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早期消化管癌の内視鏡治療において、従来の内視鏡的粘膜切除術(endoscopic mucosal 

resection: EMR)に加えて、内視鏡的粘膜下層剥離術(endoscopic submucosal dissection: ESD)

が開発された。この方法により広範囲の病変でも一括で切除することが可能となった。しかし

ながら管腔の狭い食道では、内視鏡治療後に生じる広範囲の人工潰瘍に起因する瘢痕狭窄の問

題が生じている。我々は新規再生医療技術である細胞シート工学をもとに、食道 ESDにおける

術後潰瘍狭窄に対する治療として培養自己口腔粘膜上皮細胞シート移植による再生医療的治療

法を開発した。現在までにGMP (Good Manufacturing Practice)準拠によるCPC (Cell Processing 

Center)運用プロトコルの開発を終え、まもなく東京女子医大附属病院にて臨床研究を開始する

予定である。 

 
1. はじめに： 近年、早期消化管癌の内視鏡

治療して内視鏡的粘膜下層剥離術

(endoscopic submucosal dissection: ESD)が

登場し、広範囲の病変でも一括切除が可能と

なり、内視鏡治療の新たな時代を迎えた。特

に早期食道癌においては、食道の解剖学的な

特徴から、内視鏡的アプローチと外科的アプ

ローチの侵襲の差が大きく、内視鏡的粘膜切

除術(endoscopic mucosal resection: EMR)の

適応拡大が期待されてきた。そのような背景

の中、当初、胃から始まった ESD は、食道領

域でも積極的に施行されるようになった。し

かしながら、他の消化管に比べ管腔の狭い食

道における ESDでは、広範囲病変の ESD後

に生じる潰瘍瘢痕による狭窄の問題が生じる

ため、予防的にバルーンやブジーを用いる反

復的な内視鏡的拡張や、ステントの留置を必

要とし、患者に大きな負担を与えてしまう。

筆者らがおこなった全周性のブタおよびイヌ

食道 ESDモデルを用いた実験でも、ESD後

２週間で完全狭窄を来し（Figure 1）、食道狭

窄に対する何らかの処置が必要となることが

明らかとなっている。これらの問題に対し筆

者らは、近年注目されている再生医療の新規

技術である“細胞シート工学“を応用して、

食道 ESD 後の狭窄をコントロールすることを

目的とした研究を進めてきた。 

Ⅰ． 細胞シート工学による再生医療 

 1980 年代後半、ハーバード大学医学部子供

病院の消化器外科医 J P. Vacantiとマサチュ

HR 
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ーセッツ工科大学の応用化学者 R. Langerが

Tissue Engineering（組織工学）を提唱し、1993

年に共著の総説を Science誌に発表した。彼

らが提唱する組織工学の概念は、生分解性高

分子製の足場(スカフォールド)に細胞を播種

し、成長因子の存在下で組織形成を誘導する

というものである。彼らは、生分解性高分子

を用いてヒトの耳の形を作り、この足場に軟

骨細胞を播種・培養の後にマウスの背部皮下

に移植した。この Vacantiらの提唱する方法

で作製されたマウスの背中に乗ったヒトの耳

というセンセーショナルな写真は世界のマス

コミで報道され、Tissue Engineering（組織工

学）に対する大きな期待が寄せられた。しか

しながら、Vacantiらの提唱する方法を用いて

様々な組織の再生が試みられてきたが、軟骨

や骨などの単純な構造の再生には有用である

ものの、心臓・肝臓・腎臓などの複雑な構造

の再生には、従来の方法に代わる新たな方法

論が希求されている。足場(スカフォールド)

を用いた研究が進む中、我々は、37℃で疎水

性を示し、32℃以下では親水性に変化する 温

度応答性高分子である

poly(N-isopropylacrylamide)(PIPAAm)に着目

し、これを培養皿表面に共有結合的に固定し、

温度応答性培養皿の開発に成功した。温度応

答性培養皿を用いることで、室温程度の温度

処理できわめて非侵襲的に培養細胞を一枚の

細胞シートとして回収することが可能となっ

た。従来法では、トリプシンなどのタンパク

質分解酵素を用いて細胞－培養皿間の接着を

分解することにより回収していたため、同時

に細胞－細胞間の接着も破壊され、ばらばらの

細胞のみしか回収することができなかった。

温度応答性培養皿を用いることにより、37℃

で培養してコンフルエントな（集密的な）状

態になった細胞集団を、常温まで下げるだけ

で細胞間接着を壊すことなく非侵襲的に一枚

の細胞シートとして回収することが可能とな

る。細胞シートの底面には、培養中に沈着し

た細胞外マトリックス(ECM)、つまりフィブ

ロネクチンやラミニンなどの接着タンパク質

が維持されており、別の種類の細胞シートや

組織の表面に容易に接着することが可能で、

細胞シートをそのまま移植に供したり、複数

の細胞シートを重ね合わせることで組織を構

築することが可能である。 

Ⅱ．細胞シート工学による食道 ESDへの応用 

 i) 経内視鏡的口腔粘膜上皮細胞シート移

植 : 筆者らは、細胞シート工学を用いた食道

再生医療の研究を進めており、食道 ESD後の

人工潰瘍の創傷治癒の促進および術後食道狭

窄の抑制を目的とした新規再生医療的治療法

の開発に成功した。この治療法は、自己由来

の培養口腔粘膜上皮細胞シートを作製し、食

道 ESD 後に生じる潰瘍面に内視鏡を用いて移

植するという方法である。すでに前臨床的な

大動物実験に成功し、論文として報告した。 

 以下に、本研究の概略を述べる。ESDおよ

び内視鏡的細胞シート移植術を施行する２週

間前に、移植予定のビーグル犬の口腔粘膜組

織を麻酔下に少量採取する。常法に従い、蛋

白分解酵素であるディスパーゼとトリプシン

を用いて口腔粘膜上皮細胞を単離する。

24mm×24mmの正方形に温度応答性高分子

がグラフトされた温度応答性培養皿に細胞を
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播種する。Rheinwaldと Greenらの方法にし

たがい、マイトマイシン C で処理し増殖能を

失活させた 3T3細胞（マウス由来の線維芽細

胞）をフィーダーレーヤーとして用い、口腔

粘膜上皮細胞を 2 週間培養する（Figure 2-a）。

移植直前に常温まで温度を下げ、細胞シート

を非侵襲的に回収する（Figure 2-b）。食道 ESD

（半周・長径 5cm）をおこない、その後、細

胞シート移植のための working spaceを確保

する目的で EEMR-tube® (Create Medic Co., 

Tokyo)を挿入し、PVDF(polyvinylidene 

difluoride) (Millipore Corporation, MA)製支持

膜を用いて培養自己口腔粘膜上皮細胞シート

を経内視鏡的に移植する（Figure 3）。 

 本治療法の特徴の一つとして、細胞ソース

に自己口腔粘膜組織を使用している点があげ

られる。口腔粘膜上皮と食道粘膜上皮は共に

重層扁平上皮であり、分化マーカーの発現に

おいても差がない。食道再生研究において細

胞ソースとして食道粘膜を用いた事例も報告

されているが、細胞単離用に組織を採取する

際に生じうる穿孔や後出血の合併症の可能性

から、実際に臨床を前提とした場合、現実的

とは考えにくく、食道粘膜上皮と酷似した口

腔粘膜組織が、細胞ソースとして最も適して

いると考えている。口腔粘膜組織（主に頬粘

膜）の採取は、穿孔がなく安全であり、局所

麻酔下採取時の疼痛もない。口腔粘膜の傷が

早く治ることは経験的にも知られているよう

に創傷治癒も早く、創部もわずかなため美容

的にも優れている。 

 ii) 臨床応用の問題点 : 近年、韓国ソウル

大学黄教授のヒトクローン化 ES 細胞に関す

る論文の捏造などの社会的な注目もあり、再

生医療は大きな期待が集まっている反面、そ

のヒト臨床応用に関して一部からは社会的に

も厳しい目が向けられている。今後、再生医

療を広く現実のものとしていくためには、克

服しなければならない多くの課題が残されて

いる。 

 たとえば前述した動物実験系では３Ｔ３細

胞を用いているが、米国食品医薬品局(Food 

and Drug Administration: FDA)は、フィーダー

レイヤーを含む異種細胞との共培養系により

作製した培養細胞・組織の移植を“異種移植”

と分類しており、日本においても平成１５年

度厚生労働科学研究費補助金厚生労働科学特

別研究事業より「「異種移植の実施に伴う公衆

衛生上の感染症問題に関する指針」に基づく

3T3J2株及び 3T3NIH株をフィーダー細胞と

して利用する上皮系の再生医療への指針」が

提示され、患者・医師共に様々な規制を受け

ることとなった。我々は、この問題をクリア

するために、イヌ口腔粘膜上皮細胞を用いた

詳細な検討をもとに、温度応答性カルチャー

インサートを用いることで培養系から 3T3細

胞を除去できることを見出し、さらに同様の

方法で培養ヒト口腔粘膜上皮細胞シートを作

製できる培養条件を確立した（Figure ４）。 

 これまで、欧米とは異なり日本では再生医

療のヒト臨床研究を行うには、施設内倫理委

員会の承認を得るだけで十分であったが、平

成１８年９月より「ヒト幹細胞を用いる臨床

研究に関する指針」が施行され、状況は一変

した。この指針以降、培養系で増殖する細胞

（幹細胞を含有していると考えられる）を用
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いたヒト臨床をおこなう場合、厚生労働省大

臣の意見を求める必要があり、有識者からな

る委員会の審査を受けることになった。本指

針では、培養に GMP(Good Manufacturing 

Practice)準拠の CPC(Cell Processing Center)

が必要であり、培養環境、培養等操作に関わ

る人員の教育訓練等、本格的な体制的な支援

が必要である。 

 現在、食道癌治療ガイドラインにおける

EMR適応基準では、狭窄の問題から、周在性

3/4以上の切除では相対的適応となり、絶対適

応として周在性 2/3以下という大きさの制限

因子を加えている。我々が開発した新規再生

医療的治療法が臨床に応用されれば、患者の

QOL は大きく改善し、さらに早期食道癌にお

ける EMR/ESD の適応拡大にも寄与する可能性

がある。我々の開発した経内視鏡的培養自己

口腔粘膜上皮細胞シート移植は、前臨床動物

実験の成果に基づき東京女子医科大学倫理委

員会でヒト臨床の開始が承認されており、さ

らに「ヒト幹細胞を用いる臨床研究に関する

指針」に対応する体制を整えつつあり、臨床

第一例目を準備中である。 
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Figure 1
食道全周性ESD（ブタモデル）
a. 全周性食道ESD直後の人工潰瘍
b. 全周性食道ESD後2週間後に完全狭窄を来す

Figure 2
イヌ口腔粘膜上皮細胞シート
a.正方形に温度応答性高分子をグラフトした温度応答性培養皿上の口腔粘膜上皮
  細胞シート（37℃）
b.低温処理で回収した口腔粘膜上皮細胞シート（20℃）
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