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研究成果の概要（和文）：食道内視鏡的粘膜下層剥離術後の狭窄抑制効果を目的とした自己口腔粘膜上皮細胞シート移
植術による再生医療的治療法の臨床応用の経験を基に、新たに外科手術後の難治性消化管狭窄に対する細胞シート治療
を開発することを目的とした。
　本研究では大形動物で消化管狭窄モデル作製を試みた。開腹手術による食道胃吻合モデルでは吻合が安定しないため
、ロボット支援手術（本学所有の実験用da Vinci）にてモデル作製を行った。吻合は安定したが、容易に食事摂取が困
難となるため、新たに胃空腸吻合モデルを用いた狭窄モデルを作製し成功した。今後、このモデルにて細胞シート移植
を試みる予定である。　

研究成果の概要（英文）：Based on our knowledge and experience in clinical application of regenerative 
medical treatments, particularly on transplanting autologous human oral mucosal epithelial cell sheets to 
prevent stricture after esophageal endoscopic mucosal dissection (ESD), we conducted some basic 
experiments on big animals in order to develop a new treatment for patients with anastomotic stricture 
after surgery.
 In this study, several gastrointestinal stricture models using pigs were tested. First, an open 
esophagogatric anastomotic stricture model was tested. However, anastomoses were not stable because the 
operation was highly invasive. Next, a robot-assisted esophagogatric anastomotic stricture model was 
tested. Anastomoses were stable, but the pigs underwent surgery were not able to eat soon. Finally, a new 
gastric-elevated jejunum anastomotic model was tested, and the result was satisfactory. We plan to 
continue our study using this gastrointestinal stricture model.
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１．研究開始当初の背景 
 2012 年ノーベル生理学医学賞を受賞され
た山中伸弥教授らは iPS 細胞を開発し、再生
医療は様々な領域おいて早期の臨床応用が
大きな期待が寄せられている。そのような中、
東京女子医科大学先端生命医科学研究所の
岡野光夫らは、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注目されている。 
  我々は、培養口腔粘膜上皮細胞シートを
内視鏡を用いて、食道内腔面に移植する新規
再生医療的治療法の開発にも成功しており
(Ohki,55,p1704-1710,Gut,2006)、また、こ
の 治 療 法 は Nature Clinical Practice 
Gastroenterology & Hepatology の
Research Highlights(4,p122,2007)に取り上
げられ、その成果は国内外から大きな注目を
集めた。また 2008 年よりヒト臨床応用を開
始し、その成果を報告した(Ohki,143,p582–
588, Gastroenterology,2012)。この論文は
Faculty of 1000 にも取り上げられ、世界的に
も評価されている。 
 近年、食道・胃癌術後の難治性吻合部狭窄
に対し RIC(endoscopic radial incision and 
cutting) method を Muto ら が (Muto, 
Gastrointestinal Endosc,75, 965-972,2012)
が行われている。狭窄部の繊維組織を IT ナ
イフで切除する方法である。有効な方法であ
るが、再狭窄さらに減らすには切除後に細胞
シート移植をすることで狭窄を治療できる
のではないかと仮説を立てた。ESD では粘膜
切除（筋層は正常）のみの損傷であったが、
外科手術後の狭窄は全層での損傷となる。本
申請では、これまでに得られた細胞シート治
療の成果をさらに発展させ、ミニブタを用い
た大動物モデルで消化管吻合に対する新た
な治療法を開発しこれらの課題を解決する。 
２．研究の目的 
我々が研究を推進してきた食道 ESD（内視鏡
的粘膜下層剥離術）後の人工潰瘍に対する狭
窄抑制効果を目的とした自己口腔粘膜上皮
細胞シート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
外科手術後の難治性消化管狭窄に対する細
胞シート治療を開発し、大形実験動物を用い
てその有効性を検証することを目的とする。 
３．研究の方法 
ミニブタを使用する。 
当初の方法：ミニブタの食道胃接合部を切
除し、circular stapler で吻合する。その際、
約幅 1cm の粘膜欠損を作製し、筋層のみで
吻合する。手術の際、口腔粘膜上皮を採取
し口腔粘膜上皮細胞シートを作製する。2
週間後に狭窄していると仮定し、狭窄部位
を RIC で拡張後、準備していた口腔粘膜上
皮細胞シートを経内視鏡的に移植を行う。
移植後、2 週間で内視鏡を観察し、病理組
織を採取する。細胞シート移植を行わない
RIC単独群と内視鏡的評価と組織学的評価
を行う。 

 
４．研究成果 
（１）消化管吻合部狭窄モデルの作製 
食道 ESD での周在性 3/4 以上の粘膜欠損で
は効率に狭窄を来すことから、粘膜欠損由来
する消化管吻合部狭窄モデルを作製するこ
ととした。 
 ブタを用いて全身麻酔下による食道胃吻
合部切除の手術は侵襲が大きく、安定した狭
窄モデルの作製は、困難であった（写真 1）。 

 そのため、従来の食道 ESD 技術で全周性
の狭窄モデルを作成してRICのモデルを作製
した（写真２）。 
 

 
 補正予算で厚生労働省再生医療臨床応用
実用化推進事業を得て、大動物実験用の da 
Vinci Surgical System Si を本学先端生命医
科学研究所で購入し、使用可能となった。そ
こで、安定した狭窄モデルを作製するために
ロボット支援手術による消化管吻合部狭窄
モデルの作製を開始した。da Vinci Surgical 
System Si は、先端が 360度回転可能なため、
従来の腹腔鏡手術では困難な手技が可能で
ある。また 3次元による正確な画像情報の取
得が可能なため、空間認識が向上し、複雑な
実験モデルで作製可能と思われた。 
 ロボット支援手術による消化管吻合部狭
窄モデルの作製を行うため、まずは開腹下で
ブタの食道残胃吻合を行った。次に、二酸化
炭素下（通常の腹腔鏡下手術）で手術を行い、
ブタをブタの食道残胃吻合を行い、feasible
であることが確認できた（写真３）。 
 



 
 ところが、術後の吻合部狭窄が強く、術後
管理が困難であったため、新たな狭窄モデル
を作製する必要があった。そこで、胃空腸
（Roux-Y）吻合を作製し、粘膜を除去して筋
層だけを吻合することで食事摂取可能にも
拘わらず吻合部狭窄を作製できるモデルを
考案した(図 1，写真４)。 

 実験を行い、胃空腸吻合に狭窄が生じ（写
真５）かつ内視鏡的にアプローチしやすい部
位に作製することに成功した。 
 

 
（２）ミニブタ培養口腔粘膜上皮細胞シート
作製 
全身麻酔下にミニブタの両側の口腔粘膜組
織を紡錘状に切除する。常報により、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皮のみを回収し、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
ィーダーレヤー存在下で、約 2 週間培養する。
その後、温度を 20℃まで下げ、一枚の細胞シ
ートとして全細胞を回収する。従来、成長を
遅らせるように品種改良したミニブタを用
いても、同様な条件でできるかは不明である
が比較的安定した培養条件を得ることがで
きた（写真６）。 

 
（３）RIC(endoscopic radial incision and 
cutting) method による消化管狭窄部組織の
切除 
（４）培養口腔粘膜上皮細胞シートの経内視
鏡的移植術 
 
何れも（１）のモデル作製に時間を要し RIC
＋細胞シートまで行うことができなかった。
今後、この新しいモデルを用いて細胞シート
を用いた狭窄抑制の研究を継続する予定で
ある。 
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