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研究成果の概要（和文）： 脊椎動物の腸は独自の神経系をもち、第２の脳とよばれている。私達は、体が透明
で腸を外部から見ることができるゼブラフィッシュ幼生を用いて、腸の発生・再生・機能を非侵襲的に調べる実
験系を確立した。
 腸神経細胞を多色ラベルし、腸の上における一個一個の遊走神経堤細胞の移動・分裂・神経分化の追跡に成功
した。腸神経細胞・ペースメーカー細胞（ICC）・平滑筋細胞・粘膜細胞・EC細胞などのCa2+イメージングを行
ない、腸の運動との関係を明らかにした。
 また、これらの細胞にチャネルロドプシン２を発現させ、腸の細胞１～数個を光で興奮させるだけで、様々な
腸の運動をひきおこしたり停止したりできることをはじめて示した。

研究成果の概要（英文）： The gut of vertebrate has enteric nervous system (ENS) which is also called
 the second brain. We developed an experimental system to study development, function and 
regeneration of ENS in vivo with zebrafish larva. 
 By labeling ENS in multi-colors, we revealed migration, cell division and neurogenesis from the 
vagal neural crest in vivo. We performed Ca2+ imaging of enteric neurons, smooth muscles, mucosa, EC
 cells as well as pace-make cells, and revealed the relationship between the activity of each cell 
and the gut movement. 
 We also showed that photo-activation of one to a few cells in the gut expressing ChR2 could 
activate or arrest various gut movement, for the first time in the vertebrate. 
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研究成果の学術的意義や社会的意義
透明なゼブラフィッシュの幼生を用いて、生きた個体内で腸神経系の発生・機能・再生をライブイメージングに
よって調べることができる実験系を確立した。また、光遺伝学的手法によって、光で腸の動きを体内で制御する
ことに成功した。これらの成果は、腸の発生と機能をひとつひとつの細胞レベルで解析し、ヒルシュスプルング
病や過敏性腸症候群（IBS）など、さまざまな腸の疾病の原因や治療法を明らかにするための基礎を提供する。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
(1) 脊椎動物の腸は独自の反射回路を備えた神経系をもち、体から切り離しても運動し、食塊を
後方へ移送することができるため、第２の脳とよばれている。しかし、どの細胞が,どのように
活動し、蠕動運動などを引き起こしているのか、また、これらの細胞がどのように分化・発生す
るのかを、生きた個体内で調べることは難しかった。 
 
２．研究の目的 
(1)腸の発生・再生および、機能を非侵襲的に調べる実験系を、体が透明で腸の動きや細胞を個
体内で外から観察できるゼブラフィッシュ幼生を用いて確立する。 
(2) 腸の神経系、平滑筋、ペースメーカー細胞 (ICC)、EC 細胞、内胚葉などの活動と、腸の運
動との関係について Ca2+イメージングによって調べる。 
(3) 光遺伝学を腸に応用し、体外から光によって腸の動きを制御し、各細胞の機能・役割を明
らかにする。 
(4) 魚類における咽頭顎の動きの多様性と進化を調べる。 
 
３．研究の方法 
(1) GCaMP3 を腸の様々な細胞種で発現させ、共焦点顕微鏡による Ca2+イメージングを行う。 
(2) ChR2 を腸の様々な細胞種で発現させ、体外から光によって刺激することによって、腸の運
動の変化を調べる。 
(3) 迷走神経堤領域に熱ショックを与え、CRE による組換えをおこすことによって腸神経細胞
を多色ラベルし、腸の上における一個一個の神経堤細胞の移動、分裂、神経分化をライブイメ
ージングにより追跡する。 
(4) 赤外線レーザーにより腸神経系を破壊し、再生過程を追跡する。 
(5) 摂食中の魚類の放射光動画撮影をおこない咽頭顎の動きを観察する。 
 
４．研究成果 
A. 発生・再生： 
(1) 脊椎動物の腸神経系の発生を可視化するために、コリンアセチルトランスフェラーゼa
（chata)遺伝子の1.5kb上流領域と緑色蛍光タンパク質（GFP）遺伝子を導入したトランスジェ
ニックゼブラフィッシュTg(chata:GGFF2)の解析を行った。受精後60時間から、腸においてGFP
陽性細胞が発現が開始し、受精後６～１２日幼生の腸では、GFP陽性細胞の92%がHuC/Dを発
現する神経細胞であることがわかった。受精後１月半の若い成魚では、66％のGFP陽性細胞が
ChAT抗体陽性であった。ChAT抗体が染まらない幼生の腸でも、すでに、GFPを発現している
細胞が観察できることになる。私達は、タイムラプス生体イメージングを行い、腸神経分化の時
空間分布を観察した。GFP陽性細胞は、受精後60時間（gfp遺伝子は53時間）では、腸の左右に
一対の１列に並んだ状態で観察された。多くのGFP陽性細胞は動かず，新しいGFP陽性細胞は、
古いGFP陽性細胞群の間を埋めるように付け加わることがわかった。GFPの発現は、72時間ま
でに腸の後端まで到達したが、その後、腸の背側、腹側にもGFP陽性細胞が現れ、４日目まで
には、腸全体に広がった。一部のGFPを発現し始めたばかりの細胞は、古いGFP陽性細胞群の
中を移動してから停止する様子が観察された。これらの細胞は、その挙動から、最終的な神経分
化の場所を探している神経細胞前駆体の可能性がある。これらの結果は、Tg(chata:GGFF2)が
腸神経系の分化を調べるために有用な系統であることを示している。 
(2) 遊走神経堤細胞が腸の中で分裂し、神経細胞に分化する様子を、さらに詳細に調べるために、
CRE組替えによって多色ラベルできるトランスジェニックを作製した。これと、
Tg(HSP:creERt2)を組み合わせ、受精後13-14時間胚を遊走神経堤領域に熱ショックが起こるよ
うに55℃のお湯に３秒間つけることで、腸神経堤細胞を多色ラベルして追跡した。その結果、
細胞分裂、移動、神経分化の様子をライブイメージングによって明らかにすることに成功し、i) 
腸神経堤細胞が分裂する場所は腸全体に散らばっており、特定の場所に限定されていない, ii) 腸
神経分化にともなう細胞系譜を作製し、娘細胞が両方ともHuC/D陽性の神経細胞になる場合、
両方ともSox10陽性（未分化神経堤細胞あるいはグリア細胞）の場合、HuC/D陽性細胞とSox10
陽性細胞になる場合があることを明らかにした。  
(3) 一部のSox10陽性細胞体はHuC/D陽性の神経細胞体と強く接触し、緊密な相互作用が示唆さ
れた。 
(4) ゼブラフィッシュ幼生の腸神経系を破壊すると５日で再生すること、また、再生過程を明ら
かにした。 
 
B. 機能： 
(5) 腸神経細胞、ペースメーカー細胞（ICC）、平滑筋細胞、粘膜細胞、内分泌細胞などの細胞
の活動を、GCaMP3を用いたCa2+イメージングによって、生きた個体の外部から観察すること
にはじめて成功した。これによって、さまざまな腸の運動と関連して活動する神経細胞やその他
の細胞の同定に成功した。 
(6) 一方、これらの細胞にチャネルロドプシン２を発現させ、１～数個の細胞を光で興奮させる
と、様々な腸の運動をひきおこしたり、停止したりできることをはじめて示した。 



 以上の成果は、腸の発生・再生・機能を単一細胞レベルで明らかにし、腸の運動を体外から
光制御するための基盤になると考えられる。 
 
C. 進化： 
(7) 複数種の魚類について放射光 X 線イメージング解析を行ない、咽頭顎の動きがいくつかの
パターンに分類できること、一方、予想外の動きを示すものも存在することがわかった。 
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