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研究成果の概要（和文）：　腸管神経と免疫系の相互作用について腸管神経増加を認めるNcx KOマウスを用いて
解析した。その結果以下の4点を明らかにした。
①回腸粘膜固有層での好酸球の有意な増加　②回腸組織におけるIL5遺伝子発現の増加　③回腸組織における神
経ペプチドNeuromedinU(NMU)発現の有意な上昇及び筋層間神経叢・粘膜内神経近傍におけるNMU蛋白の高発現　
④好酸球の欠損したNcx KO/ΔdblGATAマウスを作製しDSS腸炎を誘導したところ、Ncx KOマウスと比較して死亡
率が有意に増加した。
以上の結果よりNcx KOマウスにおいて好酸球は炎症に対し保護的な機能を有していると考えられた。

研究成果の概要（英文）：Enteric neurons play critical roles in the regulation of intestinal 
homeostasis. We demonstrated that Ncx KO mice which have a large number of enteric neurons have high
 susceptibility to DSS induced colitis due to epithelial hyperpermeability and dysbiosis. In this 
study, we investigated the mucosal immunity in Ncx KO mice. FACS analysis revealed that the 
percentage of eosinophils in lamina propria of small intestine (SI) in Ncx KO mice was significantly
 higher than that in wild type (WT) mice. IL5 and neuromedin U mRNAs were upregulated in SI of Ncx 
KO mice compared to those of WT mice. Furthermore, IL5 was upregulated in the ILC2 cell population, 
suggesting activation of Neuromedin U-ILC2-IL5 axis. In order to elucidate the role of eosinophils 
in Ncx KO mice, we deleted eosinophils by creating Ncx KO /dblGATA double KO (DKO) mice  and induced
 DSS enterocolitis. The increased mortality in DKO mice suggested that eosinophils play a protective
 role in the intestine of Ncx KO mice.

研究分野： 病態医化学

キーワード： 腸管神経　腸管免疫　腸内細菌　Hirschsprung病類縁疾患　Ncx KOマウス　好酸球
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は腸管神経増加により腸管免疫系やバリア機構に異常をきたすことを明らにし、腸管神経の数はその発
生・分化過程で厳密に制御される必要があることを示した。腸管神経増加状態にあるNcx KOマウスでは腸管粘膜
固有層の好酸球増加が腸管炎症に対して保護的に機能することを示したものであり、これまで腸管好酸球が炎症
促進的に機能するという報告が多かったが腸管好酸球の多様性を示したものである。今後炎症性腸疾患・好酸球
性腸炎などの炎症疾患や腸管アレルギー疾患などの発症機序や病態が明らかできる可能性がありさらに腸管神経
系をターゲットとした新たな治療、予防法が確立できその成果の臨床的・社会的意義は大きい。

※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、研究者個人に帰属します。



１. 研究開始当初の背景 

 消化管は神経系および免疫系がともに機能的に特化した構築を持ち上皮シートを取り囲むよ

う管腔を形成しており管腔内には微生物による腸内フローラが形成され、腸管神経系・粘膜免疫

系・及び腸内フローラで１つのユニットを構築していると考えられる。さらに外来性の神経を介

して中枢神経系ともネットワークを形成し

ている。このユニットの構成システムの破綻

により様々な疾患が発症する。腸管神経の先

天的異常により Hirschsprung 病及びその類

縁疾患が発症しまた免疫系の破綻により炎

症性腸疾患が発症すると言われている。一方

でこれらの疾患の病態の形成過程は複雑で、

神経系・免疫系・腸内フローラの相互作用に

より成り立っている（図１）。 

Ncx/Tlx2/Hox11L1 は腸管神経に発現する転写因子でありその KO マウスは神経細胞死の障害に

より腸管神経細胞の増加を認め、Hirschsprung 病類縁疾患の一型である腸管神経形成異常症

(Intestinal Neuronal Dysplasi)モデルマウスと位置付けられている (文献①)。Ncx KO マウス

では DSS 誘導腸炎の感受性が亢進しており、その機序は腸管神経が産生する過剰な一酸化窒素

(NO)による上皮細胞障害及び NO 殺菌抵抗性の高病原性腸内細菌の増加 (dysbiosis) によるも

のであることを明らかにした（論文 revise 中）。その一方で Ncx KO マウスは自然経過で腸炎を

発症しないことから、何らかの免疫学的な代償機構が働いている可能性が示唆された。 

 

２. 研究の目的 

 本研究では、腸管神経細胞の増加が認められる Ncx KO マウスを用いて腸管神経と腸管免疫系

及び腸内細菌叢の相互作用について分子・細胞・個体レベルで明らかにすることを目的とした。 

 

３. 研究の方法 

(1) マウスは BDF1 系統の Ncx KO マウスを使用した。動物実験及び遺伝子組換え生物使用実験

は学内各委員会の承認を得て適切に実施している。 

(2) マウス飲水中にデキストラン硫酸ナトリウム(DSS)を 2.5%の濃度で入れて１週間自由飲水

させ腸炎を誘導した。飲水開始から飲水終了後１週間にわたり便の正常、体重、活動性などを連

日評価した。 

(2) ゲノム編集はGenome editorTM を用いてNcx KOマウス受精卵にCRISPR/Cas9複合体を導入、

仮親(ICR)の子宮に移植してゲノム編集マウスを作成した(Ncx/dblGATA ダブル KO マウス)。 

(3) マウス消化管粘膜固有層 (Lamina propria: LP)より細胞を単離し各種抗体を用いて染色を

行い FACS で解析した。一部の細胞分画については sorting して RNA 抽出、遺伝子発現解析に用

いた。 



(4) マウス組織・細胞より RNA を抽出し real time PCR により遺伝子発現解析を行なった。 

(5) マウス組織を固定して免疫組織染色など病理組織学的解析を行なった。 

 

４. 研究成果 

(1) Ncx KO マウス腸管粘膜固有層における好酸球増加 

  腸管神経増加と腸管免疫系との相互作用を解析する目的で Ncx KO マウス腸管における免疫

系細胞について解析した。その結果小腸 LP において好酸球が

増加していることが明らかとなった。特に小腸遠位部での好酸

球増加が顕著であった（図２）。一方で LP における T細胞、B

細胞などの割合は野生型と比較して変わりなかった。またパイ

エル板や腸管膜リンパ節などにおけるリンパ球サブセットに

も差は認められなかった。 

 次に腸管の組織学的解析を行なったところ Ncx KO マウス小

腸LPにおいてChromotrope2R染色で陽性となる好酸球が増加していることが確認された。また、

Ncx KO マウス小腸における陰窩の拡張が認められ、絨毛長を陰窩長で割った値は Ncx KO マウス

で有意に減少しており、この陰窩長の伸長から慢性炎症の存在が示唆された。さらに KO マウス

においては筋層の肥厚が確認され、腸管神経異常により減弱した腸管収縮力を超えて内容物を

排出するために過形成となっていることが

示唆された。 

 

(2) Ncx KO マウス腸管におけるサイトカイ

ン・ケモカイン産生 

  腸管 LP における好酸球増加の原因につ

いて明らかにする目的で、好酸球遊走等に関

連するサイトカイン・ケモカインの腸管における発現を解析した。その結果、IL5 の発現が有意

に増加していることが明らかとなった（図３）。さらに IL5 産生細胞を同定する目的で野生型及

び Ncx KO マウス小腸 LPの FACS 解析及び細胞分画を分離して IL5 発現を調べた。その結果 ILC2

分画において Ncx KO マウスで IL5 mRNA の高発現が認められた。一方で T細胞分画においては

IL5 の発現は野生型マウスと比較して差を認めなかった。こ

れらの結果より Ncx KO マウスにおいては ILC2 の活性化が

認められ ILC2 からの IL5 産生が増加していることが示唆さ

れた。 

 

(3) 腸管神経細胞による neuromedinU 発現 

  神経細胞より分泌されるニューロペプチドである

neuromedinU (NMU)が ILC2 上のレセプターに作用し ILC2 の活性化が起こることが報告されてい



る（文献②）。腸管における NMU 発現を解析したところ KO マウスにおける発現が有意に増加して

いた（図４）。さらに免疫組織染色において筋層間腸管神経細胞及び粘膜内神経近傍に NMU の高

発現が認められた。さらに週齢ごとの NMU 及び IL5 発現を検討したところ新生児期〜４週齢で

は腸管組織において NMU 及び IL5 の発現は認められず、４週以降の個体で発現が確認された。ま

た NMU 発現と IL5 発現は相関しており NMU 発現の認められない腸管には IL5 発現も認められな

かった。これらの実験結果より Ncx KO マウス腸管において NMU-ILC2-IL5 シグナル経路のネッ

トワークの活性化が示唆された。 

 

(4) Ncx KO マウスにおける好酸球増加の生理的意義 

 Ncx KO マウス腸管における好酸球増加の生理的意義を明らかにする目的で好酸球欠損 Ncx KO

マウス（Ncx KO/ΔdblGATA マウス）を CRISPR/Cas9

を 用 い た ゲ ノ ム 編 集 法 に て 作 製 し た 。 Ncx 

KO/ΔdblGATA マウス腸管LP細胞についてFACS解析

を行なったところ好酸球の欠損が確認された。Ncx 

KO/ΔdblGATAマウスは自然経過では野生型と変化な

く３ヶ月以内では腸炎の発症も認められなかった。

Ncx KO/ΔdblGATA マウスに DSS を飲水とともに経口

投与し腸炎を誘導した。ΔdblGATA 単独 KO マウスは

野生型と比較して体重減少、死亡率とも差がなかっ

た。一方で Ncx KO/ΔdblGATA マウスは Ncx KO マウスと比較して体重減少が有意に認められさ

らに死亡率も増加した。これらの結果より Ncx KO マウスにおいて腸管 LP の好酸球は炎症に対

して保護的な機能を有していることが示唆された。 
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