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研究成果の概要（和文）：新生児から生後3ヶ月までのHirschsprung病(H病）と非H病症例の腸管検体に対し、
Calretinin免疫染色(CR染色)とCholine transporter免疫染色（ChT染色)をそれぞれ行った。CR染色は新生児期
早期や早産児の症例においても非H病で全例陽性、対してH病では全例陰性であり、感度特異度ともに100％であ
った。ChT染色は、非H病腸管で全例陰性であったが，陽性所見がわかりにくく感度50%、特異度100％であった。
これより、H病診断において、CR染色は新生児早期においても有用であるが、ChT染色の有用性は否定的であっ
た。

研究成果の概要（英文）：Calretinin(CR) immunostaining and Choline transporter(ChT) immunostaining 
were performed on intestinal specimens from neonates to 3 months of age in cases of Hirschsprung's 
disease(HD) and non-HD, respectively. CR immunostaining was positive in all cases of non-HD and 
negative in all cases of HD, even in the early neonatal period and in preterm infants, with a 
sensitivity and specificity of 100%; ChT immunostaining was negative in all cases of non-HD 
intestinal tracts, but the positive findings were difficult to recognize, with a sensitivity of 50% 
and specificity of 100%. Thus, CR immunostaining is useful in the diagnosis of HD, even in the early
 neonatal period, but the usefulness of ChT immunostaining is negative.

研究分野：小児外科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
H病診断のための直腸粘膜生検に対するAcetylcholinesterase染色（AChE染色）は、正診率が高いが、新生児早
期では、粘膜固有層にAChE陽性である外来神経線維の代償性の増生がまだみられず、偽陰性になりうることが問
題であった。
今回の研究結果から、新生児期早期であっても、非H病腸管ではCR染色が陽性となり、H病ではCR染色陰性となる
ことが確認できた。従来のAChE染色単独では不十分であった新生児期早期においても、AChE染色の補助診断とし
てCR染色を併用することで、より正確にH病診断を行えることが期待できる。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
消化管機能障害は小児外科領域においては比較的頻度の高いものであるが，その原因は
Hirschsprung 病（H病）を代表とし，H病類縁疾患や先天性消化管奇形，後天的な慢性便秘症な
ど多岐にわたり，診断に苦慮することも少なくない．H 病診断のための直腸粘膜生検に対する
Acetylcholinesterase 染色（AChE 染色）は，正診率が高いが，新生児早期では粘膜固有層に AChE
陽性である外来神経線維の代償性の増生がまだみられず偽陰性になりうることや，AChE 染色診
断では評価者間に乖離があり，評価が難しいこと，また凍結標本の作製が必要となるなどの問題
点が指摘されている．補助診断として Calretinin 免疫染色（CR染色）の有用性が報告されてい
るが，CR 染色では内因性の神経節細胞と神経線維が陽性となり，H病で増生している外来神経は
陰性となり，CR 染色の陰性所見が H 病の診断となるため，染色技術によっては偽陽性が生じる
可能性がある．また，無神経節腸管から正常腸管への移行帯では CR 染色は陽性となることがあ
り，病変部位が非常に短い ultra-short segment type では偽陰性が生じやすい．さらに，AChE
染色で問題となる新生児期早期や早産児での CR 染色の有用性についてのまとまった報告はない． 
AChE 染色にかわる新たな診断法として Choline transporter 免疫染色（ChT 染色）の有用性が
2017 年に報告された．ChT はアセチルコリン生合成での律速段階である神経末端へのコリンの
取り込みを調整しており，通常の大腸では，他のコリン作動性マーカーと共に免疫染色で確認す
ることができる．ChT 染色では AChE 染色と同様に H 病での外来神経線維の異常増生を染めるこ
とができ，かつホルマリン固定標本でも染色可能であるため，AChE 染色と同等の正確性で，よ
り簡便に H病診断を行える可能性がある．さらに，従来不可能であった過去の検体に対する外来
神経線維の増生を ChT 染色で染色可能であれば，様々な新生児消化管疾患における腸管神経系
システムの解析を行うことが可能となる． 
 
２．研究の目的 
従来の AChE 染色のみでは困難であった新生児期早期や早産児でも，CR 染色と ChT 染色を組み
合わせることで，AChE 染色に代わる H 病の確定診断法となり得ることを証明することを目的と
した．さらに， H病類縁疾患や先天性腸疾患の患者の腸管検体に対し，ChT 染色や他の神経系マ
ーカーを用いて染色することで，先天性腸疾患の腸管神経系システムの解明を行うことを目指
した． 
 
３．研究の方法 
 過去 10年間に本研究施設群で，新生児から生後 3ヶ月までの期間に何らかの原因で腸管組織
を採取した患者を対象とし，対象症例の既存腸管ホルマリン検体に対し CR染色と ChT 染色をそ
れぞれ行い，染色結果から H病が診断し得るか評価した． 
 免疫染色方法は，CR 染色では一次抗体は Rabbit Anti-Human Calretinin Monoclonal Antibody 
(Roche 社)を等倍で，ChT 染色は Rabbit Anti-Cholin transporter Polyclonal Antibody 
(Millipore 社)を 500 倍希釈して一次抗体反応を行った．評価は小児外科専門医が標本を確認
し，抗体反応が陽性か陰性かそれぞれ判定した．対象症例の注腸造影検査やマノメトリーの結果，
病理組織学的診断，臨床経過をカルテから抽出し，免疫染色結果と比較検討した． 
 
４．研究成果 
壊死や検体不良により評価困難な症例を除いた対象症例は 21例（H病 4例，非 H病 17 例）で
あった．H病 4例とも直腸粘
膜生検で，生検時日齢は中央
値 39 日(33～109 日）であっ
た．非 H病 17 例は全て手術
中に得た腸管検体で，手術時
日齢は中央値4日(1～98日)
であった．小腸が 16 例，結
腸は 1 例のみで，非 H 病の
対象症例中に直腸粘膜生検
は無かった（表 1）． 
 
染色結果について以下に示す．CR 染色は，非 H病症例では，17例全例において，粘膜下層に
CR 陽性の神経節細胞を確認でき，かつ粘膜下層から粘膜固有層にかけて，CR 陽性の神経線維を
明瞭に確認できた．逆に H 病症例では，肥満細胞は染色されているものの，CR 陽性の神経線維
や神経節細胞は全 4症例で認めなかった（図 1）．H病診断としての CR染色は，新生児期早期や
早産児の症例を含め，感度・特異度ともに 100％であった（表 2）． 



ChT染色は，非H病症例では，
全症例で粘膜下層，粘膜固有層
いずれにも明らかな ChT 陽性
神経線維を認めなかった．対し
て H病症例では，粘膜下層に淡
い点状の陽性線維を確認でき
るものの，太い異常神経束とし
ては確認できず，点状に淡い陽
性線維を一部で認めるのみで
あった（図 2矢印）．点状の陽
性所見が明らかなものは ChT
陽性とし，はっきりしないものは ChT 染色陰性とした．その結果，H病腸管での陽性は 4例中 2
例となり，H病診断における ChT 染色の感度は 50%、特異度は 100％であった（表 2）． 

 
以上の結果より，H病診断において，CR染色は新
生児早期においても有用であるが、ChT 染色の有用
性は否定的であった． 
 
ChT 以外の他の神経線維マーカーとしてコリンア
セチル基転移酵素（ChAT），ニューロン細胞質蛋白
9.5（PGP9.5），s100 などの抗体を用いた免疫染色を
施行した．いずれも正常神経線維も染まるため，H病
の異常神経線維束も染色される一方，非 H病腸管で
も陽性となるため特異度が低く，H 病診断において
の有用性は示すことはできなかった． 
 
 今回の研究では，症例数が少なくかつ非 H病症例で直腸粘膜生検がなく，小腸の検体がほとん
どではあったが，CR 染色は感度特異度ともに 100％であった．早産低出生体重児の新生児期で
も，非 H 病症例の腸管の粘膜下層から粘膜固有層にかけて，CR 染色陽性神経線維を確認できた
ことから，AChE 染色単独では偽陰性が生じうる新生児早期の直腸粘膜生検においても，補助診
断として CR 染色を行うことで，より正確な H病診断を行うことが可能となる． 
 また H 病診断において，AChE 染色の代替手段としての ChT 染色の有用性は否定的ではあった
が，パラフィン固定検体をもちいた CR 染色を補完する一手段とはなり得る可能性はある．今後
他の神経系マーカーとともにさらなる検討が必要と思われる． 
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