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研究成果の概要（和文）：上記疾患群の中で予後不良である腸管神経節細胞僅少症(HYPO)に、第一にfocusをし
た。HYPOは腸管神経節細胞は存在するがその数が極めて少ない特徴を有す。同じく腸管神経細胞の減少を認める
マウス(JF1)を用いて、健常児由来の乳歯幹細胞(SHED)を投与した。結果、体重増加を得、その有効性を証明し
た。次に、HYPO患者由来のSHED(HYPO-SHED)の解析を行った。SHEDは間葉系幹細胞(mesenchymal stem cell, 
MSC)であるが、HYPO-SHEDは、MSCに矛盾しない表現型を有していること、ならびに増殖能や造腫瘍性に関する解
析を行った。

研究成果の概要（英文）：Among the above-mentioned disease groups, hypoganglionosis (HYPO), which has
 a poor prognosis, was focused first. HYPO is characterized by the presence of intestinal ganglion 
cells, but the number is extremely small. Similarly, a mouse (JF1) in which a decrease in intestinal
 nerve cells was used to elucidate the effect of stem cells from human exfoliated deciduous teeth 
(SHED). As a result, JF1 mice gained weight , indicating the effectiveness of SHED. Next, the 
characteristics of SHED derived from HYPO patients (HYPO-SHED) was analyzed. SHED is one of a 
mesenchymal stem cell (MSC), and HYPO-SHED has a phenotype consistent with MSC, and analysis was 
conducted on its proliferative potential and tumorigenity.

研究分野： 小児外科
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研究成果の学術的意義や社会的意義
SHEDはiPS細胞と比較し遺伝子導入が不要、作成効率が概ね100%、高い自己再生能、HLAの発現が低く拒絶を受け
ない点で優れ、さらに低侵襲かつ容易に採取可能である。また、歯髄の状態で凍結保存が可能であるため乳歯幹
細胞のバンクをつくることができる。本基盤研究にて、健常児由来SHEDにおけるhypoに対する治療メカニズム・
治療効果を詳細に解明した上で、hypo-SHEDの細胞の特性の解析に移行し、自家細胞移植の可能性を模索し、バ
ンク化も目指す乳歯保存の基盤づくりを行った。このように実臨床における治療を視野に自家他家移植いずれも
実現することを目標とできた本研究は大きな学術的、社会的意義を有する。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
小児期に発症し腸管蠕動不全をきたす疾患の中には、病理組織学的に腸管神経節細胞が欠
如するヒルシュスプルング病（H病）と、神経節細胞は存在するヒルシュスプルング病類縁
疾患（H類縁）がある。難治性疾患として、H病の中でもその病変が広範囲にわたる広範囲
型 H 病や後者の代表疾患として神経節細胞数の著明な減少を示す腸管神経節細胞僅少症
(hypoganglionosis, HYPO)と神経節細胞は正常な慢性特発性偽性腸閉塞症(chronic 
idiopathic intestinal pseudo-obstruction, CIIP)があり、申請者らはこれまでに広範囲
型 H病及び H類縁に関する多くの報告を重ね（Ieiri S et al. Pediatr Surg Int. 2015; 
31: 949-54., Muto M et al. J Pediatr Surg. 2014; 49: 1799-803., Taguchi T et al. 
J Pediatr Surg. 2006; 41: 2046-51.）、本邦過去 10年間でいずれも 100 例程度の発症を
明らかにした（Taguchi T et al. Asian J Surg. 2015 Jul 24.）。また、難病対策の強化を
掲げた平成 26 年 1 月 24 日の施政方針演説において難病の代表疾患として安倍首相は H 類
縁をとりあげ、九州大学病院を訪問され、HYPO 及び CIIP は平成 27 年 1 月 1 日から、広範
囲型 H病は平成 27年 9月 1 日から、それぞれ本邦の難病指定疾患に新たに加わり、広範囲
型 H 病及びこれらの H 類縁は現在根治的治療が強く望まれている希少性難病疾患である。
現在、繰り返す姑息的手術、静脈栄養が行われているが、著明な腹部膨満及び腹部単純写真
上見られる拡張腸管の改善は容易ではなく、治療に難渋している。死亡率は、広範囲型 H病
では 35.5%(Ieiri S et al. Journal of Pediatric Surgery. 2008; 43: 2226-2230)、HYPO
では 22%(Watanabe Y et al. Pediatr Surg Int. 2013; 29: 1127-1130.)と予後不良であ
り、生存例も終生にわたる静脈栄養を強いられ、患児の QOL は著しく低いため、これら難治
性希少性疾患の病因病態解明及び低侵襲で安全性の高い新規治療法の開発が強く望まれて
いる。これまでわれわれは、多分化能と強い増殖能、高い作成効率を持ち、免疫寛容性も有
する SHED を用い、既に肺低形成や肝障害モデル動物への有効性を証明してきた(Yuniartha 
R et al. Pediatr Surg Int. 2014; 30: 907-14, Yamaza T et al. Stem Cell Res Ther. 
2015; 6: 171.)。SHED は神経堤由来の間葉系幹細胞であり、神経系細胞の分化も証明され
ていることから(Jarmalavičiūtė A et al. J Mol Neurosci.2013 Jun 26)、欠如もしくは
著明な減少を来している腸管神経系細胞に分化することは容易と考えられる。患児から採
取した乳歯を用いた疾患特異的 SHED を用いた病因病態解明を行い、かつ、腸管蠕動不全を
来しているこれら疾患に対し、SHED を移植し、欠如もしくは著明に減少している腸管神経
節細胞を増加させ、腸蠕動を改善させることができれば免疫抑制剤の不要な新しい低侵襲
治療となり、本症の根治及び患児の劇的な QOL 改善に繋がると考えられる。 
 
２．研究の目的 
＜疾患特異的 SHED による病因病態の解明＞申請者らは既に健常児由来 SHED の単離培養に
習熟し(Yamaza T et al. Stem Cell Res Ther. 2010 Mar 15;1: 5.)、疾患特異的 SHED と
して、胆道閉鎖症・血友病 A・遺伝性球状赤血球症・潰瘍性大腸炎等の患者からの歯髄の保
存並びに各疾患特異的 SHED の単離培養に着手している。研究期間内に健常児乳歯の採取に
加え、本研究対象疾患患児の乳歯を広く参画施設より採取・保存することが可能である。得
られた疾患特異的 SHED を用い、その分化能・自己増殖能・遊走能等及び遺伝子学的素因を
解析し、広範囲型 H 病や HYPO 及び CIIP における病因病態のうち、H病及びその類縁疾患の
原因といわれている神経堤細胞及び腸管神経系細胞(腸管神経節細胞、グリア細胞、腸管神
経線維等)側の原因を病理組織学的・分子生物学的に究明する。 
＜腸管蠕動不全に対する新規治療法の開発＞申請者らはこれまでに、腸管神経が減少して
いるマウス(Japanese Fancy mouse 1, JF1)に対し経静脈的 SHED 移植を行い、表現型の改
善、体重増加や糞便数増加等の臨床的改善を証明し、オーガンバスを用いた電気生理学的腸
管蠕動運動の改善、生態内イメージング下で病変腸管への遊走、栄養吸収能の改善、小腸に
おける絨毛長の改善を確認している(unpublished data)。本結果を基に研究期間内に以下
の項目を完全に明らかすることを本研究の期間内の課題とする。1)罹患腸管における SHED
の分化の証明(神経節細胞、神経線維、グリア細胞)、2)SHED の遊走の原因(網羅的炎症性サ
イトカインアッセイによるケモカインの解析)、3)栄養吸収改善のメカニズム(粘膜成熟度
の解析)、4)安全性評価(諸臓器障害の有無、異種移植成立の誘因、免疫応答の評価、免疫寛
容獲得の機構)、5)H 病や CIIP を対象とし、そのモデル動物を用いた SHED 移植の有効性と
安全性を解明する。 
 
３．研究の方法 
＜疾患特異的 SHED による病因病態解明＞ 
1) 広範囲型 H病及び H類縁患児より採取した乳歯より疾患特異的 SHED を単離培養する。 
2) 作成した疾患特異的 SHED を in vitro にて神経堤細胞、さらには腸管神経系細胞へ分化
させ、分化能を解析する他、網羅的遺伝子解析および増殖能・遊走能を解析する。 
＜腸管蠕動不全に対する新規治療法の開発＞ 
3) JF1 マウスに対する SHED 移植の有効性／安全性の確立。 
4) H 病及び CIIP を対象疾患とし同実験系にて SHED 移植の有効性／安全性を確立する。 
＜健常児／患児乳歯幹細胞 歯髄バンク構築＞ 



5) 代表機関及び参画機関から広く乳歯を集め、病因病態の解明及び HLA 一致ホモドナー由
来 SHED による細胞移植を目指す。 
 
４．研究成果 

1) 疾患特異的 SHED による病因病態解明、2) HYPO に対する新規治療法の開発、3) 健常

児／患児乳歯幹細胞 歯髄バンク構築、である。 

1)に関しては、まず、疾患特異的 SHED が MSC として矛盾しないかどうかの評価を行った。

結果、HYPO-SHED は MSC として矛盾しない性質を持つことを確認。移植細胞の分化に関して

詳細な免疫組織学的解析を加えた。また、増殖能に関しても in vitro にて解析した結果、

増殖能も同等であると思われる。また、HYPO-SHED を単離、培養し次世代シークエンサーに

より全エクソームシークエンスを行った。公開されているデータベースをリファレンスと

し、新規の SNPs ならびに InDels を複数認めた。更なる解析のためバイオインフォマティ

クスを用いた手法を検討中である。また、安全性の評価として、造腫瘍性に関しても解析を

行った。さらに、HYPO-SHED を JF1 マウスにすでに構築した手法同様に移植し、治療効果を

解析した。2)に関しては、まず健常児由来 SHED を用いた JF1 マウスの治療効果の中でも、

電気生理学的解析や移植後の蛋白の発現の評価を行い、より治療効果のメカニズムに迫っ

た。3) 健常児／患児乳歯幹細胞の歯髄バンク構築に関しては、常に門戸を広くし、患者家

族・親子の会等とのコミュニケーションを深め、引き続き、継続的に広く収集することがで

きた。今後もさらに整備を進めてゆく。このように、本基盤研究にて、まず、健常児由来 SHED

における HYPO に対する治療メカニズム・治療効果を解析した上で、HYPO-SHED の細胞の特

性の解析に移行し、自家細胞移植の可能性を模索し、また実臨床における治療を視野に自家

他家移植いずれも実現することを目標に全国から広く乳歯を収集することができた。 
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