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近年 , 耳鼻咽喉科領域で 反回神経 麻痺で の 喉頭 の 注入 材料と して
,

ま た 整容 的手術の 補充充填材 料と して 自己脂肪 の 移

植 が注 目さ れ て い る . しか し移植後の月旨肪組織 の 長期経過 に つ い て は 症例数が少なく生 者の 機構や 移植後の 吸収 に つ い て は不

明な点が 多い
. 今 回自己遊離脂肪組織移植の 生者機構 の 解明 の た め

,
ラ ッ トを用い た モ デル を作成 し以下の 検討を行 っ た . ラ

ッ ト鼠径部 の 自 己騰 肪組織を採取 し背 部皮下 に移植す る群 と大腿部筋 肉内 に移植する 群を作り
,

そ れ ぞれ
一

塊 に移植す る 方

法
,
細切 して 注射 針で 注入する 方法で 移植を行 っ た . 移植 片の 重量

,
組織学的変化 ,

免疫組織学的に血管新生や 脂肪細胞 の 状

態 に つ い て検討 し た . 背部皮下 移植群で は移植片の 重量 と 日数の 経過 の 間 には 逆相 関が認め ら れ
,
脂肪を 一 塊に して 移植 した

群は価切 して移植 した群 に比較 し て 有意 に重量が保存さ れ て い た . 組織学的検討で は
,

い ずれ の 群で も移植片の 顕微鏡下 の 代

表的視野 に お ける全体 に対す る脂肪組織の 比率と 日 数の 間に は逆相関 の 関係が 認め ら れ, 逆 に結 合組織の 比率と 日数の 間に は

順相 関の 関係 が 認め ら れ た . 移植片 の 生 者 に関与する 因子 と して血 管新生 に着目 し抗v o n W ill e b r a n d 因子抗体に よ り染色さ れ

た微 小血 管 と 血 管内皮増殖 因子 ( v a s c u l a r e n d o th eli al g r o w th f a c t o r
,
V E G F) と の 閑適 に つ い て免疫組織学 的検索を行 っ た .

V E G F 陽性 細胞は1 週間後に移植月旨肪組織周辺 の 結合組織 に発現 した が 次第に 減少 し3 ケ 月以 後は認め られ なく な っ た . 移植 部

位 の 比較で は 筋肉内移植群で V E G F 陽性細胞数が 有意 に高値 を示 し た . 微小血 管数は1 週 間後まで に 著明に 増加 し たが その 後

増 加は 認め られ なか っ た . 移植片 に対 しT U N E L 法 によ る アポ ト
ー

シス 細胞の 検索 を行 っ た結果
,

脂肪 細胞 の ア ポ ト
ー

シス は

移植 1 週間後か ら3 ケ月後まで 認め ら れ た . 本検討 に より脂肪組織生 着機構 と して微小血 管の 増生が ある こ とが 明 らか に な っ

た が
,

生 着後もア ポ ト
ー シ ス が 持続す る こ とが 術後の 移植脂肪 の 減少 の 一 因で ある こ と が判明した

. 今後の 臨床応用 に当た っ

て は 脂肪細胞 の 生者 を向上 させ ア ポ ト
ー シ ス の 誘導をく い 止 め る方策が 必要で ある と考え られ た .

E e y w o r d s a u t olo g o u s f at t r a n s p la n t ati o n , g r aft s u rv iv al
,

an gi o g e n e sis , V a S C ula r e n d oth elial g r o w th

f a c t o r , a P O P t O Sis

近年
,

声帯機能不全 に 対する 声帯 内充填術の 注入 材料 り､ ～̀)

と

して
,

ま た顔面や 頸部 の 陥凹 部を充填す る方法7) と し て整容的

な面 か ら も自 己脂肪組織 は耳鼻咽喉 科領域 で注 目 さ れ て い る .

従来 の 注 入材料 であ る ア テ ロ コ ラ ー ゲ ン で は注 入後短期 間の う

ち に吸収 さ れ
,

テ フ ロ ン で は異物性 の 肉芽腫 を生 ず るが
, 自 己

脂肪組織 は採取 も容易 で
, 移植後 の 拒絶 反応 も少 な い こ と か ら

理想 的な 注入 材料 で ある と 考え ら れ る
1) 7)

. しか し移植後の月旨

肪組織 の 吸収 は約 50
～

7 0 % 程度
l ト ーlり

と 移植条件 に よ り差が あ

るうえ に
,
移植法自体 の 同 一 条件下 で の 基礎 的な比較研究 は少

なく移植片 の 重量
,

体積 の 変化 に つ い て は予想 し難 い
. ま た そ

の 生者機構や 長期間 に起 こ る 変化に つ い て は不 明で ある .

移植片 の 体積 や重量 を保持す る た め に は
, 脂肪組織 の 生 者が

必要で あり,
こ れ に は 血 管新生 に よ る血行再 開が 関与す る と考

えら れ る .

一 方
,
脂肪組織 の 減少を 防ぐこ と も臨床上 効果 の 持

続の 観点か ら 重要であ ると 考え ら れ る . 移植片が 生 者 しな い 場

合は 脂肪細胞の 壊死 が生 じる ため 脂肪組織が 減少す ると考 え ら

れ る が
,

生着後も徐 々 に移植片 の 重量や 体積が 減少する場 合が

多くあり
l)■10)

,
こ れ に は壊死 以外 の 安国が 関与 して い る と推測

さ れ る .

本研究で は 異な る条件下 で 移植 し た自 己脂月方組織の 重量 , 脂

肪組織や 結合組織 の 状況に つ い て経時 的に観察 し比較 した . ま

た 血 管 新生 を誘 導す る 田 子のノーー
ー

つ で あ る 血 管 内皮 増殖 因--J
′

†

(v a s c ul a r e n d o th eli al g r o w th f a ct o r
,

V E G F) と微小血 管新生 と の

関連 に つ い て 検索 し
,

移植片の 生 者と そ の 関連 に つ い て検 討を

試み た . さ ら に脂肪組織が 減少する原 因を 追求する ため , 壊死

以 外 に起 こりう る現 象と して 脂肪細胞 の ア ポ ト
ー シ ス に着 目 し

た
.

こ れ ら の 結 果を踏まえて
,

こ れま で未解明で あ っ た遊 離脂

肪組織の 生者機構 に つ い て考察を加えた い .
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,
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対象お よ び方法

Ⅰ . 実験動物 お よび移植 モデ ル の 作成

1 . 実験動物

実験 に は体重200 g 前 後,
6 ～ 8 週齢,

ウイ ス タ
ー 系雄性 ラ ッ

ト 川 本チ ャ
ー ル ズ リ バ ー

, 横浜) を 使用 し た
. 動物 の 取り扱

い は金沢大学動 物実験 施設の 指針 に従 っ た .

2 . 移植モ デ ル の 作成

移植 モ デ ル の 作成 は ベ ン ト パ ル ビ タ ー ル (ネ ン ブ タ
ー ル ⑧

,

ダイ ナ ポ ッ ト
,
大 阪) 50 m g /k g の 腹 腔内投与 に よ る 麻酔下 に行

っ た . 移植す る脂肪組織 は鼠径部 より採取した .

1) 皮下移植群

頭頚部外科領域で の 整容的な移植 の モ デ ル と して
,

一 塊 に し

て採取 した 脂肪 組織 約300 m g をそ の まま 一 塊 と して背部 皮下 に

移植 す る群 と
,

ハ サ ミ で 細切 して 18 G 注射 針を容 易に 通過 す

る大 きさ と して 背部皮下 に注 入移植 する 群 に分けた . 各群 5 匹

ず つ 実験 モ デ ル を作成 した .

2 ) 筋 肉内移植群

反回神経麻 痺 にお け る声帯筋内注入 の モ デ ル と して 同様 に採

取 し た脂肪組 織約200 m g を右大腿筋 内に
一

塊 に して 移植す る 群

と ハ サ ミで 細切 し18 G 注射針 で注入す る群 に分け た . 各群3 匹

ず つ 実験 モ デ ル を作成 し た .

3 . 切片の 作成

そ れ ぞ れ の 群 の ラ ッ トに 対 し
,
術 後2 日 後

,
1 週 間後 ,

1 ケ 月

後, 3 ケ月 後 ,
6 ケ月 後 に ベ ン ト パ ル ビ タ ー ル を 腹腔 内投 与

(20 0 m g /k g) し屠殺 し た後 ､ 移植片 を採取 した ･ 対照脂 肪組織

と して 村側 の 鼠径 部の 脂 肪を採取 した .

移植後の 組織学的変化を検討す る ため
, 皮下 移植群か ら は 移

植片 の み と
,

周辺 の 結 合織 の 変化を観察す る た め移植片 と そ の

周辺 の 筋 ･ 結合組織 を採取 した . 筋 肉内移植群 は移植 片と 移植

部付 近の 筋 を切 除 し た .

採 取 し た 移植 片 は ア セ ト ン ･ 安 息 香醸 メ チ ル ･ キ シ レ ン

(a c e t o n e m eth yl
-b e n z o a te x yl e n e

,
A M e X ) 固定法

11)
に より 固定後

パ ラ フ ィ ン 包捜 し
,

そ れ ぞ れ か ら厚 さ4 〃 m の 切片 を作 成 した ･

Ⅰ . 移植片重量の検 討

皮下移植群 の 移植 片の み 採取 した もの に つ い て は
,

A M e X 固

定前に
, 総重量 と脂肪組織, 結 合組織 そ れ ぞ れ の 重量 を精密電

子上 皿 台天 秤 (島津製作 軌 京都) に て 計測 した . 筋 肉内移植

群 に つ い て は 結合組織が 増生 し筋肉と 脚方の 分離 が 困難で 脂肪

組織の み 取り出す こ とが 著 しく困難で あ っ た の で 重量の 測定 は

行 わなか っ た .

Ⅱ . 組織 学的検討

皮 下移植群 の 移植片 の み採取 した もの の 切片 と筋肉内移植 群

の 切片を使用 し た .

1 . H E 染色

パ ラ フ ィ ン 切片を脱 パ ラ フ ィ ン
, 親水化 し

,
ヘ マ トキ シリ ン

液 にて 約10 分 染色 した 後,
エ オ ジ ン 液で1

～

3 分染色 し, 脱水,

透徹, 封入 し光学顕微 鏡下の 観 察に用 い た .

2 .
エ ラス チ カ ･ ワ ン ギ

ー ソ ン染色

パ ラ フ ィ ン切 片を脱パ ラ フ ィ ン
,

親水化 し,
1 % 塩酸加70 %

ア ル コ
ー ル で切片 を親和させ た後 ,

ワ イ ゲ ル ト レ ゾ ル シ ン フ ク

シ ン 液 (武藤化学
,

束 京) で 5 ～ 8 時間染色 した . 水洗 後1 % 塩

酸加70 % ア ル コ ー ル 液で分 別 し
,

ワ イ ゲ ル ト鉄 ヘ マ ト キ シ リ

ン液
.(

武藤イヒ学) ぎ5 ｢ 手1 0 分染色した.

ノ
水洗後

_
P ･5 % 塩酸水で分

別 し水洗 , 色出 し を行 っ た . そ の 後 ワ ン ギ
ー ソ ン液 (武 藤化学)

で 30 秒 ～ 1 分 染色 し
,

脱水
,

透徹, 封 入 し光学顕微 鏡下 の 観察

に用い た .

3 . 画像解析

E E 染色 と エ ラ ス チ カ ･ ワ ン ギ
ー

ソ ン 染色 の 標本 に つ い て 経

時的な 変化 を観察 し, 光学顕微鏡 で4 00 倍 の 視 野下 に代表的と

思わ れ る 3 カ所を選 び 写真撮影 した も の を
,

パ ー ソ ナ ル コ ン ピ

ュ
ー タ ー

に取 り込み 画像解 析用 の ソ フ ト NI H I m a g e ( N a ti o n al

I n stitu t e s of H e al th
,
B e th e s d a

,
M D ) を用 い

,
脂肪 組織お よ び結

合組織そ れ ぞ れ の 面積 を測定 し
,

全体 の 面積 に対 する 比を求め

た(図1) . な お こ の 解析で は月旨肪組織 は 壊死 に 陥 っ て い な い 正

常 な形態 を保 っ て い る視野 を選ん で行 っ た .

Ⅳ . 免疫組織染色 に よ る検 索

皮下 移植群 の 切片 (移植片 と そ の 周辺 の 筋を採取) と 筋肉内

移植 群の 切片 を型 の 如く脱 水, 親水化 した 後,
以 下 の 免疫組織

学的検索
12)13)

に 用い た .

1 . 抗 ラ ッ ト血 管 内皮増 殖国子 G T a S C ul a r e n d o th eli al g r o w th

f a c to r
,
V E G F ) 抗体

2 0 % 硫酸 亜 鉛溶 液 にて 50 0 W
,

5 分 間2 回 の マ イ ク ロ ウ エ
ー

ブ 処 理 を行 い 抗 原性 の 駄 酒 化 を行 っ た 後 ,
2 0 分 間室 温 に て

0 . 3 % 過酸化 水素水 加 メ タ ノ ー ル で 内因性 ペ ル オキ シ ダ
ー ゼ を

阻害 した . リ ン 酸横衝食塩水 (p h o s p h a t e
-b u ff e r e d s ali n e

,
P B S)

(p H 7 .4) で 洗浄後 ウマ 正 常 血清 を用い ブ ロ ッ キ ン グを行い 抗ラ

ッ トV E G F 抗体 (10 0 倍希釈 ,
S a n t a C r u z B i o te c h n ol o g y ,

S a n t a

C ru Z
,
C A) を4 ℃で 1 晩反応 さ せ た . 続 い てP B S に て3 分 間3 回

洗浄後 ,
ビ オ チ ン 化 ウ マ 抗 マ ウ ス I g G 抗体 (2 0 0 倍希釈,

V e c t o r

h b o r a to ri e s
,
B u rli n g am e

,
C A) を用い 室 温で30 分間反応さ せ た ･

2 . 抗 v o n W i11 e b r a n d 因子 匝o n W ill e b r a n d f a ct o r
,
V W F) 抗体

3 % 過酸化 水素水 に て 5 分 間内 因性 ペ ル オ キ シ ダ
ー

ゼ を阻害

し
,
P B S で5 分 間洗浄後

,
3 7 ℃ で0 .1 % トリ プ シ ン (和 光純 軋

東京) に て蛋 白分解処理 し, 抗 原性 の 賦活化 を 行 っ た ･ P B S で

洗浄後 ヤ ギ 正常 血 清を用 い て ブ ロ ッ キ ン グを行 い 抗 v W F 抗体

(20 0 倍希釈,
ダコ ジ ャ パ ン

, 京都) を室温 で2 時 間反応 させ た ･

続 い て P B S に て 3 分 間洗浄 後,
ビ オナ ン 化ヤ ギ 抗 ウサ ギI g G 抗

体 (20 0 倍希釈 ,
V e ct o r I . a b o r at o ri e s) を用い 室温で 30 分間反応

Fig . 1 .
C o m p u t e r a s si s t e d hi st o l o gi c al a n al y si s ･

L e ft sid e
･

h i st ol o gi c al pi c t u r e s of th e f at g r a洗( H E s tai n) ･ R igh t sid e
,
F at

c ell s ar e r e C O g n i z e d an d s el e c te d (bl a c k ar e a) . n e n th e r a ti 0

0f a r e a o f f a t c ell s to t h a t of o n e vi s u al 負eld w a s c al c ul at e d ･

S c al e b ar i n di c at e s 5 0 Fl m ･
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シ ス

させ た .

1) 2) と もP B S に て3 分 間3 回洗浄後 ビ オ テ ン ー ス ト レ プ ト ア

ピ ジ ン パ ー

オ キ シ ダ
ー

ゼ 複 合 体 (bi o ti n
-

S t r e p t a V i di n

p e r o xi d a s e c o m pl e x ) (st r e pt A B C C o m pl e x) ( ダ コ ジ ャ パ ン) と

室温 で3 0 分 間反応 さ せ た 後P B S で 洗浄 した .
こ の 後0 .0 0 0 6 %

過酸化水 素加0 .0 5 % ジア ミ ノ ベ ン チ ジ ン (di a m i n o b e n zid i n e
,

D A B ) (同仁化 学研 究所
,

熊本) 溶液 に て 3
～ 5 分発色 さ せ た .

核染色 は へ マ ト キ シ リ ン で 行 い
, 骨法 に し た が い 脱水, 透徹

,

封入 し光学顕微 鏡下 の 観察に 用い た .

陽性 村照 組織 と し て抗 ラ ッ トV E G F 抗 体 に は ヒ ト皮膚 , 抗

vw F 抗体 に は ヒ トロ 豊扁桃組織を用い た . 陰性村 照と して は各

切片群 にお い てP B S を 一 次抗 体と して 用い た 染色を行 い
, 非特

異的 な染色が ない こ と を確認 した .

抗 V E G F 抗体 染色 に つ い て は
一

つ の 切片 に つ い て免疫反応陽

性 の 細胞 が 最も多い と 思 わ れ る3 カ所 に つ い て
,

光学顕微鏡で

200 倍 の 視野下 に免疫反応陽性細胞 の 数 を計 測 した .

血 管数 の 計測 に は200 倍 の 視野下 に杭 州 F 抗体 で標識 さ れ た

血管 が 最 も多 い と 思わ れ る 部位で 脂肪 組織 と結合組 織が 1 : 1

と なる よ う に視野 を設定 し
,

一

視 野 内 の 血 管 の 数を 計測 し た .

形態上 血 管が 分岐 して い る もの に つ い て も単
一

の 血管 と して計

測 し た .

Ⅴ
. 組織切片を用 い た ア ポ ト

ー

シス の検 出

皮 下 移植 群 の 切 片 と筋 肉内移植 群 の 切片 に対 し
,

タ
ー

ミ ナ

ル ･ デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ジ ル ･

トラ ン ス フ エ ラ
ー ゼ (t e r m i n al

d e o x y n u cl e o ti d yl t r a n sf e r a s e
,
T d T) 加 ビ オテ ン ゲ オ キ シ ウ リ ジ

ン ー5
'
- 3 リ ン 醸 (d e o x y u ridi n e -5

'

一t ri p h o s p h a t e
,
d U T P) ニ ッ ク末端

標識 CTd T 皿 e d i at e d d U T F b i o ti n n i c k e n d -1 a b eli n g ,
T U N E I) 法

に て ア ポ ト
ー

シス 細胞 の 検索を行 っ た
1 4)

. ア ポ ト
ー

シ ス 細胞 の

検 出 に は ア ポ ト
ー シ ス 検 出 シ ス テ ム (A p o p T a g ⑧

,
O n c o r

,

G aith e r sb u r g ,
M D ) を使 用 した .

パ ラ フ ィ ン切片を骨法 に した が っ て 脱パ ラ フ ィ ン
, 親水化 し

た後20 FL g/ m l プ ロ テ ア ー ゼ K (Si g m a
,
S t . L o u i s

,
U S A ) に て処理

後,
3 % 過酸化 水素水加P B S で5 分間内 因性 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ

を 阻害 し た . P B S に て 洗浄後Td T 壊衝液 (10 0 m M カ コ ジル 酸カ

リ ウ ム
,

2 m M 塩 化 コ バ ル ト
,

0 .2 m M ジ チ オ ス ラ イ ト
ー

ル
,

p H 7 .2) を加え約10 秒 間反応 させ
,

T d T 反応 液 を滴下 し
, 各切

片に カ バ ー ガ ラ ス を か け3 7 ℃ の 加湿器 で 60 分間反応 さ せ た .

次に横衝 液 (0 .3 M N a C l
,
3 0 m M ク エ ン 酸 ナ ト

.
) ウ ム) 内に室温

で約10 分 間浸 し, T d T 反応を停止 し た . P B S にて 洗浄後 ペ ル オ

キ シ ダ ー ゼ標 識抗 ジ ゴ キ シゲ ニ ン抗 体 と 室温で 30 分間反応 さ

せ た . P B S で 洗浄後3-3
'

- D A B で 約5 分発色 し
,

メ チ ル グ リ ー ン

で核 染色 を行 い
, 常 法に した が っ て脱 水, 透徹 , 封 入 し

, 光学

顕微鏡下 の 観察 に用 い た .

Ⅵ . 統計学的処理

重量
,
脂肪 組織 お よ び 結合組織 の 面積比

,
抗 ラ ッ トV E G F 抗

体陽性細胞 数, 微小 血管 数の そ れ ぞ れ を平均値 ± 標準偏差を も

っ て表 した . 各群間 の 比 較は M a n n J W hi tn e y の U 検定を用 い て

危険率5 % 未満 (P < 0 .0 5) を有意差 あり と して判定 した . ま た

相関分析 に はP e a r s o n の 相関係数 を用い た .

成 績

Ⅰ . 皮下 移植群の 重量

移 植片 の 総 重量 は
,

一 塊 に して 移植 した 場合2 日 後お よ び1

週間後 に結合組織 の 増 生 によ り若干増 加 した が
,

1 ケ 月後 か ら

215

は 減少 し,
6 ケ 月後に は 移植前 の 重 量の 1 6 .6 7 士 3 .3 4 % と なり

,

重 量と 移植 後の 日数と の 間に は強 い 逆相関の 関係が 認め ら れ た

(図2) (相関係数 R = - 0 .8 7 8 , p < 0
.0 0 0 1) . 珊切 し て移植 し た

場 合 も同様 な 傾向 が 認め ら れ , 6 ケ月 後 に は 移植 前 の 重量 の

3 1 .8 9 ±12 .1 7 % と なり
, 強い 逆相 関の 関係が 認め ら れ た (図2)

(R =
-

0 .78 7
, p < 0 .0 0 0 1) . 皮 下移植群 の 移植片の 総重量 は

一

塊

に して 移植 した場合 と細切 して移植 した 場合を比較 する と細切

して 移植 した方が 有意に重量が減少 してい た(図3) (P < 0 .0 5) .

Ⅰ . 組織学 的検討

1 . H E 染色

皮下 移植 群, 筋肉 内移植群 とも2 日 後か ら脂肪細胞 の 浮腫,

炎症細胞 の 増加,
1 週 間後か ら組織球,

リ ン パ 球
,

練維芽細胞

の 増加が 認 め ら れ る よう にな っ た . 1 ケ月 後よ り壊死 に陥 っ た
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シス

脂肪 細胞 が 融合 し て形 成 され た脂 肪滴 が認 め ら れ る よ う に な

り,
こ の 傾向 は細切 して 脂肪 を移植 した場合 に著明 に認め ら れ

た . また 同時 に既存の 脂肪細胞より小型 で新しく生成 した と思

われ る脂肪細胞 も認 め られ たが 3 ケ月 後, 6 ケ 月後 に は この よ

うな細胞は認 めず , 壊死 と線維化が 主で あっ た . 皮下 移植群 は

筋肉内移植群に比 べ 脂肪細胞 の形態が保存さ れ て お り,
ま た

一

塊 に して移植 した群 は細切 した群よ り正常脂 肪細 胞が よ り多く

残存 してい た (図4
,
5) .

2 .
エ ラ ス チ カ , ワ ン ギ ー

ソ ン 染色

結合組織は 膠原線維 の 増加 が主 で あっ た ･ 移植2 日 後より 移

植片周囲や脂肪組織内 に膠原線維 の 増 生 が認 め られ るよ う にな

り,
日 数と と もに増加が 認め ら れ た . また弾性線維 は既存の 血

管周辺や 膠原線 推の 集積 した 部位 に存在 して い た が
,
新生 血 管

周囲 に は認め ず, 明 らか な増加は認め られ なか っ た (囲6) ･

3 . 画像解析

1 ) 脂肪組織

皮下 移植群 で は脂肪組織の 比率 が 日数 と とも に減少 し同者の

間 に強 い 逆相関の 関係 が認 め ら れ た (R ;
-

0 月3 7
, p < 0 ･0 0 0 1)

Fig . 9 . I m m u n o h i st o c h e m i c al s tai n i n g f o r V E G F afte r 7 d a y s ･

V E G F p o siti v e c ell s ar e fb u n d in c o n n e c ti v e ti s s u e a r o u n d f a t

g r a丘. S c al 巨b a r i n di c at e s 5 0 /L m ･

F ig . 1 2 . I m m u n o h i st o ch e m i c al st ai ni n g f o r v o n W ill e b r a n d

f a c t o r 7 d a y s aft e r th e t r a n s pl a n t ati o n ･ M i c r o v e s s el s a r e

r e p r e s e n t e d b y cl u s t e r s
,

W hi c h st 皿 d o u t sh a rply 血
･

O m O th e r

ti s s u e s . S c al e b a r i n di c at e s 5 0 FL m
.

2 1 9

(図7 A) . 筋肉内移植群で も 同様 に 強い 逆相関 の 関係 を認め た

(R ニ
ー

0 .7 9 0
, p < 0 . 00 0 1) (図7 B) . また脂肪組織 の 比率と移植部

位 (皮下 ･ 筋肉内) ,
移植前 の脂肪 の 状態 (

一

塊 ･ 細切) の 間 に

はい ずれ も有意差は認め なか っ た .

2 ) 結合組織

皮下 移植群で は結合組織の 比率 は 日数と と もに増加 し強い 順

相関の 関係が認 め られ (R = 0 .8 2 5 , p < 0 . 00 0 1) (囲 弘) ,
筋肉内移

植群 で も同様の 関係が 認め られ た (R = 0 .7 5 2
, p < 0 .0 0 0 1) (図8

B) . 待合組織の 比率と 移植部位,
お よ び移植前の脂肪 の 状態の

聞に は い ずれ も有意差は 認め なか っ た .

Ⅱ . 免疫組織化学的検討

1 . 抗 ラ ッ トV E G F 抗体

皮下 移植群
,

お よ び 筋肉内移植群 とも に移植1 週間後に周辺

の 結合組織 に V E G F 陽性細胞が 発現 した (図9) . 陽性細胞 は1

週 間後 に最も多く出現 した後減少 し
,

3 ケ月 以降で は ほ と ん ど

認 め られ なく なっ た (図10A
,
B ) . Ⅵ三G F 陽性細胞と移植後の 日

数 と の 間に は弱い 逆相 関が 認め られた 但;
-

0 .4 3
, p < 0 .0 0 0 1) ･

また筋 肉内移植群の ほ うが皮下 移植群 に比 べ V E G F 陽性細胞数

が 有意に高値 を示 した b < 0 .
0 5) (図1 1) . V E G F と脂肪 の 状態

と の 間に は有意差は認 められ な か っ た .

2 . 抗 仰 抗体

抗 v W F 抗体 によ り血 管内皮細 胞が 特異 的に 染色 さ れた (囲

12) . 対照組織 に比 して 新生微小血 管は1 週 間後まで に著明 に増

加 したが
,

そ れ 以 降は血 管数の 増加は 認め なか っ た(園13A , B ) ･

微小 血管数 と1 週 間目以降の 日 数 との 間に 相関は認 め られ な か

っ た . ま た微小血 管数と移植部位
,

お よ び脂肪 の 状態と の 間 に

もい ずれも相関を認 め なか っ た .

Ⅳ . ア ポ ト
ー シス の積出

皮下 移植群で は移植1 週 間,
お よ び1 ケ月 後に 脂肪細胞 の 核

が T U N E L 法で 染色 さ れ たが 3 ケ 月以 後は 陽性 細胞は認 め ら れ

な か っ た . 筋肉内移植群で は 移植1 週間後と 1 ケ月 後 に脂肪細

胞 が 染色さ れ
,

3 ケ月後 で は 陽性細胞 は細切 して移植 した 群に

の み認 め られ た (図14) . また 対照群 で は陽性細胞 は認め られ な

か っ た .

F ig ･ 14 ･ D et e c ti o n of a p o p t o sis in th e f a t g r aft ･ A p o pt oti c c ell s

a re s t ai n e d b y t h e t e r m i n al d e o x y n u cl e o ti d yl t r a n sf e r a s e ･

m e di a t e d d U T P -bi oti n n i c k e n d -1a b eli n g (T U N E L) m e th o d ･

P o s 蜘 e sig n al s ar e d et e ct e d i n th e n u d ei of f at c ell s ･ S c al e b ar

in di c at e s 5 0 FL m ･
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Fig .
1 1 . E x p r e s si o n o f V E G F i n f a t g r a ft s of th e b a c k s k i n

(r et ri e v e d i n th e r a n g e of 2 to 1 8 0 d a y s) a n d o f t h e m u s cl e
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b a Ck s ki n
.
S t ati sti c al ly sig n ifi c an t C O r r el ati o n w a s o b s e r v e d

b et w e e n 也 e g r o u p s b y M an n Wh it n e y U t e st ･

★

p < 0 ･0 5 ･

考 察

近年, 耳鼻咽喉科領域で声帯内や 顔面
,
頚部 へ の 自己脂肪移

植が注目 され て い る . 自己脂肪組織 は入手 しや すく ,
異物 反応

や 早期 の 吸収も少なく理想的な注入材料で ある . しか し長期経

過例の 報告が 少なく 移植 片の 生者 に つ い て は 不明 な点 が多く ,

そ の 生者機構 の 解明の た め本研究を行 っ た .

本研 究で の 脂肪組織 と は白色脂肪組織を指すが
,

こ れ は複数

の 細胞か ら構成 さ れ て い る . そ れ ら の 細胞 に は
, 脂肪細胞

,
前

駆騰肪細胞, 線維芽細胞
,

血 管内皮細胞, 神経細胞 が含ま れ る ･

成熟脂肪細胞は脂肪滴 を 貯蔵 して お り
l

ヒ トで は以 前 は乳幼児

期 や思春期な ど限られ た 時期 に しか 増加せず
,

生 産で そ の数 は

決定 さ れる と考えら れて い た . しか し近年の研究 に よ り脂肪細

胞は 成人後 も増加す る こ とが 明らか に され た
15 卜 17 )

･ 脂肪 細胞は

結合組織の 細胞群 に 属 し間葉系幹細胞か ら分化す る と考え られ

て おり,
こ の分化系列 には線維芽細胞, 軟骨細胞,

骨細胞
,

平

滑 筋細胞な どの 細 胞が 含まれ てい る . 脂肪細胞 の発生起源 と し

て は線練芽細胞説 ,
血 管周囲の原基臥 骨髄系細胞覿が ある が

,

前 駆脾肪細胞 の 段階で は線維芽細胞棟の 形態を示 し
, 分化 に伴

い 脂肪滴 の蓄積を認 め るよ う になる こ とか ら
, 線維芽細胞由来

鋭が 最も有力で ある
IS)

.

移植後の 脂肪 組織 の 重畳の 変化 は , 皮下 に移植 した場合 , 本

研究で は 1 ケ月 後で
一

塊の 場合9 1 %
,

細切の 場合77 %
,
6 ケ 月

後には 一 塊の 場合17 %
, 細切の場合32 % となっ た ･ 1 ケ月 で元

の 重量の 約90 %
,

6
～

1 2 ケ月 で 50 % 前後 と なっ た と する報告

がある
8卜 1 0)

. 本研究 で は先の 報告よ り減少率が高 か っ た ･
こ の

原因と して 移植法や移植部位の相違が 第
一

に考え られ る ･ また

成長 因子を投与 した 報告
8)
もあり種々 の 条件が 異な っ た ため と

推測される .

移植脂肪 へ の塩 基性線 維芽細胞増殖 因子 (b a si c fib r o b l a st

g ro w th 触 o r
, b F G F) 投与の 有無で 比較 した場合

,
b F G F 投 与に

ょり線維化 が促進 さ れ移植片の形態や 重量が保存され る こ とよ

∧
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′

m e n u m b e r of m i c r o v e s s el s i n hi gh p o w e r 丘eld u n d e r

m i c r o s c o p e in 伽 g r afL
･

仏) B a c k 血 n
, (B ) I n m u s cl e ･ E a ch

p oi n ti n di c a te s 烹 ±S D . E n bl o c g r o u p (ロ) an d m i n c e d g r o u p

(●) ar e i n di c at e d .

′

m e n u m b e r o f m i c r o v e s s el s w a s m a r k e dl y

in c r e a s e d o n 7 th d a Y a丘e r t r a n s pl an ta ti o n .

り ,
b F G F は 移植 に有用 で あ る こ と の 報告

8) 9)
が ある ･ b F G F は

中胚葉
,

お よ び神経 外胚葉由来 の 細 胞の 分裂促進作 用が あり
,

線維化促進作用 と 血 管新生能を持 っ て い る
卵 )

. また 前駆脂肪

細胞 の 分裂を促進す る可能性が ある こ と も示唆さ れ て い る ･ し

た が っ てb F G F は脂 肪細胞の 生 者,
重量の 維持 に有利 に働く可

能性 が示唆 され る .

移植法 に よ る脂肪組織 の 状態 に関 して は
,

ヒ トで は4 ､ 6 m m

大の 粒子状 で頬部 に 移植 し2 年 後も約50 % 生 者 して い た と い う

報告が あ る
7)

. 声帯内注入 例で は
, イ ヌ 声帯筋 内に 細切 し た脂

肪 と遠心分離 した脂 肪を比較 し､ 3 ケ月 彼の 移植片 の 体積 は細

切 した群 で は 約2 0 %
,
遠 心分 離 した 群で は約10 % に な る と い

う報告 が あ る
l)

. 今 回, 締切 して移植 した 群の 万 が
一

塊 に して

移植 した群 に比 べ 有意 に重量が 減少 し たが
,

こ れ は脂肪組織の

粉砕に よ り脂肪細胞 の細胞壁や 問質 の結合組織
,

血 管が 破壊さ

れ 移植 片が 吸収 され る傾 向が強く なっ た た め と推測さ れ る ･ 今

回の 実験で は脂肪 採取時の 操作は切 除の み で行 っ た が
, 臨床例

で は陰庄 によ る 吸引で 行わ れ る こと が多く
,

陰庄を弱く する方

が 脂肪 細胞 の 形態が 保 た れ 脂肪 細胞 の 障害 が 少な い と さ れ

る
7 い 18)

. 移植す る脂肪 は脂肪細胞 の破壊が 少な い ほ ど生者率が

高 い と予想 さ れる が
, 移植す る脂肪の 量や 部位を調節 しや すい

こと
,
注射 針を使用する方 が術創が小さ い こ と な どより注射針

を通る 程度 に細 切する方 法が 臨床 的に は実際 的で ある と考え ら

れ る . 移植操作 を容易 にする こと に よ り月旨肪 細胞 の 障害は避 け

ら れず,
こ こに脂肪 移植 の 困難 さが 挙げら れる .

反回神経麻痔声帯 へ の 脂肪組織移植は ヒ トで は 脂肪組織を細



自己遊離脂肪移植に お ける血管新 生 と ア ポ ト
ー

シス

切し て注射針で 注 入す る が
,
大部分 で術 後発 声時の 声 門閉鎖不

全を補助 してか なりの 発声機能改善を認め る ･ 経過 に つ い て は1

年以 上 改善状態を保 つ 例 もある が
,

一

般 に は3 ケ月 以 降は 移植

片の 吸 収, 筋の 壊死な ど によ り 脚方組織が 減少 し
,

徐 々 に機能

低下 が 起 こ る 傾向が あ る と さ れ て い る
3 卜 6)

･ しか し脂 肪注入術

は簡便な方法で あ る ため
,
移植片が 吸収 さ れ た場合 で も追加注

入 に より機能改善状態を維持する こ と が可能 で ある ･

一 般 に皮膚 な どの 遊維 組織 の 移植片 の 生 者に は 移植床 か ら の

血行 が 関与 して い る と考 えら れ る
1 8)

. 本研究 で は移植 片の 血管

新生に着 日 した が
,

移植脂肪は 血 行の 良好 な筋肉内が 最も吸収

さ れ にくく,
生 者率が 高か っ た .

一

方骨 ･ 腱 ･ 筋膜上 で は吸収

され る傾向が あり
,

血行 の 少 ない 部位で は移植片 が壊死 に陥り

やす い
7)1 8)

. 血 行の 良好 な部位 の 方が 血 管新 生, 血 行 再開 し や

すい た め壊死 に陥 る組織が 少なく な る た め と 考えら れ る ･

V E G F は血 管内皮細胞 の 増殖 に特異 的に 関与す る
19)2 0)

. V E G F

は腫瘍細 胞, 平滑筋相月包
,

マ ク ロ フ ァ
ー ジ

,
ケ ラチ ノ サ イ トな

どで 生 成, 分泌 され る
12)1 3) 2 1 )

. V E G F は 腫瘍増殖,
炎症

,
創傷治

癒過 程 に お い て 発 現す る
20 卜 23)

.
v E G F は 別名血 管透過性 因子

炉a s c ul ar p e r m e a bility f a ct o r) と も呼ば れ て お り炎症 時に は血 管

透過性 を 完進 させ 血柴溶 出を惹起 する . また 内皮細胞 の 遊 走を

促進 し
,

V O n W ill eb r an d 因子の 放出を増加 させ 血 管新生を誘導

す る
21)

. 今回の 検討 で は 移植2 日後 まで は V E G F の 発現 は 認め

なか っ たが 1 週 間後 で最大 と なり ,
3 ケ月 以降は 認め な か っ た ･

ま た組織学 的に検討 して 移植1 週間後 に マ ク ロ フ ァ
ー ジが 出現

し て い る こ と よ り
,

V E G F は 炎症 反応 の 過程で 出現 し た マ ク ロ

フ ァ
ー ジ に よ り分泌 さ れ て い る と推 測 さ れ る . ま た v W F 抗体

に よ り染色 され た微小血 管 数は移植 1 週間後 で最大 と なり そ の

後は 微小血 管 の 増加, 減少 は認 め な か っ た .
V E G F 膿 度と 血 管

新生 の 度 合い は 比例す る こ と が 多く
22)23 )

今回も 同様 な傾 向が 認

め ら れ た . 以 上 よ り 自 己脂肪 組 織 は 移植 後 約1 週 間 まで に

v E G F によ る血 管新生 が 起こ り移植 片が 生着す る こ とが 示唆 さ

れ た . V E G F を変動 させ る物 質や 条件 と し て 性 ホ ル モ ン
, 低酸

素, 低 グル コ
ー ス な どが報告 さ れ て い る

1t"1 2:う)
･ また

一

酸 化窒 素

( nit r o g e n o xi d e
,
N O ) に よ る V E G F の 発現誘導 も報 告さ れ て い

る
2(】)

. N O は 炎症時 に好 中球 や マ ク ロ フ ァ
ー ジ に より 産生 さ れ

る た め
2【"

,
今 回の V E G F の 発現 に は N O も関与 し て い る 可 能性

が 示唆 さ れ る
. 本実験 で は 筋肉 内移植 群が 皮 下移植辟 に 比 べ

V E G F が 有意 に高値を 示 した .
こ れ は 筋肉内移植群で は運動が

多い た め 脂肪細胞 が 移植 尉 二安定 し て接触 し ない た め
, 移植1

週間後で も壊死 に陥 っ た細胞が 所々 に認め られ た
･ そ の た め 筋

肉内移植群 の 方が 皮下 移植群 に比 べ
,

虚血 によ る低慨素状態と

なりV E G F の 発現が 強く な っ た と 推測さ れ る .

ま た今 回移植片 の 血 管新 生後生 着 して か ら も脂肪組織 の 減少

を認め る こ と か ら
, 壊 死 以外 に ア ポ ト ー シ ス も細胞 の 減 少に関

与す る可 能性 を考えて T U N E L 法 を用 い た 検索を行 っ た
14)

･ 本

研究で は皮下 移植群
,

筋肉内移植群 と も移植後1 週 間より脂肪

組織 内に ア ポ ト
ー シ ス 細胞 が 出現 し

,
1 ケ 月で は さ ら に 増加 を

認 め た が
,

そ の 後 は次第 に減少 し た . 移植片は 約1 週間で 血 管

新生 が 起 こ り生者 し た と考 えら れ た が , 1 ケ月 以 降も移植片の

重量 の 減 少が続 い た . 月別方細胞 の ア ポ ト
ー シ ス は サ イ トカイ ン

,

イ ン ス リ ン
,

コ ル チ コ ス テ ロ イ ド
,

血 清除去状態
,
加 熱等 で誘

導 され る
24)

. また 悪性 腫瘍 に よ る庶痩 は腫瘍 が 産生 する腫瘍壊

死 因子 伽 m o r n e c r o si s f a c to r
-

a ) な どの サ イ トカイ ン によ り月旨

肪細胞 の ア ポ ト
ー シ ス が引 き起 こ さ れ

,
脂肪組織が 減少する た
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め 発症す ると 考え られ て い る
25)

. 今 回の 検討 で は移植後 の炎症

に伴 い 白血 球が 産生 したサ イ トカ イ ン によ り, 移植 片の脂肪細

胞 の ア ポ ト
ー

シス が 誘導 され た可能性 が 示唆 され る . 移植後長

期 間経 過し た ため 移植片の 脂肪細胞 は壊死 に陥 っ たもの が多い

と 考え られ る が
,

脂肪細胞の 消失 に は移植 に よ る炎症反応 に起

因す るア ポ ト
ー シス も関与 して い る と推測 さ れ た .

本研究 によ り自己脂肪移植 は脂肪細胞 の 破壊が 少 ない 状態で

移植す る方が 生 者率が 良好で ある こ と
,

移植 後の 炎症反応 に よ

り血 管新生 が 起 こ り移植片が 生者す る こ と が 明ら か に な っ た ･

移植 片の 生 者彼 の 脂肪組織 の 減少 は脂肪細胞の 壊死以 外 に ア ポ

ト
ー

シス も関与 して い ると推測 され た . 今後脂肪移植 に お い て

移植片の 生者率を改善させ る た め
,
血管新生や 脂肪細 胞の 生存

の 面な ども考慮 して 成長因子の 投 与な ど脂肪細胞を維持する 方

法を検討す べ きで ある と考えられ る .

結 論

ラ ッ トの 自己脂肪組織移植 モ デ ル を用い て 移植法や移植部位

によ る生者の 比 較
,
観察と

,
血 管新生 や脂肪細胞の 状況 に つ い

て の 検討を行 い
,

以~F の 結果 を得 た .

1 . 移植片の 重量と 移植後の 日数の 間に は強 い 逆相関が認 め

られ た . 脂肪を 一

塊 に して移植 し た群は 押切 して移植 した 群に

比 較 して 有意 に移植片の 重量の 減少が 少 なか っ た ･

2
. 組織学 的検討 によ り移植片 の 脂肪組織の 比率と 日数の 間

に 強い 逆 相関の 関係 を認め
, 結合紙織 の 比率 と日 数の 間に は強

い 順相関の 関係 を認め た .

3 . 免疫組織学 的検討 に より移植1 週 間後 に V E G F 陽性細胞

が 発現 し微小血 管数も著明に増加 した . 自己脂肪組織は 移植後

1 週 間で V E G F に より血 管新 生が 誘導 さ れ 移植 片が 生 着する こ

と が示唆 され た .

4 . V E G F 陽性 細胞は 移植1 週間後 に発現 し陽性細胞数は 最

大と な るが その 後 は減 少し3 ケ月 以 降は認 め ら れず ,
V E G F 陽

性細胞数と 日 数の 間に は弱い 逆相関が認 め られ た ･ また 筋肉内

移植群 の 方が 皮-【F 移植群に比 べ 陽性細胞数 が有意 に高値を示し

た .

5 . 移植片 に対 しT U N E L 法に よ る ア ポ ト
ー

シ ス 細胞の 検索

を 行 っ た . 脂肪細胞の アポ ト ー シ ス は皮下 移植 群 ･ 筋肉内移植

群と も移柵1 週 間後 か ら認め ら れ る よう になり , 前者は1 ケ月,

後 者は3 ケ バ ま で 認 め られ た . 血 管新生 に よ る 生着 後も移植什

の 脂肪組織の 減少が 起こ るの は 脂肪細胞 の ア ポ ト
ー

シ ス も → 囚

で あ ると 推測さ れ た .
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