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研究成果の概要（和文）： GDNF シグナル不全に誘導される腸管神経細胞死（CIDEN と略）

は、アポトーシスと類似した経路で活性化されるが、腸管神経における Apaf-1 の内因性の機

能欠損によりカスパーゼ活性化に至らない可能性が示唆された。また、CIDEN を抑制する遺

伝子操作を加えたマウスにおいて腸管神経細胞数の増加は認められず、CIDEN は生理的条件

下には存在しない細胞死と考えられた。一方、ヒルシュスプルング病モデルマウスで CIDEN
を抑制すると発症を回避でき、CIEDN は病態形成に中核的に関与していることが示された。 
 
研 究 成 果 の 概 要 （ 英 文 ）： Investigation of molecular mechanism underlying 
caspase-independent cell death of enteric neurons triggered by GDNF deprivation (CI 
DEN) revealed an intrinsic absence of Apaf-1 function in enteric neurons, which appears to 
account for the lack in morphological hallmark of apoptosis in CIDEN. Genetic 
manipulation to block CIDEN in vivo did not cause an increased numbers of enteric 
neurons, suggesting that CIDEN does not occur in the physiological condition. Blocking 
CIDEN, however, rescued the intestinal aganglionosis in a mouse model for Hirschsprung 
disease (HSCR, congenital absence of the enteric ganglia), suggesting that CIDEN is 
central to the pathogenesis of HSCR.   
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１．研究開始当初の背景 
条件的ノックアウトマウスを用いた先行研
究により、発生後期に GDNF シグナルを欠
いた大腸神経細胞が、カスパーゼ非依存性で
新規な形態の細胞死を起こして消失し、ヒル
シュスプルング病（HSCR：腸管神経系の先

天性欠損）様の病態を形成することを見出し
ていた。この神経細胞死の生理的意義、分子
機構、HSCR を初めとする様々な病態形成へ
の関与を明らかにすることは極めて重要で
あると考えられた。 
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２．研究の目的 
GDNF シグナル不全に誘導される腸管神経
細胞死の、1. 分子機構を解明する 2. 生理的
意義を解明する 3. 病態との関連を解明する。 
 
３．研究の方法 
1. 既に確立していた腸管神経細胞の培養系
を用い、薬理学的手法、分子生物学的手法、
生化学的手法を組み合わせて細胞死の経路
を探索する。2. 腸管神経細胞死を特異的に抑
制する遺伝学的操作を行い、マウス腸管神経
系の形成を解析する。3. 腸管神経系形成の過
程をタイムラプス解析し、大腸神経系の形成
に寄与する細胞群を同定し、ヒルシュスプル
ング病との関連を探索する。 
 
４．研究成果 
1. GDNF 存在下で初代培養した胎児大腸神経
細胞の大半は、GDNF 除去後 24 時間以内に
カスパーゼ非依存性の細胞死を起こす。この
システムを用いてカスパーゼ非依存性細胞
死の経路探索を試みた。 
GDNF に依存した細胞生存における種々のシ
グナル経路阻害剤の効果を検討した。その結
果、MEK 阻害剤では細胞死に変化がなかっ
たが PI3K の阻害剤により細胞死が促進され
た。一方、JNK の阻害により細胞死が有意に
抑制されることを見出した。 
一方、腸管神経細胞では GDNF 除去後、
cytochrome cの明らかな放出を認めなかった。 
腸管神経細胞死の形態はアポトーシスに見
られるようなクロマチン凝集を欠くため、カ
スパーゼ活性化経路（Apaf1, caspase3, 7, 9） 
が欠落している可能性が示唆されていた。
Apaf-1 の発現を調べたところ、腸管神経系に
おける発現レベが非常に低く、細胞死の過程
での上昇も認めないことが明らかとなった。
腸管神経では内在的に Apaf-1 の機能が欠落
している可能性が示唆された。 
また、カスパーゼ６の阻害剤による細胞死抑
制の可能性を解析したが、明らかな抑制効果
は認められなかった。 
以上の結果は、腸管細胞死を誘導する上流シ
グナルは、交感神経細胞をはじめとする多く
の神経細胞のアポトーシスの誘導経路と非
常に類似するが、Apaf-1 の欠如により下流の
カスパーゼ活性化が起こらずアポトーシス
に特徴的な死の形態をとらないと予測され
た。カスパーゼ非依存性の腸管細胞死の経路
に関しては同定には至っていない。現段階の
培養システムでは大規模な生化学的解析を
するために十分な細胞数を確保することが
困難であり、今後、システムに改良を加える
必要があることも示された。 
 

2. 先行研究により、GDNF 存在下で培養さ
れた腸管神経細胞は、GDNF 除去により Bax
非依存性、カスパーゼ非依存性の細胞死を起
こし、この細胞死は Bcl-xL の過剰発現により
抑制されることが明らかとなっていた。この
知見をもとに、gene targeting により腸管神経
系でBcl-xLを高く発現するRet-Bcl-xLマウス
を作製した。その結果以下の知見を得た。 
(1) Ret-Bcl-xL マウスでは、Ret 不活化による
腸管神経細胞死が抑制され、約半数の個体で
見かけ上正常の腸管神経系が形成された。
Bcl-xL の発現上昇が生体内で腸管神経細胞
死を抑制できることが明らかとなった。 
(2) Ret-Bcl-xL アレルにより rescue された Ret
不活化神経系では、腸管内の便滞留と NOS
陽性細胞の減少が認められ、Ret の発現が腸
管神経系の機能と特定の神経サブタイプの
分化に必要である可能性が示された。 
(3) Ret-Bcl-xL アレルを持つマウスでは腸管
神経細胞の数に変化は認められなかった。す
なわち、発生中の腸管神経系では生理的細胞
死が起きていない可能性が示唆された。 
(4) Ret-Bcl-xL アレルはヒルシュスプルング
病モデルマウスにおける無神経節腸管の発
生をほぼ完全に抑制した。腸管神経系の機能
と神経分化にも異常は認められなかった。こ
の結果は、ヒルシュスプルング病の発症にお
いて細胞死が中心的な役割を果たしている
ことを示唆し、細胞死抑制による発症予防と
いうヒルシュスプルング病の新たな治療戦
略の可能性を提示した。 
 
3. RET発現量を減少させたマウスではカスパ
ーゼ非依存性の腸管神経細胞死によりヒル
シュスプルング病様の病態が生じる。このマ
ウスにおいて細胞死を起こす細胞集団を特
定するために、発生中の腸管神経前駆細胞に
おいて光変換蛍光タンパクである KikumeGR 
を発現するトランスジェニックマウスを作
成し、このマウスの腸管の器官培養系を用い
て腸管神経系の形成過程をタイムラプス観
察した。 
その結果、発生過程で小腸から大腸が血管を
挟んで一過性に平行に並ぶ時期に、小腸壁か
ら離れ、血管を足場に大腸へ「近道移動する」
腸管神経前駆細胞集団があることを発見し
た（以下、この細胞集団を trans-mesenteric 
enteric neural crest-derived cell：ENCCs と呼ぶ）。
tmENCCs を光変換により非侵襲的にラベル
しその運命を追跡した結果、tmENCC が大腸
神経系の大部分を形成することを見出だし
た。この結果は、大腸神経系が腸管壁内を吻
側から尾側に一方向に移動する細胞集団の
先頭部分から形成されるとする従来の概念
を覆す発見であった。 
ヒルシュスプルング病の８割以上では大腸
末端で神経節欠如が起こるため、疾患発症に



tmENCCs の異常の関与が強く示唆された。先
行研究で作成していたヒルシュスプルング
病モデルマウスの発生過程を解析したとこ
ろ、tmENCCs の移動開始のタイミングが遅れ
大腸壁に侵入出来る tmENCC 細胞数が減少
していることが明らかとなった。一方、従来
知られていた腸管壁内を吻尾方向に移動す
る経路で大腸に侵入する細胞群（以下、
circumflex ENCCs）の移動には大きな変化は
認められなかった。この結果は、モデルマウ
スの大腸神経過程では、cfENCCs が tmENCCs
の減少を補償している可能性を示唆してい
た。すなわち、ヒルシュスプルング病では
cfENCCs がカスパーゼ非依存性細胞死を起
こすことが示唆された 
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