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研究成果の概要： 

消化管運動の最終的な組織である平滑筋について、Hirschsprung 病（以下 H病）無神経節腸管

ではこれまで着目されていなかった。そこで H病モデルラットを用いて H病無神経節腸管平滑

筋の収縮特性について検討をおこなった。これまでに無神経節腸管平滑筋には Substance P(以

下SP)刺激による張力は低下しているがSPレセプターは正常に発現しているという報告がある。

無神経節腸管平滑筋の SP に対する収縮特性について検討した。前述のように腸管を処理し、細

胞内カルシウム濃度―張力の測定をおこなった。定常状態を 0％、高濃度カリウム溶液による

脱分極による張力、細胞内カルシウムを100％とした。正常腸管:SP投与時張力624.03％、[Ca2+]i 

78.09％。Rho kinase inhibitor（Y-27632）前投与時張力 233.30％、[Ca2+]i 45.03％。無神経

節腸管：SP 投与時張力 658.07％、[Ca2+]i 54.16％、Y-27632 前投与時張力 102.55％、[Ca2+]i 

69.49％。正常腸管での SP による張力は 624％と有意に上昇したが、[Ca2+]i の上昇度は変化が

なかった。Y-27632 投与により、Rho kinase の関与する経路を遮断したところ、[Ca2+]i の上昇

度は変化せず、SP による張力のみが 233％に低下した。これにより H病モデルラットの正常腸

管収縮には Rho kinase が関与していることが判明した。次に Homo type の無神経節腸管では、

SP 投与により 658％の張力がえられたが、[Ca2+]i の上昇は認めなかった。Y-27632 を投与した

場合には[Ca2+]i は変化なく、張力は 102％に低下した。以上より無神経節腸管平滑筋の SP レ

セプター以下の収縮メカニズムは正常腸管と同様にRho kinaseを介した経路が存在することが

判明した。   
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１．研究開始当初の背景 

ヒトにおける Hirschsprung 病では、高度

の排便障害をきたす。この疾患の患者では、

敗血症をともなう重症腸炎や経口摂取障害

による栄養障害（機能的短腸症候群）を認め、

時として生命維持が脅かされることもある

疾患である。排便障害の原因は直腸から口側

に伸びる神経節細胞の存在しない無神経節

腸管の蠕動不全が原因であることは既知の

事実である。 

消化管では主に副交感神経系の迷走神経

（コリン作動性）、交感神経（アドレナリン

作動性）が筋層間神経叢（Auerbach plexus）、

粘膜下神経層(Meissner plexus)、Cajal 細胞

（ICC）に伝達物質を放出し、消化管平滑筋

運動を制御している。Hirschsprung 病無神経

節腸管では筋層間神経叢および粘膜下神経

層が欠如しているために副交感神経線維お

よび交感神経線維が筋層、粘膜下層を貫き、

粘膜固有層にまで増生している。これらをい

わゆる外来線維と呼んでいるが、この外来線

維 の 中 に は non-adrenergic 

non-cholinergic(NANC)神経線維と呼ばれる

もの混在している。壁内神経における NANC

神経線維の分布に関しては前述したように

多くの報告がなされており、弛緩作用をもつ

vasoacive intestinal peptide(VIP) 、

pituitary adenylate cyclase-activating 

polypeptide(PACAP) 、 gastrin-releasing 

peptide(GRP) 、 calcitonin gene-related 

peptide(CGRP)陽性神経線維は減少しており、

収縮作用をもつ substance P、galanin 陽性

神経線維も減少しているという報告がある。

増加している神経線維として、neuropeptide 

Y(NPY)陽性神経線維があり、これは腸管では

adrenergic fiber を反映しているとされ、血

管平滑筋に対しては収縮作用を持つが、消化

管平滑筋に対しては弛緩作用を持っている。

消化管平滑筋の弛緩を最も司るとされてい

るNOを合成するNitric oxide synthase(NOS)

陽性線維はほぼ欠損していると報告されて

いる。しかし、これらの NANC 神経伝達物質

が無神経節腸管において、その病態にどのよ

うに関与しているかはいまだ明らかではな

い。Hirschsprung 病無神経節腸管の平滑筋に

はムスカリンレセプター、Substance P レセ

プター、VIP レセプターが存在しており、レ

セプターそのものには異常がない可能性に

ついて示唆する報告がある。平滑筋弛緩作用

物質である NO の作用は無神経節腸管では起

こらないという報告が多く、1997 年に当施設

の Kamimura ら も Electrical Field 

Stimulation(EFS)を用いて薬理学・生理学的

に無神経節腸管平滑筋が NO の制御を受けて

いないことを報告しており、一見、過剰に収

縮したようにみえる無神経節腸管の病態の

主要な原因ではないかといわれている。しか

し、無神経節腸管平滑筋細胞に NANC 神経伝

達物質レセプターが正常腸管と同様に発現

しているとすれば、増生している外来神経線

維に混在しているとされる NANC 神経伝達物

質の作用はどうなっているのか？外来神経

からの放出以外にも NANC 神経伝達物質は血

中にも存在しているので、これらの作用を多

少は受けている可能性もある。 

 
２．研究の目的 

今後、Hirschsprung 病の病態解明のために、

カルシウム－張力同時測定法およびその他

の手法を用いる。無神経節腸管で分布異常が

報告されており、さらに血中にも存在し、炎

症によりそのレセプターが up regulation さ

れる平滑筋収縮物質 substance P（以下 SP）

に着目し、今後の実験をすすめていく予定で

ある。無神経節腸管平滑筋の Substance P に

対する細胞内カルシウムおよび張力の変化

を検討し、SPによる平滑筋収縮細胞内情報伝



達機構が正常なメカニズムと異なっている

のか、違いがないのかを明らかにしていく。

もし、違いが見られた場合、レセプターの発

現、レセプター以下の平滑筋収縮メカニズム

に関するリン酸化の差異の有無について

Western blot 法、PCR 法を用いて検討をする。 

 
３．研究の方法 

Ⅰ使用動物 

本実験では疾患モデルとしてHirschsprung

病モデルラット（自然発症エンドセリンB受

容体遺伝子欠損ラット）を用いる。このラッ

トはWild typeではHirschsprung病の病態を

呈さないが、Homo typeでは無神経節腸管が

みられ、Hirschsprung病の病態を呈す 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ⅱ生理学的実験 

生後約４週目のHirschsprung病モデルラッ

トの結腸輪走筋平滑筋条片を作成し、細胞内

カルシウム濃度と平滑筋張力を同時に測定

し、その収縮特性を解析する。 

実際の測定方法を以下に示す。 

［結腸輪走筋平滑筋条片］ 

ラットを犠死させ、その結腸を摘出する。摘

出した結腸の粘膜と腸間膜を除去する。その

標本を輪走筋方向に長さ６mm、幅２mmの条片

を作成する。 

［細胞内カルシウム濃度－張力同時測定］ 

上記のごとく作成した平滑筋条片を蛍光カ

ルシウム指示薬（Fura-2/AM）で、37℃で４

時間負荷させる。 

平滑筋条片に２波長（340nmと380nm）の光を

交互にあて、それぞれの蛍光反応の比を細胞

内カルシウム濃度として捉えて測定するこ

とができる。 

 

上記実験をHirschsprung病モデルラット（自

然発症エンドセリンB受容体遺伝子欠損ラッ

ト）のWild type（通常ラット）とHomo type

（Hirschsprung病の病態を呈するラット）の

拡張部と狭小部で行い、細胞内カルシウム濃

度と張力を比較検討し、その収縮特性の差異

について解析する。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ⅲ分子生物学的実験 

Hirschsprung 病モデルラットの Wild type の
結腸、Homo type の拡張部および狭小部腸管
の SP レセプターおよび、SP による収縮時の
収縮メカニズムに関与するタンパクのリン
酸化を Western blot 法を用いて確認する。 
 
４．研究成果 
前述のように腸管を処理し、細胞内カルシ
ウム濃度―張力の測定をおこなった。 
定常状態を 0％、高濃度カリウム溶液によ
る脱分極による張力、細胞内カルシウムを
100％とした。正常腸管:SP 投与時張力
624.03 ％、 [Ca2+]i 78.09 ％。 Rho kinase 
inhibitor（Y-27632）前投与時張力 233.30％、
[Ca2+]i 45.03％。無神経節腸管：SP 投与時張
力 658.07％、[Ca2+]i 54.16％、Y-27632 前投
与時張力 102.55％、[Ca2+]i 69.49％。正常腸
管でのSPによる張力は624％と有意に上昇し
たが、[Ca2+]i の上昇度は変化がなかった。
Y-27632 投与により、Rho kinase の関与する
経路を遮断したところ、[Ca2+]i の上昇度は変
化せず、SPによる張力のみが 233％に低下し
た。これにより H病モデルラットの正常腸管
収縮には Rho kinase が関与していることが
判明した。次に Homo type の無神経節腸管で
は、SP投与により 658％の張力がえられたが、
[Ca2+]i の上昇は認めなかった。Y-27632 を投
与した場合には[Ca2+]i は変化なく、張力は
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102％に低下した。以上より無神経節腸管平
滑筋の SP レセプター以下の収縮メカニズム
は正常腸管と同様に Rho kinase を介した経
路が存在することが判明した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
Wild type では SP 刺激により低い[Ca2+ ]i
上昇により、有意に高い張力がえられた。 
Homo type でも同様の結果であった。Wild 
type では Rho kinase inhibitor(Y-27632)に
より、[Ca2+ ]i 上昇の低下を伴わない、有
意な張力低下がみられた。Homo type でも同
様の傾向がみられた。 
Wild type、Homo type ともに SP 刺激にて
カルシウム感受性が上昇する。Wild type、
Homo type ともに Rho kinase を介した経路が
SP 刺激による収縮メカニズムに関与してい
る。無神経節腸管平滑筋の SP レセプター以
下の収縮メカニズムは正常腸管平滑筋のそ
れと同様である可能性が示唆された。 
以上の結果より、ヒルシュスプルング病の
無神経節腸管では、平滑筋収縮メカニズムの
主たるカルシウム流入経路である電位依存
性カルシウムチャネルの発現低下により、カ
ルシウムイオンの流入が関与しない Rho 
kinase を介した経路が代償的に活性化され
ている可能性が考えられた。 
この研究結果より、ヒルシュスプルング病
の無神経節腸管において、平滑筋収縮を引き
起こす経路が作用していることが明らかと
なったため、これらの経路に着目し、平滑筋
収縮を引き起こす物質を投与すれば、無神経
節腸管でも蠕動を引き起こすことができる
可能性が期待できる。 
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