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研究成果の概要（和文）：腸管神経堤細胞（ENCC）のみが蛍光発色するヒルシュプルング病（H病）モデルマウ
スを作製し、在胎12.5日のENCCが到達していない無神経節腸管の異なる部位に、在胎18.5日のコントロール腸管
より分離したENCCから作製したNeurosphereを移植した。ENCCに おけるTuj-1／GFAP陽性細胞の面積比から、移
植部位によるENCCの分化の違いが明らかになった。Ｈ病に対する細胞治療をさらに発展させるためには、レシピ
エントの腸内環境が移植ENCCに与える影響を考慮することが 重要であることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：ENCCs were isolated from Sox10 Venus transgenic mouse gut on embryonic day 
(E) 18.5 and neurospheres (NS) were generated. Then, NS were transplanted into aganglionic KO and 
wildtype gut that had been transected just distal to the ENCC wavefront (KO-wf, WT), and into distal
 KO gut transected at a site equivalent to WT (KO-d) on E12.5. ENCC differentiation was evaluated 
using whole-mount immunohistochemistry with Tuj-1 and GFAP antibodies. The transplanted ENCCs 
migrated to form the myenteric and submucosal plexus in all groups. The ratio of the area of Tuj-1 
positive cells:GFAP-positive cells in migrated cells in recipient gut was significantly lower in 
KO-d compared to KO-wf and WT, while there was no significant difference between KO-wf and WT. This 
suggests that neuronal versus glial differentiation was decreased in KO-d compared to that in KO-wf 
and WT.  Our study showed the differences in ENCC differentiation depending on the site of 
transplantation. 

研究分野：小児外科

キーワード： ヒルシュスプルング病　腸管神経系　腸管神経堤細胞　細胞治療
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研究成果の学術的意義や社会的意義
ヒルシュスプルング病（H病）では、口側から肛門側へ発達する腸管神経堤細胞（ENCC）が途中で停止すること
より無神経節腸管が生じるとされている。しかし、無神経節性腸管の腸内微小環境が、正常腸管と、またＨ病近
位の神経節節腸管の腸内微小環境とどのように異なるかはいまだ不明である。本研究で我々は、無神経節腸管の
異なる部位にENCCを移植することにより、移植部位によるENCCの分化の違いを初めて明らかにした。H病に対す
る細胞治療をさらに発展させるためには、レシピエントの腸内環境が移植ENCCに与える影響を考慮することが重
要である。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
ヒルシュスプルング病（H病）5000 出生に 1人の発生頻度で、肛門側腸管の壁内神経節細

胞の先天的欠如により正常な蠕動運動ができず、新生児期より腸閉塞症状きたす、最も代

表的な小児外科疾患の一つである。治療は無神経節腸管を切除し正常腸管を引き下ろす手

術となるが、無神経節腸管が長域の重症例では、致死的となることもあり、新たな治療法

の開発が望まれている。そのニーズに答えるべく、H病に対する細胞移植治療は動物実験

レベルでは多く散見されるようになったが、いまだ効果は限定的で臨床応用には高い壁が

あるのが現状である。腸管神経系は、腸管神経堤由来細胞（ENCC）から発生し、消化管壁

内で増殖、移動し、ニューロンやグリアに分化する。神経細胞とグリアは、粘膜下神経叢

と筋間神経叢という 2 つの神経叢を形成する。ENCC と腸管微小環境との相互作用は、い

くつかの転写因子、細胞表面受容体、シグナル伝達経路を介して高度に調節されているが、

その過程に何等かの異常をきたすと、口側から肛門側へ移動する ENCC が途中で停止し H

病患者に見られるような無神経性節腸管となる。しかし、H病における遠位無神経節腸管

の腸内微小環境と近位神経節性腸の腸内微小環境がどのように異なっているのか、また、

両者が正常腸と比較してどのように異なっているのかはいまだ不明である。 

 
２．研究の目的 
腸管環境の特性を理解し、細胞移植に最適な条件を導き出すことで、将来的に腸管切除に

とって代わる、ヒルシュスプルング病に対する新しい細胞移植治療を目指す。本研究の目

的は、ENCC を異なる腸管部位に移植し、レシピエント腸管の微小環境が、移植された ENCC

の分化に及ぼす影響を調べることである。 

 

３．研究の方法 

①動物モデルと Neurosphere（NS）の作製  

ENCC が可視化できる Sox10+Venus Tg マウスと Ednrb(ヘテロ接合:+/-)の交配を行い、

ENCC のみが蛍光発色する H病モデルマウスである、Sox10+Venus+/Ednrb (-/-)マウスを

作製した。Sox10+Venus+/Ednrb (+/+)マウスはコントロールとした。 

在胎 18.5 日のコントロールマウス腸管より ENCC を分離し NS を作製した。 

②レシピエント腸管の準備と NS の移植 

次に、在胎 12.5 日に Sox10+/Ednrb+/+マウス（WT）または Sox10+/Ednrb-/-マウス（KO）

から胎仔腸管を摘出し、下降する ENCC の先進部を実体顕微鏡下で確認した。次に、NS を

在胎 12.5 日において、KO と WT マウス腸管の、口側から下降する ENCC 最先端のすぐ遠位

で切断し得られた無神経節腸管（それぞれ KO-wf、WT）、および WT と同部位で切断した遠

位 KO 無神経節腸管（KO-d）に移植し、72 時間共培養した。 

③ホールマウント免疫染色と発現の定量解析 

ニューロンのマーカーである Tuj-1 とグリアのマーカーである GFAP 抗体を用いたホール

マウント免疫染色を行い移植後の ENCC の分化を評価した。ImageJ 画像解析ソフトを用い

て Tuj1 及び GFAP の発現を定量解析した。 

 

４．研究成果 



①ENCC の先進部の検証 

E12.5 において、ENCC の先進部

は KO マウスでは遠位中腸に位

置し、盲腸には達していなかっ

たが、WTマウスでは後腸に達し

ていた（右図）。 

②ENCC の移動と分化 

移植された ENCC はすべての群で無神経節腸管内に移動し、腸管神経叢と粘膜下神経叢を

形成した。レシピエント腸管に移植された ENCC に おける Tuj-1／GFAP 陽性細胞の面積

の比は、KO-d では KO-wf および WT と比較して有意に低かったが、KO-wf 群と WT 群では

有意差は認められなかった。このことか ら、KO-d では KO-wf 群および WT 群と比較して、

グリア細胞への分化に対してニューロンへの分化が低下していることが示唆された（下

図）。 

本研究で我々は、移植された ENCC が腸管神経叢と粘膜下神経叢の領域に移動することを

示すことに成功した。さらに、移植部位によって神経細胞とグリア細胞の分化が変化する

ことを初めて示した。これらの結果より、H病に対する細胞治療の可能性をさらに発展さ

せるためには、移植された ENCC に対するレシピエント腸管の腸内環境が与える影響を考

慮することが重要であることが示唆された。ENCC の分化は、さまざまな遺伝子やシグナル

伝達経路を介した ENCC と微小環境との相互作用によって、時空間的に高度に制御されて

いており、分化の変化が最終的に移植 ENCC の機能にどのような影響を及ぼすかについて

は、さらなる研究が必要である。 
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