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要旨 

【背景と目的】 

 内視鏡的粘膜下層剥離術(ESD；endoscopic submucosal dissection)は表在型食道癌

に対する治療の第一選択として広く浸透した手技である。臓器を温存できることが最

大の利点であるが、周在性の大きい切除、特に3/4周性以上の切除ではESD後の食道

狭窄を高確率で引き起こし、複数回の食道バルーン拡張術を要するなど患者の生活の

質(QOL；quality of life)を著しく低下させる。現在実地臨床の予防法として、ステ

ロイドの全身投与や局所注射が主に用いられているが、その有害事象が問題視されて

おり、さらに全周性の切除に対してはステロイドの有用性が認められていない。 

 また、狭窄予防法としてポリグリコール酸(PGA；polyglycolic acid)からなるシー

トを用いている施設もあるが、単独での狭窄予防効果は不十分で、十分な効果を得る

にはステロイドとの併用を要するのが現状である。 

 一方、線維芽細胞促進因子(FGFs；fibroblast growth factors)は創傷治癒を促進す

る重要な因子として知られており、特に塩基性線維芽細胞増殖因子(bFGF；basic FGF)

は医薬品として製品化され褥瘡や皮膚潰瘍の治療に用いられているが、消化管に用い

た報告はない。 

 今回、我々はブタ全周性食道ESDモデルに対し PGAシートとbFGFを併用すること

による、ステロイド投与を要さない新規の狭窄予防法の開発を本研究の目的とした。 

 

【対象と方法】 

 本研究は北海道大学の動物実験委員会の承認を得て行った。20-25 kgのメス三元交

配ブタを用いて、長軸方向 3 cmの全周性食道ESDモデルを作成した。創部に対し

bFGFを浸した PGAシートを貼付した群を PGA+bFGF群、PGAシートを単独で貼付した群

を PGA群、何も治療を施さない群をコントロール群とした。各群はそれぞれ 3頭ずつ

とし、ESD後22日目に安楽死させ食道を摘出し狭窄率を評価した。摘出した標本に

対してはヘマトキシリン・エオジン(HE；hematoxylin eosin)染色の他、免疫染色(α

SMA、Calponin-1、CD107a、MPO、Elastica Masson)を行い、創部における炎症反応や線

維化の状態について病理学的な検討を行った。各項目は対応のないStudentのt検定

および両側検定を用いて比較した。 

 また、in vitroの実験としてラット由来歯根膜幹細胞を培養したコラーゲンコート

ディッシュにTGF-β1やFGF-2を添加し、細胞分化の状態を観察した。さらにα

SMA、Calponin-1、COL 1a1、COL 1a2遺伝子の発現について RT-qPCRを行い、発現量を

評価した。 
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【結果】 

 コントロール群と比較して、PGA+bFGF群で有意に狭窄が予防された(コントロール

群: 62.5%, PGA群: 45.7%, PGA+bFGF群: 34.2%)。免疫染色では、抗αSMA抗体で染色

し1視野あたりの面積専有率を比較したところ、PGA群と PGA+bFGF群で有意に発現が

抑制されていた(コントロール群: 24.0%, PGA群: 15.5%, PGA+bFGF群: 16.7%)。抗

Calponin-1抗体染色でもαSMAと同様に、PGA群と PGA+bFGF群で有意に発現が抑制さ

れた(コントロール群: 32.9%, PGA群: 19.8%, PGA+bFGF群: 24.4%)。MPO陽性細胞につ

いては発現率に有意差は認められず(コントロール群: 8.6%, PGA群:9.5%, PGA+bFGF

群: 6.1%)、CD107a陽性細胞も同様に有意差は認めなかった(コントロール群: 4.6%, 

PGA群: 4.2%, PGA+bFGF群: 4.3%)。 

 Elastica Masson染色で線維化の特徴について評価したところ、厚みの平均値には

有意差がなかったが(コントロール群: 962.98 μm, PGA群: 1358.05 μm, PGA+bFGF

群: 1131.28 μm)、最も厚い部分と最も薄い部分の差の比較ではコントロール群と

PGA群に比べて PGA+bFGF群で有意に差が小さかった(コントロール群: 726.15 μm, 

PGA群: 934.89 μm, PGA+bFGF群: 467.34 μm)。 

 bFGFの抗線維化作用を検証するために行なった、ラットの歯根膜幹細胞を用いた

in vitroの実験においても、FGF-2(bFGF)が添加された条件ではTGF-β1の存在下でも

αSMAと COL 1a1の遺伝子発現が有意に抑制され、Calponin-1、COL 1a2についても発

現が抑制される傾向にあった。蛍光染色を用いた観察でも、Calponin-1や細胞骨格線

維束の分化がbFGFを添加することで抑制されていた。 

 

【考察】 

 コントロール群と比較して、PGA+bFGF群で有意に狭窄が予防された。また PGA群と

PGA+bFGF群ではコントロール群と比較してαSMAやCalponin-1の発現が有意に抑制さ

れており、Elastica Masson染色の結果から、PGA+bFGF群では創部全体に厚みのムラ

がなく、線維芽細胞が密な部分と疎な部分の差が小さく均一な線維化が生じているこ

とが示唆された。さらにin vitroの実験で得られた結果から、bFGFの抗線維化作用

を確認することができた。 

 本研究で使用した PGAシートは、それ単体でもある程度の狭窄予防効果があること

は既に示されているが、本研究ではbFGFを染み込ませて創部に貼付した。bFGFはフ

ィブラスト○Rスプレーとして製品化されており使用方法も容易で、皮膚潰瘍や褥瘡に

対しては既に広く用いられているが消化管の創傷に対してはいまだ用いられていな

い。今回の検討では、PGAシートがbFGFの足場としても機能し、bFGFが急性期の無

秩序な線維化を抑制することでより良い狭窄予防につながったと考えられる。 
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【結論】 

 食道ESD後の狭窄は急性期の線維化と密接な関連を持つ。bFGFを PGAシートと併用

することで、急性期の無秩序な線維化を抑制し、全周性食道ESD後の有意な狭窄予防

効果を示した。将来的にはヒトに対し全周性食道ESD後の狭窄を予防できる可能性を

秘めており、臨床応用が期待される。 
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略語表 
 

本文中および図中で使用した略語は以下のとおりである。 

 

αSMA         α-smooth muscle actin 

bFGF          basic fibroblast growth factor 

EMR           endoscopic mucosal resection 

ESD           endoscopic submucosal dissection 

FBS           fetal bovine serum 

FGF           fibroblast growth factor 

FGFR          fibroblast growth factor receptor 

HE            hematoxylin and eosin  

MAPK          mitogen-activated protein kinase 

MPO           myeloperoxidase 

NBI           narrow band imaging 

PI3K          phosphatidylinositol-3 kinase 

PKC           protein kinase C 

PLCγ         phosphoinositide-specific phospholipase C γ 

PGA           polyglycolic acid 

QOL           quality of life 

RT-qPCR       reverse transcription quantitative polymerase chain reaction 

STAT          signal transducers and activator of transcription 

TGF-β1       transforming growth factor-β 1 
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緒言 

 食道癌の罹患数は世界で8番目に多く、2020年の罹患数は604,100人とされている

(GLOBOCAN 2020)。本邦においては2019年の罹患数が26,382人(男性21,719人、女性

4,663人)であり、死亡数は2020年のデータで10,981人(男性8,978人、女性2,003

人)である(国立がん研究センター がん統計)。罹患数に関しては、順位は高くない

ものの1970年代から一貫して増加傾向である一方、死亡数は2010年頃から頭打ちに

なっている。診断技術の向上により早期発見の症例が増加していること、外科手術や

化学療法、放射線療法等の治療法が進歩していることが原因として考えられる。 

 特に近年では、表在型食道癌として発見され、食道の温存が可能な内視鏡的切除の

適応となる症例が増えてきている(Alsop et al., 2016; Malik et al., 2018)。内視鏡

的粘膜下層剥離術(ESD)は、従来より行われてきた内視鏡的粘膜切除術(EMR；

endoscopic mucosal resection)と比較して穿孔などの合併症が生じやすいものの、腫

瘍の径や位置に関わらず一括切除が可能であり、治療後の再発率も EMRに比べて低い

ことが知られている(Cao et al., 2009; Fujishiro et al., 2009; Katada et al., 

2005; Takahashi et al.,2010)。そのため表在型食道癌の治療の第一選択として広く浸

透してきた(Min et al., 2018)。しかし、周在性の高い大きな切除を行った場合、ESD

後の食道狭窄が生じ、通過障害などのため患者の QOLを著しく損なうことが問題とな

っている。特に3/4周以上の切除では、66-100％と高率に食道狭窄を来たし、複数回

の食道バルーン拡張術を要する(Miwata et al., 2016; Ono et al., 2009)。特に全周

性の切除を行なった場合、通過障害が改善し拡張が不要となるまでに30回以上、期

間にして1年以上にわたってバルーン拡張を要したという報告(Sato et al., 2013)が

あり、一度狭窄をきたしてしまうと患者の QOLを著しく損なってしまうことがわか

る。 

 一般に生体組織において、傷を修復しようとする防御反応の実行役は筋線維芽細胞

である。潰瘍等が生じると筋線維芽細胞が遊走・分化し、そこにコラーゲンが大量に

分泌される。結果として生じる収縮力が過剰であることによって瘢痕収縮に繋がって

しまう(Zhang et al., 2018)。 

 食道ESD後に狭窄が生じるのもそのためと考えられ、狭窄を予防するためにバルー

ン拡張の他、ステロイドの投与をされることが一般的である。ステロイドはコラーゲ

ンの合成を阻害、あるいは分解する作用がある他、急性期の抗炎症作用が狭窄予防に

関与すると考えられている(Kochhar et al., 2002; Nonaka et al., 2013)。しかしこれ

らの方法では穿孔、縦隔膿瘍や脳膿瘍、ステロイド特有の様々な有害事象が報告され

ている(Ishida et al., 2015; Kinowaki et al., 2021; Yamashita et al., 2013; 

Yamashita et al., 2019)。さらには、予防的ステロイド投与は7/8周性の切除までは
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効果的であるものの、全周性の切除に対しては無効であることが近年の報告で示され

た(Kadota et al., 2016)。 

 よって、全周性の食道ESDに対しては、ステロイド投与にうってかわる新たな狭窄

予防法が求められている。 
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図2. 食道ESD後の狭窄と食道バルーン拡張術 

a 食道 ESD 後にピンホール状に狭窄をきたし、スコープの通過は不可な状態。 b 食道バ

ルーン拡張術。 c 拡張後。拡張部には裂創を認め、狭窄の程度は幾分軽快している。 

図1.内視鏡的に発見された表在型食道癌(0-Ⅱb型) 

a 白色光観察。発赤調の平坦陥凹病変であるが、一見わかりにくい。 b 画像強調観察

の1つであるNarrow band imaging (NBI)を用いた観察。白色光と比較し境界明瞭な

Brownish areaとして観察される。 c ヨード散布像。ヨード不染帯として明瞭に観察さ

れる。 
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 生体吸収性のポリグリコール酸からなるシート(以下、PGAシート)はネオベール○R

シートとしてグンゼメディカル社から発売されており、外科領域では既に様々な用途

に使用されている他、食道ESD後の狭窄予防にも一定の効果があることが報告されて

いる(Sakaguchi et al., 2015)。狭窄を予防する機序はいまだ解明されていないが、

PGAシートを患部に貼付する際に使用するフィブリン製剤には狭窄予防効果は認めら

れない(Chen et al., 2020)ため、PGAシートに狭窄予防効果があると考えられてい

る。ただし、Sakaguchiらは PGAシートのみでは不十分で、PGAシートの貼付とステロ

イドの局注を併用することで十分な狭窄予防効果が得られることを示した(Sakaguchi 

et al., 2020)。PGAシートに何かしらの方法で狭窄予防効果を上乗せする必要がある

が、簡便で、ステロイドよりも有害事象などの懸念が少ない安全な方法が望まれる。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

図3. ポリグリコール酸(PGA) 

左：ポリグリコール酸の構造式  右：ネオベール○Rシート(グンゼメディカル社) 
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 線維芽細胞増殖因子(FGFs)はヒト初期胚、成体ともに様々な細胞で発現するシグナ

ル伝達ポリペプチドで(Moosa et al., 2016)、1974年の最初の発見以来、23種類のフ

ァミリータイプの存在が明らかとなっている。胚細胞にしか発現しない FGFsも一部

存在するが、多くは胚組織と成体組織の両方で発現し、創傷治癒を促進する因子とし

て非常に重要である(Beenken et al., 2009; Dvorak et al., 2005; Wang et al., 2008; 

Xiao et al.,2008)。特にファミリータイプの2番目(FGF2)である塩基性線維芽細胞増

殖因子(bFGF)は代謝や細胞外マトリックスの成熟を促進し、中胚葉由来細胞の働きを

刺激する(Barrientos et al., 2008)。その結果、細胞の増殖と分化、遊走促進、血管

新生促進などの作用が知られ(Jia et al.,2021)、線維芽細胞に分化しうる幹細胞に対

しても強力な細胞分裂促進因子として作用する。2001年には世界初の組み換え型ヒ

トbFGF(rhbFGF；recombinant human bFGF)製剤であるフィブラスト○Rスプレーが科研製

薬株式会社から発売され、現在では創傷治癒や瘢痕抑制を目的に広く用いられている

(Abdelhakim et al., 2020)。bFGFの投与は急性および慢性の皮膚創傷に対して治癒を

促進することが知られている(Akita et al., 2008; Fu et al., 1998; Tan et al., 

2008; Xiang et al., 2011)が、消化管のESD後潰瘍に用いた報告はなく、食道ESD後

の狭窄予防効果は不明である。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図4. FGF/FGFRシグナル 

FGFはチロシンキナーゼ型受容体であるFGFRに結合し、細胞内へのシグナル伝達を行う。MAPK経

路やPI3K/AKT経路、STAT経路、PLCγ/PKC経路などへの関与が報告されている。 

Liang G et al. Trends Pharmacol Sci 2012;33:531-541.より引用 
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 本研究の目的は、狭窄予防効果があるが単独では不十分である PGAシートと、瘢痕

抑制効果が期待されるが消化管における効果が明らかにされていないbFGFを併用し

て食道ESD後の創部に投与し、新規の狭窄予防法としての有用性を評価することであ

る。 

  

図5. フィブラスト○Rスプレー(科研製薬) 
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方法 
動物モデル 

 

 20−25kgのメスの三元交配ブタ(Sankyo Labo Service, Tokyo Japan)を使用した。前

投薬として、まずアトロピン(1 mg; Terumo, Tokyo, Japan)を筋肉内注射し、10分間

置いた。次にミダゾラム(1.6 mg; Astellas Tokyo, Japan)、ブトルファノール(0.8 

mg; Meiji Seika Pharma, Tokyo, Japan)、塩酸デクスメデトミジン(0.4 mg; Nippon 

Zenyaku Kogyo, Fukushima, Japan)の三種を混合して筋肉内注射し、麻酔導入とした。

鎮静されたブタに気管挿管を行い、人工呼吸器に接続し3%セボフルランで麻酔を維

持した。心拍数や胸部誘導心電図、酸素飽和度をモニター(Nihon Kohden, Tokyo, 

Japan)で終始観察し、ESDは上部消化管汎用ビデオスコープ(GIF-Q240; Olympus, 

Tokyo, Japan)に透明な先端フード(Top, Tokyo, Japan)を装着して行った。 

 切除範囲は長軸方向 3 cmとし、切除ラインを決定するためナイフ長 1.5 mmの送液

機能付きディスポーザブル高周波ナイフ(Dual Knife J; Olympus, Tokyo, Japan)を用

いて切歯から 39 cm、42 cmの食道粘膜にマーキングを行った。粘膜切開の前にグリ

セロール溶液を25ゲージ針(Top, Tokyo, Japan)で注入し、Dual Knife Jで切歯から

39 cm、42 cmの食道粘膜をそれぞれ全周切開した。粘膜下層の剥離も同様にグリセロ

ール溶液の注入後、Dual Knife Jを用いた。粘膜切開および粘膜下層剥離の際は高周

波装置(ESG-100; Olympus, Tokyo, Japan)をパルスカット、スローモード(40W)または

forced凝固モード(50W)に設定した。出血時は、必要に応じて止血鉗子(Coagrasper; 

Olympus, Tokyo, Japan)をソフト凝固モード(40W)で用いて止血した。全てのESD手技

は1名の内視鏡医(西村友佑)が行い、全過程が録画され、ESD施行時間、PGAシート

貼付時間、PGAシートの枚数が記録された。全てのブタはESD当日のみ絶食とし、翌

日は水のみ摂取させ、2日目からは固形餌を与えた。 

 

 本研究は、「国立大学法人北海道大学動物実験に関する規程」に基づき、北海道大

学の動物実験委員会の承認を得て実施した。 
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図6. 動物モデルの作成 

a マーキング。 b 粘膜切開。 c 粘膜下層剥離。 d ESD後の創部。 e 1 cm2にカットしたPGA

シート。PGA+bFGF群に対してはフィブラスト○Rスプレーを染み込ませた。 f 創部へのPGAシート

の貼付。 
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研究デザイン 

 全周性食道ESD後の狭窄予防におけるbFGFの効果を評価するため、下記のように3

つの群を設定した。各群は3頭ずつ、計 9頭とした。 

1) コントロール群 

2) PGA群 

3) PGA+bFGF群 

 PGAシートは1 cm2にカットして20枚作成し、PGA+bFGF群にはフィブラスト○Rスプ

レー(250 μg/2.5 mL)を計 1 ml、つまり計 100 μgを浸透させて創部に貼付した。PGA

群には PGAシートを単独で貼付し、コントロール群にはESD後に一切の処置を加えな

かった。PGA+bFGF群、PGA群ともに、貼付した PGAシートにフィブリン製剤を散布し

て固定した。20枚のシートは可能な限り全て使用し、創部全体にシートが貼付され

た状態を目指した。 

 8日目に上部消化管内視鏡検査(EGD；esophagogastroduodenoscopy)を行って食道を

内視鏡的に観察(スコープは GIF-Q240を使用)し、創部の状態と狭窄の程度を評価し

た。22日目に安楽死させ食道を摘出した。 

 

 
 

 

 

 

 

 

  

図 7. 研究デザイン 

いずれの群も 1日目にESDを施行し、創部に対してPGA群には1 cm2のPGAシートを、PGA+bFGF群

には1 cm2のPGAシートにbFGF(フィブラスト○Rスプレー)を染み込ませた状態で貼付した。 

いずれも8日目にEGDで観察し、22日目に安楽死させ食道を摘出した。 
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食道ESD後の狭窄率の評価 

 安楽死は、全身麻酔後に15％塩化カリウム(20 mL; Terumo, Tokyo, Japan)を静脈注

射することにより行った。前頸部および腹部を切開し径裂孔的に食道を摘出した。た

だちに長軸方向に切開し、ゴム板にピンで固定した。狭窄は短軸方向の粘膜収縮とし

て観察されるが、既報(Kanai et al., 2012; Mizushima et al., 2017)に準じて下記の

ように定義し狭窄率を算出した。 

 

狭窄率(％) = [1-(最狭窄部の長さ)/(口側の正常部分の長さ + 肛門側の正常部分の長

さ)/2] × 100 

 

組織学的・免疫組織学的評価 

 摘出した食道は狭窄率の算出後、40 g/Lのホルムアルデヒド水溶液で固定しパラ

フィンで包理、短軸方向に切り出して5 mmの切片を作成した。組織切片はヘマトキ

シリン・エオジン(HE；hematoxylin and eosin)染色の他、免疫染色として抗α平滑筋

アクチン(αSMA；α-smooth muscle actin antibody)抗体(clone 1A4, dilution 1:1000; 

Sigma-Aldrich)、抗ミエロペルオキシダーゼ(MPO；myeloperoxidase)抗体(dilution 

1:300; Thermo Scientific, Waltham, Mass)、抗CD107a抗体(clone 4E9/11, dilution 

1:300; AbD Serotec, Kidlington, UK)、抗カルポニン1(Calponin-1)抗体(dilution 

1:1000; Abcam, Camnridge, UK)で染色した。各ブタの創部の切片のうち、任意の5視

野を倍率200倍(スケールバーは50 μm)で撮影し、デジタルイメージアナライザー

(WinROOF 2018; Mitani Co., Fukui, Japan)を用いて各視野あたりの染色面積を測定し

た。 

 また、Elastica Masson染色によるコラーゲン線維の染色も行った。染色された線

維層の下端から創部表面までの厚さを測定し、最も厚い部分、最も薄い部分を含む任

意の5か所をcellSens (Olympus, Tokyo, Japan)を用いて倍率40倍で観察した(スケー

ルバーは200 μm)。 
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in vitro での検証 

 bFGFの抗線維化作用をより明らかにするため、北海道大学大学院薬学研究院分子

細胞医薬学研究室から提供いただいた単一細胞由来培養のラット由来歯根膜幹細胞を

用いたin vitroの実験を行った。 

 

〈ステップ 1〉幹細胞の培養 

 以下の4条件で幹細胞の培養を行なった。維持条件の作成は既報(Yoshida et al., 

2012)を参考にした。 

 

【試薬および材料】 

FGF-1(10 ng/mL)              (R&D Systems Inc., Minneapolis, MN, USA)  

heparin                       (Sigma, St. Louis, MO) 

3%,10%ウシ胎児血清(FBS；fetal bovine serum)    

(PAA Laboratories GmbH, Pasching, Austria) 

F-12-HAM                      (Sigma, St. Louis, MO)  

TGF-β1(3 ng/mL)              (PEPROTEC Inc., Rocky Hill, NJ, USA)   

FGF-2(10 ng/mL)               (R&D Systems Inc., Minneapolis, MN, USA 

 

1) 幹細胞をコラーゲンコートディッシュに播種し、コンフルエントにした。 

2) コンフルエントに達した幹細胞を継代し、以下の条件で3日間培養した。 

①未分化能を維持できる条件(維持条件) 

10%FBS・heparin・FGF-1(10 ng/mL)を添加した F-12-HAM 

②幹細胞の分化誘導条件 A 

濃度を3%に低下させた FBS(3%FBS)を添加した F-12-HAM 

③幹細胞の分化誘導条件 B(条件 A + TGF-β1) 

3%FBS・TGF-β1(3 ng/mL)を添加した F-12-HAM 

④幹細胞の分化誘導条件C(条件 B＋フィブラストスプレーの主成分FGF-2) 

3%FBS・TGF-β1(3 ng/mL)・FGF-2(10 mg/mL)を添加した F-12-HAM 

 

 いずれも室温37℃・5％二酸化炭素濃度下で培養を行い、3日後の状態を評価し

た。 
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〈ステップ 2〉各条件の分化に関する評価 

 上記 4つの条件で3日間培養後、線維芽細胞のマーカーであるαSMAならびに

Calponin-1(CNN1)、1型コラーゲンをコードする2種類の遺伝子(COL 1a1,COL 1a2)につ

いて定量的逆転写 PCR(RT-qPCR ;Reverse Transcription quantitative Polymerase Chain 

Reaction)を行った。さらに蛍光染色を用いて Calponin-1、線維束(アクチン)タンパク

の分化について評価した。 

 

【試薬および材料】 

ISOGENⅡ reagent                (Nippon Gene, Toyama, Japan) 

PrimeScript RT reagent Kit                     (Takara-Bio, Shiga, Japan) 

SYBR Premix Ex Taq II                          (Takara-Bio, Shiga, Japan) 

RNase free water                               (Takara-Bio, Shiga, Japan) 

RNeasy Mini Kit                                (Qiagen, Hilden, Germany) 

 

 RNAの抽出は､ISOGENⅡを用いて以下の方法で行った｡ 

① 直径 6 cmの培養ディッシュを PBSで洗浄後､ISOGENⅡを200 µL加えたのち、室温

で5分間振盪培養を行い、細胞を溶解させた。 

② 細胞溶解液を1.5 mLチューブへ移し、80 µLの RNase free waterを加えたのち、

ボルテックスした。 

③ 室温で10分間インキュベートした。 

④ 4℃、12000×gで10分間遠心分離した。 

⑤ 200 µLの上清を別の1.5 mLチューブに回収した。 

⑥ 回収した上清に2-プロパノールを200 µL加えたのち、ボルテックスした。 

⑦ 室温で10分間インキュベートした。 

⑧ 4℃、12000×gで10分間遠心分離した。 

⑨ RNAペレットを吸わないようにしながら注意深く、上清を取り除いたのち、70％

エタノールで洗浄した。 

⑩ 4℃、12000×gで5分間遠心分離した。 

⑪ エタノール上清を取り除き、RNAペレットを室温で十分乾燥させた。 

⑫ RNase free water で RNAペレットを溶解し、RNA溶解液を得た。 

⑬ Nano Drop One C, Thermo Scientificを用いて、RNA濃度測定を行った｡ 

 

 逆転写の過程は RT reagent Kitを用いて以下手法にて行った｡ 

① 8 µLの500 ng RNA溶解液を作成した。 

② RT reagent 2 µLを加え、10 µLの反応液を作成した。 
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③ TaKaRa PCR Thermal Cycler Diceを用いて、37℃ 10分間の処理を行い、cDNA溶液

を作成した。 

 

 定量的逆転写 PCRの過程はSYBR Premix Ex Taq IIを用いて以下手法にて行った｡ 

① 逆転写の過程で作成した500 ng RNA相当のcDNA溶液 10 µLに対し、RNase free 

waterを190 µL加え、2.5 µg/µL のcDNA溶液を調整した。 

② 定量的逆転写 PCR反応溶液を以下の容量で調整した 

・Forward primer       1.0 µL 

・Reverse primer       1.0 µL  

・cDNA溶液            8.0 µL 

・SYBR Premix Ex Taq II   10.0 µL 

③ Thermal Cycler Dice® Real Time System IIIを用いて40サイクルのリアルタイム

PCR反応を行った。 

 遺伝子発現レベルはβ-actin を内在性コントロールとして用いて､comparative 

threshold cycle (ddCt) methodで計算したのち、グラフ作成を実施した｡ 

α-smooth muscle actin 

(α-SMA) 

F: AGCCAGTCGCCATCAGGAAC 

R: CCGGAGCCATTGTCACACAC 

calponin-1 

(CNN1) 

F: ACACTTTAACCGAGGTCCTGCCTA  

R: CACGCTGGTGGTCGTATTTCTG 

Col 1a1 
F: GACATGTTCAGCTTTGTGGACCTC 

R: AGGGACCCTTAGGCCATTGTGTA 

Col 1a2 
F: CTGGATTGACCCTAACCAAGGATG 

R: TTGACAGGTTGGGCCTGGA 

β-actin 
F: GGAGATTACTGCCCTGGCTCCTA 

R: GACTCATCGTACTCCTGCTTGCTG 
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評価項目 

① 食道粘膜狭窄率 

・PGA+bFGF群における全周性食道ESD後22日目の狭窄率 (他群との比較) 

 

② 病理学的検討 

・抗αSMA抗体染色の1視野あたりの染色面積 

・抗Calponin-1抗体染色の1視野あたりの染色面積 

・抗 MPO抗体染色の1視野あたりの染色面積 

・抗CD107a抗体染色の1視野あたりの染色面積 

・Elastica Masson染色で染色された線維層、創部表面までの厚み 

 

③ in vitro試験におけるbFGFの抗線維化作用の検証 

・線維化に関わる各遺伝子の発現 

・細胞骨格線維束、Calponin-1の蛍光染色像の観察 

 

統計 

 各データは平均標準偏差として表され、変数は一元配置分散分析、続いて対応のな

いStudentのt検定および両側検定を用いて比較した。各解析におけるp値が < 0.05

の場合を統計的に有意であるとみなした。全ての分析は GraphPad Prism version 8 

(GraphPad Software, San Diego, Calif)を用いて行った。 

 サンプルサイズについては、同様の先行研究がないため、事前にサンプルサイズを

算出することは行わなかった。各群 3頭ずつ、合計 9頭に対し実験を行った後に算出

を行い、9頭で十分であることを確認した。 
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結果 
 

狭窄率 

 ESD後22日目に摘出した食道のマクロ写真を図 8に示す。コントロール群と比較

して、PGA+bFGF群で有意に食道狭窄が抑制された(コントロール群: 62.5%, PGA群: 

45.7%, PGA+bFGF群: 34.2%, *p < 0.05)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

図 7. 摘出標本 (スケールバー：10mm) 

図 8. 摘出標本(食道)と狭窄率 

A 写真右側が口側、左側が肛門側。 

スケールバー：10 mm 

B 狭窄率。*p < 0.05 vs コントロール群 

A 

B 
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病理学的検討 

 ブタ食道ESDモデルに対するbFGFの影響を評価するため、病理学的な検討を行っ

た。H&E染色ならびにElastica Masson染色像を下記に示す。再生組織の配列がコン

トロール群では無秩序である一方、PGA群と PGA+bFGF群では規則的な配列を示してお

り、特に PGA+bFGF群ではその傾向が顕著であった(図 9)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

図 9. HE染色とElastica Masson染色 (スケールバー：200 μm) 
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 MPOの発現率は、任意の5視野の平均値に各群間の有意差はなかった(コントロー

ル群: 8.6%, PGA群:9.5%, PGA+bFGF群: 6.1%)。CD107aの発現率も同様に、任意の5視

野の平均値に各群間の有意差はなかった(コントロール群: 4.0%, PGA群: 4.1%, 

PGA+bFGF群: 4.3%)。つまり bFGFあるいは PGAの投与は、炎症反応や免疫反応の活性

には影響を及ぼさなかった。図 10、図 11に代表的な像を示す。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

図10 A. MPO染色像 (スケールバー：200μm) 

A 
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図10 B. MPO染色像 (スケールバー：50μm)と1視野あたりの染色率 

B 
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図11 A. CD107a染色像 (スケールバー：200μm) 

A 
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図11 B. CD107a染色像 (スケールバー：50μm)と1視野あたりの染色率 

B 
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 一方、抗αSMA抗体を用いて免疫染色を行うと、任意の5視野における染色率の平

均値はコントロール群と比較して PGA群および PGA+bFGF群で有意に低く、αSMAの発

現が抑制されていた(コントロール群: 24.0%, PGA群: 15.5%, PGA+bFGF群: 16.7%)。

図 12に代表的な像を示す。 

 

 

 

 

 

  

図12 A. αSMA染色像 (スケールバー：200μm) 

A 



 
 

27 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

図12 B. αSMA染色像 (スケールバー：50μm)と1視野あたりの染色率 

**p < 0.01 vs コントロール群 

B 
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 抗Calponin-1抗体を用いた免疫染色においても、5視野における染色率の平均値は

コントロール群と比較して PGA群および PGA+bFGF群で有意に低く、Calponin-1の発現

が抑制されていた(コントロール群: 32.9%, PGA群: 19.8%, PGA+bFGF群: 24.4%)。 

図 13に代表的な像を示す。 

 

 

 

 

 

  

図13 A. Calponin-1染色像 (スケールバー：200μm) 

A 
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図13 B. Calponin-1染色像 (スケールバー：50μm)と1視野あたりの染色率 

***p < 0.001 vs コントロール群 

B 
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 Elastica Massonで染色された線維層の上層には炎症細胞の浸潤などが認められる

が、創部の均一性を評価するため、線維層の下端から創部表面までの距離を測定した

(図 14 A)。最も厚みのある部分、最も厚みのない部分を含む任意の5か所で測定し、

平均値をとると各群に有意差はなかった(コントロール群: 962.98 μm, PGA群: 

1358.05 μm, PGA+bFGF群: 1131.28 μm)。一方、最も厚みのある部分と最も厚みのな

い部分の差をとると(図 14 B)、PGA+bFGF群ではコントロール群、PGA群に対して有意

に差が小さかった(コントロール群: 726.15 μm, PGA群: 934.89 μm, PGA+bFGF群: 

467.34 μm)。この結果から、PGA+bFGF群では創部全体に均一な線維化が起こったこ

とが示された。 
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図14 線維層の測定方法と結果 

A. Elastica Masson染色で染色された線維の下端から創部の表層までを測定した。 

スケールバー： 200 μm 

B. 最も厚みのある部分(最大値)と最も厚みのない部分(最小値)を測定か所に必ず含

めるようにし、平均値の他に最大値と最小値の差(最大値 – 最小値)を算出した。 

C. 代表像（上段）ならびに測定結果(下段)。 

1) 測定した5か所の平均値。 

2) 最大値と最小値の差。*p < 0.05 vs コントロール群, PGA群 
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in vitro での検証 

 

〈線維化に関する遺伝子の発現〉 

 単一細胞由来培養したラット由来歯根膜幹細胞に関して、各条件における培養後の

RT-qPCRの結果を示す。 

 まずαSMA遺伝子については、TGF-β1で刺激された分化誘導条件 Bに対し、FGF-2

を添加した分化誘導条件Cでは有意に遺伝子発現量が低下していた。 

 同様に Calponin-1についても、TGF-β1存在下にも関わらず、FGF-2の添加で

Calponin-1の発現が抑制される傾向にあった。 

 COL 1a1、COL 1a2についても同様の結果が得られ、TGF-β1による分化誘導条件で

はいずれも遺伝子も強く発現したのに対し、TGF-β1(3 ng/mL)にbFGFを添加すると発

現が抑制され、特に COL 1a1では有意な差をもって抑制された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

図15 . 線維化に関する遺伝子の RT-qPCR 

***p < 0.001 、*p < 0.05 
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〈タンパクの発現〉 

 幹細胞が未分化能を保ったままの維持条件とは異なり、FBS濃度を下げた分化誘導

条件 Aでは筋線維芽細胞への分化が起き、細胞質に細胞骨格線維束が確認された。さ

らにTGF-β1を添加した分化誘導条件 Bでは、細胞骨格線維束の分化は分化誘導条件

Aよりも顕著であった。一方、FGF-2(bFGF)を添加した分化誘導条件Cでは細胞骨格線

維束の分化は著明に抑制されていた。 

 ファロイジンで細胞骨格線維束を蛍光染色すると、維持条件ではほとんど発現して

おらず各々のサイズも小さい線維束が、分化誘導条件 Aでは発現が誘導され、各々の

サイズも大きくなっていた。さらに分化誘導条件 Bではそれが顕著となっていること

がわかる。一方、FGF-2を添加した分化誘導条件Cでは発現が明らかに抑制されてい

た(図 16)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

図16. 細胞骨格線維束の蛍光染色像(スケールバー：100 μm) 
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 さらに、Calponin-1についても蛍光染色を行うと、線維束と同様の傾向が得られた

(図 17)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

図17. Calponin-1、線維束、核の蛍光染色像のマージ。 

(スケールバー：100 μm) 
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考察 

 
 全周性の食道ESDでは術後の狭窄は必発であり、通過障害が生じて複数回の食道バ

ルーン拡張術を要するなど患者の QOLを著明に低下させることから、狭窄の予防は重

要な課題である。 

 ブタ食道はヒト食道と解剖学的に近似しており(Bruns et al., 2019)、さらに FGF

およびそのレセプターは種を超えて高度に保存されている分子である。bFGFは FGFR1

および FGFR3に対する親和性が高い(Zhang et al., 2006)が、ヒトとブタにおいては

アミノ酸配列の相同性が非常に高く、bFGFと FGFR1は98.7%、FGFR3は89.9%一致する

と言われている。従ってその立体構造にも大きな差はないと考えられ、本研究ではブ

タ全周性食道ESDモデルを用いてbFGF製剤の狭窄予防効果を検討した。その結果、

既存の PGAシートにbFGFを染み込ませて創部に貼付することで、PGAシート単独で用

いるよりも効果が上乗せされることが示された。 

 創傷の治癒過程で、線維芽細胞はマイクロフィラメント束の形成とαSMAのde 

novo発現を特徴とする収縮表現型を獲得する(Shinde et al., 2017)。この活性化され

た線維芽細胞は筋線維芽細胞と呼ばれる(Davis et al., 2014; Gabbiani et al., 2003; 

Gabbiani et al., 1976; Gabbiani et al., 1972; Hinz et al., 2007; Hinz et al., 

2016; Tomasek et al., 2002)。損傷部位を修復しようとする生体の防御反応の実行役

である筋線維芽細胞が遊走または分化し、創を閉じる方向に働く収縮力の発現とそれ

に見合ったコラーゲンの大量分泌を行う。筋線維芽細胞の活性化状態が遷延したり過

剰であったりすることが、高度な線維化による組織の収縮と瘢痕化、ひいては臓器の

機能不全を引き起こすと考えられている(Kong et al., 2014; Travers et al., 2016; 

Turner et al., 2013)。食道の内視鏡治療においても、治療後におこる炎症反応と線

維化によって弾力性やコンプライアンスが低下し、瘢痕化すると考えられている

(Honda et al., 2011)。 

 創傷治癒におけるbFGFの抗瘢痕効果は、皮膚の創傷においては既に知られ(Akita 

et al., 2013; Shi et al., 2013)、我々は食道ESD後の狭窄予防にも有用なのではな

いか、と仮説を立てた。bFGFはフィブラスト○Rスプレーとして販売されており、入手

が容易であることは大きな利点の1つである。現在は皮膚潰瘍と褥瘡を適応症として

皮膚科・形成外科領域では広く使用されており、これらの治療には噴霧して用いる

が、液体であるため創部への投与は容易である。 

 今回bFGFと併用した PGAシート(ネオベール○Rシート)は、食道ESD後の狭窄予防に

ある程度効果的であることは既に示されている。本研究においてもPGA群で狭窄予防

効果が得られたがコントロール群と比較して有意ではなく、PGAシート単独では不十
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分であることが示されたことも、既報と一致する。十分な効果を得るためには現状で

はステロイド投与と併用せざるを得ないが、本研究で PGAシートにbFGFを染み込ま

せて併用することで狭窄率の低下が有意なものとなることを示すことができた。PGA

シートは、PGAそのものの狭窄予防効果に加え、創部を覆うことで保護し、かつ液体

であるbFGF製剤の足場としての役割も果たしたと考えられた。 

 

 本研究においては PGA群ならびに PGA+bFGF群で線維化の初期マーカーであるα

SMA、後期マーカーである Calponin-1の発現が有意に抑制されており、bFGFによって

瘢痕化や狭窄に繋がる線維芽細胞の活性化を抑制されたことが示唆された。	
 Elastica Masson染色はMasson trichrome染色に弾性線維染色を加えた重染色の1

つであり、弾性線維やコラーゲン線維を鮮明に染色する。この特徴を利用して線維化

の特徴を評価した。PGA群および PGA+bFGF群ではコントロール群と比較して厚みのあ

る線維層が形成されたが、特に PGA+bFGF群では線維芽細胞の密な部分と疎な部分の

差が有意に少なく、全体が均一に治癒していくことが示唆された。Mihashiらはイヌ

の声帯の片側を切除し PGAシートにbFGFを染み込ませて創部に投与したところ、機

能的にも組織学的にも正常側に近い声帯組織が再生されたと報告した(Mihashi et 

al., 2020)。免疫染色による病理組織学的な検討はされていないが、本研究と同様に

線維芽細胞の過剰な活性化が抑えられ、均一な組織修復がされた可能性を示唆してい

る。 

 一方でMPO、CD107aの発現については、コントロール群と PGA群、PGA+bFGF群に有

意な差はなく、bFGFは炎症反応や免疫応答には影響を与えなかったことも示され

た。 

 ただし本研究では、Elastica Masson染色を用いた線維化の均一性の評価を除き、

狭窄率や病理学的所見において PGA群と PGA+bFGF群の間には有意差は得られなかっ

た。抗線維化作用が PGAシートの効果ではなく、本当にbFGFによるものであるのか

を検証すべく、in vitroでの細胞培養実験を追加した。 

 歯根膜幹細胞を用いた筋線維芽細胞への分化誘導実験により、細胞増殖に対し抑制

性に働き分化を促進するサイトカインであるTGF-β1を添加すると(分化誘導条件

B)、細胞形態学的に、細胞質内の細胞骨格線維束が著明に認められた。遺伝子発現解

析においてはαSMA遺伝子と Calponin-1遺伝子の他、組織に強度と弾力性を与えるコ

ラーゲン(Rittie et al., 2017)として知られる1型コラーゲンをコードする COL 1a1

遺伝子、COL 1a2遺伝子について評価を行なった。これらの発現が顕著であった分化

誘導条件 Bは、食道狭窄の病態を模倣(ミミック)した条件である。一方、TGF-β1の

存在下にbFGFを添加(分化誘導条件C)すると、細胞形態学的には、細胞質内の細胞骨

格線維束は著しく抑制されることが確認され、遺伝子発現解析において、αSMA遺伝
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子、Calponin-1遺伝子、COL 1a1遺伝子、COL 1a2遺伝子の発現も著明に抑制された。

これは筋線維芽細胞への分化が FGF-2(bFGF)によって抑制されたことを意味してお

り、in vivo(ブタ)の実験で示唆されたbFGFの抗線維化作用をサポートする結果とな

った。 

 本研究にはいくつかのlimitationが挙げられる。第一に、本研究はサンプル数の

少ない研究である。例えば抗αSMA抗体による免疫染色では、PGA群のほうが

PGA+bFGF群よりも発現が抑制されているような結果になったが、これは PGA+bFGF群

の3頭のうち 1頭でαSMAの発現が多く、平均値を上げてしまったことによる。動物

愛護の視点を持ちつつも、より大きなサンプル数で検討を加えることが必要である。

第二に、ブタを用いた研究であるため、得られた結果がそのままヒトに反映されるか

は不明である。第三に、フィブラスト○Rスプレーの投与量の問題である。添付文書で

は創部1か所につき5プッシュまでしか使用することができない。本研究では1cm2に

カットした PGAシートを約 20枚ずつ用いたが、十分にbFGFを浸透させるためには、

1cm2の PGAシート1枚に対して1プッシュを要した。第四に、bFGFには細胞増殖を促

進する性質がある(Li et al., 2015; Maehara et al., 2017; Turner et al., 2010)た

め、癌の存在する部位への使用は禁忌とされている。表在型食道癌をESDで切除した

あとの創部ではあるが、断端など病理組織学的な診断を待たずに使用してよいかにつ

いては議論の余地がある。ただし全周性のESDなど狭窄が必発である場合には、繰り

返すバルーン拡張による穿孔などの合併もありうるため、リスク＆ベネフィットを考

慮した使用も許容されると考える。最後に、PGAシートを内視鏡的に創部に貼付する

には技術が必要である。本研究のように、スコープの鉗子口を通るサイズにカットし

て1枚ずつ貼付する必要があるが、他のシートと一塊になってしまうなどして創部全

体に均一に貼付するには修練が必要と思われた。Mizushimaらはブタ食道ESDモデル

に対し、羊膜由来間葉系幹細胞をゲル化して投与した(Mizushima et al., 2017)。こ

のように、シートの貼付よりも簡便で、かつ bFGFの足場となって創部に留まること

が可能な方法を検討する必要がある。 

 結論として、ESD後の食道狭窄は急性期の線維化に関連しており、bFGFの投与は急

性期に線維芽細胞の活性化を抑制することによって収縮を予防した。 
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結論 
 

本研究では以下の知見が得られた。 

 

1) PGAシートにbFGFを含浸させることで、PGAシート単独よりも狭窄予防効果が上乗

せされた。 

 

2) bFGFは食道ESD後の創部における線維芽細胞の活性化を阻害した。 

 

3) bFGF は急性期の無秩序な線維化を抑制し、より正常に近い均一な創傷治癒を促進

した。 

 

今後の展望 

食道ESD後の狭窄を予防する機序の解明には、創部が完全に治癒するまでの長期の

経時的変化を評価する必要があると考える。 

bFGFの創部へのデリバリー方法についてもより簡便な方法の開発が望まれる。既

報では、エンベロープ法と呼ばれる方法で、複数枚のシートを内蔵したエンベロープ

を胃内にデリバリーし、その中から取り出して貼付する方法が報告されている

(Sakaguchi et al., 2021)。この方法は、シートを鉗子口に通す必要がないため 1cm2

より大きなサイズで使用できる可能性があるが、今回の我々の検討では、濡れた状態

では PGAシートが塊状になってしまい、大きなサイズでは貼付が困難であった。ある

いはカルボキシメチルセルロースなど他の生体吸収性素材を貼付した報告(Jian et 

al., 2018)もあるため、PGAシート以外の生体吸収性素材にbFGFを含浸させたり、先

述のようにゲル化するなどの様々な検討も行うことが望まれる。 

将来的にはヒトに対し、全周性食道ESD後の狭窄を予防できる可能性を秘めてお

り、臨床応用が期待される。 
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