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研究成果の概要（和文）：糖尿病発症db/dbマウスの27%で胃排出が延長した。胃排出遅延db/dbマウスで胃筋間神経叢
のnNOSとGFAP発現が低下した。胃排出遅延db/dbマウスで血清ApoE値が有意に低下した。ApoE KOマウスでは胃排出が低
下し、胃排出遅延db/dbマウスと同様、筋間神経叢のnNOSやGFAP発現が低下した。nNOS KOマウス、ApoE KOマウスに神
経幹細胞移植6週後の胃排出能は移植前に比べ有意に改善した。ApoE KOマウスでnNOSとGFAP発現は有意に回復した。本
研究は神経幹細胞移植が胃運動不全麻痺で胃排出遅延を是正し、血清ApoEが消化管運動障害のマーカーとなることが示
唆された。

研究成果の概要（英文）：Delayed gastric emptying was observed in 27 % of db/db mouse with a significant de
crease in the serum ApoE level and in the myenteric nNOS and GFAP expression. The gastric emptying was als
o significantly delayed in ApoE knockout (KO) mouse with a decrease in the expression of nNOS and GFAP in 
myenteric plexus. Transplantation of neural stem cells (NSCs) improved delayed gastric emptying in nNOS KO
 mice and ApoE KO mise. The expressions of nNOS and GFAP in myenteric plexus were restored by transplantat
ion of NSCs. Transplantation of NSCs restored the delayed gastric emptying in apoE knockout mice, suggesti
ng a promising application of regenerative therapy against gastroparesis and a possible development of ser
um ApoE as a potential biomarker for gastrointestinal motility disorders.
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１．研究開始当初の背景 
胃運動不全麻痺は器質的な閉塞病変を認め
ない慢性的な胃運動障害で、罹患率は 4%で
ある。症状は嘔気、嘔吐、腹部膨満感、早期
飽満感、食欲不振、心窩部痛などであるが、
その程度は症例により様々である。成因とし
て外科手術や神経障害、感染症などが考えら
れるが、約 3割が糖尿病性で、特発性と糖尿
病を併せると全体の 6割以上を占める。糖尿
病性胃麻痺は 10 年以上経過した糖尿病患者
で発症し、約 5-12 %の患者で症状を有する。
糖尿病性胃麻痺の発症が直接的に致死的転
機に至ることはないが、患者の QOL を低下
させるほか、糖尿病の合併症や血糖コントロ
ールの悪化を介し、心血管疾患のリスクを増
加させ、結果的に予後を規定するという可能
性 が 示 唆 さ れ て い る (Gastroenterology 
136(4):1225-1233, 2009)。本邦でも糖尿病罹患
は増加傾向で、長期罹患に伴う糖尿病性胃不
全麻痺の発症頻度は益々増加すると考えら
れ、生活の質(QOL)の向上のみならず、原病
の進展阻止を目標とした厳格な血糖コント
ロールを行うには、その病態解明と治療介入
が急務である。現段階で糖尿病性胃不全麻痺
の病態機序は、三大合併症の一つである自律
神経障害の他に、消化管運動のペースメーカ
ー機能を担うといわれるカハール介在細胞
(ICC)の異常を介した平滑筋の収縮障害や、平
滑筋弛緩に関与する一酸化窒素(NO)を産生
する neuronal nitric oxide synthase(nNOS)の低
下に伴う弛緩不全などが挙げられている。一
方、NODマウスなどの糖尿病発症動物では、
発症早期に nNOS が減少するとされており、
研究代表者らも、ストレプトゾトシン惹起性
1型糖尿病ラットで nNOS神経と ICCの減少
を報告している (Mogami, Suzuki et al. 
Neurogastroenterol. Motil. 25(7):609-e465, 
2013)。さらに、近年、脂質運搬に関与するア
ポリポプロテイン E（apoE）のノックアウト
マウスにおいても胃壁内の nNOS発現が低下
することが明らかとなった (Dig Dis Sci. 
57(6):1504-9, 2012）。従来の薬物対症療法は薬
剤耐性や副作用の点で長期効果を期待する
ことは困難である点からも、非侵襲的、根治
的治療の開発が急務である。自己複製能と多
分化能を有する神経幹細胞移植は、非可逆的
な神経障害に対する再生医療として注目さ
れているが、最近、消化管でも nNOSノック
アウトマウスの幽門部に胎生 GFP トランス
ジェニックマウスより分離した神経幹細胞
移植により、1 週後に移植幹細胞が神経線維
に分化し、nNOS を発現し胃排出を改善する
こ と が 報 告 さ れ た (Gastroenterology 
129(6):1817-24, 2005)。以上から、神経幹細胞
移植が非可逆性糖尿病性胃不全麻痺におい
ても低下した胃運動を回復させることが考
えられる。今後、さらに罹患患者人口が増加
すると考えられる糖尿病性胃不全麻痺や非
特異的胃不全麻痺においても神経幹細胞移
植が奏功する可能性は極めて高い。 

 
２．研究の目的 
本研究の目的は、胃運動不全麻痺に関与する
分子病態機序を検討し、その病態である胃運
動不全麻痺の治療の一つとして、神経幹細胞
移植を応用することである。 
(1) 糖尿病モデル動物、nNOSノックアウトマ
ウス、さらに、糖尿病に高率に合併する生活
習慣病の一つである脂質異常症のモデル動
物である apoEノックアウトマウスにおいて、
胃運動不全麻痺の発現（胃排出遅延）と nNOS
発現との関連、胃神経叢の神経細胞や神経栄
養細胞などの病態生理を検討する。 
(2) 神経幹細胞、あるいは神経堤由来幹細胞
移植による胃運動不全麻痺、つまり、胃排出
遅延の改善効果と胃壁内神経叢や神経栄養
細胞の病態改善効果を検討する。 
 
３．研究の方法 
2型糖尿病モデルである db/dbマウス、nNOS
ノックアウト(nNOS KO)マウス、脂質異常症
や動脈硬化のモデルである ApoE ノックアウ
トマウス（ApoE KO, 雄性、30週齢）を用い、
消化管運動と筋間神経叢の評価を行ない、神
経幹細胞移植の有効性を検討した。なお、本
研究は、遺伝子組換え生物等の使用等の規制
による生物の多様性の確保に関する法律（平
成 15年6月 18日公布）等に基づいて実施し、
動物実験計画については、マウス実験は「慶
應義塾大学医学部動物実験委員会」にて既に
承認 (No.08080-(10); 平成 22年 6月 15日)を
得て、本委員会の方針に基づいて実施した。 
(1) 胃排出能測定 
胃排出能は、13C 標識酢酸による呼気試験法
で測定した。研究協力者の内田らは、各チャ
ンバー内にラットを一匹ずつ入れ、吸引ポン
プを利用し、チューブを介して呼気を回収す
る簡便集気法を開発した（J. Pharmacol. Sci. 
98(4): 388-395, 2005）。本研究で研究代表者ら
は同法を、ラットばかりでなくマウスでの胃
排出能測定に応用した。つまり、胃排出率測
定の 18 時間前よりマウスを絶食とし、16 
mg/kg の 13C 標識酢酸を半消化態経腸栄養剤
（ラコール、株）大塚製薬工場）10 ml/kgに
混合させた後、動物に経口胃管で投与し、各
マウスをチャンバー内に留置した（下図）。 

 
マウスの呼気はポンプ動力による持続吸引
下に投与後 60分までは 5分毎に、その後 70
分、90分、120分後に呼気バック中に回収す
る。回収呼気中の 13C 標識 CO2（

13CO2）は、



H. pylori感染診断でも使用される赤外分光分
析装置（POCone）により呼気バック中の 13CO2

の割合（Δ13CO2）により測定する。各時間の
測定値をプロットし、Δ 13CO2 の最大値
（Cmax）に至る時間（Tmax）を胃排出能の
指標とする。本法は、その都度、解剖・屠殺
を要しないため、同一個体の胃排出能を繰り
返し非侵襲的に測定できる利点がある。胃排
出能の指標は、13Cの総投与量の半減期（T1/2）
を用いた。すでに、12 週齢の db/db マウスで
は、ヘテロのマウス(db/+m)に比し、著明に血糖
が上昇し、体重も 2倍以上に増加し、12-20週齢
の db/db マウスでは、胃排出遅延が報告されて
いる(J. Gastroenterol. Hepatol. 23(4): 660-667, 
2008)。 
(2) 糖尿病マウスの血清 ApoE値 
糖尿病モデルマウスと ApoE の関連を評価す
るため、db/dbマウスの血清 apoE値を ELISA 
(Apolipoprotein E (APOE) Human ELISA Kit, 
abcam, Tokyo, Japan)で評価した。 
(3) ApoE KOマウスの胃排出能 
ApoE KOマウスの胃排出能も 13C標識酢酸に
よる呼気試験法で測定した。 
(4) 神経幹細胞移植 
神経幹細胞は、ffLucトランスジェニックマウ
スの胎生 15 日目のマウスから得た、脳皮質
由来の神経幹細胞を用いた。この ffLuc は、
蛍光蛋白である Venus遺伝子と、化学発光触
媒を担う Luciferase が融合した蛋白であるた
め、生体下で luciferinを投与すると、体外 in 
vivo imaging system (IVIS)に
より生存した細胞が同定で
きる上（右図）、免疫組織化
学でも Venus による緑色蛍
光により細胞の局在が判断
できる。単離した神経幹細胞
は、FGFや EGFを含有した
浮遊培養（neurosphere 法）
により、neurosphere を形成
させた。約 2週間継代し、形
成された tertiary neurosphere
は、胃運動不全麻痺のある
nNOS KOマウスとApoE KO
マウスにおける胃幽門前庭
部の筋層内に、直接ガラス製針を用いて注入
した。注入から 1週間後、2週間後、4週間後
と、6 週間後まで、各週で IVIS により移植細
胞の生着を確認し、胃排出能を測定した。移
植から 6週間後、各マウスを麻酔下に解剖し、
nNOS、ニューロンのマーカーであるPGP 9.5、
グリア細胞のマーカーである GFAPの発現を、
それぞれ免疫組織化学で評価し、同時に神経
幹細胞の生着と分化を確認した。 
 
４．研究成果 
(1) 糖尿病モデルでの胃排出能 
糖尿病モデル動物である db/db マウスの一部、
27%で、対照群(db/+mマウス)に比し、胃排出
が著明に延長し、胃運動不全麻痺があると考
えられた。胃筋間神経叢における nNOS発現

は胃排出遅延を伴った db/db マウスで顕著に
低下した。さらに、神経線維のマーカーであ
る PGP 9.5発現については各群で有意差を認
めなかったが、グリア細胞のマーカーである
GFAP は胃排出遅延を伴った db/db マウスで
有意に減少していた。 
(2) 糖尿病マウスの血清 ApoE値 
胃排出遅延を伴った db/db マウスでは、血清
ApoE 値が有意に低下した。筋間神経叢にお
ける ApoE の役割は明らかとなっていないも
のの、中枢神経系ではグリア細胞から分泌さ
れ、神経細胞の修復や恒常性の維持に関与し
ていることが知られていることから、nNOS
の減少にグリア細胞や ApoE の減少が関与し
ている可能性が示唆された。 
(3) ApoE KOマウスの胃排出能 
ApoE KOマウスの胃排出能は、T1/2が延長し、
胃排出能が低下した。ApoE KOマウスは胃排
出遅延を伴った db/db マウスと同様、筋間神
経叢における nNOS や GFAP 発現が低下し、
PGP 9.5に変化はなかった。 
(4) 神経幹細胞移植 
胃排出遅延が惹起されることが報告されて
いる nNOS KO マウス (Gastroenterology 
129(6):1817-24, 2005)と ApoE KOマウスに神
経幹細胞を移植した。移植細胞は、IVISによ
り移植直後から移植 6週間後まで発光を認め、
移植細胞の生着が確認された。6 週間後の胃
排出能は、移植前に比べいずれのマウスでも
有意に改善し（下図）、神経幹細胞移植が有
効であったことが示唆された。ApoE KOマウ
スの筋間神経叢では、明らかな Venus遺伝子
の蛍光を認めたばかりでなく、nNOSと GFAP
発現も有意に回復した。 

 
以上より、本研究は神経幹細胞移植が胃運動
不全麻痺の疾患モデルで胃排出遅延を是正
すること、さらに、血清 ApoE が消化管運動
障害のマーカーとなりうることが示唆され
た。 
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