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研究成果の概要（和文）：腸管運動不全疾患の中でも最も患者数が多いヒルシュスプルング病は、発生初期の神
経堤由来の腸管神経節細胞が欠損したり、分化や移動が障害されたりすることで生じる。今回、神経堤由来細胞
が緑色蛍光タンパク質ラベルされたマウスを用いて新規の腸管運動不全疾患のモデル動物を確立し、神経堤由来
細胞の分化状態の解析や機能的な経過の詳細を解析したところ、このモデルマウスがヒトの病態と極めて近い表
現型と経過を生後も継続的に示すことを新たに示した。新規モデル動物を作成したことで、腸管神経節細胞のネ
ットワーク形成過程における複雑にコントロールされた正常メカニズムとその破綻後の変化を明らかにすること
ができた。

研究成果の概要（英文）：Hirschsprung disease is one of the major intestinal motility disorder, 
caused by the partial loss of intestinal ganglion cells derived from the absence or impaired 
migration of neural crest derived cells in early embryonic period. In this study, we established a 
new animal model for intestinal motility dysfunction by using the transgenic mouse strain, whose 
neural crest derived cells are labeled with green fluorescent protein. The analysis of the 
differentiation status of neural crest-derived cells and the functional abnormality of the 
gastrointestinal motility indicated that this model mouse continuously showed the similar phenotypes
 and pathophysiological courses of the human Hirschsprung disease patient. By creating a new disease
 model animal, it was possible to reveal a part of complicated mechanisms for the normal network 
formation and also a part of pathogenesis for intestinal motility disorder in vivo.

研究分野： 神経発生生物学
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１．研究開始当初の背景 
  
これまで我々のグループでは、最初にショ

ウジョウバエで発見された RNA 結合蛋白質
Musashi （Nakamura et al 1994）が、マウスに
おいてもファミリー分子として Musashi1 お
よび Musashi2 が存在することを同定し、そ
れらが神経幹細胞に強く発現することを明
らかにし （Sakakibara S et al 1996, 2001）、標
的遺伝子 m-numb の翻訳抑制を介して神経
幹細胞の分化抑制に関与していることを明
らかにしてきた（Imai T et al. 2001）。我々は、
Musashi1 欠損マウスを作成し、上衣細胞付近
の細胞の増殖異常による先天性水頭症を示
すことなどを明らかにし（Sakakibara S et al. 
2002）、神経幹細胞における各種分子の役割
を解明してきた。 
近年、我々は神経堤由来組織における幹細

胞について、背側神経節や骨髄、末梢神経系
を中心に観察を進める過程で、神経堤幹細胞
が自己複製能と多分化能を持ち、様々な臓器
の発生に重要な役割を担い、成体になっても
生存していることを明らかにした（Nagoshi, 
Shibata et al 2008）。その内在性の神経堤由来
細胞が、成体の脊髄損傷後の機能的回復にも
重要な役割を担うことも明らかにした
（Nagoshi Shibata et al 2011）。また神経堤由来
細胞の未分化状態で強く発現する Sox10 に注
目し、Sox10 発現細胞を蛍光タンパクでラベ
ルした Sox10-Venus マウスを作成した
（Shibata et al 2010）。これらの成果により、
神経堤由来の未分化な細胞の分離や同定が
容易となった。これにより神経堤由来組織に
おける幹細胞の役割や、腸管における神経堤
細胞の未分化状態についての詳細な解析が
可能となった。 
 
 
２．研究の目的 

 
神経堤由来細胞を蛍光蛋白質によって標

識した、新規のヒルシュスプルング病モデル
動物を用いて、腸管にて神経堤由来細胞が欠
損するメカニズムの詳細を解析することで、
神経堤幹細胞の未分化性維持・移動調節・分
化制御機構を明らかにすることを目的とし
て本研究を実施した。 

 
 
３．研究の方法 

 
本研究は以下の 6 つの柱で実験および解析

を進め、腸管神経ネットワークの発生・分化
メカニズムに迫った。 
 
（1） 正常腸管の神経堤由来細胞の未分化状
態の解析 
（2） 免疫電子顕微鏡観察を用いた正常腸管
発生過程における神経堤由来細胞の解析 
（3） 新規ヒルシュスプルング病モデル動物

の開発 
（4） ヒルシュスプルング病モデル動物にお
ける神経堤由来細胞の未分化状態の解析 
（5） ヒト腸管手術検体の神経節細胞の分化
状態の解析 
 
具体的には、まず研究計画（1）～（2）に

て神経堤由来細胞を GFP でラベルしたモデ
ル動物の腸管することにより腸管の正常発
生過程における神経堤幹細胞の挙動を組織
学的に可視化し、次に研究計画（3）～（4）
にて、新規ヒルシュスプルング病モデル動物
を作成することで、発生過程における腸管神
経ネットワークの形成過程破綻のメカニズ
ムを、「正常」と「異常」とを時間的・空間
的に比較し、さらに研究計画（5）にて、そ
れまでのマウスの知見を基にヒト検体への
応用を計画した。 
 
 
４．研究成果 
 
新規のヒルシュスプルング病モデル動物を
開発し、腸管にて神経堤由来細胞が欠損する
メカニズムの詳細を解析するために、上述の
「３．研究の方法」に記した、（1）～（5）
までの計画に沿って研究を実施した。 
 
（1） 正常腸管の神経堤由来細胞の未分化状
態の解析 
まず我々は、正常腸管の神経堤由来細胞の

未分化状態の解析を実施した。神経堤由来の
細胞を緑色蛍光タンパク質（Green Fluorescent 
Protein, 以下 GFP）で標識されたトランスジ
ェニックマウスにおいて、様々な神経堤や神
経系の幹細胞マーカー、未分化神経マーカー
と緑色蛍光タンパク質の共局在を免疫組織
化学法にて確認した。 

 
（2） 免疫電子顕微鏡観察を用いた正常腸管
発生過程における神経堤由来細胞の解析 
神経堤由来細胞が GFP でラベルされ腸管

神経節細胞が GFP で光るマウスの発生途上
のマウス腸管を用い、GFP に対する抗体にて
染色する免疫電子顕微鏡観察法により正常
腸管発生過程における神経堤由来細胞の微
細構造の解析を実施した。 

 
（3） 新規ヒルシュスプルング病モデル動物
の開発 
新規ヒルシュスプルング病モデル動物開

発のために、神経堤由来細胞が GFP ラベルさ
れたマウスにて薬剤性のヒルシュスプルン
グ病モデルマウスを作成した。多くのヒルシ
ュスプルング病モデルマウスが生後まもな
く死亡していたのに対し、本モデル動物はヒ
トのヒルシュスプルング病の症状と極めて
近い表現型および臨床経過を生後も継続的
に示すことが確認できた。 

 



（4） ヒルシュスプルング病モデル動物にお
ける神経堤由来細胞の未分化状態の解析 
新規のヒルシュスプルング病モデルマウ

スがヒトの病態と極めて近い表現型を生後
も継続的に示し、その腸管神経節が GFP で標
識されていたことから、薬剤性ヒルシュスプ
ルング病モデル動物における神経堤由来細
胞の分化状態の解析を行った。生後マウス腸
管において神経堤幹細胞の維持や増殖が阻
害された病態における、各種の腸管細胞群の
分化・増殖および遊走能への影響について詳
細に解析し、腸管運動機能への影響も定量的
に評価できたことから、ここまでの成果を学
術誌に英語論文として報告することができ
た（下記成果 No. ⑨）。 

 
（5） ヒト腸管手術検体の神経節細胞の分化
状態の解析 
これまでに確立した、腸管神経節細胞を

GFP ラベルしたマウス腸管の解析結果を基
に、神経堤幹細胞の維持・増殖や分化の制御
メカニズムに関連するマーカーの染色をヒ
ト腸管の病理検体を用いて染色を実施した。
神経堤由来細胞を GFP ラベルしたマウスを
用いて作製した薬剤性ヒルシュスプルング
病モデル動物と、ヒトヒルシュスプルング病
の中でも最も頻度の高い原因遺伝子の一つ
を欠損したマウスにて腸管神経節細胞を
GFP ラベルしたヒルシュスプルング病モデ
ル動物と、ヒトのヒルシュスプルング病罹患
腸管を比較検討した結果から、腸管神経ネッ
トワークの形成が破綻するメカニズムの一
部を明らかにすることが出来た。 
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