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研究成果の概要（和文）：腸管神経節細胞の欠失が本態と言われるヒルシュスプルング病(HSCR)は無神経節腸管が長い
ために手術でも十分な機能改善を得られない場合がある。これらの病態に対する新規治療開発手術治療として、腸管神
経の起源である神経堤細胞を用いた細胞移植治療の有用性を検討した。マウス腸管由来神経堤幹細胞を薬剤性HSCRモデ
ルへ移植し、8週間に渡って移植細胞が生存していることを発光を利用した観察で証明した。移植細胞は移植腸管内で
神経、グリアのマーカーを発現していた。さらに腸管内残便量と体重増加率を用いた機能評価で消化管機能改善傾向を
認めた。神経堤細胞移植治療がHSCRの新規治療戦略の一つになりうると思われた。

研究成果の概要（英文）：A lack of enteric ganglion cells is the main feature of Hirschsprung's disease 
(HSCR). Some patients were not fully recovered because of the long aganglionic segment. For the future 
transplantation therapy, the neural crest derived cell (NCC) is one of the bestcandidates which can give 
rise to the neural lineage cells.The transplanted cells were detected in the aganglonic segmenst of the 
gut for several months after operation and they showed the neural lineage differentiation. Only HSCR 
model mice from transplanted group showed an improvement of the bowel function.Transplanted NCCs survived 
and facilitated the improvement of the gut motility in the HSCR model. These results suggest that 
usefulness of the cell transplantation therapy for future HSCR treatment.
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１． 研究開始当初の背景 

 (1) ヒルシュスプルング病の原因はその起
源である神経堤細胞の腸管内遊走障害と言
われており、その治療方は手術のみであった。 

 

  (2) 1999 年に神経堤細胞の回収が可能であ
ることが示され、神経節細胞の欠損した部分
に、神経堤細胞を移植する再生医療が有効で
ある可能性が示され始めていた。 

 

(3) 我々の研究グループで開発した蛍光発
光融合タンパク ffluc を用いて移植細胞の生
着を in vivoで観察することが可能であった。
これにより、腸管への移植細胞の生存を生体
内で経時的に観察することが可能であり、か
つ分化系譜を評価する際の目印にもなる点
が独創的で有用性があると考えた。 

 

２．研究の目的 

 (1) マウスおよびヒトから神経堤細胞を分
離･回収し、これを無神経節腸管に移植し、
腸管神経再生治療の有用性を示すこと。 

 

 (2) 治療の有用性が確認された場合、その
結果に有効であった因子を特定すること。 

 

３．研究の方法 

 (1) マウスおよびヒト腸管から神経堤細胞
を分離し、自己増殖能を持つ細胞塊(Sphere)

を作成する。得られた Sphere を無神経節腸
管を持つモデルマウスに移植してその分化
傾向、腸管運動機能を評価した(図 1)。 

 

 

図 1 

 

 (2) モデル動物はマウスを用い、腸管に塩
化ベンザルコニウムを作用させて、腸管神経
を焼灼することで人工的に無神経節腸管を
作成した(ヒト腸管由来細胞移植のために免
疫不全動物が望ましいため)。 

 

 (3) 移植細胞は蛍光発光融合タンパク ffluc

を全身の細胞に持つ遺伝子改変マウスから
腸管由来神経堤細胞を分離･回収することで
移植細胞を得た。 

 

 (4) 無神経節腸管に細胞を移植し、発光を
用いて経時的に細胞の生存を確認し、移植後

一定期間経過した時点で、マウス腸管を採取
した。経時的に細胞の観察を行っている期間
は体重増加を観察し、一定期間の観察修旅後
に採取した腸管に残った便量を測定し、機能
評価とした。摘出した腸管は免疫組織化学染
色で分化系譜を確認した。 

 
４．研究成果 
 (1) 塩化ベンザルコニウムを用いた安定し
たヒルシュスプルング病モデルの作成に成
功(野生型 ICR、B57BL/J を使用)し、神経堤
細胞を蛍光標識したマウスを用いた同モデ
ルの病理組織像と腸管内残便量･体重増加率
による機能評価で消化管機能障害モデルで
あることを示した(図 1)。 
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(2)マウス腸管由来神経堤細胞を薬剤性ヒ
ルシュスプルング病モデルマウスへ移植し、
8 週間という期間にわたり、移植細胞が生存
し続けることを発光を利用した In Vivo 

Imaging による経時的観察で証明した(図 2)。 

 移植腸管内では移植細胞が神経、グリアの
マーカーを発現する細胞に分化しているこ
とが確認された(図 3)。 

腸管内残便量と体重増加率による機能評
価を行ない、シャム手術群、モデルマウス群、
移植群で比較し、消化管機能が改善している
ことも確認できた 

(図 4)。 
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(3) ヒト腸管由来神経堤細胞の分離同定と
その解析は検体数が少なく、明確な神経堤細
胞の分離･回収プロトコールが定められなか
った。神経堤細胞を回収できたと考えられた
ケースでも継代は非常に困難で、2 回の継代
を行ったが細胞は減少する一方であった。細
胞増殖に必要と思われる GDNF, Wnt3a の因
子も添加してみたが明らかな効果を確認す
ることはできなかった。 
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