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研究成果の概要（和文）：小児外科領域における最も代表的な機能性腸閉塞疾患であるヒルシュスプルング病の
モデルであるエンドセリンレセプターB受容体欠失マウスにおいて、腸管組織内の血管構築の異常を見出し、血
管構造の安定維持に関連する分子の発現が低いという結果を得た。今回の結果は、本疾患の原因遺伝子が神経堤
細胞の発生とともに、血管構造の発生異常を引き起こす可能性が示唆された。本疾患の新しい病態の理解と確定
診断のための一助となることが期待される。

研究成果の概要（英文）：We revealed that the decrease of the molecule related of the stability and 
the development process of blood vessel formation in the gut of Hirschsprung disease model mice. It 
was suggested that the responsible gene of this disease may cause both abnormal development of 
vascular structure as well as abnormal development of enteric nervous system. This result may 
provide that the new understanding of pathogenesis and the new pathological diagnosis for 
Hirschsprung disease.

研究分野： 小児外科病理学

キーワード： ヒルシュスプルング病　腸管神経系　組織透明化　蛍光イメージング
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研究成果の学術的意義や社会的意義
ヒルシュスプルング病の確定診断の際に診断に難渋するケースにしばしば遭遇し、また根治には外科的治療が必
要であり、その治療と診断のために新しい発生病態を解明することは重要である。
今回の結果で可能性が示された原因遺伝子により神経系の発生の異常とともに血管の形成の異常が引き起こされ
る可能性は新しい発生機序の解明になるとともに、術後の合併症の原因ともなりえると考えており、本疾患の新
しい病態の理解と診断のための一助となることが期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
 ヒルシュスプルング病の確定診断には外来神経線維の増生の有無が用いられているが、神経
線維の増生が見られない症例もあり診断に難渋する場合がある。さらに精度が高く、有用な診断
マーカーが必要と考えられているが、外来神経線維が増生する際の発生機構に着目した検討は
されておらず、またこれまでの病理学的手法を用いた探索で観察するには技術的な限界が生じ
ているのが現状である。 
 申請者らは、腸管神経系イメージングモデルマウス胎児を用いて透明化組織イメージング法
を行い、ヒルシュスプルング病において増生する外来神経線維や無神経節細胞腸管の形成・発生
メカニズム（関連分子）を可視化し、確定診断に用いることができる病理診断マーカーを見出す
ことを目的とした。 
 
２．研究の目的 
本研究ではヒルシュスプルング病蛍光イメージングモデルマウスで最新の蛍光イメージング

技術、特に現在脳神経科学分野で応用が進んでいる組織透明化法を用いて、未だ解明されていな
い発生メカニズム（関連分子）を可視化し、新しい発生機構とそれに関わる因子を探索するため
に以下の３つを目的とし、研究を進めた。 
（１）ヒルシュスプルング病の発生メカニズム解析のための組織透明化による三次元イメージ
ング法の確立 
（２）腸管神経系発生と血管形成機構の関連について 

（３）ヒルシュスプルング病根治術後腸炎の原因探索 

 
３．研究の方法 
（１）腸管組織の摘出、処理、透明化処理と免疫染色について 
生後 7－14 日のヒルシュスプルング病マウス(EDNRB KO)と同腹の野生型マウス腸管から消化

管を摘出し、小腸と大腸組織それぞれの近接領域を 3か所取り出した。１つめは RNA 量測定のた
めの保存液に、2つめは腸管を長軸方向に開きホルマリン（４％PFA）固定し、全層標本（ホール
マウント標本）作製用組織とした。3つめの組織は凍結切片作成用として４％PFA 固定後、凍結
ブロックとして保存した。ホールマウント標本は通常の免疫染色に組織透明化を組み合わせた
方法で行った。透明化法は組織の伸縮がなく、蛍光タンパクが退色しない、操作の簡便さに重点
をおき、SeeDB 法、Scale S 法を採用し、共焦点レーザー顕微鏡で目的部位を 63倍のグリセリン
対物レンズを用いて厚さ 100-150um 程度で画像取得した。 
 
（２）腸管神経系発生と血管形成機構の関連について 
定量 PCR 法を用いて RNA 量を比較し、その際有意な差が見られた分子の発現について、これが

血管新生に関連する発現であるかどうか凍結組織切片を用いた免疫染色と組織透明化処理を施
した腸管を用いたホールマウント標本による組織発現変化を観察した。 
 
（３）ヒルシュスプルング病根治術後腸炎の原因探索 
腸管神経発生に関わる遺伝子が腸管に点在する免疫器官であるパイエル板の発生に関わるこ

とと、腸管からの異物取り込みに関与する M 細胞が神経との関連により組織内の細胞密度が抑
制されることが報告されている。そこで我々は EDNRB KO マウスにおける神経発生異常と腸管か
らの異物取り込みに関与する M細胞の関連を透明化ホールマウント標本での検討を行った。M細
胞マーカーとして GP2、Sｐi 抗体を用い、神経マーカーとして TUJ1 抗体を用いた。 
 
４．研究成果 
（１）組織透明化三次元イメージング法の確立 
 ヒルシュスプルング病マウス(EDNRB KO)と同腹の野生型マウス腸管を採取し、通常の免疫染
色後 SeeDB 法と Scale S 法で蛍光シグナルの検出と保存について検討すると、組織の伸縮や組
織深度が浅い部位での蛍光シグナルの検出では差がなかったが、組織深度が深い部位でのシグ
ナルの検出感度と蛍光シグナルの保持という点では Scale S 法が我々の解析に適しており、以
後ホールマウント標本での画像取得は Scale S 法で行った。（図１） 



 
（２）腸管神経系発生と血管形成機構の関連について 

個体発生や組織再生の過程において、血管系神経系の正しいネットワークの確立のために両
者互いのシグナル互換性をもって作用する血管－神経ワイヤリングの概念に着想し、KO マウス
腸管内血管構築異常がみられるか、またその所見が神経堤細胞機能不全の分布と相関性を有す
るか、組織学的に検討した。血管内皮細胞マーカーCD31 抗体免疫染色による血管分布を観察す
ると、どの腸管領域でも野生型マウスの所見に比して KO マウスにおいて血管内皮細胞の分布が
より広範であり（図 2）、また腸管組織由来 mRNA を用いた qPCR でも KO腸管では血管形成と血管
透過性に関連する接着因子群の発現が上昇を示した。しかし、神経堤細胞や分化した神経細胞お
よびグリア細胞の分布に関して KO と野生型マウスの間で見られる違いは、これらの腸管壁内血
管内皮細胞の分布や血管新生関連シグナルの違いとは相同性を示さなかった。 

 
（３）ヒルシュスプルング病根治術後腸炎の原因探索 
腸管神経発生に関わる遺伝子が腸管に点在する免疫器官であるパイエル板の発生に関わるこ

とと、腸管からの異物取り込みに関与する M 細胞が神経との関連により組織内の細胞密度が抑
制されることが報告されている。そこで我々は EDNRB KO マウスにおける神経発生異常と M細胞
との関連を、透明化ホールマウント標本をもちいた検討を開始した。M細胞マーカーとして GP2、
Spi 抗体を用い、神経マーカーとして TUJ1 抗体を用いている。これまでに有意な変化を見いだ
せてはいないが、今後モデルマウスの発生日齢による変化を追跡し、有意な変化を探索していく。 
 
 
 

図１ 透明化処理を施したマウス胎仔期の腸管ホールマウント組織における神経堤細胞
（緑）神経細胞（赤）および血管（白）各種マーカーの３次元画像での分布      
左：小腸 右：大腸遠位部 

図２ EDNRB KO マウス腸管を用いた免疫染色における腸管壁内血管構築 
EDNRBKO マウスの腸管 (小腸)では CD31 陽性（赤）の血管構築像が野生型に比して増生し
ている。     
左：野生型 右：EDNRB KO 
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