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研究成果の概要（和文）：ヒルシュスプルング病のモデルマウス有神経細胞領域の腸管神経細胞において、アセ
チル化チューブリンの発現が正常発生マウスと異なることを免疫染色による形態学的解析により明らかにした。
この結果より、肛門側消化管の腸管神経細胞の一部が先天性に欠如する疾患であるヒルシュスプルング病モデル
マウス（エンドセリンレセプターBノックアウトマウス）の腸管神経系の形成異常に、細胞骨格である微小管の
安定化の指標であるチューブリンのアセチル化が関与することが示された。

研究成果の概要（英文）： Tubulin acetylation is involved in the regulation and stability of 
microtubule structure and plays an important role in various neuronal functions. In this study, the 
relationship between the expression of acetylated α-tubulin (Ac-Tub) in enteric neurons of the 
endothelin receptor B-knockout (EDNRB KO) mouse, which is a mouse model of Hirschsprung disease 
HD), and developmental abnormalities of the enteric nervous system (ENS) were examined.
 Fluorescent immunohistochemical analysis with Ac-Tub antibody was performed to assess the 
expression pattern of Ac-Tub in neuronal cells, and the expression in the EDNRB KO embryos was found
 to be increased compared to that in the normal embryos. The results indicated that the change in 
Ac-Tub expression in the developing enteric neurons may be associated with developmental 
abnormalities related to the innervation of the ENS in HD.

研究分野： 小児外科病理学
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１．研究開始当初の背景 
腸管神経系は胎生期において後脳から発

生した迷走神経由来の神経堤細胞が前腸に
侵入し分化増殖しながら尾側へと遊走して、
外来神経より生じた神経堤細胞と融合し消
化管を形成する。ヒルシュスプルング病はこ
の胎生期に食道から肛門まで下降性に分布
していく迷走神経由来神経堤細胞が途中で
停止することにより停止部以降の腸管が神
経節細胞を欠如することにより無神経節腸
管となる。この領域では外来神経線維が増生
することが知られており、これは、本来連絡
すべきターゲットである神経堤細胞が存在
しないために、外来神経堤由来の神経線維が
異常増生するものと考えられている。本研究
計画申請当時、我々のヒルシュスプルング病
モデルマウスの発生中において、神経細胞を
有する領域の腸管神経系が形成される際、正
常発生のコントロールマウス腸管神経系に
比べ神経細胞数が少なく、粗な神経ネットワ
ークが観察された。このヒルシュスプルング
病モデルマウス無神経節部の腸管神経線維
増生の機構と有神経節部腸管のネットワー
ク発生機構はどのような仕組みにより制御
されているのか、そしてこの仕組みを制御す
る新しい因子を見いだすことがしばしば確
定診断に難渋する場合のある本疾患のバイ
オマーカーとなりうるのではないか、と考え
た。 
 
２．研究の目的 
腸管神経系は、神経堤から発生した腸管神

経系の前駆細胞である神経堤細胞が神経細
胞とグリア細胞に分化しながら神経線維を
伸ばして腸管神経ネットワークを形成する
が、我々はヒルシュスプルング病腸管神経系
の発生において、この神経線維を構成する主
要な細胞骨格である微小管を形成するタン
パク質、チューブリンの化学的変化（翻訳後
修飾）が正常と異なると想定した。本申請課
題では、このチューブリンの化学的変化のう
ち、微小管安定化の指標であるαチューブリ
ンのアセチル化修飾に焦点を絞り、腸管神経
系細胞の前駆細胞である神経堤細胞におけ
る移動・分化との関連を以下のように調べる
ことを目的とした。 
① 正常に発生するマウス腸管神経系の

発生期において、腸管組織内でチュー
ブリンのアセチル化はどの細胞でど
の程度行われているか検証する。 

② 腸管神経堤細胞の分化の過程でチュ
ーブリンのアセチル化がどのように
行われるか検証する。 

③ ヒルシュスプルング病モデルマウス
での腸管神経堤細胞の分化、移動の際
でのチューブリンアセチル化の異常
を正常発生マウスと比較し検証する。 

④ ヒルシュスプルング病モデルマウス
で観察される、外来神経増生機構での
神経分布とチューブリンのアセチル

化の異常を検証する。 
 
３．研究の方法 
① 腸管の神経堤細胞の分化・遊走に関連

する遺伝子であるSox10に緑色蛍光タ
ンパク VENUS を標識し、神経堤細胞の
発生過程が観察できるトランスジェ
ニックマウス（Sox10-Venus Tg マウ
ス）の胎仔腸管を用いて神経細胞マー
カーである PGP9.5 抗体とアセチル化
チューブリン抗体を用いてホールマ
ウントによる免疫染色を行い、腸管組
織の神経細胞でどのようにアセチル
化チューブリンが発現しているかを
検証した。 

② Sox10-Venus Tg マウスの胎生（E）13
日と 16 日の胎仔腸管の神経堤細胞が
移動完了した部位である小腸を用い
て組織切片を作成し、Tuj-1 抗体とア
セチル化チューブリン抗体による蛍
光免疫染色を行い、神経堤細胞から神
経細胞へ、または腸管グリア細胞の分
化への過程でどのようにチューブリ
ンのアセチル化が行われているか検
証した。 

③ ヒルシュスプルング病モデルマウス
（エンドセリンレセプターB 欠失マウ
ス：EDNRB KO）と同腹の野生型マウス
の胎生13日と16日での小腸神経叢に
おけるアセチル化チューブリン発現
を免疫染色で評価した。 

④ EDNRB KO と同腹の野生型マウスそれ
ぞれの肛門管と周囲組織における感
覚神経のマーカーであるサブスタン
ス P と CGRP の発現を免疫蛍光染色に
より評価した。 

⑤ 胎生後期におけるヒルシュスプルン
グ病モデルマウス結腸で観察される
通常発生では見られない、増生した外
来神経であるVenus陽性の神経線維に
おけるアセチル化チューブリンの発
現を検証した。 

 
４．研究成果 
今回の最初の検討では、アセチル化チュー

ブリンは腸管組織全体の細胞で観察された
が、特に神経細胞で強く発現することを確認
した。腸管神経系の形成が完了した部位と移
動中の部位での神経細胞における発現の差
は確認されなかった。腸管神経系細胞の正常
な発生過程でのチューブリンのアセチル化
を組織切片上で検証したところ、神経細胞に
分化している細胞であるTuj-1陽性細胞にお
いてアセチル化チューブリンが神経細胞体、
神経突起に発現していた。神経堤細胞から神
経細胞に分化する際、分化初期の未熟な神経
細胞において Sox10 のマーカーである Venus
陽性となるが、その未熟な腸管神経細胞にお
いてもアセチル化チューブリンが観察され
た。 



次に EDNRB KO マウスにおいてアセチル化
チューブリンがどのように発現しているか、
正常発生マウスと比較検証したところ、神経
細胞の発生過程での発現は正常同様、Tuj-1
陽性細胞に発現しており EDNRB KO マウス腸
管においても神経細胞に分化した細胞にチ
ューブリンのアセチル化が認められること
が分かった。 
作製した標本を共焦点レーザー顕微鏡で

撮影し、正常発生（WT）マウスと EDNRB KO
マウスを比較すると、胎生 16 日において
EDNRB KOマウスの神経ネットワークの配列の
乱れが観察され、神経細胞体と神経突起の両
方でアセチル化チューブリンの強い発現が
見られた。（図１） 

 
この発現の変化を評価するためにTuj-1陽性
の神経細胞におけるアセチル化チューブリ
ン陽性細胞を数えたところ、正常マウスにお
いては胎生 13日と 16日において発現率に変
化はなかったが、EDNRB KO マウスにおいて上
昇する傾向がみられ、胎生 16 日においては
WT マウスに比べ EDNRB KO マウスの神経細胞
におけるアセチル化チューブリンの発現率
が有意に高かった。（図２） 

このことから発生期の腸管神経細胞におけ
るアセチル化チューブリンの発現と、ヒルシ
ュスプルング病モデルマウスであるEDNRB KO
マウスの腸管神経系の発生異常に関連があ
ることが示された。 
また、増生する外来神経線維のアセチル化

チューブリンの発現の評価は現在進めてい
る最中であるが、本申請課題研究期間中にお
いては、ヒルシュスプルング病腸管組織にお
いて、その外来神経の増生が発生する部位で
ある大腸遠位部の神経分布、特に肛門直腸移
行部における感覚神経の分布を組織学的に
調べた。ヒルシュスプルング病に対する根治
手術の際、肛門・直腸線（ARL）は肛門直腸
移行部の境界として観察され、ARL より肛門 
側は排便機能（肛門の感覚）において特に重
要な位置であり、ヒルシュスプルング病の根
治術において感覚神経の分布を知ること、す
なわち正確な切除開始位置を決定すること
が術後の排便機能障害を避けるためには重
要であると考えられている。 
Sox10-Venus Tgマウスを使用し作製された、

EDNRB KO と WT マウスを用いて肛門直腸移行 
部における腸管神経と感覚神経の分布が以
下のようになっていることを報告した。 
ARL は肛門組織と腸管組織の境界であるとい
うこと、腸管神経においてもおおよその終了
地点であることが EDNRB KO と WT マウスすべ
ての個体で観察された。 

 
次に EDNRB KO マウス、WT マウスそれぞれ肛
門管と周囲組織のそれぞれの検体を採取し
凍結切片を作成、感覚神経のマーカーである
抗サブスタンス P 抗体と抗 CGRP 抗体を用い
て免疫蛍光染色を行い、共焦点レーザー顕微
鏡で SP と CGRP の発現を撮影し、画像解析ソ

図１ 
胎生 16 日の腸管組織における Sox10（緑）、アセ
チル化チューブリン（白）、Tuj-1（赤）の発現 
（上）EDNRB WT、 
全周性に腸管神経ネットワークが認められた。 
（下）EDNRB KO 
腸管神経叢における神経細胞の配列の乱れとチ
ューブリンとアセチル化チューブリン共局在の
神経線維・突起の過剰な伸長が見られた。 

図 3 
マウス肛門部における肛門・直腸線（ARL）
の肉眼画像（A）とその組織画像（C）、およ
び蛍光実体画像（B）とその蛍光組織画像（D）。 
ARL が（A）（B）の赤い点線と（C）（D）の赤
い矢印で示されている。（C)の組織画像で腸
管と肛門組織の移行部であること、（D）の蛍
光組織画像で腸管神経系の終了地点である
ことを確認した。 

図２ 
胎生13日と16日におけるヒルシュスプ
ルング病モデルマウス（KO）と正常発生
マウス（WT）腸管神経細胞におけるアセ
チル化チューブリンの発現率の変化。 
胎生 16 日において WT マウスと KO マウ
スにおいて発現率に有意差を認めた。 



フトにより発現輝度と面積により発現量を
比較した。結果は全ての個体で、肛門管内の
サブスタンス P と CGRP の発現は明らかに直
腸よりも強く発現していた。またヒルシュス
プルング病、コントロール群の両者の肛門管
内のサブスタンス P と CGRP の発現に差は見
られなかった。この検討で肛門直腸移行部の
感覚神経系はヒルシュスプルング病におい
ても肛門の感覚系は正常と同様に保たれて
おり、肛門管内はサブスタンス P と CGRP の
発現が直腸より強く発現している事を明ら
かにした。肛門直腸移行部における神経の解
剖学的位置を評価した報告は極めて少なく、
その腸管神経系・感覚神経の詳細な分布はヒ
ルシュスプルング病根治術の際の有用な情
報であると考えている。 
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