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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。 

 

研究協力者 

桐野 浩輔 

（京都大学iPS細胞研究所 

 大学院特別研究学生） 

 

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末梢血を採取

した。得られた末梢血より単核球を分離 

し、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。 

2) 原因遺伝子の抽出を目的とし、採取した末

梢血よりゲノムDNAを抽出してエキソー

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。 

3) ヒトiPS細胞をTGF-β阻害薬を含む無血清

培地を用いて分化誘導し、CD271および

CD49d陽性の神経堤細胞をFACSにより分

離した。 

4) 分離・濃縮した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・グリア細胞への分化能を確認した。 

5) 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) 患者2名(70-HSR: 娘, 71-HSR: 父)および非

罹患家族1名(72-NOR: 母)より採取した末

梢血よりLymphoprepを用いて単核球を分

離し、Oct3/4, Sox2, Klf4, L-Myc, Lin28, 

shp53の6つの遺伝子を導入した。遺伝子導

入にはエレクトロポレーション法を用い 

た。SNL feeder細胞上で4週間培養を行 

い、iPS細胞を得た(図1)。得られたiPS細胞

は、未分化細胞マーカーの発現および

transgeneのsilencingを確認した。 

   

  70-HSR        71-HSR      72-NOR 

図1. 樹立したiPS細胞 

 

2) 採取した末梢血よりゲノム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2)。 

 

図2. 同定されたRET遺伝子の変異 

 

3) 樹立した iPS細胞をTGF-β阻害剤(SB43 

1542)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。免疫染色により



神経堤細胞マーカーであるNestinおよび

AP2αの発現を確認した(図3)。分化効率

(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4）。 

 

図3. 分化誘導した神経堤細胞 

Nestin:緑,AP2α:赤,DAPI:青 

 

図4. 神経堤細胞の分化誘導効率 

 

4) iPS細胞より分化誘導した神経堤細胞を、

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5)。 

 

図5. 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 

 

5) 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6)。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7)。 

 

 
図6. 神経堤細胞のRET発現誘導 

 

  

GDNF添加なし GDNF100ng/mL添加 

図7. RET陽性神経堤細胞の遊走能解析 

 

Ｄ．考察 

Hirschsprung病およびHirschsprung病類縁疾患

の病態解明を目指した研究を行うにあたり、疾

患原因に関する知見がある程度集積している

Hirschsprung病の解析を優先することとし、上

述のように疾患特異的iPS細胞を樹立した。ま

た、ヒトiPS細胞を比較的短期間で神経堤細胞

を分化誘導し、分離することが可能となった。 



これまでに神経堤細胞の分化能および遊走能

を評価する解析系を立ち上げたが、今後はこれ

らの解析系を用いて疾患とコントロールiPS由

来神経堤細胞の機能評価・比較検討を行ってい

く。 

また今回は表現促進現象を有する家族例（父

より娘が重症）から細胞検体の採取を行った。

この家族例において父子に共通するRET遺伝子

の変異が同定されたが、表現促進現象にはこれ

とは別に何らかのmodifierの存在が示唆される。

今後予定している細胞機能解析と網羅的遺伝子

解析(エキソーム解析)を総合することで、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 

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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support hematopoietic progenitors. 10th 

Annual Meeting of International Society for 

Stem Cell Research (ISSCR), June13-16,2012, 

Pacifico Yokohama,Yokohama, Japan. 

9. Morishima T, Watanabe K, Niwa A, Tanaka T, 

Saida S, Kato I, Umeda K, Hiramatsu H, 

Matsubara K, Adachi S, Nakahata T, Heike T: 

Induced pluripotent stem cell model of severe 

congenital neutropenia with HAX1 gene 

deficiency. 10th Annual Meeting of 

International Society for Stem Cell Research 

(ISSCR), June13-16,2012, Pacifico Yokohama, 

Yoko hama, Japan. 

10. Yokoyama K, Ikeya M, Nasu A, Tanaka T, 

Saito M, Umeda K, Nishikomori R, Nakahata 

T, Heike T, Toguchida J: Understanding the 

pathology of the arthropathy in chronic 

infantile neurological cutaneous and articular 

syndrome by using iPS cells technology. 10th 

Annual Meeting of International Society for 

Stem Cell Research (ISSCR), June13-16,2012, 

Pacifico Yokohama, Yokohama, Japan. 

11. Tanaka T, Saito MK., Takahashi K, Yamanaka 

S, Nakahata T: Induced pluripotent stem cells 

from CINCA syndrome patients as a model for 

dissecting somatic mosaicism and drug 

discovery. 10th Annual Meeting of 

International Society for Stem Cell Research 

(ISSCR), June13-16,2012, Pacifico Yokohama, 

Yoko hama, Japan. 

12. Manabe A, Kikuchi A, Kojima S, Tsuchida M, 

Hayashi Y, Koike K, Ohara A, Ishii E, 

Komada Y, Nakahata T: Long-term follow-up 

of more than 545 chilren with myelodysplastic 

syndrome (MDS) and myeloproliferative 

neoplasms(MPN). VI Internatonal Symposium 

on Myelodysplastic Syndoromes and Bone 

Marrow Failures in Childhood, November 7-9, 

2012,  Prague 

13. Honda Y, Tsuchida M, Masunaga A, Yoshimi 

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

Manabe A: Clinic characteristics of 23 

children with juvenile myelomonocytic 

leukemia who developed blast crisis: MDS 

Committee of LSPHO. VI Internatonal 

Symposium on Myelodysplastic Syndoromes 

and Bone Marrow Failures in Childhood, 

November 7-9, 2012,  Prague 

14. 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 67 cases with refractory cytopenia 

of childhood(RCC): A Prostective Registration 



Through The Japanese Society of Pediatric 

Hematology/Oncology(JSPHO). VI Internatonal 

Symposium on Myelodysplastic Syndoro mes 

and Bone Marrow Failures in Childhood, 

November 7-9, 2012, Prague 

15. Suzuki N., Hira A., Niwa A., Matsuo K., 

Takata M., Yabe M., Nakahata T., Saito M.: 

Mesodermal development from reprogrammed 

Fanconi anemia cells is affected by ALDH2 

enzymatic activity. 11th Annual Meeting of 

international Society for Stem Cell Research 

(ISSCR). 7/12-7/15, Boston, MA, USA. 

16. Yoshida M., Kitaoka S., Yamane M., Tsukita 

K., Inoue H., Saito M., Nakahata T.: Spinal 

moter neurons generated from induced 

pluripotent stem cells derived from spinal 

muscular atrophy patients failed to cluster 

acetylcholine receptors at the neuromuscular 

junctions. 11th Annual Meeting of international 

Society for Stem Cell Research (ISSCR). 

7/12-7/15, Boston, MA, USA. 

 

国内学会（一般演題） 

15. 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」

2012年1月14日 大阪国際会議場 

16.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 2012年4月20-

22日（21日）福岡国際会議場 福岡市（口

演） 

17. 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 

2012年4月20-22日（21日）福岡国際会議場 

福岡市（口演） 

18. 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 

2012年7月5-6日（5日）ホテル日航福岡 

19. 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 2012年7月5-6日（5日）

ホテル日航福岡） 

20. 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 2012年7月5-6日

（5日）ホテル日航福岡 

21. 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 2012年11月30-12月2日

（11/30）パシフィコ横浜会議センター 

22. 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 2012年11月30-

12月2日（12/2）パシフィコ横浜会議セン

ター 

23. 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 2012年11月 30-12月 2日

（12/2）パシフィコ横浜会議センター 

24. 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 2012年11月30-12月2日（12/2）パ

シフィコ横浜会議センター 

25. 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 2012年7月6日 

福岡朝日ビル 

 

・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） 

1. 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 2012

年6月23日 北野病院５F(きたのホール) 

2. 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2012年

7月19日 広島大学病院 

3. 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 2012年11月17日 ホテルブエナビス

タ（松本市） 

4. 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 2012年12月15日 高知大

学医学部附属病院臨床講義棟（南国市） 

 

・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） 

1. 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 2012年3月10日 エルおおさか（大阪

府立労働センター） 

2. 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」2012

年9月8日 神奈川県総合薬事保健センター 

3. 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～」2012年11月

29日 よみうりホール（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 


