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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。 

今回我々は、Hirschspurung病患者末梢血より疾患特異的iPS細胞を樹立し、iPS細胞を神経堤

細胞・さらには末梢神経およびグリア細胞へと分化誘導する分化系を確立した。 

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。 
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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。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

して手に入れることが困難であることなどか 

ら、ヒトにおける疾患解析は進んでいない。 

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、Hirschsprung病およびHirschsprung

病類縁疾患の疾患特異的をiPS細胞を用いた疾

患解析を行い、腸管神経系細胞の発生異常であ

るHirschsprung病の疾患モデルを作成し、病態

や遺伝型と表現型の相関などに関する新たな知

見を得ることを目的とする。 

 

Ｂ．研究方法 



1) Hirschsprung病家族例（父・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採取した末梢

血（平成24年度に採取）より、ゲノム

DNAを抽出した。原因遺伝子の抽出を目

的とし、エキソーム解析を行った。解析用

ツールとして、参照配列へのマッピングに

はBWA(Burrows-Wheeler Aligner)を、一塩

基変異および欠失/挿入変異のコールには

GATK(The Genome Analysis Toolkit)を用い

た。 

2) ヒトiPS細胞を神経堤細胞へと分化誘導 

し、CD271およびCD49d陽性の神経堤細胞

をFACSにより分離・濃縮した。このヒト

iPS細胞由来神経堤細胞を用いてsphereを作

成、培養することで神経細胞・グリア細胞

へ分化することを確認した。 

3) 神経堤細胞をレチノイン酸で刺激すること

でRETを発現誘導し、RETのリガンドであ

るGDNFを添加した培地で培養し遊走能を

比較した。 

 

（倫理面への配慮） 

本研究は、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。 

また、すべての試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。 

 

Ｃ．研究結果 

1) ゲノムDNAを抽出し、エキソーム解析を

行った。過去に論文での報告のあるRET遺

伝子のヘテロ接合ナンセンス変異

(c.C538T:p.R180X)が罹患者である父・娘

に同定された。同定された変異を、ゲノム

DNAをPCRで増幅後に直接シーケンス法に

て再解析した(図1)。 

 
図1．同定されたRET遺伝子の変異 

 

2) iPS細胞をTGF-β阻害剤(SB431542)を含む

無血清培地を用いて7日間分化誘導した。

神経堤細胞を含む細胞集団をフローサイト

メトリーを用いて解析し、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。 

この神経堤細胞を、神経栄養因子(GDNF, 

BDNF, NGF)を添加した無血清培地で培養

し、末梢神経およびグリア細胞を誘導した。

免疫染色により末梢神経マーカーである

PeripherinおよびTuj1、グリア細胞マー

カーであるGFAPの発現を確認した(図2)。 

 

図2．末梢神経細胞およびグリア細胞 

左:末梢神経細胞 Tuj1:緑,Peripherin:赤,DAPI:青 

右:グリア細胞 GFPA:赤,DAPI:青 

 

3) 神経堤細胞をレチノイン酸(all-trans型)で

48時間刺激し、RETの発現誘導を行った

(図3)。このRET陽性神経堤細胞を用いて遊

走能解析を行った。RETのリガンドである

GDNFを添加することにより、神経堤細胞

の遊走が促進された(図4)。 



 
図3．神経堤細胞のRET発現誘導 

 

 

 

 GDNF添加なし GDNF100ng/mL添加 

図4．RET陽性神経堤細胞の遊走能解析 

 

Ｄ．考察 

平成24年度に引き続き、疾患特異的iPS細胞

を用いたHirschsprung病の解析を行った。本年

は以下の成果が得られた。 

①樹立したHirschsprung病家族例のエキソーム解

析を行い、疾患に関与すると思われるRET遺

伝子のヘテロ接合ナンセンス変異を同定した。 

②ヒトiPS細胞由来神経堤細胞が神経細胞・グ

リア細胞に分化することを確認した。 

③ヒトiPS細胞由来神経堤細胞では、レチノイ

ン酸刺激によりRETが発現誘導された。また

RET陽性神経堤細胞はそのリガンドである

GDNFの存在により遊走が促進された。 

今後、解析系をより洗練することで、

Hirschsprung病モデルを確立することが期待で

きる。 

 

Ｅ．結論 

疾患特異的iPS細胞を用いることにより、こ

れまで困難であったヒト神経堤細胞の機能異常

を解析することが可能となった。神経堤細胞に

由来する腸管神経系の発生、および腸管神経系

の発生異常に起因する Hirschsprugn 病や

Hirschsprung病類縁疾患といった疾患の病態に

ついては不明な点が多い。本研究はこれらの疾

患原因を解明する糸口になると考えた。 
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