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研究成果の概要（和文）：ヒルシュスプルング病の腸管を用いて神経ネットワークの観察を行い、病変部、移行
部、無神経節部の診断における有用性について検討した。ヒルシュスプルング病腸管において、従来の診断法で
ある病理所見と対比してCLEによる神経ネットワークの評価を行い、高い精度で診断可能である事が示された。
CLEは術中迅速病理に比べて短時間で広範囲に連続性をもって観察することが可能であり、将来の臨床応用が期
待される。

研究成果の概要（英文）：In preceding studies, we identified that some fluorescent agents cloud　
visualization of the myenteric plexus (MP) with confocal laser endomicroscopy (CLE). In this study, 
we evaluated the technical feasibility of MP visualization using probe-based CLE (pCLE) with cresyl 
violet (CV), which has been used clinically for chromoendoscopy. We tested the feasibility of 
CV-assisted visualization of MP in human surgical specimens of Hirschsprung's disease, wherein the 
tissue dying and pCLE observation were performed from the serosal side. In the human study, rate of 
MP visualization by pCLE was evaluated as the primary outcome. We also evaluated the sensitivity and
 specificity of MP visualization by pCLE, using pathological presence/absence of MP as the gold 
standard. This study demonstrated the technical feasibility of visualizing the MP in real time by 
CV-assisted pCLE.

研究分野：小児外科
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１．研究開始当初の背景 
共焦点顕微鏡の技術を応用した共焦点内視
鏡(Confocal Laser Endomicroscopy: CLE)で
は生体標本の病理診断に近いミクロのレベ
ルの観察が可能になり、内視鏡による消化管
疾患診断能の飛躍的な向上が期待されてい
る。特に近年は粘膜下層内部にこの共焦点型
内視鏡を挿入することにより生体内におい
て固有筋層など消化管深層の組織学的解析
が可能であることが示されている。アクリフ
ラビンを用いることで神経叢を構成する細
胞群に選択的に取り込まれ、粘膜下層および
平滑筋層内にネットワークを形成するグリ
ア細胞や神経節細胞が明瞭に観察されるこ
とが示されている。 
ヒルシュスプルング病およびヒルシュスプ
ルング病類縁疾患の初期治療や根治手術に
あたっては、現在手術標本採取による術中迅
速病理診断により人工肛門造設部位や切除
腸管の範囲の決定が行われているが、この
Hybrid 診断法が可能になれば、非侵襲的で
あり、診断の迅速化、内視鏡による診断能の
飛躍的な向上が得られ不適切な人工肛門造
設や切除範囲の決定による再手術を減らす 
ことが可能となる。 
 
２．研究の目的 
ヒルシュスプルング病およびヒルシュスプ
ルング病類縁疾患は消化管壁内神経叢の数
的質的異常を伴う機能性腸閉塞を呈する疾
患である。本研究ではこの疾患の初期治療や
根治手術にあたって、従来行われていた 
標本採取による術中病理迅速診断から共焦
点内視鏡による管腔内からの Submucosal 
Endoscopy 法と腹腔鏡下にスペクトロスコ
ープを用いて体腔内からの観察を組み合わ
せ、生体におけるリアルタイムに消化管壁 
内神経叢の観察同時に行い、人工肛門造設部
位や切除腸管の範囲の決定する in Vivo 
Imaging による低侵襲消化管壁内神経叢リ
アルタイム診断システムを構築するもので
ある。このシステムの確立により不適切な人 
工肛門造設や切除範囲の決定による再手術
や合併症を最小限に防ぎ、手術回数の軽減と
適切な治療の標準化を目的として本研究を
開始した。 
 
３．研究の方法 
今回の研究開発に用いる共焦点型内視鏡と
スペクトロスコープでは平滑筋層細胞の観
察ができるため、生体標本の病理診断と同等
レベルの観察が可能になると考えられる。将
来的には切除標本を必要としない機能性消
化管疾患の病理診断が可能であると期待し
ている。対象疾患を小児外科を代表する機能
性消化管疾患であるヒルシュスプルング病
とその類縁疾患とし、まず疾患動物モデルを
用いて摘出標本と生体内で診断システムを
確立し、病理学的検討も合わせて行いその整
合性と妥当性を検証する。その次のステップ

として臨床検体を用いるが、そのプロトコー
ルとしてはヒルシュスプルングの根治術の
際にはまずスペクトロスコープにより腹腔
内からの観察で神経節細胞とそのネットワ
ークを可視化してマーキングしたのち、経肛
門的に引き出された腸管の粘膜下層内に共
焦点型内視鏡を挿入し切除範囲の決定を行
う。ヒルシュスプルング病類縁疾患において
はスペクトロスコープにより腹腔内観察で
神経節細胞の多寡を確認し、人工肛門造設部
位からさらに共焦点内視鏡の挿入観察で摘
出標本を必要としないリアルタイム仮想病
理診断を確立することとした。 
最終的にはヒトヒルシュスプルング病摘出
標本を用いて検討を行った。 
ヒルシュスプルング病根治術を受けた患者
11 人 を 対 象 と し た 。 病 型 の 内 訳 は
rectosigmoid type 10 例、total colonic 
aganglionosis 1 例で、年齢は 1ヵ月～13 ヶ
月（平均 5.1 ヶ月）であった。切除検体にク
レシールバイオレット色素を漿膜下に局所
注射し漿膜側より CLE を当てて観察した。観
察した部位の病理組織標本を作製し、それぞ
れ 3 段階で評価した。CLE グレード 0：染色
不良、グレード 1：神経叢あり、グレード 2：
神経叢なし、病理組織グレード 0：標本作製
不良、グレード 1：神経叢あり、グレード 2：
神経叢なし。 
 
４．研究成果 
CLE 観察において正常部では梯子状の神経叢
が明瞭に確認できるのに対して無神経節部
では全く神経叢が確認されず、その差は明ら
かであった。また rectosigmoid type の全例
において、移行部もしくは無神経節部で太い
神経線維束を認めた（図１） 

（図１）H 病患者におけるＣＬＥおよび組織
所見 
 
CLE グレードと病理グレードを対比すると、
11 例で 78 検体の検討を行い、感度 83%、特
異度 95%、陽性的中率 94%、陰性的中率 87%、
正診率 90%であった。CLE で神経叢なし、病
理で神経叢ありと診断された6検体はいずれ
も移行部であり病理においても神経叢はま
ばらであった。（表１） 
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ヒルシュスプルング病腸管において、従来の
診断法である病理所見と対比してCLEによる
神経ネットワークの評価を行い、高い精度で
診断可能である事が示された。CLE は術中迅
速病理に比べて短時間で広範囲に連続性を
もって観察することが可能であり、将来の臨
床応用が期待される。 
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