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別紙様式3

論　文　内　容　要　旨

確理番号　421　ぉpが竃　　　素描1品

Celltransplantationtherapy血raratmodelofsecondarylymphedema

学位論文題目　　（二次性リンパ浮腫のラットモデルに対する細胞移植治療について）

【背景と目的】リンパ浮腫は、遺伝性、または炎症・感染症・外科手術・放射線治療等の後天

性原因によって引き起こされる難治性の疾患であり、複合的理学療法やリンパ管静脈吻合等

の手術手技のみでは治癒困難である。有効な治療法のない後天性（二次性）リンパ浮腫に対

して遺伝子治療等も試みられているが、現在のところ確立された治療法の臨床応用には乏し

い状祝である。その一方で、血管新生の分野では、閉塞性動脈硬化症などの虚血下肢に対す

る自家珊胞移植がすでに臨床応用され成果をあげている。そこで我々は、二次性リンパ浮腫

の新たな治療法、リンパ管新生についてリンパ管内皮細胞の細胞移植治療を考案し、基礎的

検討・を行った。

【方法】本研究は研究計画書を当学倫理委員会に提出し、承認されたのちに開始した。

1）リンパ管内皮細胞の分離：乳癌で乳房切除術を受ける成人女性にインフォームドコンセ

ントを行い、了解の得られた患者の手術の際合併切除される皮膚から健常部分を腐取し、ヒ

ト皮膚微小血管内皮細胞（Humandermalmicrova層CularendothelialcellS，H】〕MECS）を

分離培垂した。更にこの中からMACS（ma許leticactivatedcellsbrting）で．脈管内皮細胞

特異マーカーであるCD31とリンパ管内皮細胞特異マーカーであるpod叩1乱nhの抗体を用

いてヒトリンパ管内皮細胞（humanlymphaticendothelialcellS，hLECs）を分離し、初代

培養した。精製分離された細胞は、pOdoplaninの他、リンパ管内皮細胞に特異的なⅡⅧ・1

qymphaticvesselendothelialhyalurohanreceptOr－1），Prox－1（prosperohomeboxl）を用

いて蛍光染色をおこなった。

2）二次性リンパ浮腫動感モデルの作製：ヌードラットの尻尾に外科的処置を加えリンパ浮

腫動物モデルを作製した。

3）細胞移植：2）で作製したラットのリンパ浮腫モデルに1）で分離培養したヒトリンパ

管内皮甜胞伍hECs）を移植投与し、リンパ浮腫の治療効果を経時的な尻尾周径値および近

赤外線カメラシステムPDE（Photo軸namic eydを用いたリンパ管造影によるリンパ流勘

定で観察した。対照治療群として、HDM：ECsおよびphsph誠e－bll蝕redSalhe（P】∋S）を用

いた。移植治療は尻尾の外科手術翌日より開始し、術後14日目までに計5回、創部に直接注

入を行った。また術後18日臥　36日目に治療後の尻尾組織も採取し組織学的に検討した。
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【結果】

1）HDMECsから精製分離、培養した細胞群の免疫染色で複数のリンパ管内皮細胞特異マー

カーの発現を確認し、ヒトリンパ管内皮細胞と確認した。

2）外科手術後4日目以降、尻尾周径が約1．5倍になるヌードラットリンパ浮腫モデルが作

製できた。

3）ラットのリンパ浮腫モデルにおいてhLEC移植治療群は対照の各群（H】〕MECs，PBS）に

比べ、尻尾周径およびリンパ流が有意に改善し、浮腫の改善を認めた。術後17日目に行っ

たP］〕Eシステムによるリンパ流観察では、尻尾創部を通過する新生リンパ流の通過時間が細

胞移植両群（hLECs、HDMEC畠）で有意に短かった。

組織学的には、対照の各群田DMECs，PBS）に比べhLEC移植群において術後36日目の

表皮肥厚の改善がみられ、免疫組織染色によるveSSeldensi坤の評価でもh工一EC移植群にお

いて術後18日目、36日目ともにラット由来のリンパ管数が有意に優っていた。また、術後

18日目にhLEC移埴群で、ラット由来のリンパ管周囲にヒト由来のリンパ管内皮特異マーカ

ーで染色されるリンパ管様組織を認めたが、術後36日目の組織にその分布は認められなかっ

た。

【考察】ヒト皮膚より簡便な方法でリンパ管内皮細胞を分離培養することができ、ラット

尻尾の二次性リンパ浮腫モデルに移植することにより有意な浮腫の改善とリンパ流の再構築

を認めた。hLEC移植群においてラット自身のリンパ管の増生を認め、特に細胞移植後早期

では移植したhLE砧がラットリンパ管新生に何らかの関与を及ぼしている可能性が示唆さ

れた。今回我々が行ったhLECSの移植によりリンパ管新生が促進され浮腫が改善するメカ

ニズムに関して、移植したh工屈CSそのものがリンパ管を構築しドレナージを囲っている可

能性と、また、移植したhLECsから分泌される評OWth血ctor（ⅧSCular endotherial

許dwth蝕コtOrⅣEG町Cor・・心など）により、直接的あるいは間接的にラットリンパ管新生

を刺激し促進している可能性などが考えられる。一方で、今回は短期の治療期間であったた

め、急性・亜急性の病態を反映しているものの慢性リンパ浮腫への応用は不十分であり、治

療期間の再検討などが必要で、いずれも今後の更なる検討が必要と考えられる。

【結論】二次性リンパ浮腫モデルにおける細胞移植療法の有用性が示唆された。このモデ

ルはリンパ浮腫患者に対する、リンパ管内皮細胞を用いた細胞移植治療の有効性を示すもの

と考えられる。



別紙様式8（課程・論文博士共用）

学位論文審査の結果の要旨

整理番号　　　　421　　　氏　名　　　　　　　　　　　　河合　由紀

論文審査委員

（学位論文審査の結果の要旨）（明朝体11ポイント、600字以内で作成のこと。）

リンパ浮腫は臨床的には明確な治療法がない難治性の疾患である。有効な治療法のない二次
性リンパ浮腫に対してリンパ管内皮細胞の細胞治療を行った。具体的には、ヒト皮膚から分離
した培養細胞をポドプラニン抗体により分離精製した。この細胞をヌードラット二次性リンパ

浮腫モデルに投与した。その結果以下の結論を得た。

1）ヒト皮膚より簡便な方法で分離することができたリンパ管内皮細昭は、ラット二次性リ
ンパ浮腫モデルにおいて有意な浮腫軽減とリンパ球の再構築を行うことができた。

2）リンパ管内皮細胞移植群において、ラット自身のリンパ管の有意な増生と、細胞移植後
早期での移植ヒトリンパ管内皮細胞の残存が認められた。

本論文は、二次性リンパ浮腫に対するリンパ管内皮細胞移入治療に新しい知見を与えたもの
であり、最終試験として論文内容に関連した試問を受け合格したので、博士（医学）の学位論

文に借するものと認められた。

（総字数391字）

（平成27年1月26日）


