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研究成果の概要（和文）：食道ESD後の狭窄抑制を目的とした口腔粘膜上皮細胞シートによる再生
医療的治療の経験を基に、大腸ESDへの応用に向けて基礎実験を行った。ミニブタを用いて大腸
ESDモデルを作製し移植を試みた。当初、ブタ線維芽細胞シートの作製を行ったが、培養不安定
なためヒト口腔粘膜上皮細胞シートを使用した。本実験系は異種移植であったものの短時間であ
れば移植は可能で、大腸でも細胞シートの移植が可能であることが判明した。本法は穿孔の修復
やリスクを回避できる可能性があるため引き続き研究を推し進める必要がある。 
研究成果の概要（英文）：Based on clinical research of regenerative medical treatments using 
human oral mucosal epithelial cell sheets to prevent constriction after esophageal ESD, 
I conducted basic experiments on miniature pigs whereby cell sheets were applied to 
ulcerations caused by colorectal ESD. I conducted colorectal ESD on a miniature pig, 
followed by engraftment using fibroblast cell sheets. However, the isolated cells of the 
pig grew unstably. Therefore I decided to use oral mucosal cell sheets instead. The results 
of our study show that colorectal cell sheet transplantation is a good short-term 
treatment. It is possible that perforations can be repaired with cell sheets, decreasing 
the risk of complications. However, this possibility requires further study. 
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１．研究開始当初の背景 
 根治的治療を可能にし、ドナー不足に悩む
臓器移植を代替する先端的な医療として、近
年、再生医療に大きな期待が寄せられている。
東京女子医科大学先端生命医科学研究所の
岡野らは、温度応答性培養皿を用いた「細胞
シート工学」を提唱し、その成果は新規再生

医療技術として大きな注目を集めている
（Nature,424,p884-886,2003）。岡野らの開
発した温度応答性培養皿表面には、温度応答
性高分子として知られるポリ（N-イソプロピ
ルアクリルアミド）が共有結合的に固定化さ
れており、37℃では種々の細胞が接着・増殖
する。温度を室温程度に下げると表面が親水
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性化して、トリ プシンなど
のタンパク質分 解酵素を必
要とすることな く培養細胞
が脱着し、シー ト状に回収
することができる。この非侵襲的な培養細胞
の脱着・回収において、細胞が培養の間に合
成・分泌・沈着した細胞外マトリックスも、
細胞シートの底面に保持されたまま回収さ
れる。すなわち、底面に糊のごとく機能する
細胞外マトリックスをもつ細胞シートを得
ることが可能となる。 
 細胞シート工学を応用して食道 ESD後に問
題となる潰瘍瘢痕による狭窄に対して、食道
と同様の重層扁平上皮からなる口腔粘膜組
織を細胞ソースとして培養口腔粘膜上皮細
胞シートを作製し、それを ESD後の食道潰瘍
面に移植するという治療法を開発した(Ohki 
T.,55,p1704-1710,Gut,2006)。さらにこの治
療法を用いた臨床研究を現在開始している。
この臨床研究の中で、細胞シート移植された
患者は、通常の食道 ESDと違い発熱や疼痛が
少なく、細胞シートによるシール効果が示唆
された。一方、本学呼吸器外科の神崎らは動
物実験において皮下組織由来の線維芽細胞
シートを気瘻部位へ移植しシール効果を示
している (Kanzaki M,Eur J Cardiothorac 
Surg,34,p864-869,2008)。そこで大腸 ESDに
おいても細胞シート移植によるシール効果
により術中穿孔の修復や遅延性穿孔のリス
クを回避できるのではないかと着想に至っ
た。 
 
２．研究の目的 
食道 ESDにおいて ESD後潰瘍の狭窄抑制効果
を目的とした口腔粘膜上皮細胞シートの経
内視鏡的移植術による再生医療的治療法の
臨床応用（世界初）の経験を基に、新たに細
胞シート移植（口腔粘膜上皮細胞シートと線
維芽細胞シート）を大腸 ESDへ応用すること
で、術中穿孔の修復や遅延性穿孔のリスクを
回避できるのではないかとの仮説を立て、大
腸 ESD に対する細胞シート治療の有用性を、
大形実験動物を用いて検証する。 
 
３．研究の方法 
(1) ESDによる大腸潰瘍モデルの作製 
 ミニブタ（メス・NIBS系）を使用。実臨床
と同様の方法と機材で直腸の内視鏡的粘膜
下層剥離術(endoscopic submucosal 
dissection: ESD)を行う。 
(2)培養口腔粘膜上皮細胞シートの作製と大
腸 ESD後人工潰瘍面に対する経内視鏡的移植
術手技の開発 
 全身麻酔下にブタの口腔粘膜組織を紡錘
状に切除する。タンパク質分解酵素であるデ
ィスパーゼを用いて基底膜を分解して上を
回収し、トリプシンを用いて上皮細胞を単離

する。単離した口腔粘膜上皮細胞を温度応答
性培養皿に播種し、マイトマイシン Cで処理
した 3T3フィーダーレーヤー存在下で、約 2
週間培養する。温度応答性高分子であるポリ
（N-イソプロピルアクリルアミド）が培養皿
表面に培養皿を使用する。 
(3) ブタ線維芽細胞シートの作製 
神崎らの培養法に準じ、ブタ皮下組織を用い
て explant法で細胞を継代し、温度応答性培
養皿で培養を行う。 
(4)直腸 ESD後潰瘍ヒト培養上皮細胞シート
移植の feasibility study 
培養系の安定したヒト培養上皮を用いてミ
ニブタの直腸 ESD 潰瘍へ経内視鏡的に移植。
移植当日、標本を摘出し移植部位の組織を得
る。HE染色で細胞シートの有無を検察する。 
 
４．研究成果 
(1)フックナイフ®(KD-620LR,オリンパス)と
粘膜下局注は、インジコカルミンを混入した
グリセロールを局注針で注入する。全周切開
の後、粘膜下層を剥離するこ
とで、人工潰瘍を作製するこ
とが可能であった。ブタモデ
ル で の 大 腸 ESD の
feasibilityを確認した。 
(2)ブタ口腔粘膜上皮細胞シ
ートの作製は可能だが、個体により細胞シー
トとして回収できないことがあり、培養方法
の最適化を行う必要があった。そこで培養液
の内容および細胞播種数等を調整したり、温
度応答性培養皿のポリ（N-イソプロピルアク
リルアミド）の含有量を変えたりすることで、
内視鏡的な移植にも使用可能なブタ培養口
腔粘膜上皮細胞シートを作製する実験を行
った。比較的安定した細胞シートを作製する
ことが可能となった。（別の実験系で私用し
ている。） 
(3)神崎らの培養法に準じ、線維芽細胞シー
ト作製を試みたが、ミニブタ
での線維芽細胞の増殖が不
良（右上の写真）であった。
そのため次の移植実験を行
うに辺り培養系の確立した
ヒト培養口腔粘膜上皮細胞
シート（右下の写真）を用い
て移植を行うことに至った。 
(4)大形動物では前処置
（下剤）投与が困難なた
め、人工肛門を S状結腸
に作製し、直腸 EMR/ESD
を行った人工潰瘍部位
にヒト培養口腔粘膜上
皮細胞シートの移植を
行った。短時間での評価
では移植部位に HE 染色で細胞シートの移植
を確認した。本実験では異種移植のため、長



 

 

期では拒絶反応が懸念されるが、短時間であ
れば移植は可能であることが示唆された。本
研究により食道だけでなく組織の異なる（扁
平上皮と円柱上皮）大腸粘膜であっても、細
胞シートの移植が可能であることが判明し
た。 
本法は穿孔の修復やリスクを回避できる可
能性があるため引き続き研究を推し進める
必要がある。 
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