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研究成果の概要（和文）：C57Bl/6マウスおよびヒルシュスプルング病類縁疾患(H類縁)モデルマウスの歯より歯
髄を単離し培養することでマウス由来歯髄幹細胞(dental pulp stem cell, DPSC)の表現型及び機能評価を行っ
た。また、本研究課題に先行する形で、ヒト脱落乳歯歯髄幹細胞(SHED) を用いて、in vivoにおける分化傾向を
探った。H類縁モデルにおいて、SHED移植群では、非移植群に比較して、体重増加を認めた。この知見はSHEDが
腸管神経系細胞にin vivoで分化したことを示唆している。本研究成果は、自家細胞を用いた腸管の作成に向け
た有意義な成果と言える。

研究成果の概要（英文）：Mouse-derived dental pulp stem cells (DPSC) were phenotypically and 
functionally evaluated by isolating and culturing the dental pulp from the teeth of C57Bl/ 6 mouse 
and allied disorders of Hirschsprung's disease (ADHD) model mouse. In addition, we studied the 
differentiation tendency in vivo using stem cells from human exfoliated deciduous teeth (SHED). In 
the ADHD model, body weight gain was observed in the SHED-transplanted group as compared with 
non-transplanted group. This finding suggests that SHED differentiated in vivo into intestinal 
nervous system cells. The result of this research can be said to be a meaningful result for the 
preparation of intestinal tract using autologous cells.

研究分野：小児外科
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１．研究開始当初の背景 
小児期に発症し腸管蠕動不全のために機
能的腸管不全をきたす疾患は、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ものの腸管運動不
全をきたすヒルシュスプルング病類縁疾患
（Ｈ類縁）がある。前者のうち無神経節領域
が小腸に及ぶもの（小腸型Ｈ病）や後者のう
ち Chronic Idiopathic Intestinal 
Pseudoobstruction Syndrome (CIIP) と
Hypoganglionosis (HYPO)が代表的なもの
である（図）。この二疾患は本邦の全国調査
では 10年間にそれぞれ 100例程度発症し治
療に難渋している。そこで、われわれは
HYPOのモデルマウスに対し、減少している
腸管壁内神経系の増殖を目的とし、間葉系幹
細胞であるヒト脱落乳歯歯髄幹細胞
（SHED）を静脈内投与したところ、体重増
加や摂食量の増加がみられ腸管収縮力も増
強した（平成 25-26年度挑戦的萌芽研究）。 
一方、これらの疾患の根治術として小腸移植
が試みられてきたが、拒絶反応が強いため、
長期生着率は 40%程度であり、標準的治療と
してはまだまだ使えないのが現状である。近
年、炎症性腸疾患の新規治療法として腸の粘
膜上皮の幹細胞を培養し、これを潰瘍部の修
復に用いる方法が開発されつつある
（Fordham RP, Yui S, Watanabe M, et al. 
Cell Stem Cell 13:734-44, 2013）。この方法
では腸管上皮を球形に培養することが可能
である。この腸管上皮のみの構造物に平滑筋
の被覆ができれば蠕動を有する新腸管の作
成が可能と考えられる。 
 
２．研究の目的 
小児期に発症し蠕動不全のため機能的腸管
不全をきたす疾患は、先天的に腸管神経節細
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ものの腸管運動不
全をきたすヒルシュスプルング病類縁疾患
（Ｈ類縁）がある。Ｈ病のうち無神経節領域
が小腸に及ぶ小腸型Ｈ病やＨ類縁のうち
Hypoganglionosis や慢性特発性偽性腸閉塞
症(CIIP)は恒常的に蠕動不全が継続し予後不
良である。これらＨ病およびＨ類縁の患児に
対し、腸管上皮の幹細胞で粘膜層をつくり、
その周囲を間葉系幹細胞(MSC)を平滑筋に
分化させた細胞層で覆うことにより蠕動能
をもった新腸管を作成し、腹腔内に移植する。
実験では近交系の同系のマウスを用いて同
系移植の形で実施する。臨床では自己の粘膜
採取と自己の骨髄または歯髄を細胞のソー
スとして用いる自家小腸移植のモデルとな
る。 
 
３．研究の方法 
1) C57BL/6 マウス（近交系）の歯髄か

らMSCを単離し培養。 

2) 歯髄MSCから平滑筋に分化させる。 

3) C57BL/6 マウスの大腿骨骨髄から骨

髄MSCを単離し培養。 

4) 骨髄 MSC から平滑筋細胞に分化さ

せる。 

5) C57BL/6 マウスの小腸粘膜採取し幹

細胞を単離し培養。 

6) 小腸粘膜幹細胞は近位小腸と遠位小

腸から採取し性状を比較。 

7) 小腸粘膜 spheroid または organoid

を作成。 
8) 小腸粘膜 spheroid または organoid
と MSC から分化させた平滑筋を共
培養し新腸管を作成。 

9) 新腸管をC57BL/6マウスの腸間膜内
または腎被膜下または背部皮下に移
植。生着を検証する。 

 
４．研究成果 
 C57Bl/6 マウスおよびヒルシュスプルング
病類縁疾患モデルマウスの歯より歯髄を単
離し培養することでマウス由来歯髄幹細胞
(dental pulp stem cell, DPSC)の表現型及
び機能評価を行った。また、ヒト脱落乳歯歯
髄幹細胞(stem cells from human exfoliated 
deciduous teeth, SHED) を用いて、in vivo
における分化傾向を探った。結果、SHED は神
経節細胞や神経線維へ分化した可能性を見
出した。腸管作成の上、用いる予定の細胞ソ
ースである SHED の分化傾向をつかんだこと
は極めて重要である。 
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