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研究成果の概要（和文）：本研究では、神経が光るトランスジェニックマウス（以下TGマウス）を使い、2光子励起顕
微鏡(2PM)による正常な腸壁内神経のin vivo（生体内）イメージングにまず成功した。
ついで、この2PMを用いてin vivoイメージングを同様に行い、腸管切離吻合モデルマウスにおける吻合部の損傷腸壁内
神経の再生・新生過程を明らかにした。さらに、神経再生・新生過程を制御・促進する因子（低分子化合物：5-HT4受
容体刺激薬）を特定し、腸壁内神経の再生が消化管機能・排便機能の改善効果をもたらすであろうことを明らかにした
。
これまでリハビリテーション分野ではほとんど着手されていない、画期的な研究である。

研究成果の概要（英文）：In the present study, using transgenic mice (TG) expressing GFP in neurons  we suc
ceeded in in vivo imaging of enteric neurons with 2 photon microscopy (2PM).
Then, the process of neurogenesis of injured enteric nervous system in TG mouse  transected and re-astomos
ed gut was revealed by in vivo imaging with 2PM. We determined that a 5-HT4 receptor agonist facilitated t
o generate newborn enteric neurons at the anastomosis mediated via 5-HT4 receptor from neural stem cells. 
The neurogenesis of enteric neurons  would give an improvement of dysfunction of gut function and defecati
on function.
This study is revolutionary and unexplored in medical field of rehabilitation.
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１．研究開始当初の背景 
（１）各種大腸肛門疾患、術後障害、先天異
常などに加え、近年は加齢やパーキンソン病
による排便機能障害者も急増しており、それ
による生活の質（Quality of Life: QOL）の
低下や診療需要の増加は計り知れない。排泄
行為は、生物学的な行為であると同時に自律
性を伴う社会的な行為でもあることから、そ
の障害による身体的、心理的負担は容易に想
像できる。しかし、その行為の特徴やイメー
ジ等から、排泄行為について追究することが
これまでは軽視され、先行研究の集積や体系
化はいまだ不十分である。 
（２）一方、申請者は、数年に亘って、直腸
切離吻合モデルにて 5-HT4 受容体刺激薬が損
傷した壁内神経の再生・新生を促進し、排便
機能障害を速やかに回復させることを示して
いる（クエン酸モサプリド用途特許出願中特
願2008-281131; Neurogastroenterol. Motil. 
22: 806-814, 2010）。 
（３）本研究は消化管機能障害や排便機能障
害に悩む多くの患者の失われた腸壁内神経細
胞を取り戻し、その機能回復を早期に可能に
し、患者本人はもちろん介護者の身体的・精
神的負担を軽減・消滅させ共に QOL の改善を
もたらすことができる非常に意義ある研究で
ある。 
 
２．研究の目的 
（１）本研究の目的は、まず神経が光るトラ
ンスジェニックマウス（以下 TG マウス）を使
い、新しいテクノロジーである 2 光子励起顕
微鏡による腸壁内神経の in vivo（生体内）
イメージングに成功することである。 
（２）この手法を用いて損傷腸壁内神経ある
いは老齢モデルマウスの腸壁内神経の再生
（新生）過程を明らかにし、最終的には神経
活動に応じて神経が光るトランスジェニック
マウスを用いた in vivo イメージングにて神
経再生・新生過程を制御・促進する因子（低
分子化合物：5-HT4受容体刺激薬等）を特定し、
腸壁内神経の再生が消化管機能・排便機能の
改善効果をもたらすことを明らかにする。 
（３）本研究は、腸壁内神経障害によって起
こる消化管機能・排便機能障害を根本的に治
療する方法を開発する基礎研究で、これまで
リハビリテーション分野ではほとんど着手さ
れていない、画期的な研究である。 

 
３．研究の方法 
（１）自然科学研究機構生理学研究所 鍋倉
研究室の協力を得て、壁内神経系の形態
的・生理的機能を評価する 2 光子励起顕微
鏡システムによる in vivo でのイメージン
グを進める。すなわち、神経が光る TG マウ
スを使って、腸管切離吻合モデルやパーキ
ンソン病モデルを作成して神経を損傷後、
その再生・新生過程を形態的に明らかにする。
加えて、老齢 TG マウスの腸壁内神経組織をイ
メージングし、加齢変化を明らかにする。 

（２）マウスの腸管切離吻合手術はマイクロ
サージェリーで施行する。麻酔下にて皮膚切
開後、引き出した腸管を神経組織、血管は全
て温存したまま全周にわたり切離、吻合を施
し閉創する。粘膜層の外反が強く生じること
が予測されることから、粘膜層の内反をもた
らす Gambee 縫合を適宜用いることが必要で
あると予測される。まずは奈良医科大学内の
動物実験施設内にて、正常な回復過程を明ら
かにするため、手術施行後の飼育期間を 1週、
2週、4週群に分け、飼育後採取した組織を従
来の免疫染色処理後観察することで術後の飼
育期間を決定する。 
（３）飼育期間決定後、自然科学研究機構生
理学研究所の鍋倉教室より H-line マウスの
供与を受け、切離吻合モデルマウス腸管の in 
vivo イメージングを行い、腸壁内神経の再
生・新生過程を時系列的に追跡する。特に吻
合部の神経新生は従来の固定した組織標本で
はその三次元構造が全く予測できないので、
重点的に調べる。（老齢 H-line マウスが入手
できれば腸壁内神経系の加齢変化を、パーキ
ンソン病モデルマウスが作成できれば腸壁内
神経系損傷像を in vivo イメージングでとら
える。） 
（４）さらに進めて、埼玉大学中井教授から
神経活動に応じて強く光る TG マウスの提供
を受けて、in vivo Ca2+イメージングでの生理
実験法を確立する。 

910nm の波長で吻合部より肛門側で遺伝子
組 換 え 型 蛍 光 カ ル シ ウ ム プ ロ ー ブ
(Genetically encoding calcium indicators; 
ECIs)の反応を測定する。腸管の切離吻合術後
再生した神経軸索や、新生した神経細胞を探
索後、ラインスキャンを行う。 
吻合部をチャンバーに確実に固定した後に、

吻合部より口側の腸管内に挿入したバルーン
を側光部位に影響を及ぼさないように水を注
入して伸展するか、粘膜の電気刺激を行う。
さらに、神経節刺激薬を尾静脈より注射する。
これらの刺激により光る神経の蛍光強度が上
昇する反応を捉える。 
（５）最後に、この TG マウスの腸管切離吻合
モデル、パーキンソン病、老齢モデルに低分
子候補化合物の局所投与や飲水投与による腸
壁内神経系の再生・新生作用を検討し、創薬
へと展開する。 

 
４．研究成果 
（１）正常腸管神経の in vivo イメージング 

連携研究者である自然科学研究機構生理
学研究所鍋倉教授の協力を得て、正常な壁内
神経系の形態を 2 光子励起顕微鏡システムに
より in vivo でイメージングする実験を実施
した。 鍋倉研究室では、生体内神経細胞の
Ca2+動態イメージング技術や長時間連続イメ
ージング技術が確立されてはいるが、まず、
Thy-1 をプロモーターにして GFP を神経に発
現させた H-line マウスの供与を受けて、腸壁
内神経のin vivoイメージング観察を試みた。



マウスは麻酔後正立
顕微鏡のステージに
横臥姿勢で固定して、
小腸を血流は維持し
たまま引き出し栄養
液を満たしたチャン
バーに固定する（図
１）。 

図１腸壁内神経の in vivoイメージング観察の
ためのセツテイング 

正常H-lineマウスの腸の動きをピンでし
っかりと止めることにより、小腸のアウエル
バッハ神経節を、生存状態を維持したままの
状態で、強く光って見えることを確認した（図
２）。 

 
GFP 蛍光を発すれば、漿膜
表面から100μmの深さま
でこの顕微鏡で可視化で
きることが明らかとなっ
たので、まず切離吻合モ
デルの腸壁内神経系でも
同様に適応されるかどう
かを明らかにすることに
した。 

図２小腸の正常アウエルバッハ神経節の in 
vivo イメージング像 
（２）切離吻合部モデルでの損傷した壁内神
経系から再生新生した神経細胞の in vivo
イメージング 

マウスの腸管切離吻合手術はマイクロサ
ージェリーで施行した。麻酔下にて皮切後、
引き出した腸管を神経組織、血管は全て温存
したまま全周にわたり切離、吻合を施し閉創
する。手術施行後の飼育期間を 1週、2週、4
週群に分け、飼育後採取した組織を従来の免
疫染色処理後観察することで術後の飼育期間
を 1週、2週、4週に決定した。 

自然科学研究機構生理学研究所の鍋倉教
室より H-line マウスの供与を受け、切離吻合
モデルマウスを作成し、術後、1 週、2 週、4
週目で腸管の in vivo イメージングを行い、
5-HT4 受容体刺激薬 (MOS)による腸壁内神経
の再生・新生促進過程を時系列的に追跡した。
特に吻合部の神経新生は従来の固定した組織
標本ではその三次元構造が全く予測できない
ので、重点的に調べた。 

MOS 投与１−２週間で吻合部に神経節様の
構造物が認められた（図３）。 

これらの新生
神経細胞群は吻合
部に偏りなくみら
れ、表面からの深
さは MOS 投与１週
目 で は 浅 く (100 
µm)、２週目では深
い所にもみられた。 
 
 

図３吻合部新生神経節様の構造物 

MOS のこのような効果は 5-HT4受容体遮断
薬の同時投与により完全に消失したので、
5-HT4 受容体を介する作用である事が確認で
きた。 

また、ブロモデオキシウリジン(BrdU)を
MOS と同時投与する事によって吻合部で観察
された神経細胞群が新生された物である事
を確認できた（図４）。 

A は GFP 陽性細
胞、Bは BrdU 陽
性 細 胞 、 C は
neuro- filament 
(NF)陽性細胞、D
は神経幹細胞マ
ーカー(DLX2)陽
性細胞で、新生
神経細胞は GFP+、
BrdU+、NF+、 
DLX2-であった。 
 

図４吻合部の BrdU 陽性神経細胞 
以上の結果から、2PM による切離吻合部モ

デルでの損傷した壁内神経系から再生新生
した神経細胞の in vivo イメージングを三次
元でとらえる事に成功した。 
 
（３）神経活動に応じて強く光る TG マウス
の腸管神経の in vivo Ca2+イメージング 

まず埼玉大学埼玉大学中井教授が作成
した中枢神経系で神経の光る GCaMP TG マウ
スを使って2PMあるいは共焦点顕微鏡でいき
たまま in vivo イメージング実験が可能かど
うかを検討した。 

様々なラインのGCaMP TGマウスを用いて、
腸壁内神経細胞が光るラインを探した。その
結果、C57BL/6・Thy1-G6-2A-mCherry が図５
に示すように、アウエルバッハ神経細胞は緑
色の蛍光を示し、マイスナー神経細胞は赤色
の蛍光を示す事が認められた。 

図５腸壁内神経細胞の in vivo イメージング 
 

図５は三次元表示をしている。この結果は、
マイスナー神経細胞の非刺激時の細胞内 Ca2+

濃度は低く、アウエルバッハ神経細胞の非刺
激時の細胞内 Ca2+濃度は高いことを示してい
ると思われる。 

しかし、ネンブタール麻酔下では、腸管を

 

 

 

 

 



伸展しても、神経節刺激薬を尾静脈から注射
しても蛍光強度が高まるという反応は得ら
れなかったので、今後は除脳モデル等で検討
する予定である。 
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