吻合の有用性を支持するいくつかの基礎実験の報告もある 15,16。近

年，リンパ系の局所の外科的再構築法の一つとして，リンパ管静脈吻合以外に，リン

パ節移植が報告され，行われるようになってきた 14,17。臨床においては，リンパ浮腫

の状態にはない別の場所から血管をつけたリンパ節を含む組織を採取し，それをリン

パ浮腫の状態となった組織に移植することで，リンパ浮腫の状態を改善させるという

報告が増えている 18。リンパ節移植がリンパ系の機能を回復させる機序を示す動物実

験の報告もある。Tobbiaらは羊を用いて，リンパ節郭清後のリンパ節移植に伴うリン
パ系の再構築を，iodine-125を用いてその効果を示した 19。またAschenらは，リンパ
節移植後のリンパ節とリンパ管との連続性を，techetium-99mを用いて証明した 20。し

かしながら，これまでリンパ節移植がリンパ系機能の回復に寄与する，すなわち移植

したリンパ節へと末梢のリンパ管からリンパが流れていることは間接的に証明されて

きたにも関わらず，リンパ管とリンパ節の連続性の回復の詳細な機序および回復の経

過についての直接的な証明はされていない 21。 
	 メラノーマの治療においては現在SLNBが標準化された方法として確立され，一連
の治療の中で重要な検査と位置付けられている 1。Kwonらは，マウスモデルで，この
SLNに相当する膝窩リンパ節を切除することで，リンパドレナージパターンが大きく
変化することを ICGリンパ管造影検査で示した 22。そしてメラノーマがこの変化した

ドレナージパターンにそって転移し，転移増悪を惹起する可能性を示唆した。それゆ
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え，リンパドレナージパターンの変化が腫瘍の増大，転移増悪に影響を及ぼす可能性

がある。もしそうであるならば，局所リンパ系の破綻後のリンパドレナージパターン

の回復は腫瘍の増大，転移増悪を抑制する可能性もある。 
	 そこで第二章においてはまず，マウスモデルにおいて，リンパ節の切除がリンパド

レナージパターンの変化を引き起こすのか，そしてリンパ節移植を単純な外科的リン

パ系再構築法と位置付け，この方法がリンパ管との連続性を回復し，リンパドレナー

ジパターンに対してどのような影響を及ぼすのかについて検証した。 
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実験方法 

1. 実験動物 
	 6-8週齢のC57BL/6Nマウス(18-20g)を三協ラボサービスから購入し使用した。実験
は 2.5%のイソフルラン吸入麻酔下で行なった。マウスの左後肢 foot padに 2μlの 2%
パテントブルーを局注し，リンパ管およびリンパ節の同定を行なった。皮膚切開のみ

加えたコントロール群(Group1)，膝窩リンパ節を切除した群(Group2)，膝窩リンパ節を
切除した後にリンパ節を移植した群(Group3)を作成した。マウスを腹臥位とし，外科
用剪刀で左後肢に 1cmの切開を行なった(図 5A)。コントロール群では切開した皮膚を
5-0ナイロンで縫合した。リンパ節切除群では，大腿二頭筋下に青色で染色された膝
窩リンパ節(図 5B)を周囲の脂肪組織をつけないでリンパ節のみ切除(図 5C)し，皮膚を
5-0ナイロンで縫合した。リンパ節移植群では，切除した膝窩リンパ節をそのままも
とに戻し(non-vascularized lymph node transplantation)，筋膜を 10-0ナイロンで縫合し(図
5D)，さらに皮膚を 5-0ナイロンで縫合した。これらの操作は顕微鏡下で行なった。 
 
 

 
	    
   
   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 5 動物モデルの作成。A:マウスを伏臥位とし，左後肢に切開を加え，青染
された膝窩リンパ節を同定したところ，B:膝窩リンパ節，C:リンパ節周囲を
剥離し，膝窩リンパ節のみを切除したところ，D:	リンパ節移植群では，切除
した膝窩リンパ節をそのままもとに戻し，筋膜を10-0ナイロンで縫合した。 
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	 動物実験に際しては，「動物の保護および管理に関する法律」および「実験動物の使

用および保管等に関する基準」を遵守し，北海道大学大学院医学研究科における動物

実験に関する指針に則り，研究を遂行した。 
 

2. ICG蛍光造影検査によるリンパ流の同定 
	 術後後肢のリンパ流評価のために、Fluorescence lymphography (蛍光リンパ管造影)を
行った。Group1,2,3の各グループにおいて，術後 4週間にわたって，１週間毎に評価
した(n=18 per each group)。マウスは、撮像する前に、除毛した。 
	 5µLのIndocyanine green (ICG) 溶液(1 mg/ml) を両側のマウス後肢food padに27ゲー
ジのツベルクリン針を使用して皮下投与した。ICGを投与して15分後に、近赤外線カ
メラ(Photodynamic Eye;Hamamatsu Photonics, Hamamatsu, Japan)を使用して後肢全体の
蛍光画像を取得した。 
 
3. 蛍光標識デキストラン 
	 移植したリンパ節が生着しリンパ管との連続性を回復しているかどうかを検証する

為に，リンパに特異的に取り込まれる蛍光標識デキストランを用いて移植リンパ節の

蛍光観察を行なった。10 mg/mL fluorescein isothiocyanate-dextran (molecular weight 2000 
kD; Molecular Probes, Eugene, OR)10μlをマウス両側後肢 foot padに局注し，15分後に
膝窩リンパ節を採取した。なお右側はコントロールとして採取しOCDコンパウンド
に入れ冷凍保存した。クライオトームを用いて組織から切片(20μmの厚さ)を作製し
た。作製した切片を共焦点レーザー顕微鏡 Fluoview 1000D(Olympus)で蛍光観察した。 

 
4. 免疫組織化学染色，エラスチカマッソン染色 
	 手術後 4週の時点でGroup1,3のマウスを安楽死させ，解剖学的評価を行うために左
膝窩リンパ節を採取した。採取した皮膚検体は4%パラホルムアルデヒドで固定して、
パラフィン包埋した組織より切片(4µm の厚さ)を作製した。作製したパラフィン切片
を使用して免疫組織学的染色およびエラスチカマッソン染織を行った。1次抗体はThe 
rat anti-mouse CD3 (CD3-12)ポリクローナル交体The rabbit anti-mouse (GeneTex, Irvine, 
CA)，The rat anti-mouse CD45R/B220 (RA3-6B2)ポリクローナル抗体(WuXi Biosciences, 
San Diego, CA)，The rabbit anti-mouse lymphatic endothelial hyaluronan receptor 1(LYVE-1) 
ポリクローナル抗体(Abcam, Inc., Cambridge, Mass.)を使用して、リンパ節の構造の解析
をおこなった。脱パラフィン化、抗原の賦活化、内因性ペルオキシダーゼのブロッキ

ング、非特異的反応のブロッキング、1 次抗体反応の後、ペルオキシダーゼでラベル
した同種 IgG抗体であるHistofine Simple Stain MAX-PO kit (Nichirei, Tokyo, Japan)を反
応させジアミノベンジジンで発色した( n = 5 per group per group)。 
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5. Spectrophotometry 
	 リンパ管の機能を評価する為に青色色素のエバンスブルーをマウス footpadに局注
し，リンパに選択的に吸収される色素の回収率について評価した。実験方法について

はTammela Tらの過去の報告 23を参考にした。色素については，リンパ管内のタンパ

ク質と結合しリンパを染める色素としてメチレンブルー，パテントブルー，オレンジ

G，インジゴカルミンなどがある。スルホン基の数が多い方がリンパ管内のタンパク
との結合率が高く，より吸収率を正確に測定可能であるためにエバンスブルーを用い

た。 
	 Group 1，2，3のそれぞれに対して，術後 1日目，7日目，14日目に 2%エバンスブ
ルーを 20μl footpadに局注した。8時間後に左頚部の静脈から 100μl採血した。これ
に 900μlのホルムアミドを加え，一晩 55℃で incubationした。3000rpmで 10分間遠
心してから上清を採取し，spectrophotometryを用いて 620nmで吸光度を測定した。 
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実験結果 

 
1. Fluorescence lymphangiographyによる術後リンパ流評価(n=18 per group) 
 コントロール群(Group1)では foot padに注射した ICGが膝窩に流れ，蛍光画像として
明瞭に描出された。術後 1,2,3,4週のいずれにおいても同様の画像が観察された。これ
はGroup2およびGroup3の健側においても同様の正常なリンパドレナージパターンが
確認された。 
	 膝窩リンパ節切除群(Group2)では n=10において術後 1,2週目はコントロール群と同
様に膝窩リンパ節が描出された。しかし，術後 3週目以降は描出されなかった。これ
は切除された膝窩リンパ節を反映した結果と考えられた(図 6)。また n=8においては術
後 1週目からドレナージパターンが変化し，膝窩ではなく鼠径リンパ節が描出された
(図 7)。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 6 膝窩へのリンパ流 (n=10) 
A-D: 腹臥位，E-H: 側臥位 
A, E：術後 1週目 
B, F：術後 2週目 
C, G：術後 3週目 
D, H：術後 4週目 
Foot padからのリンパは術後 1週目
から4週目まで膝窩リンパ節部位へ
と流れた。3週目以降は膝窩リンパ
節は描出されなかった。 

図 7 鼠径へのリンパ流 (n=8) 
A-D: 腹臥位，E-H: 側臥位 
A, E：術後 1週目 
B, F：術後 2週目 
C, G：術後 3週目 
D, H：術後 4週目 
術後 1 週目からリンパドレナージ

パターンが変化し，膝窩ではなく鼠

径リンパ節が描出された 
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膝窩リンパ節を切除した後にリンパ節を移植した群(Group3)では n=16において術後
１週目から 4週目まで膝窩リンパ節が描出された(図 8)。n=2においては膝窩リンパ節
および鼠径リンパ節の両方が術後 1週目から 4週目まで描出された(図 9)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2.蛍光標識デキストランによる移植リンパ節の評価 
	 コントロール群(Group1)では foot padに注射したFITC-dextranが膝窩に流れ，蛍光画
像として明瞭に描出された。Dextranは選択的にリンパ管に吸収されるために，リンパ
が流れる辺縁洞，髄洞がとくに明瞭に描出された(図 10A)。一方で，リンパ節を移植
したGroup3においても辺縁洞および髄洞が明瞭に描出された(図 10B)。これは輸入リ
ンパ管がリンパ節と繋がり，リンパがリンパ節へと流れたことを示した。なお，移植

リンパ節では部分的にリンパ節周囲が厚みを持って描出された。 

図 8膝窩へのリンパ流 (n=16) 
A-D: 腹臥位，E-H: 側臥位 
A, E：術後 1週目 
B, F：術後 2週目 
C, G：術後 3週目 
D, H：術後 4週目 
Foot padからのリンパは術後 1週目か
ら 4 週目まで膝窩リンパ節部位へと
流れた。 

図 9膝窩と鼠径へのリンパ流 (n=2) 
A-D: 腹臥位，E-H: 側臥位 
A, E：術後 1週目 
B, F：術後 2週目 
C, G：術後 3週目 
D, H：術後 4週目 
Foot padからのリンパは術後 1週目から
4週目まで膝窩リンパ節部位と鼠径リン
パ節部位の両方へと流れた。 
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3. 膝窩リンパ節および移植リンパ節の免疫組織化学染色，エラスチカマッソン染色  
・膝窩リンパ節 
	 LYVE-1による免疫組織化学染色ではリンパ管内皮は辺縁部分に局在していた(図
11A)。CD3によるT細胞の局在は傍皮質領域に(図 11B)，またB220によるB細胞の
局在は皮質領域に認められた(図 11C)。またエラスチカマッソン染色では膠原線維が
染色されるが，リンパ節周囲に線維化は認められなかった(図 11D)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 10 FITCで蛍光標識されたリンパ節(A：膝窩リンパ節，B：移植リンパ節)。
Foot padに注射した FITC-dextranが膝窩に流れ，リンパが流れる辺縁洞，髄洞
がとくに明瞭に描出された。 
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・移植リンパ節 
	  
 
 
 
 
 
 
 
	 LYVE-1による免疫組織化学染色ではリンパ管内皮は通常の膝窩リンパ節と同様に
辺縁部分に局在していた(図 12A)。これは蛍光標識デキストランによって描出された
移植リンパ節を支持する結果であった。またT細胞の局在は傍皮質領域に(図 12B)，
そしてB細胞の局在は皮質領域に，膝窩リンパ節と同様に分布していた(図 12C)。エ
ラスチカマッソン染色ではリンパ節周囲に線維化が認められた(図 12D)。蛍光標識デ
キストランでリンパ節周囲が肥厚して描出された結果は本結果を反映したものと思わ

れた。 
 
 
 
 
 

図 11 膝窩リンパ節の免疫組織化学染色(A：LYVE-1, B：CD3，C：B220)およびエラ
スチカマッソン染色(D)。(A)リンパ管内皮は辺縁部分に局在していた。(B) T細胞は傍
皮質領域に認められた。(C) B細胞は皮質領域に認められた。(D)リンパ節周囲に線維
化は認められなかった。 bar=100μm。 
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4. Spectrophotometry 
 リンパ系の機能が問題なく，リンパ管へのエバンスブルーの吸収が効率的に行われれ
ば，エバンスブルーの血中濃度が早期から高くなることが予想された。そのためコン

トロール群では早期から最も吸光度が高く，リンパ節切除により吸光度が低くなり，

リンパ節移植では吸光度がコントロール群に近づくことが予測された。 
	 しかしながら，術後 1日目，7日目，15日目，21日目，35日目の評価では吸光度の
差は認められなかった(図 13. n=2-3)。そのために本実験はリンパ系再構築の機能を証
明するための手法としては本実験計画では適当ではないと判断した。 
 

図 12 移植リンパ節の免疫組織化学染色(A：LYVE-1, B：CD3，C：B220)およびエラ
スチカマッソン染色(D) bar=100μm 

図 12 移植リンパ節の免疫組織化学染色(A：LYVE-1, B：CD3，C：B220)およびエラ
スチカマッソン染色(D)。(A)リンパ管内皮は辺縁部分に局在していた。(B) T細胞は傍
皮質領域に認められた。(C) B細胞は皮質領域に認められた。(D)リンパ節周囲に線維
化を認めた。 bar=100μm。 
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図 13. Spectrophotometry(Group1,2,3の血中のエバンスブルーの吸光度)。Group
間でエバンスブルーの吸光度に傾向を持った差を認めなかった。 
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考察 

	 ICG蛍光造影検査を用いたマウス膝窩リンパ節切除後のリンパドレナージパターン
の変化については，過去にいくつか報告されている 22,24,25。マウスにおいて，foot pad
からのリンパドレナージパターンは通常は膝窩リンパ節から坐骨リンパ節へと流れる。

Kwonらは，膝窩リンパ節採取後に foot padからのリンパ流が鼠径リンパ節へと流れる
ことを報告し，さらに肉眼的所見ではあるが，foot padに投与したメラノーマ細胞が
そのドレナージパターンにのって鼠径リンパ節へと流れ，転移増悪の可能性を示した
22。またBlumらはリンパドレナージパターンの変化の度合いは手術侵襲の程度による
ものと報告し，さらに新たなリンパ組織の構築が約 3週間程度で起こると述べている
24。本研究においては，膝窩リンパ節を１個のみを切除することでドレナージパター

ンが膝窩リンパ節から鼠径リンパ節へと変化することを確認したが，ドレナージパタ

ーンが安定化するのは約 3週間であり，これはBlumらの報告と一致していた。そし
て，Group2で得られた所見，すなわちリンパ節切除後にドレナージパターンが変化せ
ずに膝窩に流れたものの，切除したにも関わらず，術後２週目まで膝窩リンパ節が ICG
蛍光造影検査で描出された理由は，リンパ系再構築が行われる過程で，膝窩リンパ節

直後に欠損が生じ，そこへ ICGが流れたが，次第にその欠損が消失し再生組織によっ
て完全に置換されたものと推察された。 
	 リンパ浮腫の外科的治療として，近年リンパ節移植の有用性を支持する報告が増え

ている 14,18,26,27。しかしながらこれを支持する基礎研究は限られ，リンパ節移植後のリ

ンパドレナージパターンの回復について詳細に検討した報告はない 19,20,28,29。正常なド

レナージパターンが回復するためには管腔内の Interstitial flowが重要であることがわ
かっている 30,31。しかし，われわれが本実験で示したように，膝窩リンパ節切除後の，

新しいリンパドレナージパターンは，近位リンパ管と遠位リンパ管との間のギャップ

を橋渡しする前にすでに形成されていた。そしてリンパ節移植は，移植後比較的すぐ

に近位リンパ管と遠位リンパ管とをつなぐ管腔構造としての役割を果たしていた。リ

ンパ節移植を行ったGroup3のうち，２例において，膝窩と鼠径の両方へのドレナー
ジパターンが確認された。このことは新たなリンパドレナージパターンが，例えリン

パ節移植が行われたとしても，外科的介入に引き続いて形成されることを示唆した。 
	 今回われわれが使用したFITC-dextranが，移植リンパ節とリンパ管との形成・結合
を視覚化するのに有効であった。デキストランは，皮下への投与の後に選択的にリン

パ管に吸収されるために，リアルタイムでリンパの流れを計測することが可能である
30。通常のマウス膝窩リンパ節をこのFITC-dextranを用いた方法で行うとリンパ節の
周囲の辺縁洞，すなわち輸入リンパ管がリンパ節に入ってきた後に最初に通る構造，

が明瞭に蛍光で描出される。そしてそら豆型の中央部に位置する門部でより強く描出
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される。これはリンパが辺縁洞に入ったのちに，髄洞へと流れ，最終的に輸出リンパ

管へと流れていく構造を反映したものと考えられた。FITC-dextranを移植リンパ節で
評価したところ，通常の膝窩リンパ節とほぼ同様に描出された。これは実際に輸入リ

ンパ管が移植リンパ節と繋がり，リンパが髄洞へと流れたことを意味したと考えられ

た。移植リンパ節の周囲は肥厚した所見が認められ，これが通常のリンパ節との違い

であったが，外科的侵襲によって起こった炎症性変化を反映したものと考えられた。

LYVE-1による免疫組織化学染色で検討したリンパ管内皮，および膠原線維を染める
エラスチカマッソン染色の結果もまたFITC-dextranの結果と一致していた。 
	 リンパ節は二次リンパ組織であり，複雑な機能を有している。腫瘍免疫において最

も重要な機能の一つは，末梢組織で膠原を認識した樹状細胞がナイーブT細胞へと抗
原提示を行う場所であるということである 21。そしてこれらの働きはリンパ管とリン

パ節が繋がっているという前提で行われる，このことによってリンパ節内の免疫細胞

の恒常性が保たれている 32。われわれは今回，リンパ管と移植リンパ節との形成・結

合および移植リンパ節内のT細胞およびB細胞の分布が保たれるということを示した。
しかしながら，実際に自己組織として移植したリンパ節において，腫瘍免疫系で実際

にリンパ球が機能しているかどうかについては更なる検証が必要である。そこで第三

章として，Tumor draining lymph node(TDLN)としての下肢のSLNと考えられるTumor 
draining popliteal lymph node(TDPLN)と，移植したリンパ節のリンパ球の機能に着目し
た外科的リンパ系再構築後の免疫系の回復，についての研究を行うこととした。なお，

免疫系としては，当教室がその仕様を習熟しているメラノーマ細胞を用いることとし，

腫瘍免疫系の解析を行う方針とした。 
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外科的リンパ系再構築法による 

リンパ節局所免疫能の回復について 
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緒言 

	 緒言で述べたように，リンパ系はリンパ管および免疫システムに関わるリンパ組織

からなる。リンパ節はこのリンパ組織の構成組織の一つである。リンパ管の主な機能

は血管から漏出した液体の回収しそれを血流へも戻すことである。それゆえ，リンパ

管の輸送障害は組織のリンパの蓄積，腫脹，繊維化，すなわちリンパ浮腫を引き起こ

す。またリンパ管は免疫機構において，様々な抗原と抗原を捉える細胞をリンパ節へ

と運搬する役割を担う 12,33。 
	 リンパ組織の構成要素の一つであるSLNは腫瘍免疫において非常に重要である。原
発腫瘍から最初にリンパの流れを受けるリンパ節であり，腫瘍が転移する際に足場と

なる場所でもある。またSLNは腫瘍関連因子，たとえばサイトカインなどによって強
く影響を受ける 21。それゆえ郭清などのリンパ組織の破壊は抗腫瘍免疫を減弱させる

可能性がある 13,34。 
	 近年，臨床においてリンパ浮腫に対するリンパ節移植の有用性を示す報告が増えて

いる。しかしながら，本治療はどのようにして効果があるのかという基本的な問題を

含めて，解明すべき点が多く，また特に免疫系に与える影響についてはほとんどわか

っていない。Huangらが近年，リンパ節移植を行ったマウスでも樹状細胞が増加し， T
細胞免疫が引き起こされたと報告した。しかし，移植リンパ節内で起こるサイトカイ

ンや免疫系の細胞の機能面における動的な変化についての詳細は不明である。 
	 Kwon らは，ICG 蛍光リンパ管造影検査によって，マウスの膝窩リンパ節を切除す
ることでリンパドレナージパターンが変化し，このリンパ流にそってメラノーマが転

移する可能性を示した 22。リンパ節郭清などによってリンパ管が破壊されると腫瘍の

浸潤や転移様式に影響を与える可能性があるという視点は非常に重要である。なぜな

ら腫瘍はリンパの流れにそって転移する，すなわちリンパは腫瘍細胞が転移する道を

供給していることに他ならないからである。第二章において，マウスモデルを用いて，

リンパ節の切除がリンパドレナージパターンの変化を引き起こし，リンパ節移植がリ

ンパ管との連続性を回復し，リンパドレナージパターンを回復させたことを示した 35。 
	 そこで第三章では，リンパドレナージパターンの変化が腫瘍動態にどのように影響

を与えるのか，そしてリンパ節移植という外科的リンパ系再構築法は，ドレナージパ

ターンを回復させることで腫瘍の転移を抑制するのか，について検証した。そしてさ

らに移植したリンパ節が tumor-draining popliteal lymph node (TDPLN)と比較して，どの
程度免疫系に寄与するのかについて，リンパ節局所免疫能という観点から検証した。 
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実験方法 

1. 動物実験モデルの作製 
 
	 第二章で作成したマウスモデル，すなわち皮膚切開のみ加えたコントロール群

(Group1)，膝窩リンパ節を切除した群(Group2)，膝窩リンパ節を切除した後にリンパ節
を移植した群(Group3)を本実験でも用いた。  
	  
2. Cell lines（ルシフェラーゼおよびRed fluorescent protein安定発現メラノーマ癌細胞
の維持と調整） 

 
	 蛍の発光遺伝子であるルシフェラーゼを安定的に発現する B16F10Luc2メラノーマ
細胞株(Caliper Life sciences, Hopkinton, MA)を購入し使用した。B16F10Luc2細胞は、レ
ンチウイルスベクターによって蛍発光遺伝子(Luc2)を B16F10 細胞に遺伝子導入する
ことで作製される。またRFPを安定的に発現するB16-F10メラノーマ細胞も用いた。
これは，pFB—NeoレトロウイルスによってDiscosoma sp.RFPをB16F10細胞に遺伝子
導入することで作製される。 
	 移植に用いる細胞は、対数増殖期にある癌細胞を使用した。培養容器に接着してい

る subconfluentに増殖した癌細胞を Trypsin-EDTA solution (0.25% w/v trypsin; Gibco, 
Eggenstein, Germany)を用いて剥離した後、10% fetal bovine serum (FBS)を添加した
RPMI 1640培養液(Sigma-Aldrich, St Louis, MO)を加えた後、細胞を遠心管に移して遠心
(1500rpm, 5分間)した。遠心後、細胞を氷冷 phosphate-buffered saline (PBS, Ca2+/Mg2+ 不
含)に再浮遊した。細胞の cell viability (90%以上)を確認するため、トリパンブルーを使
用して、細胞数を算定した。細胞密度を 8 x 106/mlに調整した細胞浮遊液を作製した。 
	 上記で作製した 3群の動物モデルの左後肢 foot padに 4x105 個(0.05ml)の癌細胞を，
27ゲージ針付ツベルクリンシリンジを用いて注入し、移植した36。腫瘍移植の時期は、

各群における手術施行後 4週間とした。 
	 なお，Group1においては，腫瘍移植後に直接リンパが流れ込むリンパ節は膝窩リン
パ節であり，tumor draining popliteal lymph node (TDPLN)と呼称する。Group 3において
は，リンパが流れ込むリンパ節は移植リンパ節であり，tumor draining transplanted lymph 
node (TDTLN)と呼称する。反対側のリンパが直接流れ込まない膝窩リンパ節を
non-tumor draining popliteal lymph node (non-TDPLN)と呼称する。なおコントロールとし
て，左後肢 foot pad に生食を投与し，生体内に腫瘍を持たない膝窩リンパ節を naïve 
popliteal lymph node (NPLN)と呼称する(図 14)。 
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3. In vivo optical imaging 
 
	 Bioluminescence(生物発光)の検出による腫瘍動態(増殖、転移)追跡を、非侵襲的かつ
経時的に行った。発光酵素であるルシフェラーゼは、その基質であるルシフェリンを

酸化ルシフェリンに変換することによって、腫瘍細胞からの生物発光を生じさせる。 
	 150mg/kg/bodyのD-luciferin (VivoGlo Luciferin, In Vivo Grade; Promega, Madison, WI)
をPBSに溶解して、各群に腹腔内投与した。投与 15分後に、冷却Charge-coupled device 
(CCD)カメラを装備したLumazone bioluminescence imager (Nippon Roper, Tokyo, Japan)
によって生物発光を検出した。この生物発光の強度は，腫瘍の増加量と重さに一致す

ると言われている 37。このOptical Imaging Systemを使用して、腫瘍内から発せられる
生物発光強度を 1分間の露出時間で測定した。発光強度は対象領域内で検出される全
ての photonの積算値とした(the sum of all detected photon counts)。生物発光の検出は術

図 14. 腫瘍を有するかどうかの違いによる膝窩リンパ節の呼称について。腫瘍
移植後に直接リンパが流れ込むリンパ節は膝窩リンパ節であり，tumor draining 
popliteal lymph node (TDPLN)と呼称する。リンパが流れ込む移植リンパ節は，
tumor draining transplanted lymph node (TDTLN)と呼称する。リンパが直接流れ込
まない膝窩リンパ節を non-tumor draining popliteal lymph node (non-TDPLN)と呼
称する。 
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後4週で評価した。各Groupで12匹ずつのマウスを用いた。データはSlideBook software 
(Intelligent Innovations Inc., Denver, CO)を用いて評価した。 
 
4. ルシフェラーゼアッセイによるリンパ節，肺転移の定量的評価 
 
	 腫瘍移植後 5週間で各群のマウスを安楽死させ、鼠径リンパ節，腋窩リンパ節，肺
を採取した。PBS で洗浄し、付着血液を除去した組織を液体窒素にて瞬間凍結した。
凍結組織は、Micro Smash MS-100(TOMY)を使用して 3500 prmで 15秒間破砕した後、
Cell Culture Lysis Reagent (Luciferase Assay System; Promega)に溶解した。細胞溶解液を
13000rpm、4℃で遠心して上清を採取した。上清にLuciferin (Luciferase Assay Reagent; 
Promega)を添加して生じる生物発光を検出(GloMax 20/20n Luminometer; Promega)する
ことで、転移の定量的評価とした。1群につきC57BL/6Nマウス 12匹を用いた。 
 
5. 共焦点レーザー顕微鏡 
 
	 Group１，３それぞれのマウスに対して，モデル作成後 4週目にB16-F10-RFPメラ
ノーマ細胞を移植し，メラノーマ細胞移植後 2,3,4週目にFITC-dextran(molecular weight 
2000 kD; Molecular Probes Inc., Eugene, OR)を foot padに注射した。15分後にGroup1か
ら左膝窩リンパ節であるTDPLNsを，Group3から左膝窩リンパ節であるTDTLNsを
採取しOCDコンパウンドに入れ冷凍保存した。クライオトームを用いて組織から切
片(30μmの厚さ)を作製した。作製した切片を共焦点レーザー顕微鏡Fluoview 
1000D(Olympus)で蛍光観察した。 
 
 
6. 組織学的評価 
 
	 モデル作成後4週の時点でGropu1,3のマウスのそれぞれにB16-F10-LUC2メラノー
マ細胞を移植し，腫瘍移植後 4週目にマウスを安楽死させ，解剖学的評価を行うため
に左膝窩リンパ節を採取した。なおGroup1の膝窩リンパ節はTDPLNs，Group3の膝
窩リンパ節がTDTLNsとなる。採取した組織を4%パラホルムアルデヒドで固定して、
パラフィン包埋した組織より切片(4µmの厚さ)を作製した。作製したパラフィン切片
を使用して免疫組織学的染色を行った。1次抗体はThe rat anti-mouse CD3 (CD3-12)ポ
リクローナル交体The rabbit anti-mouse (GeneTex, Irvine, CA)，The rat anti-mouse 
CD45R/B220 (RA3-6B2)ポリクローナル抗体(WuXi Biosciences, San Diego, CA)，The 
rabbit anti-mouse lymphatic endothelial hyaluronan receptor 1(LYVE-1) ポリクローナル抗
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体(Abcam, Inc., Cambridge, Mass.)を使用して、リンパ節の構造の解析をおこなった。 
	 またメラノーマ細胞のリンパ節転移前のリンパ節のHigh Endothelial venule (HEV)の
評価目的に，腫瘍細胞移植後 2週目に同様に膝窩リンパ節を採取した。Purified rat 
anti-mouse MECA-79 ( BD Biosciences, San Jose, CA)を 1次抗体として使用した。脱パラ
フィン化、抗原の賦活化、内因性ペルオキシダーゼのブロッキング、非特異的反応の

ブロッキング、1次抗体反応の後、ペルオキシダーゼでラベルした同種 IgG抗体であ
るHistofine Simple Stain MAX-PO kit (Nichirei, Tokyo, Japan)を反応させジアミノベンジ
ジンで発色した( n = 5 per group per group)。 
 
7. RNA抽出 
 
 腫瘍細胞移植後１，2，3，4週の時点で，各群のマウスをそれぞれ 6-7匹安楽死させ，
左膝窩リンパ節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)を使用して凍結破砕した後、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目的で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）を用いて測定した。 
 
8. 逆転写（RT: reverse transcription）反応 
 
 	 1µgの total RNAからRT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, Calif.）を使用した。サーマルサイク
ラー（GeneAmp PCR System 9700; Applied Biosystems）によるRT反応条件は 37℃60
分，95℃５分，4℃∞とした。 
 
9. リアルタイムPCR 
 
	 初期熱変性 95℃・10 分、熱変性 95℃・15 秒、アニーリング／伸長反応 60℃・60
秒×40 サイクルのプロトコールでリアルタイム PCR を行った。PCR 装置は
StepOnePlus Real-Time PCR System（Applied Biosystems）を使用した。Power SYBR Green 
PCR master mix （Applied Biosystems）を用いた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、遺伝子発現量の比較のため、ΔΔCT法により解析した(n=6-7 
per group per time point) 。 内 在 性 コ ン ト ロ ー ル と し て hypoxanthine 
phosphoribosyltransferase（HPRT）を用いた。リアルタイムPCRで使用したプライマー
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は以下のとおりである (表 2)。なおリンパ節への転移の評価目的にメラノサイトに特
異的なマーカーとしてTyrosinase-related protein 1 (Tyrp1) geneを用いた 38。 
 
 
 
Real-time qRT-PCR primers 

 
 
10. フローサイトメトリー，ソーティング 
 
	 モデル作成後4週の時点でGropu1,3のマウスのそれぞれにB16-F10-LUC2メラノー
マ細胞を移植し，腫瘍移植後 4週目にマウスを安楽死させ，リンパ節内のリンパ球の
評価を行うために左膝窩リンパ節(TDPLNとTDPLN)を採取した。コントロールとし
て foot padに生食を注入した群からNPLNを採取した。採取した組織を 0.2%bovine 
serum albumin(BSA)を添加したPBS中に浸した。組織を75μナイロンメッシュで single 
cellとし，セルカウンターでリンパ級数を測定した。その後，シングルセルを蛍光で
標識された抗体(CD4, CD8, CD25, CD62L, B220, CXCR5, PD-1)(いずれもBD 
Biosciences)で処理した。濾胞性ヘルパーT細胞の同定のためにCXCR5, PD-1を用いた
39。	  
	 抗体で処理したサンプルをFACS ariaⅢsorter(BD Biosciences)で runした。補正に
isotype controlを使用した。サンプルを解析した後に，セルソーティングを行ない，CD4
陽性 helperT細胞，CD8陽性cytotoxic T細胞を採取し，ELISpotアッセイとLIVE/DEAD
細胞傷害性アッセイに使用した。 
 
 
 
 

Gene	 Forward	primer	 Reverse	primer	

Il2	 5’-GGA	GCA	GCT	GTT	GAT	GGA	CCT	A-3’	 5’-AAT	CCA	GAA	CAT	GCC	GCA	GA-3’	

Il4	 5’-ACG	GAG	ATG	GAT	GTG	CCA	AAC-3’	 5’-AGC	ACC	TTG	GAA	GCC	CTA	CAG	A-3’	

Il21	 5’-CAG	GCT	AAG	AGC	TTG	TAT	CGT	TTG	G-3’	 5’-AGG	ACT	GGC	TGA	GTC	TTG	AGC	AC-3’	

IFN-γ	 5’-	CGG	CAC	AGT	CAT	TGA	AAG	CCT	A-3’	 5’-	GTT	GCT	GAT	GGC	CTG	ATT	GTC-3’	

TRP１	 5'	-	GGA	GCT	GCA	TGC	AAC	CAG	AA-3’	 5’-	CCA	TAT	CCA	AGG	CCC	TGA	CAA-3’	

HPRT	 5’-	TTG	TTG	TTG	GAT	ATG	CCC	TTG	ACT	A-3’	 5’-	AGG	CAG	ATG	GCC	ACA	GGA	CTA-3’	

表 2. 使用したプライマー 
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11. ELISpotアッセイ 
 
	 IL-2 single color ELISpot kit (Cellular Technology Ltd.,Cleveland,OH)を使用してELISpot
アッセイを行った。腫瘍移植後 4週目に採取したNPLN, TDTLN, TDPLNからFACS 
ariaⅢsorter によって分類したCD4陽性Tリンパ球(各 7匹ずつ)を各wellに 10万個，
サイトカイン特異的な抗体でコーティングしたプレートへ加えた。リンパ球刺激目的

に concanavalin A(Sigma-Aldrich, St Louis, MO)を使用したものと使用しなかった群を作
成した 40。B16-F10-luc2メラノーマ細胞を各wellに 1万個加え，9%CO2環境下で，37℃
で 24時間インキュベーションした。その後，PBSで 2回洗浄し，0.05%Tween-20添加
PBSで 2回洗浄した。IL２の detectionのため，detection antibodyを加えプレートを room 
temperatureで 2時間インキュベーションした。0.05%Tween-20添加PBSで 3回洗浄し
た。IL-2を視覚化するためにStrep CTL-Redを加えて，60分間インキュベーションし
た。その後，蒸留水でプレートを洗浄し，プレートをスキャンした(Immunospot® Cellular 
Technology Limited, Cleveland, OH)。 
 
12. 細胞傷害性アッセイ 
 
	 腫瘍移植後 4週目に採取したTDTLN, TDPLNからFACS ariaⅢsorter によって分類
したCD8陽性Tリンパ球(各 5匹ずつ)を用いた。傷害性アッセイを cell-mediated 
cytotoxicity kit(Molecular Probes)を使用して行なった。ターゲットB16-F10-luc2細胞を，
DiOC18を含む染色溶液に浸し 37℃で一晩インキュベーションした。その後，Target
細胞を 10万個/mlに対して，Effectorと targetの割合が 20:1と 5:1となるように effector
細胞を加え，vivoでT細胞を活性化するために concanavalin Aを加えた。ヨウ化プロ
ピジウムを含む染色液を，死細胞を同定するために加えて，5分間室温でインキュベ
ーションした。その後，蛍光顕微鏡で細胞傷害性T細胞を評価した。なお，effector
細胞のない存在下での死細胞の影響を考慮するために下記の式で補正を行なった。 
 
	 修正細胞傷害率=[(#G + R cells/#G cells)+effectors − (#G + R cells/#G cells)-effector] × 100, 
where G indicates green and G + R indicate both green and red. 
 
 
13. タンパク抽出 
 
	 腫瘍移植後2週目にGroup1からTDPLNを，Group3からTDTLNを採取して(各Group７
匹ずつ)、液体窒素で瞬間凍結した。凍結保存した組織は、Micro Smash MS-100(TOMY)
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を使用して凍結破砕した後、T-PER Tissue Protein Extraction Reagent (Pierce, Rockford, 
Ill.)とプロテアーゼ阻害剤（Halt Protease inhibitor Cocktail; Thermo Fisher Scientific）に溶
解した。組織溶解液を13000rpm、4℃で遠心分離して、上清を回収した。 

	 タンパク濃度はBicinchoninic acid法で測定した。使用した試薬，分光光度計はそれ
ぞれBCA Protein Assay Reagent（Thermo Fisher Scientific）、Nano Drop ND-1000である。 
 
 
14. Western blot analysis 
 
	 タンパク抽出物をLaemmliサンプルバッファー(Bio-Rad, Hercules, Calif.)で混合し、ボ
イル(5 分, 95度) した。ポリアクリルアミドゲル（Any kD ミニプロティアンTGXプレ
キャストゲル; Bio-Rad）にアプライし，200 V、40分の条件で電気泳動し分子量に応じ
て分離した。トランスブロットTurboブロッティングシステム（Bio-Rad）で
Polyvinylidene fluoride (PVDF)膜（トランスブロットTurboミニPVDF転写パック; 
Bio-Rad）に転写を行った。転写後のPVDF膜のブロッキングは5%のスキムミルクを含
むTris-buffered saline Tween 20 (TBS-T)で行った。 

	 使用した1次抗体はMECA-79抗体(Santa Cruz Biotechnology)で、4℃で一晩、抗原抗体
反応を行った。その後、Horseradish peroxidase (HRP)を標識した2次抗体(GE Healthcare, 
Little Chalfont, United Kingdom)と室温で1時間反応させた。化学発光にはImmobilon 
Western Chemiluminescent HRP Substrate （Millipore, Bedford, Mass.）を使用し、LAS4000 
(FUJIFILM, Tokyo, Japan)を用いて化学発光を検出した。得られたデータの解析には
Image J（National Institutes of Health, Bethesda, Md.）を用いて、バンドの濃淡差を比較し
た。内在性コントロールとしてβ-actin抗体(Cell Signaling Technology, Beverly, Mass.)を使
用した(n=7 per group)。 
 
15. Enzyme-linked immunesorbent assay(ELISA) 
 
	 13で用意したタンパク抽出物を用いた。The CC-chemokine ligand 21 (CCL21) 
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) kit (R&D Systems, Minneapolis, MN)を用いて，
リンパ節内のCCL21を測定した。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。 
 
16.統計学的解析 
 
	 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
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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。 
 
 
 
 

実験結果 

1. PLN切除でリンパ節・肺転移が増悪し，リンパ節移植により抑制される 
	 第二章の実験結果から，われわれは膝窩リンパ節の切除によりリンパ流が鼠径リン

パ節へと変化し，リンパ節移植によりリンパ流が正常化し，膝窩に流れることを示し

た 35。そしてGroup1がコントロール群，Group2が膝窩リンパ節切除群，Group3がリ
ンパ節移植群に該当する(図 15a)。これらのマウスの foot padにメラノーマ細胞を移植
し 4週目に腫瘍の量を蛍光強度で評価したがGroup間では原発に相当する腫瘍量につ
いては差が認められなかった(図 15b, 15c)。 
	 リンパ節転移量，肺転移量をルミノメーターで定量化した。Group2では肉眼的に鼠
径リンパ節のサイズが大きく，また転移と思われる黒色調変化が認められた。また

Group2では腋窩リンパ節のサイズもGroup1,3と比較するとわずかに腫大していた。
これらの変化は，膝窩リンパ節切除に伴うリンパ流の変化を反映したものと考えられ

た。Luc2による発光量から算出したGroup2の肺転移量，リンパ節転移量は，Group1
のものよりも統計学的有意差を持って多かった(* p<0.05,** p<0.01，図 15d )。そしてリ
ンパ節移植を行うことで，リンパ節転移量は有意差を持って減少した(*p<0.05)。 
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図 15. (a)各Groupでのリンパ流。膝窩リンパ節の切除によりリンパ流が鼠径リンパ
節へと変化し(Group2)，リンパ節移植によりリンパ流が正常化し，膝窩に流れる
(Group3)。(b)各Groupでの foot padでの腫瘍量(原発腫瘍)。(c)蛍光強度によるGroup
間での腫瘍量の差(各 group n=12)。Group間で有意差を認めなかった。(d)各 Group
での肺転移，鼠径リンパ節転移，腋窩リンパ節転移の転移量の差(各 group n=12)。
Group2 では肺転移，鼠径リンパ節転移，腋窩リンパ節転移が有意に増加した。
Group3では鼠径リンパ節転移，腋窩リンパ節転移が有意に減少した。	
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2.移植リンパ節はリンパ流の中で抗腫瘍効果を有する 
	 TDLNはメラノーマに対する腫瘍免疫の中で中心的な役割を果たし，このリンパ節
は臨床におけるSLNに相当する。そこで今回，腫瘍免疫におけるリンパ節の抗腫瘍効
果を検証するために，TDPLNおよびTDTLNを評価した。肉眼的には，TDPLNはメ
ラノーマ抗原に反応し腫大していた(図 16a)。TDTLNもまた腫大していたが，その程
度はTDPLNに比べると小さかった。このサイズの違いはTDPLN, TDTLN, NPLNのル
シフェラーゼ活性の程度に一致していた。そしてTDTLNはNPLNよりも有意差を持
って転移量は大きかったが，TDPLNはさらに転移量が有意差を持ってTDTLNよりも
大きかった。 
	 腫瘍は進行するにつれて，微小環境下において免疫抑制の状態を周囲組織にもたら

し，自らが転移しやすい環境をつくる 41。われわれのマウスモデルにおいては，移植

した腫瘍は約 3週間でTDPLNヘ転移し，その後増悪した。この転移の進行の程度の
はRFPメラノーマ細胞を蛍光顕微鏡で観察でき，またこの結果はRT-PCRで分析した
Tyrp１の結果とも一致していた(図 16b, 16c)。腫瘍細胞移植後 4週でメラノーマ細胞の
TDTLNへの転移が認められたが，その割合もTDPLNに比べて少なかった(図16b,16c)。 
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図 16. (a)各Groupでのリンパ節NPLN, TDTLN, TDPLNの蛍光強度による腫瘍量の
差。TDTLNはNPLNに比べ，有意に転移量が多く，TDPLNはTDTLNに比べ，有
意に転移量が多い。(b)腫瘍移植後 2,3,4週目のTDTLNおよびTDPLNのリンパ節の
蛍光画像(緑：FITC-リンパ，赤：RFP-腫瘍)。TDTLNでは，移植後 4週目に，リパ
節転移を認めた。TDPLNでは，移植後 3週目に，リンパ節転移を認めた。(c)腫瘍
移植後 1, 2, 3, 4週目のNPLN, TDTLN, TDPLNのTyrp1 mRNAの転写量。3週目以
降は，TDPLNのmRNAの転写量が，TDTLNの転写量に比べ多い傾向があった。 
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3.リンパ節移植後の獲得免疫に伴うリンパ節内のリンパ球の分布の変化および拡大 
	 メラノーマ細胞移植後 4週目での膝窩リンパ節の肉眼的所見では，
TDPLN,TDTLN,NPLNのサイズはそれぞれ 3.0mm, 1.5mm, 1.0mmであった(図 17a)。 
TDPLNおよびTDTLNのリンパ節中の全リンパ球数はNPLNに比べて，それぞれ 38.7
倍，7.7倍であった(図 17b)。一方でB細胞については，TDPLNおよびTDTLNのリン
パ節内のBリンパ球はNPLNに比べて，それぞれ 45.6倍，9.4倍であり，T細胞につ
いては，27.3倍，8.6倍であり，B細胞とT細胞とで増加の割合は，TDPLNとTDTLN
では異なっていた。 
	 実際のリンパ節内におけるB細胞と，CD4陽性 helper T細胞，CD8陽性 killer T細
胞の割合を，FACSで評価した(図 17c)。メラノーマ抗原認識後の獲得免疫の結果，T
細胞と比較して，B細胞の割合の増加がTDTLNとTDPLNで確認された。そして
TDPLNの方がよりB細胞の割合の増加を認めた。対照的に，TDTLNおよびTDPLN
のT細胞の割合はNPLNに比べ減少した。一方で，T細胞の割合は減少したものの，
TDTLNおよびTDPLNにおける helper T細胞と killer T細胞の割合もまた変化した。
その中で，特にTDPLNとTDTLNの naïve helper T lymphocyteの割合の減少がNPLN
に比べ有意に認められ，このことは effector helper T細胞がTDTLNとTDPLNでより
抗腫瘍効果を発揮していたということを意味したものと考えられた。 
	 これらのリンパ球は，CD3, B220, LYVE-1での免疫組織化学染色の結果，解剖学的
にはそれぞれの領域，すなわちT細胞は傍皮質領域に，B細胞は皮質領域に，LYVE-1
は辺縁部分を中心に局在していた(図 17d)。 
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図 17. (a)メラノーマ細胞移植後 4週目の NPLN, TDTLN, TDPLNの肉眼的所見。
NPLN は 1mm, TDTLN は 1.5mm, TDPLN は 3mm であった。(b)NPLN, TDTLN, 
TDPLNの全リンパ球数，Tリンパ球数，Bリンパ球数。(c) Fluorescence-activated cell 
sorting(FACS)でのリンパ節内のリンパ球数の割合(NPLN，TDTLN，TDPLN)。 
B220hiCD3lo B-cells と B220loCD3hi T-cells (１段落目), CD8hiCD4lo killer T-cells と
CD8loCD4hi helper T-cells (2 段落目), CD44loCD62Lhi naïve T-cells と CD44hiCD62lo 
effector/memory CD4+ helper T-cells (3段落目), and CD44loCD62Lhi naïve T-cells と
CD44hiCD62lo effector/memory CD8+ killer T-cells (4 段落目)。Numbers in dot-plot 
quadrants represent percentages. Data are presented as box-and-whisker plots (n = 18 per 
group). *P < 0.05 and **P < 0.01 (two-tailed two-sample unequal variance Student’s t-test)。
B細胞の割合の増加がTDTLNとTDPLNで確認された(TDPLN>TDTLN)。TDTLN
および TDPLNの T細胞の割合は NPLNに比べ減少した。TDTLNおよび TDPLN
における helper T細胞と killer T細胞の割合も変化した。特にTDPLNとTDTLNの
naïve helper T lymphocyteの割合の減少がNPLNに比べ有意に認められた。(d) NPLN, 
TDTLN, TDPLNの免疫組織化学染色(LYVE-1, CD3, B220)。いずれのリンパ節にお
いてもリンパ管内皮，T細胞，B細胞をそれぞれの領域に認めた。 
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4.移植リンパ節はCD4 T細胞の活性化を通じて機能する 
	 	 腫瘍抗原認識後にTDTLNおよびTDPLNの両方の免疫反応によって産生される
IFN-γ, IL-2, IL-4をRT-PCRで測定した。CD4陽性の type1 helper T細胞は IFN-γ, IL-2
などの type１サイトカインを，CD4陽性 type2 helper T細胞は IL-4などのサイトカイ
ンを分泌する 42,43。そしてこれらのサイトカインの分泌増加は，センチネルリンパ節

内ではメラノーマフリーの状態で起こると言われている 41,44。それゆえ，前述の結果

に基づき，腫瘍がリンパ節には到達していない時期(図 16b,c)の腫瘍移植後 2週目のリ
ンパ節を採取した。IFN-γはNPLNよりもTDTLNでより分泌されていた(図 18a)。IL-4
もまた同様であった。対照的に IL-2はTDTLNおよびTDPLNでNPLNほど分泌され
なかった。 
	 IL-2に関しては，TDTLNおよびTDPLNにおける細胞レベルでの分泌を確認するた
めにELISpotアッセイを行なった(図 18b)。NPLN, TDTLN，TDPLNのいずれもがT細
胞の刺激がない状態ではほとんど IL-2を分泌しなかった。Concanavalin Aを加えると
TDTLN (23.8 ± 3.2 spot-forming cells per 105 cells)では，NPLN (5.6 ± 1.7 spot-forming cells 
per 105 cells)に比べリンパ球がより IL-2を分泌した。そして 
TDPLN (128.7±70.2 spot-forming cells per 105 cells; n = 5)ではより多くの IL-2産生リンパ
球を認めた。またメラノーマ細胞を加えることでNPLN, TDTLN, TDPLNはそれぞれ，
IL-2を(43.4 ± 9.2 spot-forming cells per 105 cells in TDTLNs, 12.4 ± 1.5 spot-forming cells per 
105 cells in NPLNs, and 174.3 ± 84.0 spot-forming cells per 105 cells in TDPLNs). 
	 濾胞性ヘルパーT細胞はB細胞を補助する特殊な機能を備えたリンパ球の一つであ
り，CD4陽性T細胞の一つである。IL-21がその機能を果たすのに重要な役割を担っ
ている 45,46。今回移植リンパ節のCD4陽性T細胞の機能を調べるに際して，濾胞性ヘ
ルパーT細胞にも着目し検証した。IL-21について，mRNAレべルではNPLNよりも
TDTLN, TDPLNでより IL-21が分泌されていた(図 18c)(統計学的有意差はなし)が，実
際のリンパ節内では，FACSでの分析の結果，興味深いことに濾胞性ヘルパーT細胞
は同定されなかった(図 18d)。 
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5.移植リンパ節はCD8 T細胞の活性化を通じて機能する 
 
	 T細胞の抗腫瘍効果を分析するためのもっとも直接的な方法は腫瘍傷害性を持つ
CD8陽性T細胞を直接腫瘍に加え，その傷害率を求める方法である。メラノーマは腫
瘍特異的ではない，tyrosinase, MART-1/MelanA, gp100などの組織特異的なメラノサイ
トの抗原を有するため in vitroで腫瘍の傷害性を同定することが可能である 47。CD8
陽性 killer T細胞は，通常であれば必要とされる付加的なシグナルの入力がなくとも直
接腫瘍を破壊することが可能である 48。そこで，細胞傷害性T細胞の反応を調べるた
めに，メラノーマ細胞移植後 28日目にTDTLNおよびTDPLNを採取し，これらのリ
ンパ節に含まれるCD8陽性 killer T細胞がメラノーマに対して溶解性を有するかどう
かについて検証した。死細胞は赤の核を有する緑色の細胞として描出され，生細胞は

均一な緑色の細胞として描出される(図 19)。 

図 18. (a) 腫瘍移植後 2週目のNPLN, TDTLN, TDPLNの IFN-γ, IL-2, IL-4 mRNAの
転写量。IFN-γ, IL-2, IL-4はNPLNに比べTDTLN, TDPLNで有意により多く転写さ
れた(TDPLN>TDTLN)。 (b)ELISPOT法によるNPLN, TDTLN, TDPLNにおける IL-2
分泌細胞の数。ConAの存在下では，NPLNに比べ TDTLN,TDPLNで IL-2分泌細胞
の数が有意に多かった(TDPLN>TDTLN)。(c) 腫瘍移植後 2 週目の NPLN, TDTLN, 
TDPLNの IL-21 mRNAの転写量。 (d) FACSでのPD-1hiCXCR5hi CD4+ follicular helper 
T-cells の割合。TDTLN,TDPLN の両方で，濾胞性ヘルパーT 細胞は同定されなかっ
た。 (e) 腫瘍移植後 28日目でのTDTLNおよびTDPLN由来CD8陽性T細胞の傷害
性アッセイ(各 5匹ずつ)。T細胞の増加に伴い，メラノーマ細胞はより多く傷害され
た。 
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 TDTLN由来のCD8陽性T細胞はTDPLN由来のものと同様に，メラノーマに対して，
細胞傷害性を有していた。傷害性の程度については，effector:target=20:1ではTDTLN
とTDPLNの間で有意な差を認めた(図 18e)。 
 
6. 移植リンパ節内のHigh Endothelial Venule(HEV)は獲得免疫系において機能を有する 
 
	 生体内では，T細胞の全身の循環はリンパ節内で血液からリンパへとHEVを介して
リンパ球の移行が起こることで可能となる 49。HEVは特殊な構造をもつ血管そのもの
であり，虚血によって傷害を受ける。CCL21はHEVの管腔の表面に発現するケモカ
インレセプターでありリンパ節内で，T細胞の移行において重要な役割を果たす。移
植リンパ節は一時的な血流不全状態となり，HEVが部分的に傷害されることが予想さ
れる。そこで，免疫組織化学染色とウエスタンブロッティングでMECA79を評価し，
NPLN, TDTLN, TDPLNのHEVについて評価した。またELISAでCCL21について評
価した。 
	 MECA79 の免疫組織化学染色により，TDTLNおよびTDPLNの傍皮質領域にHEV
が確認された。通常は，腫瘍細胞がリンパ節に到達する前の段階の premetastatic state
ではHEVはリモデリングを受けてその内腔が拡張するが，興味深いことに，TDTLN
のHEVはその内腔がTDPLNと比較すると拡張していなかった(図 20a)。 
	 ウエスタンブロッティングおよびELISAでHEVの定量化を試みた。NPLNに比べ，
TDTLNではHEVの発現は強かった(図 20b)。しかし，CCL21は逆に発現が弱いとい
う結果であった(図 20c)。TDPLNにおけるHEVはNPLに比べ，premetastatic stateとい
う状態を反映し，強く発現しており，またCCL21もまたより強く発現していた。 

図 19. 蛍光顕微鏡による死細胞(arrowhead)と生細胞(arrow)。死細胞は赤の核を有す
る緑色の細胞として描出され，生細胞は均一な緑色の細胞として描出される。 
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図 20. TDTLNはHEVを有するが，その発現は限定的である。(a)NPLN, TDTLN, 
TDPLNのMECA79での免疫組織化学染色。Scale bar 100μm。(b)NPLN, TDTLN, 
TDPLNのMECA79のウエスタンブロッティング*P < 0.05 (two-way analysis of 
variance with Tukey–Kramer post-hoc test) 。TPLNに比べ，TDPLNではより多く
のMECA79が発現していた。(c)CCL21のELISA(各10個ずつ) *P <0.05 (two-way 
analysis of variance with Tukey–Kramer post-hoc test)。TDPLNではTDTLNに比べ
CCL21が多く発現していた。NPLN, naïve popliteal lymph node; TDPLN, 
tumor-draining popliteal lymph node; TDTLN, tumor-draining transplanted lymph node. 
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考察 

	 SLNは腫瘍の転移に対して生体を腫瘍から守る重要なリンパ組織であり，抗腫瘍免
疫において中心的な役割を果たすと考えられている。SLNは腫瘍抗原を認識した抗原
提示細胞がリンパ球を活性化するために抗原提示を行う場所である。T細胞の活性化
は抗原特異的な樹状細胞によるナイーブT細胞へのプライミングに依存する 50。ナイ

ーブT細胞の活性化は，一般的にリンパ節や脾臓のような限定された二次リンパ組織
内で起こると考えられており 51，それゆえSLNは腫瘍抗原に出会う免疫系にとっての
もっとも最初の場所であると考えられている 41。マウス foot padの皮下に移植された
B16-F10メラノーマ細胞は，リンパドレナージの経路に位置する膝窩リンパ節，すな
わちSLNの腫大を引き起こす 52。われわれが本実験において，膝窩リンパ節に着目し

た点はここにある。 
	 われわれは本実験において，SLNを切除したマウスでは肺転移，リンパ節転移が増
悪し，リンパ節を移植することでそれが抑制されることを示した。2群間での転移量
の差の理由の一つは，われわれが第二章で示したリンパドレナージパターンの変化 35

にあると考えられた。自己の切除された膝窩リンパ節を元に戻したマウスは，膝窩リ

ンパ節を切除したマウスと異なり，通常のリンパドレナージパターンを示した。この

リンパドレナージの回復が転移量の抑制につながったと考えられた。しかしながら，

通常の腫瘍が流れ込む膝窩リンパ節(tumor draining popliteal lymph node:TDPLN)と腫瘍
が流れ込む移植リンパ節(tumor draining transplanted lymph node:TDTLN)とでは転移量
の差は有意差を持って異なっていた。そこでわれわれは，免疫系における腫瘍の転移

抑制に関して，リンパドレナージは大きな働きを持つものの，それ以外に，リンパ節

そのものの機能の差も影響を与えうるのではないかという仮説を立て検証した。 
	 腫瘍存在下では，腫瘍が流れ込むリンパ節(Tumor draining lymph node: TDLN)ではT
細胞 52およびB細胞 53の増加を認める。腫瘍から膝窩リンパ節へのリンパ流を経由し

てリンパ節へと流れ込む腫瘍や抗原提示細胞由来の溶解性物質によって，腫瘍に対す

る免疫反応が，惹起されるからである 54。免疫組織化学染色では，獲得免疫反応後の

リンパ節内の細胞の構成はT細胞，B細胞，リンパ管内皮のいずれもがTDPLNと同
様にTDTLNにおいても保たれていた。しかし，リンパ節そのもののサイズはTDPLN
とTDTLNでは異なり，TDTLNはTDPLNに比べて小さかった。この肉眼的結果を反
映して，実際のリンパ節内のリンパ球数もTDTLNはTDPLNに比べて少なかった。 
	 リンパ球数の違いが腫瘍抑制効果につながることは予想されるが，実際に働くB細
胞，T細胞に着目してその機能について詳細に検討した。CD4陽性 helper T細胞はリ
ンパ球の増加に必要であり，その他の抗原特異的免疫細胞の活性化を促す。CD4陽性
type1 T helper細胞は IFNγ，TNFαなどの typeⅠサイトカインを分泌する。そしてこ



 50 

れらのサイトカインは，抗原提示細胞の活性化をへて，CD8陽性T細胞の反応を刺激
する。またCD4陽性 type2 T helper細胞は IL-4, IL-5, IL-13などの typeⅡサイトカイン
を分泌し，抗原提示細胞の活性化を制限し，体液性免疫の効果を高める 42,43。 われわ
れはFACS分析により，TDPLNのみならずTDTLNにおいても，CD4 helper T細胞と
CD8 killer T 細胞を含むリンパ球の割合の変化が認められたことを示した。すなわち，
TDTLNにおいても各種サイトカインが分泌され，それによって helper T細胞や killer T
細胞が活性化され，抗腫瘍免疫効果をもたらしたと考えられた。 
	 本研究では，typeⅠサイトカインとして，IFN-γ, IL-2を，typeⅡサイトカインとし
て IL-4に着目した。RT-PCRの結果，TDPLNのみならずTDTLNにおいても IFN-γ
および IL-4のmRNAの遺伝子発現が亢進していた。この結果は，腫瘍存在下におい
て，IFN-γと IL-4の分泌が促進された可能性を示す。その一方で，IL-2の発現は亢進
していなかった。IL-2は免疫応答の初期において非常に重要な働きを担うため，抑制
されているとは考えにくく，この結果は，内在性に活性化されたT細胞が IFN-γもし
くは IL-2の両方ではなく，どちらか一方のみを産生するという，threshold phenomenon
によって説明される。この現象は，細胞の増加の際に個々の細胞に影響を与え，初期

にはサイトカインの反応をシグナリングするにはどのレベルでT細胞レセプターが発
現させるかを調節するが，また細胞によってどの程度のサイトカインが合成させるか

をも決定する 55。そのため本モデルの条件では IFN-γの発現レベルが高く，一方で IL-2
の発現レベルが低いという結果になったと考えられた。そこで実際に，IL-2を分泌す
るリンパ球をこの threshold phenomenonから外れた環境下で，測定したところ，TDTLN
でのCD4 Tリンパ球は確かに IL-2を分泌していることがELISpotアッセイによって確
認された。以上から，TDTLNにおいても，CD4陽性T細胞を介した typeⅠ，typeⅡ
サイトカインの分泌が確認されリンパ球は抗腫瘍効果を示した。さらに細胞傷害性ア

ッセイにより，CD8陽性T細胞を介したリンパ球の抗腫瘍効果も示された。以上の実
験結果から，TDTLNはTDPLNと同様に腫瘍の存在下でSLNとして，腫瘍免疫の最
前線として機能していることが示された。 
	 今回，CD4陽性T細胞をさらに別の観点から，すなわち，濾胞性ヘルパーT細胞の
見地からも検証した。濾胞性ヘルパーT細胞は，B細胞の活性化に必須の細胞であり，
胚中心の形成をコントロールし，体液性免疫の活性化を促す 39。IL-21は濾胞性ヘルパ
ーT細胞によって活発に分泌されているが，これはマウスでも人間でも同様であると
考えられている 56。IL-21の分泌と濾胞性ヘルパーT細胞の増加をまた本実験系におい
て評価したが，IL-21はTDTLNではNPLNに比べ分泌が亢進していた。一方で，濾胞
性ヘルパーT細胞はTDPLNおよびTDTLNの両方において同定されなかった。そして
この結果は腫瘍移植後のリンパ節採取の時期に関係していなかった。リンパ節内でも

リンパ濾胞が形成されているが実際のリンパ節内で濾胞性ヘルパーT細胞が同定され
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たなかった理由については今後検証が必要である。 
	 TDTLNはTDPLNと同様に抗腫瘍効果を有する，しかし機能については差があるこ
とを述べてきたが，そもそものその違いはどこに由来するのであろうか。この問いに

対する回答を示すべく，われわれは，リンパ節内における高内皮静脈(High Endothelial 
venule: HEV)に着目した。HEVはリンパ節やリンパ組織に発現する特殊な脈管構造で
ある。リンパ組織形成は，ケモカインファミリーのサブセットによって促進されるが，

リンパ組織に恒常的に発現するケモカインが特に重要な役割を担う。CCL21やCCL19
はHEVに発現し，二次リンパ組織のケモカインと言われ，ナイーブT細胞の誘導や
二次リンパ組織のT細胞領域への樹状細胞の誘導に必要であると考えられている57,58。

特にCCL21は血流に乗ったナイーブT細胞がリンパ節に入る際の分子レベルでのゲ
ートキーパーとして重要であり，HEVの管腔に発現し，HEVを介したリンパ球の移
動を調整する 59。特に動物モデルで，SLNにおいて premetastatic stateでのHEVのリモ
デリングがおこると言われている 60。そして腫瘍のリンパ節転移の前にリンパ節内で

はHEVの内皮が増加し，このことがHEVのリモデリングと関連している。本研究で
は，この変化は腫瘍移植後 14日目でのTDPLNで，ウエスタンブロッティングおよび
CCL21のELISAの結果によって確認された。HEVの内腔はTDPLNでは拡張してい
たものの，TDTLNでは拡張していなかった。これはリンパ節移植という一時的な乏
血流状態によっておこった変化であると考えられた。そしてTDTLNの拡張しなかっ
たHEVがHEVを介したリンパ節内へのリンパ球の移行(リンパ球トラフィッキング)
をTDPLNのHEVほどサポートしなかったものと考えられた。実際にTDTLNはNPLN
に比べ，HEVの発現は亢進していたが，CCL21の発現は少なかった。これは一時的
な乏血流状態によってもたらされた結果であると思われた。以上から，TDTLNは
TDPLNに比べ，一時的な乏血流状態に陥った結果，HEVの発現が低下しており，リ
ンパ節内へのリンパ球の移行が効率的に進まず，獲得免疫反応において差が生じたと

考えられた。 
	 以上から，リンパ節移植という外科的リンパ系再構築法を行うことで，リンパドレ

ナージパターンが正常化し，また移植リンパ節そのものも抗腫瘍効果を有していた，

すなわちリンパ節局所免疫能が回復したことが証明された。 
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総括および結論 

 
【本研究から得られた新知見】 
・	頭頂部，後頭部原発皮膚癌のリンパドレナージパターンは後頭リンパ節からLevel
Ⅴへと流れる傾向を示した。また後耳介リンパ節からはLevelⅡ-Ⅳへと流れる傾向
を示した。 

・	後頭リンパ節などの小さなSLNを同定する際には triple techniqueに加え，ICGを
用いた蛍光リンパ管造影検査が有用であった。 

・	マウスモデルにおいて膝窩リンパ節切除によりリンパドレナージパターンが変化

し，リンパ節移植によりそのパターンが正常化した。 
・	マウスではFITC-dextranを用いることで容易に，リアルタイムに近いリンパの情
報を得ることが可能であった。 

・	メラノーマはリンパドレナージパターンにそって遠隔転移した。SLNを切除する
ことで転移の増悪を認めたが，リンパ節移植を行うことで転移増悪は抑制された。 

・	リンパ節移植という外科的リンパ系再構築法によるリンパ節局所免疫能の回復は，

リンパドレナージパターンの正常化および移植リンパ節そのものの機能によって

もたらされた。 
・	マウスメラノーマモデルを用いて，TDPLNにおけるリンパ球の増加・割合の変
化，Th1,Th2,Tfhに関わるサイトカイン分泌増加の可能性を明らかにした。
TDTLNにおいても同様の所見を確認できた。 

・	移植リンパ節(TDTLN)の抗腫瘍効果はTDPLNに比べると差を認めた。この差の原
因の一つは，TDTLNの一時的な乏血流状態によるHEVのリモデリングの差であ
り，リンパ球トラフィキングの機能の差につながったと推察された。 

 
【新知見の意義】 
	 過去の研究においては、外科的リンパ系再構築法は主にリンパ浮腫に有効であると

いう，主に循環系の視点からの有用性に着目したものばかりであった。リンパ節移植

は外科的リンパ系再構築法の一つであるが，リンパ節自体は免疫反応の場であり，局

所免疫に強く関わる。本研究により，リンパ節移植という外科的リンパ系再構築法は，

免疫系の回復という観点からも有用であることが示された。これによって，近年臨床

の場に登場したリンパ節移植という外科的リンパ系再構築法の有用性・可能性が広が

ったと考える。 
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【今後の展開】 
	 リンパ浮腫に対する外科的リンパ系再構築法の有用性は近年その報告が増えてはい

るものの，エビデンスの確立には至っていない。臨床研究での報告がほとんどであり，

リンパ系再構築法の基礎研究は少ない。今回の研究では，non-vascularized lymph node 
transplantationという観点からの検証であったので，今後は血流を担保した vascularized 
lymph node transplantationの有用性について検証していきたい。実際の臨床で行われて
いるリンパ節移植は，この vascularized lymph node transplantationである。リンパ節移植
自体が比較的新しい方法であるために，本治療を普及させるためにも基礎的研究のデ

ータの蓄積が必要であり，そのデータをさらに分析することで，踏み込んだ臨床研究

を行うことも可能となると考えられる。 
 
【今後の課題】 
	 今回用いたマウスモデルは、外科的リンパ系再構築法の解析をより容易に比較検討

するために，リンパ節を切除して戻すという，非常に単純なものとした。そして，実

際のリンパドレナージパターンの解析を比較するために下肢の領域をリンパ節移植の

場所として選んだ。また用いたリンパ節の個数は１個のみとした。 
	 一方で，臨床においては，外科的リンパ系再構築法を施行するにあたり，リンパ節

移植として，血管柄付き遊離複合組織移植という形での２次リンパ組織移植術が行わ

れている。この複合組織移植の中には複数個のリンパ節が含まれ，また採取する場所

も，移植する場所も様々である。 
	 本研究は，経過を含めて完全に人を模倣したものではない。外科的リンパ系再構築

法の研究をさらに進める上で、今後，どのような条件のリンパ組織(リンパ節の個数を
含めて)を，どの場所から採取し，そしてどの場所へ移植するのが最も良いのかについ
て検証する必要がある。また血流の有無によってもたらされる効果についても十分に

検証する必要があると考える。 
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