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研究要旨 

Hirschsprung 病や Hirschsprung 病類縁疾患は、小児期からの消化器系の希少難治性疾患

群であり、その原因については不明な点が多い。本分担研究においては、疾患の原因解明

を目的として疾患特異的 iPS 細胞を樹立し、疾患解析を行った。 

具体的には、Hirschspurung 病患者末梢血より疾患特異的 iPS 細胞を樹立し、樹立した

iPS 細胞を神経堤細胞へと分化誘導し、増殖能・遊走能・分化能の評価を行った。 

本研究により Hirschsprung 病や Hirschsprung 病類縁疾患の病態像が明らかになり、新規

治療法の開発につながれば、患者や家族に福音をもたらすのみならず、医学研究領域に本

邦発の大きなインパクトを与えることが期待される。 

 

研究協力者 

桐野 浩輔（京都大学 iPS 細胞研究所） 

 

Ａ．研究目的 

Hirschsprung 病および Hirschsprung 病

類縁疾患は、ともに小児期より腸管蠕動不

全をきたす疾患である。Hirschsprung 病は、

胎生期における腸管神経系の発生異常によ

って生じ、腸管神経系細胞の前駆細胞であ

る神経堤細胞の機能異常が主な疾患原因と

考えられている。疾患の解析において、モ

デルマウスにおける表現型がヒトでの表現

型と異なること・胎生期にのみ存在するヒ

ト神経堤細胞を実験材料として入手困難で

あることなどから、ヒトにおける研究は進

んでいない。Hirschsprung 病類縁疾患は、

その希少性により原因を含めた疾患概念に

関するコンセンサスが十分に得られていな

いが、一部では Hirschsprung 病と類似した 

 

腸管神経系の発生異常が原因として考えら

れている。 

近年、疾患特異的 iPS 細胞を用いること

で、多くの疾患で発生段階における細胞機

能異常を再現することが可能となった。本

分担研究は、京都大学 iPS 細胞研究所・臨

床応用研究部門を中心として行っており、

疾患特異的 iPS 細胞を用いた疾患解析によ

り Hirschsprung 病および Hirschsprung 病

類縁疾患の病態解明を目指し、これらの難

病に対する新規治療法の開発を行うことを

目的としている。 

 

Ｂ．研究方法 

1) Hirschsprung 病家族例（父および娘、

娘の方がより重症）と非罹患家族（母）よ

りインフォームドコンセントを得て末梢血

を採取し、一部よりゲノム DNA を抽出した。

このゲノム DNA を用いてエキソームシーケ



 

ンス解析を行っている。 

2) 1)で採取した末梢血より、Lymphoprep

を用いて単核球を得た。それぞれに Oct3/4, 

Sox2, Klf4, L-Myc, Lin28, shp53 の 6 つ

の遺伝子をエピソーマルベクターで導入し、

iPS 細胞の樹立を行った。 

3) 樹立した iPS 細胞を、TGF-β阻害剤を含

む無血清培地を用いて背側神経上皮細胞へ

と分化誘導し、既知の神経堤表面マーカー

である CD271 陽性・CD49d 陽性の神経堤細

胞を FACS(fluorescence activated cell 

sorting)により分離した。 

4) 疾患特異的 iPS 細胞および健常コント

ロール iPS 細胞より分化誘導した神経堤細

胞の網羅的遺伝子発現解析を行っている

（マイクロアレイ）。また神経堤細胞の増殖

能や遊走能、神経堤細胞から神経細胞やグ

リア細胞への分化能を現在解析している。 

 

（倫理面への配慮） 

 すべての資料は書面にてインフォームド

コンセントを得て収集された資料である。

本研究の研究対象資料は、九州大学病院お

よび京都大学の臨床研究・遺伝子解析研究

に関する倫理委員会の承認を得て開始され

た。 

 

（倫理面への配慮） 

 本研究における病理診断は、関連法規を

遵守し、倫理委員会の承認を経た上で、検

体提供者への人権擁護、個人情報保護に細

心の注意を払って実施した。 

 

Ｃ．研究結果 

1) 患者 2名(70-HSR, 71-HSR)および非罹患

家族 1名(72-NOR)の末梢血よりゲノム DNA

を抽出し、エキソームシーケンス解析を現

在行っている。 

2) 同時に、採取した末梢血より分離した単

核球から iPS 細胞を樹立し（図 1）、それぞ

れ 10クローンずつ pick up して凍結保存し

た。樹立した iPS 細胞については、未分化

マーカーである Tra1-81, SSEA4, Nanog を

発現していること、導入された遺伝子

(transgene)の発現解析を行い各 transgene

が silencing されていることを確認した。 

3) 樹立した iPS 細胞を TGF-β阻害剤を含

む無血清培地を用いて 7 日間分化誘導した。

分化開始 7日目に、ほとんどの細胞は神経

堤細胞を含む背側神経上皮細胞へと分化し

た。フローサイトメトリーを用いて解析す

ると、神経堤細胞マーカーである CD271 陽

性・CD49d 陽性の細胞を認め、この細胞を

FACS により分離することができた（図 2）。 

分化効率（CD271 陽性かつ CD49d 陽性細

胞の割合）は疾患および健常人の間で差を

認めなかった（図 3）。 

4) 疾患特異的 iPS 細胞および健常コント

ロール iPS 細胞・ES 細胞それぞれより分化

誘導した神経堤細胞の網羅的遺伝子発現解

析を行っている。また、神経堤細胞の増殖

能・遊走能・分化能の評価を現在行ってい

る。 

 

図 1. 樹立した iPS 細胞 
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図 2. 分化誘導し分離した神経堤細胞 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3. iPS 細胞から神経堤細胞への分化誘

導効率 

 

 

 

 

 

 

 

                                                                                                                             

Ｄ．考察 

Hirschsprung 病および Hirschsprung 病

類縁疾患の疾患特異的 iPS 細胞を用いて病

態解明を目指し、これらの難病に対する新

規治療法の開発を行うことを目的とした研

究の１年目の研究を行った。 

疾患原因に関し、先行する研究によりあ

る程度の知見が集積している Hirschsprung

病をはじめに解析することとし、上記のよ

うに疾患特異的 iPS 細胞を樹立した。また、

iPS 細胞より比較的短期間で神経堤細胞を

分化誘導する方法を確立し、目的とする神

経堤細胞を FACS を用いて濃縮して得るこ

とが可能となった。 

Hirschsprung 病はおもに腸管神経系細胞

の前駆細胞である神経堤細胞の機能異常が

疾患原因と考えられており、今後 iPS 細胞

由来神経堤細胞について詳細な機能解析を

行うことで、疾患の原因や腸管神経系発生

に関する新たな知見が得られるものと考え

られる。今回は表現促進現象を有する家族

例より細胞採取を行った（父より娘が重症）

が、現在この 1家族に関して遺伝子解析を

網羅的に行っている。細胞機能解析と遺伝

子解析を併せて評価することで、従来の家

系解析や連鎖解析では解明することの出来

なかった「遺伝型と表現型の相関」を明ら

かにすることが期待される。 

 

Ｅ．結論 

本年度は本研究の目的遂行に向けた１年

目としての研究を行う事ができ、また次年

度の速やかな研究遂行のための準備を十分

に行うことができた。 
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globulin and Cyclosporine for 

fulminant aplastic anemia. 54th 

Annual Meeting of the AMERICAN 

SOCIETY of HEMATOLOGY, Dec8-11, 

2012, Atlanta 

16. Tomizawa D, Tawa A, Watanabe T, 

Saito A.M, Kudo K, Taga T, Iwamoto 

S, Shimada A, Terui K, Moritake H, 

Kinoshita A, Takahashi H, Nakayama 

H, Koh K, Kigasawa H, Kosaka Y, 

Miyachi H, Horibe K, Nakahata T, 

Adachi S. Appropriate dose 

modification in induction therapy 

is essential for the treatment of 

infants with acute myeloid 

leukemia; A report from the 

Japanese Pediatric 

Leukemia/Lymphoma Study Group 

(JPLSG). 54th Annual Meeting of the 

AMERICAN SOCIETY of HEMATOLOGY,  

Dec8-11, 2012, Atlanta 

17. Hasegawa D, Tawa A, Tomizawa D, 

Watanabe T, Saito A, Kudo K, Taga T, 

Iwamoto S, Shimada A, Terui K, 

Moritake H, Kinoshita A, Takahashi 

H, Nakayama H, Koh K, Kigasawa H, 

Kosaka Y, Miyachi H, Horibe K, 

Nakahata T, Adachi S. Attempts to 

optimize post-induction treatment 

in childhood acute myeloid leukemia 

without core binding factors: A 

report from the Japanese Pediatric 

Leukemia/Lymphoma Study Group 

(JPLSG). 54th Annual Meeting of the 

AMERICAN SOCIETY of HEMATOLOGY,  

Dec8-11, 2012, Atlanta  

 

国内学会（一般演題） 

18. 中畑 龍俊. 疾患特異的 iPS 細胞を用

いた難治性疾患の画期的診断・治療

法の開発に関する研究．（重点研究成

果発表） 平成 23 年度厚生労働省難

治性疾患克服研究推進事業研究成果

発表会「再生医療技術及び遺伝子治療

技術の難治性疾患治療への応用」 平

成 24 年 1月 14 日, 大阪 

19. 井澤 和司、土方 敦司、西小森 隆太、

小原 収、田中 尚子、河合 朋樹、八

角 高裕、斎藤 潤、中畑 龍俊、平家 

俊男. 次世代シーケンサーによる

NLRP3体制モザイクの診断．第115回

日本小児科学会学術集会 平成 24 年

4月 20-22 日, 福岡 

20. 石田 宏之、今井 耕輔、本間 健一、

田村 真一、今村 俊彦、斎藤 潤、大

嶋 宏一、伊藤 雅文、中畑 龍俊、

野々山 恵章. 白血球減少、骨髄異形

成とリンパ浮腫を呈する GATA-2 異常．

第 115 回日本小児科学会学術集会 

平成 24 年 4月 20-22 日, 福岡 

21. 川村 晃久、十河 孝浩、上辻 麻子、

加藤 格、長谷川 浩二、戎家 美紀、

西田 栄介、中畑 龍俊. 表面マーカ

ーによる初期化成功予測因子の解析．

第 33 回日本炎症・再生医学会 平成

24 年 7月 5-6 日, 福岡 



 

22. 川村 晃久、十河 孝浩、尾野 亘、加

藤 格、長谷川 浩二、中畑 龍俊. 初

期化誘導過程で出現する心筋前駆様

細胞を用いた安全かつ効率的な心筋

再生療法の確立．第 33 回日本炎症・

再生医学会 平成 24 年 7月 5-6 日, 

福岡 

23. 井澤 和司、西小森 隆太、吉岡 耕平、

斉藤 潤、中畑 龍俊、平家 俊男. 

CINCA症候群におけるNLRP3体細胞モ

ザイク変異．第 33 回日本炎症・再生

医学会 平成 24 年 7月 5-6 日, 福岡 

24. 本田 裕子、土田 昌宏、増永 敦子、

吉見 礼美、小島 勢二、伊藤 雅文、

菊池 陽、中畑 龍俊、真部 淳：経過

中に急性転化した JMML23 例の検討；

MDS委員会のデータベースから（口演） 

第 54 回日本小児血液・がん学会学術

集会 平成 24 年 11 月 30-12 月 2 日, 

横浜 

25. 才田 聡、渡邉 健一郎、佐藤 亜以子、

照井 君典、吉田 健一、奥野 友介、

土岐 力、王汝 南、白石 友一、宮野 

悟、加藤 格、森嶋 達也、梅田 雄嗣、

平松 英文、藤野 寿典、足立 壮一、

丹羽 明、中畑 龍俊、伊藤 悦朗、小

川 誠司、平家 俊男. NOG マウスを用

いた TAM の病態解析（口演） 第 54

回日本小児血液・がん学会学術集会 

平成 24 年 11 月 30-12 月 2 日, 横浜 

26. Hasegawa D, Chen X-j, Hirabayashi S, 

Ishida Y, Watanabe S, Zaike Y, 

Tsuchida M, Masunaga A, Yoshimi A, 

Hama A, Kojima S, Ito M, Nakahata T, 

Manabe A. Treatment outcome of 

refractory cytopenia of 

childhood(RCC):A prospective 

registration through the Japanese 

Society of Pediatric 

Hematology/Oncology(JSPHO) 

between 1999 and 2008.(ﾜｰｸｼｮｯﾌﾟ) 

第 54 回日本小児血液・がん学会学術

集会 平成 24 年 11 月 30-12 月 2 日, 

横浜 

27. Yagasaki H, Shichino H, Ohara A, 

Kudo K, Tsuchida M, Kobayashi R, Ito 

E, Watanabe K, Kikuchi A, Morimoto 

A, Yabe H, Ohga S, Nakahata T, 

Kojima S on behalf of Japanese 

Childhood Aplastic Amemia Study 

Group: Outcome of 

Immunousuppressive therapy in 

children with fulminant aplastic 

anemia. (ﾜｰｸｼｮｯﾌﾟ) 第 54回日本小児

血液・がん学会学術集会 平成 24 年

11 月 30-12 月 2 日, 横浜 

28. 柳町 昌克、丹羽 明、田中 孝之、村

田 祐樹、八角 高裕、金澤 伸雄、平

家 俊男、中畑 龍俊、斎藤 潤. iPS

細胞から単球・樹状細胞の分化誘導

と疾患iPS細胞研究への応用．第5回

自己炎症疾患研究会 平成 24 年 7月

6日, 福岡 

 

その他、専門医、一般医等医療従事者への

情報提供（シンポジウムの開催、講演等で

の発表） 

29. 中畑 龍俊. 患者さんから樹立する

iPS細胞を用いた今後の小児医療．第

8回医学生・若手医師のための小児科

診療最前線 平成24年6月23日 北

野病院５F(きたのホール) 



 

30. 中畑 龍俊. iPS 細胞を用いた今後の

医療の可能性．第 23 回小児科血液セ

ミナー 平成 24 年 7月 19 日, 広島 

31. 中畑 龍俊. iPS 細胞を用いた今後の

医療の可能性．第 7回信州肝胆膵外

科先端医療研究会 平成 24 年 11 月

17 日, 松本 

32. 中畑 龍俊. 患者さんから作成する

iPS細胞を用いた今後の医療．第6回

高知県血液・細胞治療研究会 平成

24 年 12 月 15 日, 高知 

 

患者、家族、患者会や一般市民への情報提

供（シンポジウムの開催、講演等での発表、

マスコミでの発表など） 

33. 中畑 龍俊. 小児の難治性血液疾患と

iPS細胞．再生つばさの会大阪医療講

演会／相談会 平成 24 年 3月 10 日 

エルおおさか（大阪府立労働センタ

ー） 

34. 中畑 龍俊. 難治性血液疾患と iPS 細

胞．再生つばさの会（再生不良性貧血、

骨髄異形成症候群、発作性夜間ヘモ

グロビン素尿症患者・家族の会）「横

浜医療講演会」 平成 24 年 9月 8日 

神奈川県総合薬事保健センター 

35. 中畑 龍俊. iPS 細胞の今とこれから．

第一回市民公開講座「iPS 細胞こんに

ちは！～さい帯血は生命のお母さん

～」 平成 24 年 11 月 29 日, 東京 

 

Ｇ．知的財産権の出願・登録状況 

1. 特許取得 なし 

2. 実用新案登録 なし 

3．その他 なし 


