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研究成果の概要（和文）：SOX10-VENUSトランスジェニックマウスの胎仔腸管を採取し、腸管神経幹細胞塊
(Nuerosphere)を作成。正常腸管、さらにはＨ病モデル無神経節腸管とのin vitro共培養実験により、正常腸管
から作成した神経幹細胞の正常発達には腸管環境が大きく影響しており、有神経幹細胞区域であったもH病モデ
ル腸管と正常マウスの有神経幹細胞区域と全く同じとはいえないことがわかった。このことにより、将来的に細
胞移植等の治療開発には移植先となる腸管環境の検証および改善が必須であることが判明した。今までの結果を
まとめ、国際学術集会、英語論文にて成果発表を行った。

研究成果の概要（英文）：Fetal guts from Sox10-Venus mice were dissected on embryonic day 13.5  and 
cells were dissociated then cultured to generate neurospheres. These neurospheres, which were 
co-cultured with either dissociated control or HD gut from Sox10-Venus(-) mice on embryonic day 13.
5.9.After 4 days, transplanted enteric neurospheres had undergone abundant neuronal migration and 
ENS had differentiated in the control gut compared with the HD gut. There were many Tuj1-positive 
neurites in the control and HD groups except in the colons of the HD group. We have shown that 
neurite outgrowth and branches in both ganglionic and aganglionic segment of HD are significantly 
decrease compared with controls. 14. We demonstrated that transplanted ENCC did not differentiate 
properly in HD colon. These results highlight the importance of the neuronal environment of the 
recipient gut for the ENS development. These results were presented at international scientific 
meetings and in English papers.

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
根治治療となる細胞移植を模索しているが、レシピエントとなる腸管環境が移植細胞の神経発達には大きな影響
を与えることが証明された。さらには、移植する腸管の部位によって移植細胞に与える影響も異なるため、慎重
な選択が必要となる。
これは、いかに正常もしくは分化機能に長けた移植細胞であろうとも、効果的な生着・分化を促すためには、移
植する腸管部位の移植時タイミングの環境を整えることが必須となることがわかった。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

 

Hirschsprung 病（H 病）は現状では有効な治療法のない原因不明の難病であり、再生医療（失

われた細胞・組織・器官などを再生し、機能を回復させるための医療） の手法を用いた治療研

究の進歩により、H 病における再生医療の基礎研究も進捗が見られている。2007 年のヒト iPS 細

胞の樹立の報告からわずか１年後の 2008 年に最初の疾患特異的 iPS 細胞の論文が報告された

が、末梢神経系では 2010 年に iPS 細胞から NCSCs を分化誘導した報告がされ（Lee G et al. 

Nature Protocols, April, 2010 ）、H 病のみならず他の腸管神経疾患への臨床応用が望まれて

いるがその後の解析・検証は未だされていない。最近、ヒト ES 細胞から腸管神経幹細胞の分化

誘導に成功し、さらに H 病モデルマウスとして汎用されている出生後のエンドセリンレセプタ

ーB (以下 EDNRB)ノックアウトマウスへの移植実験が報告された（Fattahi et al. Nature March 

531 2016）。これは今までの細胞治療に関しては胎児期の治療が必須と考えられていた概念を覆

すものであり、胎児期ではなく、生後の移植でも神経伸長を促し、H 病の治療につながることが

実証され、大きな衝撃となった。しかし、多能性幹細胞の安全性や質の評価は未達であり、長い

人生を歩む小児患者への臨床応用にはまだ高いハードルがある。 

 

２．研究の目的 

 

本研究は腸管神経幹細胞の移植による神経再生の誘導を実現させ、これによって H 病の新た

な治療法の確立を目指す。以前よりわれわれはマウスを使った腸管神経系の研究を細胞レベル

で行ってきた。（1）正常マウス腸管から作出した神経堤幹細胞塊（Neurosphere）をマウス腸管

に細胞移植（2）移植部位のドナー細胞の生着性・分化を検証（3）生体マウスへの投与方法・生

着・分化の検討（4）ヒト由来の神経堤幹細胞を分離しマウスへの細胞移植の検証 を順番に行

うことを目的とした。 

 

３．研究の方法 

 

(1) Neurosphere 作成 

WT マウス e13.5 の胎仔腸管を採取し、

Collagenase を用いて科学的分離を行い、

DMEM・F/12 培地を基本とした培地で培養を

行う（図１）。 

(2) Co-culture（共培養実験） 

Neurosphere を e13.5 の胎仔腸管から採取

した WT マウス腸管細胞と共培養を行い、生着・分化を評価する。 

同様に、Neurosphere を e13.5 の Ednrb-KO mouse 腸管細胞との共培養を行い、生着・

分化を評価する（図２）。 

 

 （図１） 



(3) 生体マウスへの Neurosphere の移植 

(4) ヒト由来神経堤幹細胞の分離・生体マウスへの細胞移植の検

証 

 

 

４．研究成果 

(1) Neurosphere 作成 

SOX10-Venus(+)マウスの胎仔 E13.5 の腸管を採取し、Collagenase で分離し、DMEM・F12 を基本

とした培地を用いて浮遊培養を開始すると、D4 ころから Neurosphere 様の塊が確認できる。 

 

(2) 共培養実験 

図３のように、Neurosphere がレシピエントの細胞とネットワーク形成する様子が観察された。

WT 細胞と比較して、KO 細胞では乏しかった（図３）。免疫染色（Tuj1:neuronal marker） 

では分化の様子が確認された（図４）。 

 

以上の結果より、正常な腸管幹細胞から作成して Neurosphere を移植することを想定すると、疾

患モデル腸管での生着・分化は正常腸管とは異なることが証明された。今後の分子生物学的な検

証が課題である。 

 

 

 

 

 

 

  

（図２） 

（図３） （図４） 
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