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研究成果の概要（和文）： 
P0-Cre/CAG-CAT-EGFP マウスを用い神経堤幹細胞を含む細胞群を濃縮するシステムを確立し

た。ヒルシュスプルング病のモデル Ret [-/-]マウス胚腸管への神経様体(ＮＬＢ)共培養を行い

ＧＦＰ・神経核マーカーPGP9.5の二重陽性細胞浸潤する様子を確認した。GFP陽性細胞から無

血清浮遊培養でNLB形成に成功。10%血清存在下で神経・グリア・平滑筋の3系統の細胞への分

化誘導可能を確認した。 

研究成果の概要（英文）： 
Hirschsprung’s disease, also called aganglionosis or megacolon, is a developmental disorder of 
large intestine (colon) which occurs in 1 in 5000 children. Ret KO (Ret [-/-]) mouse were one of 
the Hirschsprung’s disease model mouse which have no intestinal nerve systems. An object of 
this NLB co-culture study with Ret [-/-] KO mouse aganglionic colon is to research regenerative 
medicine tactics for Hirschsprung’s disease using de novo Neurosphere-like Bodies (NLBs) 
generation protocol with serum free culture to regenerate enteric nervous system.  
Although there are several report described Generation of NLBs in gut but serum free culture 
procedure have not reported. 
P0-Cre/floxed-EGFP mice are known to be used to target neural crest derived stem cells 
(NCSCs) population using EGFP fluorescent and could separate NCSCs rich cell population 
using FACS cell sorter.  
We generated Neurosphere-like Bodies (NLBs) from the E13.5 embryo gut of transgenic mice 
P0-Cre/floxp-EGFP and then cells were cultured in the serum-free medium successfully. After 
10 days to 3 w cultures, serum-Free-cultured EGFP-positive cells formed Neurosphere-like 
structures that expressed NCSC genes. Neurons, glial cells, and myofibroblasts marker protein 
expression were confirmed after 4days culture of NLBs using poly-D-lysine-laminin coated 
slide chamber and 10% FBS contained medium.  
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１．研究開始当初の背景 
ヒルシュスプルング病（以下本症）とは、

新生児期腹部膨満を主訴とする疾患で、その

本態は消化管の神経節細胞の欠如である。腸

管神経細胞は神経堤幹細胞（NCSCs: Neural 

crest stem cells）から分化することが知ら

れている。NCSCsは自己増殖しsphereと呼ばれ

る細胞塊を形成する。我々は分離直後の神経

堤幹細胞及びsphereを用いることで腸管疾患

への移植治療の可能性を検討した。 
 
２．研究の目的 
我々は分離直後の神経堤幹細胞及びsphere

を用いることで腸管疾患への移植治療の可能

性を検討した。 

[本研究で明らかにしたい点]①移植する

sphereがどれだけ神経堤幹細胞の供給元とし

て有効であるかを評価する。②腸管神経を欠

失した本症モデルマウス腸管への器官培養条

件における神経堤幹細胞の移植を行い移植に

よる神経節再生を確認する。 
 
３．研究の方法 
 我々のグループは幹細胞を効率よく回収
するドナー動物として、
P0-Cre/CAG-CAT-EGFPマウスを用いた。これ
により神経堤幹細胞をＧＦＰ蛍光で標識す
ることが可能となった。また、Ｅ１１．５マ
ウス胚腸管への神経堤幹細胞移植をニュー
ロトロフィックファクター（ＧＤＮＦ）処理
した条件と処理しない条件のそれぞれで試
みた。マウス胚腸管由来細胞は２週間から３
週間の間、EGFおよびFGFを含有した無血清
培地を用いて培養を行うことで浮遊細胞塊
を形成させることが可能である。我々は上記
マウスの浮遊細胞塊を用いてpoly-D-lysine
コーティングされlaminine処理されたガラ
スチェンバー内で10%血清含有培地により4
日間接着培養することで、神経堤幹細胞特有
の神経・グリア・平滑筋の３系統への分化が
見られるかどうかを検証した。また、無血清
浮遊培養によって得られた神経幹細胞を含
んだ細胞塊を用いて無神経節腸管へ移植す
ることによる神経形成能を組織免疫染色に

より検証した。 
 ヒトにおいても同様に、20例の手術検体を
用いて腸管由来細胞を浮遊培養条件で培養
を行った（表1）。得られた細胞塊に対しマウ
スと同様にpoly-D-lysineコーティングされ
laminine処理されたガラスチェンバー内で
10%血清含有培地により4日間接着培養する
ことで、神経堤幹細胞特有の神経・グリア・
平滑筋の３系統への分化が見られるかどう
かを検証した。また、ヒト無神経節への移植
を行い、神経形成が見られるかどうかを検証
した。 

表１．神経堤幹細胞を含んだ細胞塊形成実験
に用いられた20例の患者検体 

 

図１．浮遊培養による神経堤細胞塊形成 



図２.マウス神経堤幹細胞を含んだ細胞塊の

神経・グリア・平滑筋への分化 

図３．ヒルシュスプルング病モデルマウス無

神経節腸管に対するマウス神経堤細胞塊

(GFP)共培養による神経形成（PGP9.5）を確

認 
 
４．研究成果 

高純度神経堤幹細胞塊移植によるヒルシュ

スプルング病モデルマウス(Ret[-/-])への

神経節形成に成功 

セル・ソーターを用いた高純度マウス神経

堤幹細胞塊の作製と分化能評価に成功した 

（図１）。マウス腸管から自己増殖してくる

細胞塊の形成と、神経、グリア、平滑筋の三

系統への分化を確認した。神経堤幹細胞の分

離、培養に成功したと言える（図２）。また、

ヒルシュスプルング病モデルマウス無神経

節腸管に対する高純度神経堤幹細胞移植に

より神経節形成誘導することに成功した(図

３)。  

 

ヒト腸管由来の神経堤幹細胞の分離、培養に

成功 

マウスを用いた実験系をヒトに応用し、ヒ

ト腸管から自己増殖してくる細胞塊の形成

に成功した（成功例は表１参照）。また、神

経、グリア、平滑筋の三系統への分化を確認

した。神経堤幹細胞の分離、培養に成功した

と言える（図４）。 

 

図４．ヒト神経堤幹細胞を含んだ細胞塊から

の神経・グリア・平滑筋への分化 

 

ヒト正常腸管と無神経節腸管からの細胞塊

の形成および神経への分化異常の発見 

ヒルシュスプルング病患者より得られた

腸管の正常部と無神経節部において、細胞塊

形成の差異や、神経への分化能の差異を証明

した。ヒルシュスプルング病の疾患発現の原

因として、また再生治療を行う上での方略を

考慮する上で、極めて重要かつ希少なデータ

として注目される。 
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