




様式第８号                                 № １  

学  位  論  文  要  旨 

 

 

 

氏名  小川 雄大     

 

 

論 文 題 目 

 Label-free detection of human enteric nerve system using Raman spectroscopy:          

A pilot study for diagnosis of Hirschsprung disease                                              

ラマン分光分析による腸管壁内神経叢の同定：ヒルシュスプルング病術中診断への応用に関する研究                                    

 

要     旨 

【緒言】ヒルシュスプルング病(HSCR)は、腸管壁内神経叢(ENS)の先天的欠如が原因となり、腸管の

蠕動障害が起こる小児の代表的な消化管機能異常疾患であり、肛門から連続する無神経節腸管の切除が

根治術として施行される。切除腸管範囲の決定には無神経節腸管の領域を正確に判定する必要があり、

術中迅速病理診断が用いられているが、正確な切除ライン決定には不十分な場合があり、無神経節腸管

の残存が引き起こす腸炎や排便障害による再手術が問題となっている。この課題に関して、術中に腸管

壁内神経を可視化もしくは非侵襲的に同定することができれば、切除ライン決定に大きな役割を果たす

ことが期待される。近年、外科領域において可視・近赤外光を利用した生体の非・低侵襲診断技術の開

発が盛んに行われているが、蛍光造影剤や光感受性物質の投与が必要となるため臨床応用の範囲が限定

されている。そこで、本研究では無染色で癌細胞や神経組織の同定が可能であるラマン分光法に着目し

た。これまでラマン分光法においては、末梢神経の同定は可能である報告がされているが、ヒトの検体

を用いた腸管壁内神経叢の同定に関する報告はない。本研究は、ラマン分光法を用いて非侵襲的にヒト

ENSを同定する技術を確立することを目的とし、HSCR診断への応用についても検討した。          
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【方法】まず、直腸癌手術の切除標本のうち正常腸管のラマン分光分析を行った。マイクロスライサー 

を用いた 100μmの腸管壁各層の切片を作成し、粘膜、粘膜下層、筋層および漿膜に分離してレーザー

ラマン顕微鏡を用いて各組織のラマンスペクトルの計測を行った。測定された各組織のラマンスペクト

ルの平均化処理を行い組織間の比較を行った。次に、マイクロスライサー切片における壁内神経叢（ア

ウエルバッハ神経叢）の位置を同定するため、二光子顕微鏡を用いて神経節細胞を可視化し、アウエル

バッハ神経叢ラマンスペクトルの同定を試みた。スペクトル平均化および主成分分析（PCA）によって、

神経節細胞およびその周囲の筋層との判別分析を行った。さらに、HSCR手術検体のパラフィン包埋切

片を用いて、筋層と筋層間のラマンスペクトルを測定した。 

【結果】ラマン分光分析により、腸管壁内構造の各層に特徴的なラマンスペクトルを検出することがで

きた。粘膜は細胞が密に存在することから核酸を表すスペクトルが検出され、粘膜下層では結合組織、

脂肪および粘膜筋板の筋繊維のスペクトルが検出された。筋層は蛋白質特有のスペクトルが検出され、

漿膜は結合組織特有のスペクトルが強く検出された。アウエルバッハ神経叢のスペクトルは神経節細胞

の密度の関係から粘膜と類似のスペクトルを示したが、PCAによって隣接する筋繊維との判別も可能で

あった。また、HSCR手術検体における筋層間のラマンスペクトルはコラーゲンに関連したピークを持

ったスペクトルが検出され、アウエルバッハ神経叢を表すスペクトルは検出されなかった。                

【考察】HSCR の無神経節腸管は外来神経繊維の増生が特徴的である。つまり、ENS にある神経節細

胞を同定することが出来れば、正常腸管と無神経節腸管の判別が可能であると考えられる。本研究にお

いて、筋層間にある神経節細胞を同定できたことにより、ラマン分光法が非侵襲的にヒト ENS を同定

可能であることが証明された。今後の課題として、HSCRの手術検体におけるラマンスペクトルデータ

の蓄積と術中診断に応用可能なデバイスの開発を行う必要がある。                                                                                      

【結論】ラマン分光法を用いることにより、腸管壁内構造の各層のスペクトル判別を行うことができ、

さらにはアウエルバッハ神経叢の同定にも成功した。この低侵襲手技により、術中無神経叢領域を同定

することで HSCR診断への臨床応用が可能になることが示唆された。                                              

                                               


