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研究成果の概要（和文）：腸管神経細胞の増加により上皮バリア機構の破綻と腸内フローラの異常をきたすことを明ら
かにした。Ncx KOマウスを用いて腸内細菌層の解析を行った。培養法により好気性菌が増加しており、16SrRNA法、メ
タゲノム解析によりEnterobacteriaceaeが増加しておりdysbiosisの状態であることが確認された。またNcx KOマウス
においては、病原性の高いNO還元酵素（NorV）遺伝子を持つ腸内細菌が有意に増加していた。さらに、Ncx KOマウス糞
便を野生型マウスに移植したところDSS腸炎が悪化した。以上より腸管神経は腸内細菌叢制御にとっても重要な役割を
していることが示された。

研究成果の概要（英文）： Ncx-deficient (KO) mice exhibited increased number of NO producing enteric 
neurons. We characterized the fecal microbiota to examine whether increased number of enteric neurons 
affects enteric flora. CFUs of aerobic bacteria increased 10 to 100-folds in the KO mice compared to 
those of wild type mice.Since bacterial NO reductase gene V (NorV) which detoxificate NO, determine a 
virulence of bacteria, we further examined frequency of NorV+ bacteria in feces. More NorV+ bacteria were 
detected from the feces of the KO mice compared to that of wild type mice.To elucidate whether the 
dysbiosis affect the severity of the DSS-induced colitis, fecal transfer experiments were carried out. 
C57BL/6 mice were given either wild type or the KO mice derived feces and challenged with DSS. Mice 
transferred with feces of the KO mice developed more severe colitis than wild type transferred one. Our 
study implies that NO derived from EN participates in regulation of intestinalhomeostasis.

研究分野：分子生物学、発生工学
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  １版



１．研究開始当初の背景 

（１）腸管神経細胞は神経堤細胞より分化・

移動し腸管に定着する。神経堤細胞からの移

動の障害により先天的に腸管神経節が欠如し

た状態となり腸管機能障害がみられ巨大結腸

となる。これが Hirschsprung 病であり約

5000人に 1人の割合で出生する。一方で腸管

神経細胞の過剰によっても同様の腸管機能障

害をきたし、Hirschsprung病類縁疾患と呼ば

れている。研究代表者らは神経堤細胞に特異

的に発現する遺伝子Ncxのノックアウトマウ

スを作製したところ C57BL/6 系統では腸管

神経細胞の増加を伴う巨大結腸症を発症した。

一方で BDF1系統では巨大結腸症は発症しな

いものの、腸管神経細胞の増加は認められた。 

（２）巨大結腸を発症しない系統においては

一部のマウスに血便を伴う腸管炎症が認めら

れた。一方で臨床においては Hirschsprung

病や類縁疾患において壊死性腸炎など腸管炎

症発症の頻度が高いことが知られている。し

かし、腸管神経細胞の増加や減少が腸管免疫

系、腸内細菌叢などにおよぼす影響について

は知られていない。 

 

２．研究の目的 

腸管神経系の腸管免疫、腸内細菌叢及び腸

管バリア機構へのかかわりについて明らかに

する。 

 

３．研究の方法 

（１）腸管神経細胞の増加している Ncx KO

マウスを用いて DSS腸炎を発症させ、その重

症度、病態について野生型と比較することに

より検討する。 

（２）Ncx KO マウスにおける腸内細菌叢に

ついて培養法および 16SrRNA 解析などから

明らかにする。 

 

４．研究成果 

（１）Ncx KOマウスに DSSを飲水で投与し

腸炎を発症させたところ、野生型に比較して

感受性が高かった。また、KO マウスにおい

ては投与初期よりすべての個体において血便

が特徴的に認められる。そこで腸管上皮バリ

ア機構についての解析をおこなった。ゴブレ

ット細胞数やムチン層については以上が認め

られずまた抗菌ペプチドの遺伝子発現にも野

生型と比較して差は認められなかった。次に

腸管上皮の透過性について FITC-Dextranを

経口投与し血中への移行を測定することによ

り解析した。その結果 Ncx KOマウスにおい

ては野生型に比較して透過性亢進が確認され

た。また、上皮細胞間の結合に係るタンパク

質である E-cadherin の発現についてウエス

タンブロット及び免疫組織学的に調べた。そ

の結果 Ncx KO マウス腸管において

E-cadherinの発現が減少していた。このため

腸管上皮バリア機構が破たんしており DSS

感受性が高く高率に血便を伴う腸炎が発症し

たと考えられる。 

（２）Ncx KO マウスは腸管神経細胞が増加

しているが、特に NADPH diaphorase陽性一

酸化窒素（NO）産生ニューロンの増加が確認

されている。そこで腸管において神経細胞由

来のNO合成酵素 nNOSの発現について解析

したところ、KOマウスにおいて nNOSの発

現が増加していた。一方で iNOS, eNOSの発

現は野生型と比べて差を認めなかった。 

（３）腸管神経細胞由来 NOの上皮バリア機

構に対する影響を調べるために蛋白のニトロ

化について組織学的および抗ニトロチロシン

抗体を用いたウエスタンブロットで解析した。



Ncx KO マウス腸管においてニトロ化された

蛋白の増加が認められた。次に nNOS特異的

阻害剤 L-NPA を投与しニトロ化蛋白および

E-cadherinの発現を調べたところNcx KOマ

ウスにおいてそれらの発現が野生型と同等ま

で回復した。これらの結果より神経細胞由来

の NOにより腸管上皮細胞の蛋白質ニトロ化

および E-cadherin 減少をきたしていること

が示唆された。 

（４）抗生物質投与により Ncx KOマウスの

DSS腸炎感受性増加は改善したことより KO

マウスの腸内細菌叢にも異常をきたしている

ことが考えられた。そこで Ncx KOマウスに

おける腸内細菌叢について培養法で解析した。

その結果好気性菌コロニーが野生型の約 100

倍増加していた。また、１６SrRNA法により

確認したところ、Enterobacteriaceaeが有意

の増加していた。メタゲノム解析によっても

腸 内 細 菌 叢 の 異 常 が 確 認 さ れ 、

Bacteroidaceae, Flammeovirgaceae, 

Turicibacteraceae, Clostridiaceae, 

Peptostreptococcaceae, 

Enterobacteriaceae の各ファミリーは野生

型に比較して増加しておりまた、

Rikenellaceae, S24-7, Cyclobacteriaceae,

及び Streptococcaceae は有意に低下して

いた。これらの結果より Ncx KOマウス腸

内細菌叢は Dysbiosis の状態であることが

明らかとなった。 

（５）NO を無毒化する細菌の酵素 NO 

reductaseをコードする遺伝子NorVについ

て Ncx KOおよび野生型マウス腸内細菌で

解析した。その結果 Ncx KOマウスにおい

て NorV 陽性の腸内細菌が有意に増加して

いることが明らかとなった。一般に病原性

大腸菌においては NorV 陽性の細菌は陰性

のものよりも病原性が高いとされている。

これを確認する目的で糞便の移植実験を行

った。 

（６）次に Ncx KOマウスの糞便を抗生物

質処理した野生型マウスに移植し DSS 腸

炎を誘導した。その結果 KO マウスの糞便

を移植したマウスは野生型マウスの便を移

植した群に比較して臨床症状のスコアがよ

り重症度の高いものとなった。これらの結

果より腸管神経由来 NO の増加により Ncx 

KOマウス腸管上皮細胞内蛋白のニトロ化、

E-cadherin の減少をきたしさらに Ncx KO

マウス腸内細菌叢は Dysbiosis の状態にあ

りより病原性の高い NorV 陽性細菌が増加

することにより DSS 誘導腸炎の感受性も

増加していると考えられた。 
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