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研究成果の概要（和文）：　大腸内視鏡的粘膜下層剥離術(ESD, Endoscopic Submucosal Dissection)15症例の
ESD後腸管内洗浄液中遊離腫瘍細胞の細胞活性を測定した。回収直後/3時間後/6時間後/12時間後に測定したが、
時間経過によって細胞活性は低下しなかった。回収直後の洗浄液に消毒液を付加し測定した。消毒液濃度0%/0.5
%/1%/2%で測定すると、2%では細胞活性が低下した。大腸ESD4症例のESDで切除した腫瘍とESD後の洗浄液中の遊
離腫瘍細胞のDNAを抽出し、次世代シークセンサーにて遺伝子変異を比較した。遺伝子変異の一致率は4例中2例
が100%、2例が94.3%と非常に高かった。

研究成果の概要（英文）：　The viability of exfoliated tumor cells in intraluminal lavage samples 
after 15 colorectal endoscopic submucosal dissection were measured. The viability did not decrease 
over time, at the end of ESD, 3 hours, 6 hours, and 12 hours after ESD. However, the viability did 
significantly decrease, when 2 % povidone iodine were added.DNA samples were extracted from resected
 tumors and exfoliated tumor cells in intraluminal lavage samples with positive cytology. Each 
extracted sample was analyzed by next gene sequencer. Evaluation of gene mutations between resected 
tumors and exfoliated tumor cells showed 100% concordance in two patients and 94.3% concordance in 
two patients in the screening of 19 gene mutations.

研究分野： 消化器外科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　今まで内視鏡治療後における局所再発の機序は証明されていなかったが、今回大腸ESDで切除した腫瘍とESD後
の洗浄液中の遊離腫瘍細胞の遺伝子変異の一致率が高く、従来の内視鏡治療よりも比較的長時間の腫瘍に対する
物理的刺激を伴うESD操作にて腫瘍から細胞が腸管内に遊離したと考えられ、その遊離腫瘍細胞はviabilityを持
っており、大腸ESD後の局所再発の機序がimplantationであることを裏付ける結果となった。遊離腫瘍細胞の
viabilityは時間経過では低下せず、消毒液付加で低下したため、大腸ESD後に消毒液を付加した液で洗浄するこ
とで大腸ESD後の局所再発の予防につながると考えられた。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
内視鏡的粘膜下層剥離術(ESD, Endoscopic Submucosal Dissection)は、進達度の浅い癌に対

して粘膜下層に局注液を注入して病巣を挙上させ、粘膜下層を剥離して病変を切除する日本で

開発された内視鏡治療である。従来からの内視鏡的粘膜切除術(EMR, Endoscopic Mucosal 

Resection)では、大きいために分割切除となっていた腫瘍をESDでは大きさにかかわらず一括切

除できる。EMRで分割切除した場合は一定の確率で剥離面に局所再発をきたす。腫瘍の分割切除

による遺残が原因と考えられてきたものの、その機序は証明されていない。しかし、我々はESD

後の局所再発症例を経験した。ESDで一括切除したにもかかわらず局所再発をきたしたため、局

所再発の機序として分割切除による遺残ではなくimplantation(播種/生着)が示唆された。 

 これまで直腸癌外科手術においては、術中操作によって腸管内に遊離した癌細胞による吻合

部再発が報告されている。その対策として吻合前の腸管内洗浄が有効で、洗浄により局所再発

が有意に減少したことが報告された。消化管内に遊離した癌細胞は正常粘膜には生着しない

が、正常粘膜欠損部には生着すると報告されている。また、口側に存在する大腸癌から腸管内

に遊離した癌細胞が、その肛門側の痔瘻や痔核切除部位、生検部位にimplantationした報告を

認める。さらに我々が経験した症例と同様に、ESD後の剥離面にimplantationした報告も認め

る。しかし、これらの報告では局所再発の機序としてimplantationが示唆されたものの、証明

はされていない。さらに、大腸ESD後の局所再発の機序としてのimplantationに関する研究は国

内外で全く行われたことがない。 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
            大腸腫瘍(左)と ESD 後(右)の剥離面 
 
２．研究の目的 
我々は大腸ESD後の腸管内洗浄液に遊離腫瘍細胞が高率に存在することと、ESD操作によって

遊離した腫瘍細胞の腸管内洗浄による除去効果も世界で初めて報告した。そこで、大腸ESD後の

局所再発の原因が遊離腫瘍細胞のimplantationなのかどうかを明らかにすることを目的に本研

究を計画した。ESDで腫瘍を一括切除したにもかかわらずimplantationにて局所再発をきたすこ

とが明らかになれば、従来から分割切除による遺残が原因と考えられてきたものの証明されて

いない内視鏡治療後局所再発の機序の解明に貢献するものと期待できる。さらに、遊離腫瘍細

胞のimplantationが原因だとすれば、ESD後に洗浄することが局所再発の予防につながると考え

た。 

 

 
 
 
 
 
 
          腸管洗浄液中の遊離癌細胞(左)と腺腫細胞(右) 



 
３．研究の方法 
(1) 術中操作によって腸管内に遊離した癌細胞は高い活性を持つ。大腸ESD操作によって腸管

内に遊離した腫瘍細胞も、正常粘膜欠損部に生着できるほどの高い活性を持つと考える。よっ

て、ヒトの大腸ESD後に腫瘍を摘出してから内視鏡下にて30mlの生理食塩水にて腸管内洗浄を行

い、回収した洗浄液にTrypan blue液を加え、全自動セルカウンターで細胞活性(viability)を

測定する。回収直後、3時間後、6時間後、12時間後に測定し、時間経過によるviabilityの変化

を検討する。さらに回収直後の洗浄液に消毒液(povidone iodine)を付加し、viabilityを測定

する。povidone iodineの濃度は0%(付加なし)、0.5%、1%、2%とし、殺細胞活性を伴った液付加

によるviabilityの変化を検討する。 

 （２）腫瘍細胞は従来の内視鏡治療よりも比較的長時間の腫瘍に対する物理的刺激を伴うESD

操作により腸管内に遊離したと考える。よって、ESDで切除した腫瘍と大腸ESD後の洗浄液中の

遊離腫瘍細胞のDNAを抽出し、次世代シークセンサーにて遺伝子変異を比較検討した。 

 
４．研究成果 

（１）大腸ESD15症例をESD後に内視鏡下に腸管内洗浄を行い、回収した洗浄液中の遊離腫瘍細

胞のviabilityを評価した。回収直後、3時間後、6時間後、12時間後にviabilityを測定した。

それぞれのviabilityの中央値が24(9-33)%、24(8-50)%、16(8-48)%、21(6-46)%で、時間の経過

によって細胞活性が有意に低下することはなかった(P=0.87)。さらに回収直後の洗浄液に消毒

液(povidone iodine)を付加し、viabilityを測定した。povidone iodineの濃度は0%(付加な

し)、0.5%、1%、2%とした。それぞれのviabilityの中央値が、24(9-33)%、20(10-33)%、17(1-

30)%、11(0-16)%で、povidone iodine2%付加ではpovidone iodine付加なしに比べ細胞活性が有

意に低下した(P＜0.01)。大腸ESD後の遊離腫瘍細胞のviabilityは12時間では低下せず、洗浄に

よる除去が必要と考えられた。2%の消毒液(povidone iodine)を付加した液で洗浄することで遊

離腫瘍細胞のviabilityを低下させ、大腸ESD後の局所再発の予防につながると考えられた。 

 

 

 

（２）ESD後の腸管内洗浄液の細胞診陽性症例4例で、ESDで切除した腫瘍と大腸ESD後の洗浄液

中の遊離腫瘍細胞のDNAを抽出し、次世代シークセンサーにて遺伝子変異を比較した。1例目は



APC/FGFR3/PDGFRA/KIT/KDR/CSF1R/FTL3/SMAD4にともに変異を認めた(一致率100%)。2例目は

APC/ATM/FGFR3/PDGFRA/KDR/CSF1R/SMO/RET/FLT3にともに変異を認めたが、切除した腫瘍のみ

FBXW7に変異を認めた(一致率94.3%)。3例目はAPC/MLH1/PTEN/FGFR3/PDGFRA/KDR/CSF1R/FLT3に

ともに変異を認めたが、切除した腫瘍のみERBB2に変異を認めた(一致率94.3%)。4例目は

APC/TP53/KRAS/ALK/FGFR3/PDGFRA/KDR/CSF1R/HRAS/FLT3にともに変異を認めた(一致率100%)。

ESDで切除した腫瘍と大腸ESD後の洗浄液中の遊離腫瘍細胞の遺伝子変異は高率で一致した。よ

って、従来の内視鏡治療よりも比較的長時間の腫瘍に対する物理的刺激を伴うESD操作により腫

瘍から細胞が腸管内に遊離し、大腸ESD後の局所再発の機序がimplantationであることを裏付け

る結果となった。 
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