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第１章 概要 

 反回神経は頸胸部の外科手術や、悪性腫瘍、特発性疾患などにより障害され

ることがある。反回神経が障害されると半永久的に嗄声や嚥下障害、息切れな

どを生じることとなり患者の QOL は著しく低下する。さらに、反回神経麻痺

により声帯筋萎縮が起こることで声門閉鎖不全が悪化し、これらの症状はさら

に進行し得る。これまで、声帯萎縮に対してはいくつかの手術以外に、萎縮し

た声帯内にアテロコラーゲンや自家脂肪を注入する方法が試みられてきたが、

安全で永続的な声帯萎縮に対する確立した治療はなく、再生医療などに期待が

持たれている。そこで我々は今回、成熟脂肪細胞に由来する人工多能性細胞で

ある脱分化脂肪細胞（DFAT）や線維芽細胞増殖因子（bFGF）投与による声帯

の再生治療の可能性を検討した。本研究では、ラットに対して一側反回神経切

除を行い、萎縮した声帯筋に DFATおよび bFGFを注入することによって声帯

筋の再生が誘導されるか、主に組織学的検討により評価した。 

 8 週齢の SD ラット（n=34）を用いて動物実験を行った。左側の反回神経を

切除後、断端を結紮し一側反回神経麻痺を作成した。反回神経切除 5 週間後に

萎縮した声帯筋に対して、コントロール（生理食塩水）群（n=12）、DFAT 群

（n=11）、DFAT+bFGF 群（n=11）の計 3 群に分けて、それぞれ生理食塩水、

DFAT、DFAT+bFGF を経口的に声帯内注入を行った。処置後 2 週に各群 n=3

で喉頭を摘出して、声帯筋の組織切片標本を作製後、TUNEL 染色及び Ki-67

の免疫組織染色を行い、アポトーシス細胞と細胞増殖細胞を評価した。処置後
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4 週に各群 n=8-9 で喉頭を摘出し、H-E 染色と Masson’s Trichrome 染色で声

帯筋断面積およびコラーゲン産生について正常側（uninjured side）に対する

処置側（injured side）の断面積割合（I/U 比）を組織学的に評価した。また処

置直前と処置後 4週間での喉頭内視鏡での肉眼的な声門間隙の評価を行った。 

 声門間隙の評価では、コントロール群と比較して DFAT群及び DFAT+bFGF

群で内転偏位角度および内転偏位角度改善率が有意に高くなっており、声門閉

鎖不全の改善が認められた。組織学的評価では声帯筋内のコラーゲン発現量の

I/U比はコントロール群と比較して DFAT群及び DFAT+bFGF群で有意に増加

を認めた。また、声帯筋断面積 I/U 比はコントロール群と比較して

DFAT+bFGF群では有意に増加した。処置後 2週間での処置側の TUNEL陽性

細胞数は DFAT 群及び DFAT+bFGF 群と比較してコントロール群で有意に高

く、DFAT移植によるアポトーシスの抑制が示唆された。Ki-67陽性細胞数は 3

群間で有意な差は見られなかったが、コントロール群と比較して DFAT 群及び

DFAT+bFGF群で多い傾向にあった。 

 これまでに、声帯筋内へ DFAT を注入し、その治療効果を検討した報告はな

く、本研究は、反回神経麻痺によって萎縮した声帯筋へ DFAT を注入すること

で筋肉の再生を促し、声門閉鎖不全の改善効果を示した初めての報告である。

今後新たな治療法を検証していく上で、DFAT 単独または DFAT と bFGF の併

用による萎縮声帯筋への注入は、反回神経麻痺に伴う声門閉鎖不全に対する新

たな治療法として期待できる。 

  



  3 

第２章 緒言 

1. 背景 

 超高齢化社会に向かっている本邦において、死因の第１位は悪性腫瘍であり

[1]、本邦では過去 40 年にわたり、甲状腺がんや、咽頭がん、喉頭がんの罹患

率が上昇傾向にある[2]。これらの悪性疾患の代表的な根治的治療は手術による

切除であるが、術後合併症として反回神経麻痺が問題となっている。また、腫

瘍の直接浸潤や圧排、中枢性病変、特発性疾患などによっても反回神経が障害

されることがある。反回神経は声帯筋を支配しており、反回神経麻痺により声

帯筋の運動障害および萎縮が生じる。声帯筋では主に甲状披裂筋が萎縮するこ

とが知られている。反回神経が麻痺すると、麻痺した側の声帯は運動を失い固

定することで、声門間隙が生じ、声門閉鎖不全が起こることによって、嗄声や

嚥下困難、誤嚥などを来たす。また、さらに時間経過とともに声帯筋萎縮が進

み声門間隙が大きくなることで、症状のさらなる悪化も起こり得る。これまで、

声帯萎縮に対しては頸部切開を伴う外科的治療や、萎縮した声帯の組織容量を

増加させ声門間隙を減らす目的で声帯注入術などが試みられてきたが、声帯萎

縮に対する安全で永続的な確立した治療はなく、新たな治療法の確立が求めら

れている。 

 

2. 反回神経の解剖 

 反回神経は迷走神経から分枝し、運動枝、知覚枝および副交感神経枝を含む

混合神経である[3]。迷走神経は舌咽神経および副神経とともに、延髄の後外側
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溝より出て、頸静脈孔を出たのちに上喉頭神経を分枝し、胸腔まで下降した後

に反回神経を分枝する。反回神経は、左側は大動脈弓を、右側は鎖骨下動脈を

前方から後方に回り、気管と食道の間溝を知覚神経線維である気管枝、食道枝

を分枝しながら上行し、下喉頭神経として喉頭に達する。その際、右側の反回

神経は気管食道溝やや外側を、左側は気管よりを走行している[4]。下喉頭神経

は上喉頭神経との吻枝である Galen 吻合枝を出したのちに喉頭内へ進入する。

進入した神経は運動神経線維からなり、輪状甲状筋を除くすべての内喉頭筋の

運動を支配する。 

 

3. 反回神経の機能 

 喉頭の筋肉には喉頭を支持し、嚥下や発声の際に喉頭の上下運動を行う外喉

頭筋と、喉頭内部にあり声帯の運動や発声に大きく関与する内喉頭筋とがある。

内喉頭筋は声帯を内転させることで声門を閉鎖する内転筋と、外転させること

で声帯を開大する外転筋に分けられる。内転筋には甲状披裂筋、外側輪状披裂

筋、披裂筋があり、外転筋は後輪状披裂筋があり、反回神経は内転筋と外転筋

の全ての筋肉を支配している。その他の内喉頭筋として声帯の緊張を調節する

輪状甲状筋があるが、これは迷走神経から直接分枝した上喉頭神経外枝によっ

て支配される。このことから、反回神経は、声帯運動において声門の閉鎖と開

大という拮抗する作用を支配していることとなる。 
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4. 反回神経麻痺 

 一側の反回神経が障害されると片側の声帯の運動機能が失われ、十分な声門

閉鎖ができなくなることによる声門間隙が生じ、嗄声や嚥下障害、息切れなど

を生じることになる。一側性反回神経麻痺では、麻痺した片側の喉頭運動が障

害されるため、発声時に本来対称的に接するべき声帯間に間隙ができることで

声門閉鎖不全の状態となり声帯振動が妨げられて気息性の嗄声となる。気息性

嗄声では発声時呼気量が増加するため発声持続時間が低下する他、長時間の発

声が困難であり、患者にとって会話を続けること自体が大きな負担となる。嚥

下時においても本来嚥下時に起こる声門閉鎖ができないため、誤嚥のリスクも

上昇する[5,6]。また反回神経の運動枝の麻痺により声帯筋の緊張がなくなり

徐々に萎縮するため、声門間隙はさらに増大し、これらの症状は徐々に悪化す

る。反回神経は前述のように長く複雑な走行経路を持っており、反回神経麻痺

はそのどの部位の障害でも起こりうる。反回神経麻痺をきたす原因として、甲

状腺、食道、肺、縦隔における悪性腫瘍や大動脈疾患、またはそれらに対する

外科手術や手術の際の挿管性、特発性疾患などがある[7,8]。これらの原因の中

で、最も頻度が高いものは外科手術による術後性の反回神経麻痺であり、これ

が全体の 40%程度を占めるとされている[9]。前述した甲状腺がんや咽頭がん、

喉頭がんの罹患率の増加傾向に加え、さらに近年では、以前には外科的治療が

困難であった手術適応の範囲拡大により、術後反回神経麻痺の原因となり得る

心臓大血管、食道、肺・縦隔腫瘍の手術可能症例の割合が増加していることが

示されており [10]、今後も反回神経麻痺患者の増加が予想される。 
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5. 反回神経麻痺の治療 

 一側性反回神経麻痺に対しての治療法は、音声改善手術として幾つかの治療

法がある。共通する目的としては声門間隙を減らすことである。そのアプロー

チ方法に従って、（1）神経支配を再建することで声帯の萎縮の防止と声帯固定

位置の矯正を行うもの、（2）麻痺して固定した声帯を外科的に内転させるもの、

（3）麻痺により萎縮した声帯のボリュームを増加させるもの、に大別される。

それぞれの治療はアプローチや施行するタイミングが異なる。代表的な術式と

して、（1）には神経縫合術、神経移植術、神経移行術、神経筋弁移植術がある。

これらは手術などで神経切除をした際に即時行われることが多い。神経縫合術

は、手術などで切除した反回神経の断端同士を縫合するものであり、神経切除

距離が短く、断端距離が近い場合に選択される。神経移植術は、断端に距離が

ある場合に行われ、他の神経を採取しグラフトとして用い、断端同士を縫合し

置換するものである。神経移行術は反回神経中枢側を利用できない場合に、他

の神経と反回神経末梢側を縫合するものであり、反回神経の場合は頸神経ワナ

がよく用いられる。神経筋弁移植術は反回神経末梢側が利用できない時に、頸

神経ワナを用いた神経筋弁を喉頭内筋に移植するものである。これらの方法は

甲状腺癌の手術時によく用いられ、有効な成績が報告されている[11,12,13]。

しかし、神経縫合術や神経移植術は切断した神経の再生を促すが、前述したよ

うに混合神経であるため、再生の過程において切断した神経線維が本来の標的

と異なる神経に伸長する過誤再生を起こすため、声帯運動の回復は得られない

とされる[14]。また、神経移行術についても内喉頭筋への神経再支配は起こる
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が、反回神経としての働きは得られないとされる。（2）には甲状軟骨形成術Ⅰ

型[15]、披裂軟骨内転術[16]があり、音声外科の分野では一般的に行われてい

る術式であり、麻痺した声帯を外科的に内転させることによって声門間隙を小

さくすることで機能改善を図る方法である。どちらの術式も、麻痺側の声帯位

置を内転させることにより声門間隙を改善することによって誤嚥リスクや嗄声

などの症状を改善できる一方で、外切開によるアプローチのため局所あるいは

全身麻酔を必要とし、頸部に切開を加える必要もあるため侵襲性や美容面のデ

メリットを伴う。これらの方法は基本的には一側性反回神経麻痺に対して行わ

れる。両側性反回神経麻痺の場合には、声帯固定の位置により治療選択が異な

る。両側の声帯が外側固定し、声門閉鎖不全が生じている状態であれば、前述

の一側性反回神経麻痺の治療を検討するが、両側の声帯が正中あるいは傍正中

固定し、声門閉鎖をした状態であれば著しい呼吸困難・窒息リスクとなる。そ

の場合には、声門開大手術が行われる。代表的なものとして Woodman 法

［17］、Ejnell 法［18］、内視鏡下披裂軟骨摘出術[19]などがある。これらの手

術は、呼吸機能の改善を優先とするため、術後の発声機能の改善は見込めない。

（3）は声帯内注入術と呼ばれ、萎縮した声帯へシリコン[20]、アテロコラーゲ

ン[21]、自家脂肪[22]などを注入して声帯のボリュームを増すことで声門間隙

の改善を図る方法であり、音声外科の分野で良好な成績を残している。声帯内

注入術の問題点としては、シリコンやアテロコラーゲンでは気息性嗄声は改善

するものの、声帯粘膜固有層の性質と異なるため、声帯粘膜振動を障害するこ

とで音声機能としては改善が期待できないとされている。また、自家脂肪細胞
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では注入後の自然吸収による音声機能の再悪化が起こるため、10.5%の患者に

再注入が必要となることが報告されている[23] 。さらにアテロコラーゲンでは

抗原性が強くアレルギー反応が起こりやすいことが問題となっており[24]、術

前の皮内テストが必要となる。理想的な注入材料として、組織反応性が低く調

整や注入手技が簡便であり、吸収されずその場に長くとどまり、声帯粘膜の運

動を妨げない性質のものが望ましいと考えられているが、このような安全性、

簡便性、永続性、機能性の全てを満たすような注入材料は現在までに確立して

いない。 

 

6. 塩基性線維芽細胞増殖因子（basic fibroblast growth factor：bFGF） 

近年、創傷治癒促進や組織再生効果を有する細胞増殖因子の局所注入療法が

多くの疾患で行われている。声帯萎縮に対しては、 bFGF[25][26]や

HGF[27][28]といった細胞増殖因子の局所注入の有効性が動物実験で確認され

ている。特に bFGF は作用機序を含む多くの研究が行われており、声帯萎縮や

声帯溝症の患者に対する局所注入療法が臨床応用されるに至っている。 

bFGFは 1974年に、線維芽細胞の増殖を促進する蛋白質として牛の脳下垂体か

ら Gospodarowicz により発見された[29]。bFGF は、線維芽細胞、血管内皮細

胞、角化細胞の増殖や新生血管作用を有し、良性肉芽を形成させ創傷治癒を促

進する[30]。これまでにヒトリコンビナント bFGF 製品（トラフェルミン）が

製造販売されており、本邦では皮膚潰瘍や褥瘡などに保険適用されている。反

回神経麻痺に伴う声帯萎縮に関して、一側性反回神経麻痺ラットの声帯筋の一
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つである甲状披裂筋に対して、bFGF 200 ngを週一回複数回投与することで甲

状披裂筋の萎縮を抑制し、注入後 4 週時点での神経筋接合部および衛星細胞の

数を有意に増加させたとの報告がある[25]。また bFGF 200 ngまたは 2000 ng

を声帯筋内に単回注入することで、両群で注入後 4 週の時点で甲状披裂筋の萎

縮が抑制され、2000 ng 投与群では細胞増殖マーカーである Ki-67 や衛星細胞

のマーカーである Pax7 が誘導されるとともに、MyoD 陽性細胞が増加するこ

とが報告されている [26]。また Hirano らは、声帯萎縮や声帯溝症の患者にト

ラフェルミンを週一回、計 4 回の粘膜固有層浅層へ注入することで一定の音声

改善効果が得られることを報告している[31]。このように、bFGF は声帯萎縮

に対する頻回複数回投与の治療効果が示されている。 

 

7. 脱分化脂肪細胞(dedifferentiated fat cell : DFAT) 

 間葉系幹細胞（mesenchymal stem cell : MSC）は間葉系細胞への多分化能

を持つ細胞で細胞再生医療の分野で注目されている[32]。脂肪組織に含まれる

MSCは特に脂肪由来幹細胞（adipose-derived stem cell : ASC）と呼ばれ、脂

肪吸引により比較的低侵襲に大量採取ができる点でも注目されている。ASC や

MSC は骨芽細胞、軟骨細胞、脂肪細胞などへの分化能を持つ他、優れた自己

増殖能を持ち、様々なサイトカインや増殖因子を分泌することで組織の再生・

修復能への期待も持たれている[33][34]。また、MSC はヒト主要組織適合遺伝

子複合体（MHC）classⅡである HLA-DR の発現が低いため、他家移植も可能

とされている[35]。これまでに一側反回神経麻痺の細胞治療としては、ミニブ
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タに対する脂肪細胞とASCを含む間質血管分画細胞の甲状披裂筋注入において

注入部位周囲の甲状披裂筋の肥大を示した報告がある[36]。また、声帯瘢痕に

対しては、ラットやウサギにおけるASCの粘膜下注入による治療効果について

の報告などがある[37-39]。一方、ASC や MSC はヘテロな細胞集団であり、間

質血管分画に微量に含まれる幹細胞を培養しているため、リンパ球などの炎症

細胞を含んだ異種細胞の混入を伴い、純度を高めるには数回の培養が必要とさ

れている。また、糖尿病患者から調製した MSC の性能が低下するといった報

告[40]もあるように、ドナーの基礎疾患や年齢によって細胞品質の低下が懸念

されている。 

 Matsumoto ら[41]は脂肪細胞から単離した成熟脂肪細胞を天井培養という方

法で培養することによって得られる脱分化脂肪細胞（DFAT）が、MSC に類似

した高い増殖能と多分化能を持つことを報告した。DFAT は成熟細胞を単離し

た後に培養を行うため、ASC に比べ異種細胞の混入が少なく、純度の高い細胞

が得られるという利点を持ち、少量（約 1g）の吸引脂肪から大量の細胞調製が

可能であり、患者の年齢や基礎疾患に影響されず安定した治療活性を保持した

細胞が得られるため、安全性や有効性に優れた実用性の高い治療用細胞として

期待されている。MSC とほぼ同等の多能性を持ち、これまで脂肪細胞、骨芽

細胞、軟骨細胞、筋細胞、血管内皮細胞、血管平滑筋細胞、心筋細胞などへの

分化能が確認されている[42-46]。また、骨髄MSCやASCとほぼ一致したサイ

トカインや増殖因子の分泌パターンを示し、血管内皮細胞増殖因子（ vascular 

endothelial growth factor : VEGF）や肝細胞増殖因子（ hepatocyte growth 
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factor : HGF）などの血管新生因子を分泌するとともに、血管内皮細胞やペリ

サイトといった血管構成細胞に直接分化することにより、高い血管新生能を示

す[47]。また、ラット皮膚全層欠損モデルにおける人工真皮を用いた皮膚再生

研究において、DFAT と bFGF 併用投与が、真皮組織の血管新生誘導を増強し、

コラーゲン増生を伴う真皮再生を促進させることが報告されている[48]。 

 

8. 本研究の目的 

 これまでに一側反回神経麻痺による声帯萎縮に対しては頸部切開を伴う外科

的な手術以外に、萎縮した声帯内に様々な材料を注入することで組織容積を増

加させ声門間隙を減らす方法が試みられてきた。しかしながら、これまでに声

帯萎縮に対する安全で永続的な確立した治療はなく、再生医療などの新たな治

療戦略に期待が持たれている。DFATはMSCや ASCに比べ純度が高く、患者

の状態によらず安定した治療活性を示し、少量の脂肪組織から低侵襲性に大量

調製できるため、自家脂肪といった既存の細胞療法に比べて高い安全性と安定

した治療効果が期待できる。また bFGF の併用投与は、DFAT の血管新生作用

や、コラーゲン産生能を増強させることが予想され、より安定的、長期的な声

帯筋萎縮の抑制や bulking effect による声門間隙の改善効果が期待される。一

方、反回神経麻痺による声帯萎縮に対する DFAT単独あるいは bFGF併用での

移植の治療効果についてこれまでに報告はない。 

 本研究は、ラット反回神経切除モデルにおいて萎縮した声帯筋に DFAT 単独

または bFGF との併用で筋肉内注入することにより、声帯筋の萎縮の抑制や声
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門閉鎖不全の改善が誘導されるかどうかを検討した。 
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第３章 研究対象と方法 

1. 実験動物 

 オリエンタル酵母工業より購入した雄性 8週齢の Sprague-Dawley（SD）ラ

ットを実験に用いた。動物実験は日本大学動物実験委員会（承認番号 : 

AP20M011-1）および日本大学遺伝子組換え実験安全委員会 （承認番号: 2019

医 22）の承認を得て行った。 

 

2. DFATの調整 

 この研究には、緑色蛍光タンパク質（Green Fluorescent Protein: GFP）ト

ランスジェニックラットから精製されたGFP標識DFATを用いた [49]。DFAT

調製法の概要を図1に示す。GFPトランスジェニックラットから採取した腹腔

内脂肪組織約1gを細かく切り刻み、0.1％コラゲナーゼ溶液（KOKEN）を用

いて37℃で1時間穏やかに攪拌しながら消化処理を行った。溶液を濾過し3分

間遠心分離した後に浮遊層（成熟脂肪細胞分画）を回収しPhosphate-buffered 

saline: PBS（Gibco）で洗浄した後、細胞を20％ウシ胎児血清（fetal bovine 

serum: FBS）（SAFC Biosciences）を添加したDulbecco’s modified Eagle’s 

medium: DMEM（Invitrogen）で満たされた25 cm2培養フラスコに播種した。

細胞は5％CO2中37℃の条件下で培養した。脂肪細胞が浮遊しフラスコの上部

内側の天井面に付着した状態で培養し、７日後に培地を除去してフラスコを逆

さにして細胞がフラスコ底にくるようにした。細胞増殖がコンフルエントに達

するまで、培地を4日ごとに交換した。80-90%コンフルエントに到達後、トリ
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プシンEDTAを用いて細胞を剥離し、細胞懸濁液とした後、凍結保存した。凍

結保存細胞を解凍し付着培養にて増殖させた後、実験に使用した。GFP陽性

細胞の観察および写真撮影は蛍光顕微鏡（BZ-X710, KEYENCE）を用いて行

った。 

3. 一側性反回神経麻痺ラットの作成法 

 SDラットに対し、塩酸メデトミジン（0.15 mg/kg）、ミダゾラム（2 mg/kg）、

酒石酸ブトルファノール（2.5 mg/kg）腹腔内投与による全身麻酔を施行した。

皮膚切開部周囲を除毛し、仰臥位にて前頸部を正中で切開し、前頸筋群を左右

に分け両側反回神経を明視下に置いた。神経処置は実体顕微鏡（SZ2-ILST; 

OLYMPUS）下に行った。両側の反回神経が確認されるよう気管周囲の結合織

を剥離した後、左反回神経を第 7 気管輪の高さで 10 mm 切除して、神経の両

断端を 5-0 バイクリルにて結紮し閉創した（図 2）。処置後、硬性内視鏡 

（TrueViewⅡ; OLYMPUS）を用いてラットの喉頭を観察し、左側の声帯運動

が消失し左反回神経切除が適切に行われたことを確認した。 

 

4. 声帯筋注入法 

 一側反回神経麻痺ラットに対する萎縮声帯筋移植を行うため、声帯筋注入手

技の確認として声帯注入に使用する注入針とマイクロシリンジを設計した（Ito 

works）。注入針はラットにより喉頭の個体差があるため、対応できるよう先端

を 30°、45°の二種類の弯曲したものをデザインし、注入時の内視鏡との干渉を

考慮して途中までが 24G と太く、先端のみが 30G と細くなっているテーパリ
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ング針をデザインした（図 3）。SD ラットに対し、全身麻酔を施行したのち、

硬性内視鏡（TrueViewⅡ; OLYMPUS）観察下で特注の注入針とマイクロシリ

ンジを用いて、左披裂軟骨の前外側の粘膜下に穿刺し粘膜下まで針を進め、ピ

オクタニンを含浸したコラーゲン 10 μl を注入した。直後に CO2ガスによる安

楽死処置を行い、喉頭を摘出して肉眼的評価を行った。その結果、肉眼的に甲

状軟骨外側面から声帯筋の高位にピオクタニンが透見され、ピオクタニンが漏

出することなく注入が行われたことを確認した（図 4）。次に、調製した GFP

標識 DFAT (1.0 × 106 cells / 10 μl ) （図 5A）を含浸させた生理食塩水 10 μlを

同様の手技で左披裂軟骨の前外側の粘膜下に注入し、喉頭組織では声帯筋内に

GFP 陽性細胞の集簇所見により、DFAT が声帯筋に適切に注入されていること

を確認した（図 5B）。 

 

5. 実験プロトコール 

 声帯内注入による DFAT 移植実験のプロトコールの概略を図 6 に示す。雄性

8 週齢の SD ラット（n=34）を前述の作成法で左反回神経切除を行い一側反回

神経麻痺ラットを作成した後、コントロール群（生理食塩水）（n=12）、DFAT

群（n=11）、DFAT+bFGF 群（n=11）の 3群に群分けした。神経切除後 5週の

タイミングで、コントロール群は生理食塩水 10 μl、DFAT 群は DFAT 

1.0×106cells / 生理食塩水 10 μl 、DFAT+bFGF 群は DFAT 1.0×106cells ＋ 

bFGF 500 ng / 生理食塩水 10 μlを投与した。bFGFの投与量に関しては、ラッ

トを用いた既報で 200 ng − 2000 ng / 頭の投与により、声帯筋萎縮の抑制が認
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められたという報告や、ヒトを対象とした声帯内注入において、50 μg の

bFGF が使用されている[26][50]ことから、ラット（体重約 450 g）への体重換

算などを行った結果、本研究では投与量を 500 ng / 頭と設定した。bFGFは、

250 μg の凍結乾燥ヒト組換え bFGF を含むフィブラストスプレー250（Kaken 

Pharmaceutical Co.）を使用直前に、5 mL の生理食塩水に溶解して使用した。

注入法として、塩酸メデトミジン、ミダゾラム、酒石酸ブトルファノール腹腔

内注射による全身麻酔下に、挿管台（KN-1014; Natsume works）上にラット

を固定し、上記声帯内注入法を用いて左声帯筋内に注入を行った。 

 内視鏡的評価は注入処置直前と処置後 4 週の時点で行なった。組織学的評価

は、注入処置後 2 週に各群 n=3 で喉頭を摘出し、DFAT 移植の効果が筋組織の

生存に作用した可能性について、アポトーシス細胞の評価として TUNEL 染色

を行った。また筋新生に作用した可能性について、増殖細胞の評価として Ki-

67染色を行なった。処置後 4週に各群 n=8-9で声帯筋萎縮およびコラーゲン蓄

積量の評価のため Hematoxylin & Eosin（H-E）染色および Masson’s 

Trichrome染色を行った。 

 

6. 喉頭内視鏡検査 

 ラットの喉頭の評価は硬性内視鏡を用いて行った。塩酸メデトミジン、ミダ

ゾラム、酒石酸ブトルファノール全身麻酔下に、挿管台にラットを固定し、舌

を前方へ牽引しながら、硬性内視鏡を用いて喉頭運動の評価を行った。評価の

タイミングは、注入処置直前、処置後 4 週間の時点で行った。ラットの喉頭は
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声帯が小さく、披裂軟骨が大きい特徴がある。そのため内視鏡所見については、

披裂軟骨の可動性に注目して声帯運動の評価を行った。披裂軟骨の内転角度の

評価は、画像解析ソフトウェア（ImageJ）用いて、声門の正中線と、両側の

披裂軟骨の接点から左（処置側）披裂軟骨に引いた接線のなす角度で評価し、

注入直前と注入後 4 週間での披裂軟骨の内転偏位角度と内転偏位角度の改善率

を評価した（図 7）。 

 

7. 組織学的検討 

 声帯筋の組織学的検討は、摘出した喉頭を 10%中性緩衝ホルマリン

（Fujifilm）で固定後してパラフィン包埋した。披裂軟骨が認められるレベル

で 5 μmの組織切片標本を作成し、H-E染色及びMasson’s Trichrome染色を施

し、蛍光顕微鏡（BZ-x710; KEYENCE）を用いて観察し写真撮影した。左右

の披裂軟骨の形状が最も対称に近い切片を選択し、萎縮声帯筋の断面積および

コラーゲン蓄積量の評価を行った。声帯筋断面積の評価は、H-E 染色サンプル

の光学顕微鏡写真を画像解析ソフトウェア （ImageJ）用いて、声帯筋の外周

をトレースして 2 色化を行い、筋層部分の断面積を正常側（uninjured side）

に対する処置側（injured side）を計測後、断面積割合（I/U 比）を算出した

（図 8A）。コラーゲン蓄積量の評価は、Masson’s Trichrome染色サンプルの光

学顕微鏡写真を ImageJ で声帯筋の外周をトレース後、筋層内における青色染

色されたコラーゲン部分を抽出し、その面積割合 I/U比を算出した（図 8B）。 
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8. 免疫組織染色 

 声帯筋の免疫組織学的検討は、摘出した喉頭を 10%中性緩衝ホルマリンで固

定させ、パラフィン包埋し、披裂軟骨が認められるレベルで 5 μm の組織切片

標本を作成した。脱パラフィン処理後、抗原賦活処理としてサンプルを target 

retrieval solution（Dako Cytomation）に浸透しオートクレーブを 15 分間行

った。復温後、ブロッキングバッファー（1%BSA, 0.5% TritonX含有 PBS）を

用いて 1 時間反応させ、非特異的反応阻害処置を行った。PBS で洗浄後、一次

抗体として、Goat anti-GFP antibody（1:100; Abcam）、細胞増殖マーカーと

して Rabbit anti-Ki67 antibody（1:100; Abcam）を用いて 4℃で一晩反応させ

た。翌日、PBSで 2回洗浄後、二次抗体として Alexa Fluor 647 Donkey anti-

goat IgG（H+L） antibody（1:400; Invitrogen）、Alexa Fluor 488 Donkey 

anti-rabbit IgG（H+L） antibody（1:400; Invitrogen）を用いて室温で 1時間

反応させた。その後 PBS で洗浄後、Hoechst 33342（1:1000; Invitrogen）を

用いて室温で 15 分間反応させた。蒸留水で洗浄し、ProLong™ Gold antifade 

mountant（Invitrogen）を用いて封入した。アポトーシスマーカーである

TUNEL 陽性細胞の検出は DeadEnd™ Fluorometric TUNEL system

（Promega）を用いた。キットのプロトコールに従って染色標本を作成した。

作成した全ての染色標本は蛍光顕微鏡または共焦点レーザー走査型顕微鏡

（FLUOVIEW FV10i; OLYMPUS）で観察して撮影を行った。TUNEL陽性細

胞および Ki67 陽性細胞は、声帯筋断面全域を合成画像で撮影し、ImgaeJを用

いてカウントし、単位断面積あたりの各陽性細胞数（ cells / mm2）を算出した。 
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9. 統計学的評価 

 得られた定量データは One-way analysis of variance （One-way ANOVA）

試験を用いて統計解析し、Post-hoc testとして Tukey’s multiple comparisons 

testを使用した。p < 0.05の場合に統計学的に有意であると判定した。 
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第４章 結果 

1. 声門間隙の改善効果 

 各群の声門間隙の改善効果を比較するため、喉頭内視鏡を用いて披裂軟骨の

内転偏位角度と内転偏位角度の改善率を評価した。各群における注入直前と注

入 4 週後の代表的な喉頭内視鏡写真を図 9 に示す。注入直前と注入 4 週間後で

の内転偏位角度の差（ 平均値 ± 標準偏差 ）は、コントロール群（ 0.06 ± 0.45˚）

と比較して、DFAT群（ 2.70 ± 1.52˚）、DFAT+bFGF群（ 2.55 ± 1.30˚）で有

意（ p ＜ 0.001 ）に大きかった（図 10A）。また、内転偏位角度の改善率はコ

ントロール群（ 0.80 ± 6.36％ ）と比較して、DFAT 群（ 25.07 ± 9.10％ ）、

DFAT+bFGF 群（ 28.20 ± 13.76 ％ ）で有意（ p ＜ 0.001）に高かった（図

10B）。DFAT 群と DFAT+bFGF 群間では、内転偏位角度と内転偏位角度の改

善率に有意差は認められなかった。以上の結果より、萎縮声帯筋内への DFAT

単独注入および DFATと bFGF の併用注入は、声門間隙の縮小による声門閉鎖

不全の改善効果を示すことが明らかになった。 

 

2. 声帯筋萎縮に対する効果 

 各群における声帯筋萎縮に対する効果を比較するため、声帯内注入後 4 週時

点における処置側声帯筋の萎縮の程度を H&E 染色像にて評価した。各群の声

帯筋断面積の I/U比（ 平均 ± 標準偏差 ）は、コントロール群（ 0.690 ± 0.141 ）

に対して DFAT + bFGF群（ 0.809 ± 0.108 ）で有意（ p ＜ 0.05 ）に高値を示

した（図 11）。DFAT群（ 0.906 ± 0.184 ）はコントロール群と比較して声帯筋

断面積の I/U比は高い傾向にあったが、有意な差は認められなかった。 

 各群における声帯筋内のコラーゲン蓄積効果を比較するため、声帯内注入後

4週時点での処置側声帯筋内のコラーゲン量をMasson’s Trichrome染色像にて
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評価した。各群の声帯筋内コラーゲン蓄積量の I/U 比（平均値 ± 標準偏差 ）

は、コントロール群（1.663 ± 0.822 ）と比較して、DFAT 単独群（ 3.716 ± 

1.695 ） 、DFAT + bFGF群（ 3.432 ± 0.960 ）では有意（ p ＜ 0.05 ） に高値

を示した（図 12）。DFAT 群と DFAT + bFGF 群の間では有意差は見られなか

った。 

 

3. 萎縮声帯筋組織のアポトーシスと細胞増殖に対する効果 

 各群における萎縮声帯筋組織のアポトーシスと細胞増殖を比較するため、処

置後2週時点の声帯筋組織におけるTUNEL陽性細胞およびKi-67陽性細胞の評

価を行った。処置側声帯筋内のTUNEL陽性細胞数（ 平均値 ± 標準偏差 ）は

コントロール群（ 68.7 ± 15.0）と比較してDFAT群（ 24.2 ± 17.0）および

DFAT+bFGF群（ 20.5 ± 7.6 ）では有意（ p < 0.05）に低かった（図13）。一

方、DFAT群とDFAT+bFGF群との間には有意な差は認められなかった。また、

処置側声帯筋内のKi-67陽性細胞数は3群間に明らかな有意差は認められなかっ

たが、コントロール群とDFAT群と比較して、DFAT+bFGF群では高い傾向に

あった（図14）。 
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第５章 考察 

 本研究ではラット反回神経切除により萎縮させた声帯筋に DFAT 単独または

bFGF との併用で注入することにより、声帯筋萎縮の抑制や声門閉鎖不全の改

善が誘導されるかを評価した。その結果、DFAT群およびDFAT+bFGF群では

声門間隙の縮小による声門閉鎖不全の改善効果が認められた。DFAT 群と

DFAT+bFGF 群では声帯筋内のコラーゲン蓄積量の増加を認め、さらに

DFAT+bFGF 群では声帯筋萎縮の抑制効果を認めた。免疫組織学的検討では

DFATによるアポトーシスの抑制効果が示唆された。 

 内視鏡を用いて行った声門間隙の評価では、DFAT群と DFAT+bFGF群で声

帯内注入による声門間隙の縮小による声門閉鎖不全の改善効果が示された。こ

れまで声門閉鎖不全に対する治療として声帯内注入術が行われ、様々な材料が

使用されてきた。アテロコラーゲンやヒアルロン酸では効果は一時的であり頻

回な投与が必要とされ[24]、細胞移植としては自家脂肪細胞注入が行われてい

るが、注入後早期に脂肪細胞が吸収されることにより、効果の持続性が乏しい

ことが報告されている [51]。また、臨床応用されているアテロコラーゲンはそ

の抗原性からアレルギー反応にも注意が必要となる。このように声帯内注入の

効果の減弱の原因には、注入材料の吸収、漏出、拡散などが挙げられ、理想的

な注入材料には局所へ長期的に留まること、効果の持続性、アレルギーや拒絶

反応などの副作用がないこと、材料の調達が容易であることなどが求められる。

本結果では DFAT群および DFAT + bFGF群で声門間隙の縮小が認められたこ

とより、DFAT が注入された声帯内に生着し生存し続けることによって萎縮声
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帯筋に持続的な bulking effect をもたらし、その結果、声門間隙の縮小が維持

されたことが考えられる。 

 組織学的検討では、DFAT+bFGF 群では声帯内注入による声帯筋萎縮の抑制

効果が示された。DFAT からは VEGF、HGF、monocyte chemoattractant 

protein-1（MCP-1）、tissue inhibitor of metalloproteinase-1,2（TIMP-1,2）、

transforming growth factor-β（TGF-β）などが分泌され、創傷治癒促進作用、

や血管新生作用を有することが報告されている[52]。本実験では DFAT の分泌

する液性因子によるパラクライン効果に加え、bFGF の血管新生作用や組織修

復作用による効果、さらには bFGFが DFATに作用し、治療活性を高めた結果、

声帯筋萎縮を抑制した可能性が考えられる。一方、本研究では血管新生や筋新

生の評価は行なっておらず、今後もさらなる免疫組織学的検討などが望まれる。 

 萎縮声帯筋内のコラーゲン定量を行った結果、DFAT 群および DFAT+bFGF

群ではコラーゲン蓄積効果が示された。臨床ではアテロコラーゲンが声帯内注

入の材料としても用いられているが、その成分はⅠ型コラーゲンとⅢ型コラー

ゲンが含まれ、Ⅰ型コラーゲンが主成分であることが知られている。声帯粘膜

固有層浅層には細くて柔軟性のあるⅢ型コラーゲンが多く分布しており、発声

時の滑らかな声帯粘膜波動に必要である。一方でⅠ型コラーゲンは線維性コラ

ーゲンであり、声帯粘膜固有層浅層に増えることで声帯振動を阻害する可能性

が報告[24]されているが、強度と弾性を持っており細胞外マトリックスとして

支持組織として適している。Soejima ら[53]は、全層開放創に対する DFAT 移

植により、基底膜の構成に関与するⅣ型コラーゲンとラミニン-5 の合成が増強
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されたことを示している。骨格筋の間葉系前駆細胞である fibro-adipogenic 

progenitors（FAP）は衛星細胞を調節して筋肉の再生や恒常性に関与するが、

除神経下では筋萎縮と線維化を促進することが報告されている[54]。DFAT が

誘導する HGF は、創傷治癒過程において線維芽細胞を誘導し、コラーゲン合

成への関与が知られている。bFGF 自体も線維化への影響が知られており、コ

ラーゲン合成の調節に関与する。本研究ではコントロール群と比較して DFAT

単独群およびDFAT+bFGF群でコラーゲン蓄積量の増加を認めており、脱神経

下の萎縮筋において HGF や bFGF などの因子が線維化の促進に関与してコラ

ーゲン合成が促進した可能性が考えられる。一方、今回コントロール群におい

ても処置側のコラーゲン蓄積量の増加が認められた。この理由として脱神経下

における声帯筋が萎縮する過程で、線維化によるコラーゲン蓄積が生じた可能

性が考えられる。実際、ラット坐骨神経切除モデルの萎縮ヒラメ筋においてコ

ラーゲン合成の促進が認められたことが報告されている[55]。一方、生理食塩

水を注入した際の針の侵襲により線維化が誘導された可能性も否定できない。

今後、脱神経のみで針刺入をしない群や、針刺入のみの群でのコラーゲン増殖

の有無を検証することも必要と思われる。 

 免疫組織染色での検討では DFAT による抗アポトーシス作用や、bFGF によ

る増殖細胞の誘導の影響が示唆された。脱神経における筋肉ではミトコンドリ

アの減少と筋合成の低下、タンパク分解の促進が起こり、さらにアポトーシス

の誘導により筋核が減少し筋萎縮が起こる [56] [57]。 HGF は前述した血管新

生、抗線維化作用の他、細胞増殖作用や Bcl-2 を介した抗アポトーシス作用な
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どの生理活性が知られている[58][59]。bFGFには血管新生や細胞増殖能があり、

アポトーシス抑制に関与することも知られている。これらを踏まえると、本結

果では脱神経下で誘導された声帯筋のアポトーシスが DFAT より分泌された

HGFによりアポトーシスが抑制された可能性が示唆される。 

 細胞増殖の評価では、コントロール群と比較してDFAT+bFGF群でKi-67陽

性細胞が増加傾向であったが有意差は得られなかった。Ki-67 陽性を示した細

胞は各群とも筋組織周囲や間質に多く、筋肉細胞や線維芽細胞である可能性が

高いと考えられた。 

 本研究のリミテーションとして以下の事項がある。①今回、細胞移植の効果

を 4 週間の時点でのみ評価している。今後より長期に観察することにより移植

細胞の長期的な生着性やどのような細胞に分化しているか、さらには持続的な

治療効果が得られるか確認することが望まれる。②今回、bFGF 単独の治療効

果を評価していない。DFAT+bFGF 併用の治療効果の高さを明確にするために

も、bFGF 単独投与の治療効果や、異なった bFGF 投与量による効果の違いを

検討する必要がある。 

 反回神経麻痺による声帯筋萎縮患者は今後も増加すると考えられる。またそ

の患者層も高齢化が予想される。DFAT は少量の脂肪細胞から短期間で大量の

高純度な細胞の調製が可能であり、痩せている、あるいは ADL の悪い患者な

ど、充分量の脂肪細胞が採取困難な患者からも比較的低侵襲で安定して調達が

可能であると考えられ、今後の声帯筋萎縮に対する新たな細胞治療として期待

できる。 
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第６章 まとめ 

 本研究ではラット反回神経切除により萎縮させた声帯筋に DFAT 単独または

bFGF との併用で注入することにより、萎縮した声帯筋の再生や声門閉鎖不全

の改善が誘導されるかを評価した。その結果、DFAT群およびDFAT+bFGF群

では声門間隙の縮小による声門閉鎖不全の改善効果が認められた。DFAT 群と

DFAT+bFGF 群では声帯筋内のコラーゲン蓄積量の増加を認め、さらに

DFAT+bFGF 群では声帯筋萎縮の抑制効果を認めた。免疫組織学的検討では

DFAT によるアポトーシスの抑制効果が示唆された。声門閉鎖不全現在臨床で

は萎縮声帯に対して様々な材料を用いた声帯内注入治療は行われているが、安

全性、簡便性、永続性、機能性のある治療は確立されていない。本研究は、反

回神経麻痺によって萎縮した声帯筋へ DFAT を注入することで筋肉の再生を促

し、声門閉鎖不全の改善効果を示した初めての報告である。今後新たな治療法

を検証していく上で、DFAT 単独または DFAT と bFGF の併用による萎縮声帯

筋への注入は、反回神経麻痺に伴う声門閉鎖不全に対する新たな治療法として

期待できる。 
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図１. DFATの調整法 

ラット皮下脂肪を 1〜2 g摘出し、コラゲナーゼ処理を行い低速遠心分離を行う。

表層へ浮遊した成熟脂肪細胞を採取し、20% FBS含有DMEMを満たした T-25

細胞培養フラスコ内で天井培養する。天井に付着した脂肪細胞が非対称分裂を

起こし、線維芽細胞様の形態を示す DFAT が産生される。7 日後にフラスコを

上下反転させ、通常の付着培養を行うことで DFATは急激に増殖する。 
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図 2. ラット反回神経麻痺モデル作成法 

前頸部を縦切開し、前頸筋群を左右に分けて、両側反回神経（矢印）を露出し

た。左反回神経を周囲から剥離して切除して、両側断端を結紮した。A: 肉眼像 

B: 実体顕微鏡像 反回神経切除前（ 矢印: 反回神経）( C: 実体顕微鏡像 反回神経

切除後（矢頭: 切除反回神経断端結紮部） 
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図 3. 声帯注入針の設計 

喉頭の個体差があるため、適宜対応できるよう先端を 30°、45°の二種類の弯曲

したものをデザインし、注入時の内視鏡との干渉を考慮して途中までが 24Gと

太く、先端のみが 30Gと細くなっているテーパリング針をデザインした。 
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図 4. 声帯内注入手技の検討結果 

内視鏡下で経口的に左声帯筋に注入針を穿刺し、ピオクタニン色素を含有した

コラーゲンゲルを 10 μl 注入した結果、声帯周囲の粘膜下にピオクタニンの色

素が透見でき、ピオクタニンが漏出することなく目的部位に注入されたことを

確認した。 
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図 5. DFAT声帯筋移植による局在の確認 

内視鏡下で経口的に左声帯筋に注入針を穿刺し、DFAT細胞懸濁液（10 μl）を

注入し、直後に摘出した喉頭組織の抗GFP抗体による蛍光免疫染色を行った。

A: 培養中の DFAT  Scale bar = 300 μm. B: 移植後の喉頭組織の蛍光免疫染色

画像 Scale bar = 200 μm 
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図 6. 実験プロトコール 

SDラット（n=34）をControl群（n=12）、DFAT群（n=11）、DFAT+bFGF群

(n=11)に分け、左反回神経切除を行なった 5 週間後に声帯筋内に Control 群

（生理食塩水 10 μl）、DFAT 群（DFAT 1×106cells + 生理食塩水 10 μl）、

DFAT+bFGF群（DFAT 1×106cells + bFGF 500 ng + 生理食塩水 10 μl）の注

入を行った。評価項目として、処置後2週時点で声帯筋のTUNEL染色及びKi-

67 に対する免疫組織染色を行った（各群 n=3）。処置後 4 週では声帯筋の H-E

染色とMasson’s Trichrome染色による組織学的評価を行なった(各群 n=8-9)。

喉頭内視鏡検査は処置直前と処置後 4週間で行った。 
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図 7. 喉頭内視鏡検査の方法と声門間隙の評価 

（A） 全身麻酔を施したラットを挿管台に固定し、経口腔的に整形外科で用い

られる小関節用の内視鏡を挿入しラットの喉頭を観察した。（B） 内視鏡画像

所見 （C） 披裂軟骨の内転偏位角度の測定法 
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図 8. 声帯筋断面積・声帯筋内コラーゲン量の評価方法 

画像解析ソフトウェア（ImageJ）を用いて声帯筋の外周をトレースし、断面

内の青色に染色されるコラーゲン領域を抽出し、その面積を測定した。正常側

（untreated side）に対する処置側（treated side）の割合（I/U 比）を算出し

定量的に評価した。A: H-E 染色での筋断面積の評価法 , B：Masson’s 

Trichrome染色でのコラーゲン蓄積量の評価法 Scale bar = 500 μm. 
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図 9. 各群における声門間隙の改善効果 

喉頭内視鏡で観察した声帯の声門正中線に対する処置側の披裂軟骨の接線との

なす角度（内転偏位角度）を、注入直前と注入後 4 週時点で比較した。3 群の

代表的な内視鏡画像を示す。 
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図 10. 各群における声門間隙の改善効果（定量評価） 

喉頭内視鏡下で観察した声門正中線と処置側の披裂軟骨の接線とのなす角度を、

注入直前と注入後 4週間で比較した。A: 内転偏位角度（°）, B: 内転偏位角度改

善率（%）    *** p < 0.005, **** p < 0.001 （One-way ANOVA, Tukey’s 

multiple comparisons test ） Bar: mean  NS: not significant 
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図 11. 各群における萎縮声帯筋の改善効果（定量評価） 

各群の処置側声帯筋の萎縮の程度を H-E染色像にて評価した。声帯筋断面積の

I/U比を比較した。A: 各群における代表的な声帯筋の H-E染色像 Scale bar = 

500 μm. B：各群での声帯筋断面積の比較   * p < 0.05 （One-way ANOVA, 

Tukey’s multiple comparisons test ）  Bar: mean  NS: not significant 
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図 12. 各群におけるコラーゲン蓄積量の比較（定量評価） 

各群の処置側声帯筋内のコラーゲンの萎縮の程度を H-E染色像にて評価した。

声帯筋断面積内の I/U 比を比較した。A: 各群における代表的な声帯筋の

Masson’s Trichrome染色像 Scale bar = 500 μm. B：各群での声帯筋断面積の

比較  * p < 0.05, ** p < 0.05 （One-way ANOVA, Tukey’s multiple 

comparisons test ） Bar: mean  NS: not significant 
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図 13. 各群における声帯筋内アポトーシス細胞の比較 

各群の処置側声帯筋内のアポトーシス細胞の数を比較した。A: 各群における代

表的な蛍光免疫組織像 （矢印：TUNEL 陽性細胞） Scale bar = 50 μm.  

B：各群での声帯筋断面内の TUNEL陽性細胞数の比較   * p < 0.05 （One-

way ANOVA, Tukey’s multiple comparisons test ） Bar: mean  
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図 14. 各群における声帯筋内増殖細胞の比較 

各群の処置側声帯筋内の増殖細胞の数を比較した。A: 各群における代表的な蛍

光免疫組織像（矢印：Ki-67陽性細胞） scale bar = 50 μm. B：各群での声帯

筋断面内の Ki-67 陽性細胞数の比較  3 群間で声帯筋断面内の Ki-67 陽性細胞

数に有意差は見られなかった。Bar: mean 
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