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研究成果の概要（和文）：EDNRB欠損マウス（HDマウス）を用い、①HDマウスの胎生13.5日の無神経節腸管にお
けるラミニンの発現がコントロールに比べ高いこと②HD腸管においては、コントロール腸管でみられたラミニン
による神経発達効果は認められなかったこと③ラミニンのレセプターであるβ1インテグリンの発現は、腸管で
は２群間に差がなかったが、腸管神経堤由来細胞（ENCC）におけるβ1インテグリンの発現はHDマウスで有意に
低下していたこと、を示した。これにより、EDNRB欠損マウスにおける無神経節腸管は、ENCCと腸管の微小環境
との相互作用が妨げられ、正常の腸管神経発達が障害されることにより引き起こされることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：We demonstrated that laminin-1 does not have a positive effect on ENCC 
migration in HD mice, in contrast to the phenomenon seen in normal mice. Moreover, we showed that 
laminin-1 expression in the gut was increased in HD mice compared to controls. From these results, 
we hypothesized that excessive laminin is caused by an insufficiency or dysfunction of the 
receptors, that impairs interaction between ENCC and laminin, resulting in aganglionosis. To test 
this hypothesis, we examined the expression of β1 integrin, which is a receptor for laminin, in 
Ednrb KO mouse.The expression of β1 integrin was not significantly different between KO and WT in 
the gut. However, the β1-integrin expression in the isolated ENCC was significantly decreased in 
KO. Since integrin has a wide variety of ligands which have crucial roles in ENCCs migration, 
impairment of this interaction between integrin and its ligands may disturb normal ENS development, 
resulting in an aganglionic colon in this model. 

研究分野： 小児外科

キーワード： ヒルシュスプルング病　腸管神経系　腸管神経堤細胞　細胞外マトリックス　ラミニン　インテグリン
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研究成果の学術的意義や社会的意義
この実験は、ヒルシュスプルング病（H病）において、腸管培養中に付加する物質を変えることでその効果を試
すことができるという、実験系としての将来性を秘めている。また今回ラミニン単独添加ではH病腸管において
神経発達効果が得られなかったことから、レセプターの発現を調査しH病腸管で低下していることを明らかにし
た。今後はレセプターに着目することにより、今まで手術にしか根治し得ないとされてきたH病の治療に新たな
風を吹き込むことが期待できる。実臨床では、便秘などの術後合併症がおこることがあるが、投薬による腸管神
経伸長効果が実用化されれば、術後の補助療法としても、効果が期待できる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

Hirschsprung 病（以下 H 病）5000 出生に 1 人の発生頻度で、肛門側腸管の壁内神経

節細胞の先天的欠如により新生児期より腸閉塞症状きたす、最も代表的な小児外科疾患の

ひとつである。正常な腸管神経の発達には、腸管神経提由来細胞（以下 ENCC）が正常に

増殖・移動・分化することが不可欠であるが、H 病では胎生期に食道から肛門まで下降性

に分布していく ENCC が途中で停止してしまうことより、停止部以降の腸管が無神経節

腸管となり、正常な蠕動運動が妨げられ、腸閉塞症状をきたすと考えられている。現在の

ところ、その病因は明らかにされておらず、治療は外科手術のみとなる。病因解明に加え、

手術をしても、排便機能障害が残存する例は少なくなく、新たな治療法の開発が望まれて

いる。 

  

２．研究の目的 

H 病では ENCC の分化・増殖・移動に何らかの問題があるとされているが、ENCC そ

のものが原因か、それともそれを取り巻く環境因子によるものなのか、という問題は、未

だ解決していない。しかし、近年、ENCC そのものではなく、腸管の細胞外マトリックス

や細胞増殖因子といった、環境因子の変化が H 病の本質と示唆される報告がなされてい

る。細胞外マトリックスの主要分子であるラミニンは、神経の発達に深くかかわっており、

H 病との関連が示唆されている。申請者は、SOX10-VENUS Tg マウスの腸管培養を用い

て腸管神経におけるラミニン－１の効果を検討し、ラミニン－1 が、マウスの正常腸管に

おいて、口側から肛門側へ下降していく ENCC の発達を促進することを初めて明らかに

した。胎生期に食道から下降性に分布していく ENCC が途中で停止することにより発症

するとされる H 病腸管においても、ENCC の発達を促進しその停止位置を伸長すること

ができるのだろうか？すなわち、H 病が薬で治る日が来るのか？この命題を明らかにす

る目的で本実験を計画した。 

 

３．研究の方法 

A) SOX10-VENUS マウスと、H 病モデルマウスを交配させることにより得られた、

神経堤細胞のみが蛍光発色する H 病モデルマウスを作製する。 

B) H 病モデルマウスの腸管における、ラミニンの発現を調査する。 

胎生 13.5 日の腸管（中腸、近位後腸、遠位後腸）におけるラミニン－１の発現を免

疫染色にて評価 

C) H 病胎仔の腸管培養を行い、培養液にラミニンを添加することで、H 病腸管におけ

るラミニンの腸管神経に対する効果について、蛍光ライブイメージング法にて評価

する 

D) B)及び C)から導かれた結果を基に、中腸、近位後腸、遠位後腸におけるラミニンの    

レセプターであるβ1 インテグリンの発現を RT-PCR にて調べた。また、E10.5 の

ENCC を 2 日間細胞培養し、ENCC におけるβ1 インテグリンの発現を調べる 

 

４．研究成果 

（１）神経堤細胞のみが蛍光発色する H 病モデルマウスの腸管におけるラミニンの発現 

上記 A）で作製した H 病モデルマウスを用い胎生 13.5 日の腸管（中腸、近位後腸、遠位

後腸）におけるラミニン－１の発現を免疫染色にて比較すると、すべての部位において、



コントロールと比べ、ＨＤマウスの無神経節腸管におけるラミニン-１の発現が高いこと

が示唆された。 

（２）H 病腸管におけるラミニンの腸管神経に対する効果 

申請者らは以前、正常腸管において、ラミニン添加により無添加の腸管より有意に腸管神

経系の発達が促進されることをすでに示したが、ＨＤ腸管では、その結果とは異なり、ラ

ミニン添加による、神経発達効果は認められなかった。 

以上、ＨＤマウスの無神経節腸管におけるラミニン-1 の発現がすでに高く、またラミニン

添加にて神経伸長効果が認められなかった結果から、ＨＤ腸管において、ラミニンのなん

らかの利用障害がある可能性が示唆された。そこで我々はラミニンのレセプターである、

β1 インテグリンに着目した。 

（３）HD 腸管、及び遊離 ENCC におけるβ1 インテグリンの発現 

腸管組織におけるβ1 インテグリン の発現は、中腸、近位後腸、遠位後腸のいずれの部位
においても、E13.5、E15.5 ともに２群間に差がなかったが、ENCC におけるβ1 インテグ
リンの発現は KO で有意に低下していた。（下図） 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
図

以上の結果より、EDNRB欠損マウス（HDマウス）において、①ＨＤマウスの胎生13.5日

の無神経節腸管におけるラミニンの発現がコントロールに比べ高いこと②HD腸管におい

ては、コントロール腸管でみられたラミニンによる神経発達効果は認められなかったこと

③ラミニンのレセプターであるβ1インテグリンの発現は、腸管では２群間に差がなかった

が、神経堤由来細胞（ENCC）におけるβ1インテグリンの発現はHDマウスで有意に低下し

ていたこと、が明らかとなった。これにより、EDNRB欠損マウスにおける無神経節腸管は、

ENCCと腸管の微小環境との相互作用が妨げられ、正常の腸管神経発達が障害されること

により引き起こされることが示唆された。 
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