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研究成果の概要（和文）：神経の光るマウス腸管切離吻合モデルで、クエン酸モサプリド(MOS)により5-HT4受容
体を活性化して再生・新生が促進された壁内神経を２光子励起顕微鏡のin vivoイメージングで生きたまま形態
学的 に評価した。加えて、胎児中枢神経由来の神経幹細胞移植を行い、移植細胞（赤色蛍光）がホスト細胞
（黄緑色蛍光 ）と同様に腸管切離吻合部に移動して神経細胞に分化するのも同様に評価した。 
神経細胞活動の強さに応じて光るトランスジェニックマウスの腸管壁内神経細胞のin vivoカルシウムイメージ
ングには成功したが、Thy1-ChR2-EYFPマウスの腸管壁内神経細胞の光刺激では、明確な効果は得られていない。

研究成果の概要（英文）：The reconstruct of impaired enteric neural circuits at the thick granulation
 tissue at anastomosis in small intestine of H-line: Thy1 promoter GFP mouse was observed by 
two-photon microscopy  a week after drinking a 5-HT4-receptor agonist, mosapride citrate (MOS) 100 
microM solution.
In Thy1-promoter YFP mouse after gut transection and anastomosis, the fetal brain-derived neural 
stem cells (NSC) with red fluorescent cell linker were transplanted from the tail vein. 5-HT4 
receptor-mediated facilitation of neurogenesis was confirmed by clear three-dimensional in vivo 
imaging of newborn enteric neurons generated from enteric neural progenitors (host NSC; green 
fluorescence) and those from transplant NSC (red fluorescence). The facilitating effect of MOS and 
the distribution of new neurons were similar between the transplant and host NSC. Finally, though 
preliminary, we succeeded in in vivo Ca2+ imaging of myenteric neuronal activity in the normal ileum
 of Thy1-G6-mCherry transgenic mouse.

研究分野：生理学
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様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通）	

１．研究開始当初の背景	
(1) 本申請者は、1980 年代から排便機構に
おける神経生理学的制御機構の解明を
進めてきた。一方、消化器外科との連携
のもと、下部直腸癌術後患者の術後排便
障害をきたす要因は手術操作に伴う神
経損傷であると考え、その原因を究明し
てきた。このような研究に対し一流雑誌
の査読者から、「この実験系は世界で比
類を見ないものである」という評価を受
けている。	

(2) 本研究の課題である腸管（直腸）切離吻
合術後失われた排便機能の完全な早期
回復を目指すには「吻合部を跨いだ口側
と肛門側直腸の生理的な機能の連続性
をいかに回復させるか」がキーポイント
になる。直腸切離吻合モデルの研究は本
申請者のグループが世界で初めてであ
り、このモデルを用いて「損傷された腸
壁内神経系が 8週間で再生すること」を
明らかにしている	(AJP	GI	Physiol.	
294:	G1084,2008)。	

(3)損傷された腸壁内神経系の再生を促進す
るために、BDNF の局所持続投与を試みた。
BDNF 局所持続投与の着想に至った経緯
は、本申請者が、マウス胚性幹(ES)細胞
から胚様体を形成する時期に BDNF を 1
週間作用させて、生理的に機能する壁内
神経系を有する腸管様細胞塊を作るの
に成功した特筆すべき研究成果	(Stem	
Cells	24:	1414-1422,2006;	特許公開終
了:	特開 2006-239169)に基づくもので
ある。その結果、BDNF の直腸切離吻合部
局所持続投与により損傷された壁内神
経の再生を促進できた。すなわち、「術
後 2週間で、排便反射の回復と吻合部を	
跨いだ腸壁内神経系の再生が起こった」	
(AJP	GI	Physiol.	294:	G1084-1093,	2008)。
この成果は日本経済新聞にも掲載され
臨床現場の外科医から賞賛の手紙を受
け取るなど、大きな反響を呼んだ。	

(4)	しかし、BDNF は、吻合部位に炎症反応
を惹起し、さらに直腸癌の転移を増強す
るという臨床適応には致命的な欠陥が
見つかった。そこで、申請者らは、排便
反射を促進する作用を有する低分子化
合物である 5-HT4受容体刺激薬、クエン
酸モサプリド（MOS）(AJP	GI	Physiol	285:	
G389-395,	2003;	289:	G351-360,	2005）が
腸壁内神経系再生･新生促進作用（クエ
ン酸モサプリド用途特許 5089556 号；
IUPS	 2009	 P4 	 PM-12-55;	 Neurogastro-	

enterol.	Motil.	22:	806-814,	2010；	BBRC	

406:	529-533,	2011;	AJP	GI	Physiol	302:	

G588-597,	2012）を有することを世界で初
めて発見した。	

(5)	さらに腸管切離吻合モデルの肉芽組織
で MOSにより再生・新生した壁内神経
系やそのネットワークを２光子励起顕
微鏡による in	vivo イメージングにより

生きたまま形態学的に評価するシステ
ムを、生理学研究所鍋倉教授との共同研
究で、まず既存の神経の光るトランスジ
ェニックマウスを使って確立した（PLoS	
ONE	8(1):	e54814,	2013）。この研究によ
り今まで見えなかった肉芽組織に再
生・新生した壁内神経系を	GFP蛍光で見
る事ができた。	

２．研究の目的	
申請者らが排便反射を促進する作用を発見
した低分子化合物 5-HT4刺激薬、MOSを腸
壁内神経系再生促進剤として用途特許
（5089556号）を平成24年12月に取得した。
そこで、多領域にわたる神経の再生・新生
作用の可能性とそのメカニズムを明らかに
し、その制御の可能性を可能にするための
基盤となるエビデンスを得て、神経障害に
起因する様々な障害事象で難渋している患
者に資することを目的とする。まず、直腸
癌切除手術後を想定した腸管切離吻合モデ
ルで MOS により再生・新生した壁内神経
系の性質やそのネットワークの生理的機能
を２光子励起顕微鏡や共焦点顕微鏡による
in	vivo イメージングにより生きたまま生
理学的に評価するシステムを、埼玉大学中
井教授との共同研究で、刺激に応答して光
る腸管神経を発現したトランスジェニック
マウスを使って確立する。	
３．研究の方法	
(1)	初年度に、埼玉大学中井教授との共同研
究で神経活動に応じて神経が光るトラン
スジェニックマウス（Thy1-G6-mCherry	TG	
マウス）を使用して、in	vivoイメージン
グにより生理学的に評価するシステムを
確立する。MOSを飲水投与して再生・新
生した腸壁内神経系を機械的刺激や薬物
投与により刺激して生理的応答が得られ
るかどうかを調べる事により再生・新生し
た腸壁内神経が生理機能を果たしうるか
どうかを究める。	

(2)	次年度以降は、光遺伝学を応用するため
腸壁内神経にチャネルロドプシンやアー
キオロドプシンを発現する Thy1-G6-	
mCherry	TG	マウスを作成し吻合部の口側
または肛門側に光を当てて刺激して再
生・新生した腸壁内神経系の応答を調べる。	

(3)	並行して高齢者における腸壁内神経細胞
の減少、脊髄損傷、糖尿病における末梢神
経障害、味覚障害など多領域にわたる神経
障害に対するMOSの神経再生・新生作用
による治癒効果やそのメカニズムの解明
を基礎研究にて明らかにし、その制御の基
盤となるエビデンスを得ることを目的と
する。	

４．研究成果	
(1)	Ca2+イメージングを用いた再生・新生し
た腸管神経機構の生理学機能の in vivo
可視化解析（於奈良医大総合研究棟） 
Thy1-G6-2A-mCherry transgenic mouse
をイソフルレン吸入麻酔下で開腹し、無傷



の回腸を観察チャンバーに固定して倒立
共焦点顕微鏡下で、Ca2+イメージングを
Time スキャンで行った。自発活動、なら
びに神経節刺激薬を注腸してその口側部
位あるいは肛門側部位の回腸壁の神経細
胞の Ca2+イメージングを行い、細胞内
Ca2+ 濃 度 の増 加を GFP 緑 色蛍 光
/mCherry 赤色蛍光の比率の増加で検出
した。無傷の薄い腸では、十分神経細胞お
よび神経線維の反応が記録できた。そこで、
無処置群として腸管切離吻合モデルマウ
ス（３匹）と 5-HT4 受容体刺激薬クエン
酸モサプリド(MOS)を飲ませた群（４匹）
を２週間飼育して、吻合部を挟んだ回腸を
観察チャンバーに固定して倒立共焦点顕
微鏡下で、Ca2+イメージングを Time ス
キャンで行った。神経節刺激薬を注腸して
吻合部を越えてその口側部位の回腸壁の
神経細胞の Ca2+イメージングを行い、細
胞内 Ca2+濃度反応が起こるかどうかを検
討した。無処置群では反応する細胞は検出
できず、MOSを飲ませた群では４匹中３
匹のマウスで夫々複数の反応する神経細
胞を検出できた。すわなち、完全ではない
が、MOSを飲ませた群では吻合部をまた
いで神経の再生が起こり、反応を検出でき
たと考えられる。 

(2) 腸管神経叢	(MP & SP)の in vivoカルシ
ウムイメージング	（於埼玉大学中井研究
室）	

① イメージング方法の確立	
本科研費で購入した「吸引により小腸を固
定する器具」を用いて、腸管神経叢を対物
レンズの下にイメージング可能な程度に
固定することに成功した(図１)。	
Thy1-G6-2A-mCherry	transgenic	mouse を
ウレタン（1−1.5g/kg）の腹腔内投与で麻
酔し、腹部正中を切開して引き出した小腸
を固定具のチャンバー内に入れた。その後、
カバーガラスをかけてチャンバー内の空
気を吸引し、腸をカバーガラスに押し付け
た	(図１a,b)。薬液投与用のチューブもこ
の時にチャンバーにセットした。マウスは
固定具ごと顕微鏡の対物レンズ下に置き
イメージングを行った。イメージングの間、
動物の体温は保温パッドを用いて 37℃に
維持した。二光子イメージングおよび共焦
点イメージングは、16 倍の水浸対物レン
ズ(Nikon	LWD16xW,	NA	0.8)を備えたニコ
ン正立型多光子レーザー顕微鏡A1MP	dual
で行った。488nm と 561nmの二波長励起に
よる一光子共焦点イメージング(以下
Conf)により画像の取得は毎秒 15－30 枚
の速度で行った。	

② 腸管神経叢	(MP & SP)の自発活動のイメ
ージング(図２)	
比較的大型で丸い形状をもち MP そのも
のに含まれる神経細胞群（図	２aの細胞	
1-4）は、G-CaMP6 の蛍光強度の変化を
ほとんど示さなかった（図	２b-c）。対照	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

的に、MP近傍で多足を伸ばす小型の神経
細胞（同細胞 5）、MP から離れて存在す
る小型の神経細胞（同細胞 6-8）、MP 外
にあって輪走筋層（CM）内へと伸びる線
維（同 9-12）、縦走筋層（LM）内の線維
（同 13-16）では自発的カルシウム応答が
比較的高頻度に見られた（図	２b-c）。	

	

	

	

	

	

	

	

	
③ セロトニン投与に対するカルシウム応答
のイメージング（図３)	

図１	
a:	実験の模式図。小腸は陰圧でカバーガラスに押し付けられて
平面状になっている。薬液は、チャンバー底の穴からチャンバ
ー内へと通じているプラスチックチューブを介してチャンバ

ー内に放出される。b:ウインドウを上から見た様子。c:小腸の
構造の模式図と各部の名称。（茂木ら	 論文準備中）	

図２	 MP における自発神経活動	

a,	蛍光強度変化を測定した細胞。異なる色のラベルは異なる細

胞タイプを示す。	赤：アウエルバッハ神経叢（MP）の比較的大
型で丸い形状をもつ神経細胞(1-4)、茶：散在性の小型神経細胞	
(MP 近傍の多足神経(5)と MP 内外に散在する神経(6,7,8))、緑：

輪走筋層(CM)の神経線維(9-12)、青：縦走筋層(LM)の神経線維
(13-16)。b,	カルシウムイメージングで得られた画像の例。上
段は G-CaMP6 の蛍光画像、中段は mCherry の蛍光画像。下段は

G-CaMP6 蛍光と mCherry 蛍光の比を表す画像を示す。矢頭はカル
シウム応答のあった細胞の例を示す。c,	各細胞における
G-CaMP6 と mCherry の蛍光強度比の時間変化。B は画像全体の平

均を示す。（茂木ら	 論文準備中）	



セロトニン（5-HT, 10 µM）を 15秒間局
所投与したときのカルシウム応答を観察
した。セロトニン投与により、MP近傍で
多足を伸ばす小型神経細胞（図３aの細胞
４，５）、および CMに散在する神経細胞
（同細胞６，７）で特にカルシウム応答の
頻度が上昇した(図３a-c)。対象として投
与した PBS では、カルシウム応答の亢進は
見られなかった。	

(3)	腸管神経の光刺激実験 

①	方法	
Thy1 プロモーター下に EYFP 融合 ChR2 を
発現する Thy1-ChR2-EYFP マウス（オス約
4.5 ヶ月令）腸管神経叢の光刺激の実験を
行なった。ウレタン麻酔下（1-1.5g/kg）
に小腸を引き出して吸引固定し、488nm の
励起レーザー光を用いて共焦点顕微鏡で
EYFP 像をイメージングした。Z軸方向に深
さを変えて、主に MP の大型のニューロ
ンに EYFP が発現していることを確認した
（図 4c）。	MP の散在性の小型ニューロ
ンや、マイスナー神経叢のニューロンには
EYFP の発現が観察されなかった(図 4e)こ
とから、同じ Thy1 プロモーターを用いて
も、カルシウムイメージング用の
Thy1-G-CaMP6-mCherry マウスとはトラン
スジーンの発現パターンが異なる。	
続いて、MPの EYFP 発現ニューロンを共
焦点顕微鏡でイメージングしながら、ChR2

を光刺激した。まず 10～30 秒間のベース
ラインのイメージングを行った後、直ちに
視野全体に440nmの光を5～10秒間連続的
に照射した。その後 20～50 秒間、刺激後
の腸の変化をイメージングした。	
刺激光の光源は水銀ランプを用い、減光用
の ND フィルターは用いずに最も強い光の
強度で刺激した。刺激中もイメージングは
継続した。対照実験は刺激光をブロックし
て腸に照射しない条件で行った。	
G-CaMP6 と ChR2 のダブルトランスジェニ
ックマウス（最終的な目標）ではないので
光刺激の効果は腸管の動きで評価した。	

②結果	
光刺激中および刺激後において腸管の動
きの亢進や抑制は見られなかった。対照実
験の結果と比較しても違いは見られなか
った。実験は 4つの異なる視野で行ったが、
いずれも光刺激に伴う腸の動きの変化は
見られなかった。	

③	今後の方針	
ChR2 の光刺激の条件は、線虫を用いてカ
ルシウムイメージングで神経活動を確認
しながら確立した条件と同一で行った
（ Gengyo-Ando	 et	 al.,	 J.Neurosci.	
Methods,	2017）。刺激光の強度は最も強い
条件で行っているので、おそらく ChR2 の
刺激自体は行うことができていると考え
られる。このマウスにおける EYFP 発現ニ
ューロンのサブタイプは今のところ不明
であるが、腸管の筋肉を支配する運動ニュ
ーロンに ChR2 が発現していなければ、光
刺激による直接的な腸管の動きの変化は
起こらないかもしれない。将来の実験では、
例えば赤色蛍光カルシウム感受性色素を
用いたカルシウムイメージングを同時に
行いながら光刺激による神経興奮を確認
することと、ChR2 発現ニューロンのサブ
タイプの同定が必要である。	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

(4)	糖尿病モデルマウスの末梢神経障害に
対するMOS飲水投与効果	
排便・排尿機能障害や末梢神経障害などリ
ハビリ医学でターゲットとされるこれら
の障害の薬物による治療を展開するため
に、MOS飲水投与により糖尿病モデルマ

図３セロトニン局所投与時の神経活動	

a,	蛍光強度変化を測定した細胞。右図は左図で赤く囲んだ領
域の拡大を示す。異なる色のラベルは異なる細胞タイプを示
す。赤：MP の神経細胞(1-3)、茶：MP 近傍の小型神経細胞、緑：

CM 層内の散在性神経細胞。スケールバーは 50	µm。	
b,	カルシウムイメージングで得られた画像の例。	 c,	各細胞
における G-CaMP6 と mCherry の蛍光強度比の時間変化。B は画

像全体の平均を示す。グレーは対照として行った PBS の投与を
示し、緑はセロトニンの投与を示す。（茂木ら	 論文準備中）		

図 4	光刺激の対象である EYFP 融合 ChR2 を発現した腸管の神
経細胞	

a,	深さ 4	µm。b,	深さ 12	µm。c,	深さ 24	µm。MPにおいて発
現が見られた。d, 深さ 40	µm。e, 深さ56	µm。f,	深さ 72	µm。	

（茂木ら	 未発表データ）		



ウスにおける末梢神経障害が防げるかど
うかを調べた。II 型糖尿病モデルマウス
として TSODマウス（対照として TSNO
マウス）のMOS飲水投与を 20 カ月間行
った。MOS非投与群では、実験開始後 12
ヶ月ごろからマウスは死亡し始め、20 ヶ
月で生き残ったのは 50％であった。一方、
MOS投与群では20ヶ月後にも100％生き
残った。また、対照の TSNOマウスでは、
MOS投与群、非投与群に関わらず、生き
残ったマウスは 90％であった。この延命
作用メカニズムは現段階では不明である。	
糖尿病による末梢神経障害については坐
骨神経横断面の組織を FLB 染色後、
TSODマウスのMOS投与群、非投与群と
TSNOマウスのMOS投与群、非投与群の
4群で比較検討したが、明らかな差異は検
出できなかった。	

(5)	in vitro で滑膜細胞と脊髄後根神経細胞
との共培養系における MOS の効果の検
討	
脊髄後根神経細胞に対する増殖促進効果
を期待して、培地に MOS を加えて１−２
週間培養したが、細胞数の増加などの特に
顕著な効果は得られなかったのでこの共
培養系における検討へは進めなかった。	
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