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研究成果の概要（和文）： 
 ニトロフェン誘導の横隔膜ヘルニアラットに肺組織内間葉系幹細胞(MSC)を投与した。その
結果、肺の PCNA 陽性細胞が増加。 
 臨床例 20 例の DNA の抽出を行い SNP-array を施行。その結果 TCTE3 の microdeletion
を検出。 
 再発例に腹壁筋フラップ法を 11 例に施行し良好な結果。 
 脱落乳歯の歯髄細胞(SHED)から肝細胞の分化に成功。SHED の多分化能を利用して横隔膜
筋細胞のシート作成を開始。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 Intrapulmonary mesenchymal stem cells (MSC) were administered to the rat with 
nitrophen-induced diaphragmatic hernia. As a result, PCNA positive cells are increased. 
 DNA was extracted from the 20 patients and parents of congenital diaphragmatic hernia.  
The microdeletion of TCTE3 was detected. This might be the responsible gene for 
congenital diaphragmatic hernia. 
 Abdominal muscle flap method was performed for the reconstructive surgery in 11 cases 
with recurrent diaphragmatic hernia. All of the patients showed good outcome. 
 Liver-like cells were induced from SHED. We are just starting to make the sheet of the 
striated muscle cells derived from SHED.  
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１．研究開始当初の背景 
 先天性横隔膜ヘルニアは新生児外科疾患
のなかで超低出生体重児の消化管穿孔と並
んで生存率が不良な疾患であり、特に出生前

診断される症例は肺低形成がつよく、肺低形
成にともなう新生児遷延性肺高血圧症
(PPHN)がその主な死因であった。しかし最
近 PPHN に注目した治療法の進歩により生
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存率が徐々に向上してきた。 
 我々は胎児麻酔の PPHN に対する有用性
に注目し、胎児麻酔と早期手術の方針で
60-70%の生存率を得たが(文献)、2004 年以
後 gentle ventilation(permissive 
hypercapnea)と循環安定化するまで待機し
て手術する方針に変更してから 18例中 17例
生存（生存率 94.4%）の成績を得るようにな
り、急性期の PPHN の治療はある程度克服
できてきた。循環安定化の指標としては血圧
60mmHg 以上、尿量 2ml/kg/hour 以上を目
安にしている。 
 しかしパッチ閉鎖が必要な横隔膜全欠損
に限ると、生存率はまだ満足すべきものでは
なく、長期的にみると人工呼吸器からの離脱
が困難であったり、抜管困難で気管切開や在
宅酸素療法が必要となったり、慢性肺疾患に
移行したりして長期的な予後は必ずしもよ
くない症例もみられる。これらの原因は高度
な肺低形成であるため、肺低形成に対する画
期的な治療法が開発されない限りは解決でき
ない問題点である。 
 米国の UCSF の Harrison らは胎児治療と
して胎児鏡で気管閉塞を行ったが、胎児治療
群と行わなかった群で生存率の差がなく、む
しろ胎児治療群は早産が起こりやすかった
と報告している(New Engl J Med 
349:1916-24,2003) 。一方ベルギーを中心と
した Deprest らは LHR<0.9 の群だけに限定
して、細径のファイバーを用いた気管閉塞法
で胎児治療を行なったところ、胎児治療を行
なわないと生存率が 8.3%であったのが治療
すると 47.6%まで上昇したと報告している(J 
Pediatr Surg 41:423-30, 2006)。したがって
極度な肺低形成には現在の新生児期の治療で
は生存困難な症例が存在するのは事実である。 
 横隔膜無形成の手術ではパッチ閉鎖が必
要で、現在合成布であるゴアテックスやサー
ジシスなどが用いられているが、どちらも同
様に再発率が高く、また腸閉塞やパッチ感染
などの合併症も多く、横隔膜が動かないため
呼吸機能が不十分である。そこでわれわれは
再発例８例に対して自己の内腹斜筋と腹横筋
をフラップとして横隔膜を形成し、その後の再
発はない(Masumoto et al. J Pediatr Surg 
42:2007-11, 2007)。しかし形成した横隔膜の
機能についてはまだ評価できていない。 
 横紋筋の再生として心筋をターゲットに
して大腿の筋肉から筋芽細胞を分離し、培養
し横紋筋のシートを作成し心筋の表面にの
せ肥大型心筋症の治療に用いる試みがなさ
れている。横隔膜は心筋と異なり自動能は必
要ないので、吸収性のパッチにのせてシート
として利用することは十分可能であると考
えられる。自己の筋肉から横隔膜を再生でき
れば横隔膜全欠損の治療に大きな福音とな
る。 

 また横隔膜ヘルニアの重症例では合併奇
形を有する場合や家族発生の報告もあり遺
伝子異常の可能性も疑われるが、遺伝子検索
に関してはほとんど皆無の状態である。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、先天性横隔膜ヘルニアの
最重症例である横隔膜無形成
(Diaphragmatic Agenesis)の治療として、低
形成肺を成長させる治療法と無形成の横隔膜
を再生する治療法を開発することである。具
体的には以下の４つの研究からなっている。 
(1)低形成肺を成長させる方法の開発 
 低形成肺を肺胞および肺血管の両者の面
から成長させる方法を、臓器培養の手技を用
いて種々の成長因子を投与しその効果を評
価する。また治療の適正時期を胎児期および
新生児期にわたって検討する。さらに成長因
子を遺伝子導入する治療法を開発する。 
(2)横隔膜ヘルニアの責任遺伝子の検索 
 患児および母親の DNA を SNP-CGH 
array にてスクリーニングし肺低形成の原因
遺伝子を追及し、遺伝子治療の基礎とする。 
(3)腹壁筋フラップ法の評価 
 無形成の横隔膜を形成する方法として現
在我々が臨床で用いている腹壁筋フラップ
法について、術後の横隔膜の機能を胸郭運動
測定装置や MRI を用いた横隔膜の運動で評
価するとともに、大動物で手術を行い筋電図
で評価する。 
(4)横隔膜再生医療 
 自己の大腿筋肉から再生医療の技術を用
いて横隔膜筋シートを作成し自己横隔膜を
形成する方法を開発する。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

重症横隔膜ヘルニア(横隔膜全欠損)の 
治療戦略 

 
３．研究の方法 
(1)低形成肺に対する成長因子の効果と遺伝子
導入法の開発 
 ニトロフェン誘導性マウスの横隔膜ヘル
ニアの肺を胎児期に摘出。臓器培養の手技を
用いて種々の成長因子を投与しその効果を
評価する。評価の方法は肺胞のみならず肺動
脈の状態も同時に調べる。また妊娠羊の胎仔
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に胎児手術にて横隔膜ヘルニアを作成。出生
後に横隔膜閉鎖し同様の成長因子を投与し
低形成肺に対する効果を評価する。さらに有
効であった成長因子をわれわれが開発した
センダイウイルスベクタを用いて遺伝子導
入する治療法を羊を用いて開発する。 
(2)横隔膜ヘルニアの肺低形成の原因遺伝子の
検索 
 患児および母親の DNAを白血球から抽出し、
SNP-CGH arrayにて遺伝子多形をスクリーニ
ングし肺低形成の原因遺伝子を追及する。 
(3)横隔膜形成術として腹壁筋フラップ法の評価 
 現在我々が臨床で用いている腹壁筋フラ
ップ法について、臨床例で経時的に術後の横
隔膜の運動機能を胸郭運動測定装置や MRIを
用いて評価する。さらに新生仔豚で同様の手
術を行い、筋電図を埋め込んで形成した横隔
膜の機能評価を行う。  
(4)横隔膜再生医療 
 新生豚の大腿筋肉から筋芽細胞を分離し、
再生医療の技術を用いて横紋筋シートを作
成。ラットの左横隔膜を部分切除し吸収性の
バイクリルメッシュをパッチとしその上に
横紋筋シートをかぶせる。術後、経時的に横
隔膜の運動を動物用の MRIで評価。また病理
標本採取し免疫染色にて正常横隔膜と比較
する。 
 
４．研究成果 
 先天性横隔膜ヘルニアの最重症例である
横隔膜無形成(Diaphragmatic Agenesis)の治
療として、低形成肺を成長させる治療法と無
形成の横隔膜を再生する治療法を開発する
ことである。具体的には以下の４つの研究か
らなっている。それぞれについて実績を述べ
る。 
(1)低形成肺を成長させる方法の開発 
 ニトロフェン誘導の先天性横隔膜ヘルニ
アモデルの低形成肺に対して eGFP ラット肺
から抽出・培養した肺組織内間葉系幹細胞
(MSC)を胎児子宮静脈内に投与した。その結
果、MSC 投与群においては、コントロール群
と比較して、免疫染色で PCNA, Sp-c 陽性細
胞が増加する結果が得られた。（図１） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(2)横隔膜ヘルニアの責任遺伝子の検索 
 患児および母親の DNAを SNP-CGH arrayに
てスクリーニングし肺低形成の原因遺伝子
を追及し、遺伝子治療の基礎とする。 
 教室および関連病院にてフォローしてい
る先天性横隔膜ヘルニアの患児および母親
の採血を 20 例あまり行い DNA の抽出を行い
SNP-arrayにてスクリーニングを行った。そ
の結果 non-isolated caseで TCTE3 の
microdeletionを検出し、責任遺伝子として
の可能性を示唆した。（図２） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(3)腹壁筋フラップ法の評価 
 無形成の横隔膜を形成する方法として現
在我々が臨床で用いている腹壁筋フラップ
法について、術後の横隔膜の機能を胸郭運動
測定装置や MRIを用いた横隔膜の運動で評価
する。  
 腹壁筋フラップ法の症例が増加し 11 例に
なった。外来フォローとして肺機能検査を症
例ごとに積み重ね、データを集積して国際学
会で報告した。その結果、術後の再発は１例
もなく、11例とも QOLの著明な改善を認めた。
合併症として腹壁の軽度の膨隆がみられる
のが３例あった。 
(4)横隔膜再生医療 
 脱落乳歯の歯髄細胞(SHED)を幹細胞のソ
ースとして、分化誘導により肝細胞の機能を
有する肝細胞様細胞の分化に成功した（図
３）。このように SHEDは多分化能を有するこ
とが明らかとなっており、横隔膜筋細胞への
分化とシート作成を開始した。 
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