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研究成果の概要（和文）：腸管神経が過剰である Ncx-KO マウスを用いた DSS誘導腸炎モデルを

用いた当研究から、腸管神経由来一酸化窒素は、腸管上皮の e-cadherin を発現制御することに

より上皮透過性をコントロールすること、また、腸内フローラの恒常性維持において重要な役

割を持つことを示唆した。以上から、腸管神経は腸管において、その恒常性の維持と炎症性腸

疾患において何らかのかかわりを持つことが明らかとなった。 

研究成果の概要（英文）：Using the hyper innervated Ncx-KO mice, the nitric oxide from 

enteric  neuron controls the expression of e-cadherin of enteric endothelial cells and 

intestinal permeability and has an important roles in maintain the homeostasis of 

intestinal flora. This study indicated that the enteric neuron has roles in maintenance 

of enteric homeostasis and in enteric colitis. 
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１．研究開始当初の背景 

 

腸管における恒常性の制御システムには、

腸管神経系、腸管免疫系および腸管内分泌系

の３者がバランスを持って相互作用すること

により保たれていると考えられる。腸管には、

体全体の神経細胞の半数が存在する。この腸

管神経の発生異常や機能異常は、腸管運動の

低下ばかりでなく腸管免疫力の低下をひきお

こし、腸炎の発症などから腸管機能低下の悪

循環をもたらす。腸管神経系の発生分化異常

と腸管免疫系異常には密接な関係があると考

えられているが、不明な点が多く、研究報告

も少ない。申請者は、腸管神経の発生分化異

常を示す遺伝子改変マウスを用いて、腸管に

おける神経系および免疫系のクロストークに

ついて分子レベルでの解明をめざしている。 

神経堤細胞に特異的に発現しているホメ

オボックス遺伝子であるNcx(Hatano et al, 

Anat. Embryol., 1997)は、申請者の所属す

るグループで単離され、そのノックアウト 

(KO)マウスの解析から、アポトーシスの異常

による腸管神経の過剰分化により一部のマ

ウスでは巨大結腸症を発症する(C57BL/6系

統では約 90%、 C57BL/6×DBA2では約 42%) 

(Hatano et al, J. Clin. Invest.,1997)。

Ncx-KOマウスは、3週齢より正常マウスで見

られる腸管神経細胞のアポトーシスが起こ

らないことにより腸管神経節数が増加し、成

体では、胃から直腸までの腸管全領域で腸管

神経節数が増加している。申請者は、巨大結

腸症を発症しない8週齢Ncx-KOマウスにおい
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て、腸管炎症の自然発症を認めている。本研

究では、腸管における神経系および免疫系の

クロストークについての解明を目指して、

Ncx-KOマウスにおける腸管免疫機能につい

て解析をはじめており、すでに以下のことを

明らかにしている。 

 

(1)8週齢のNcx-KOマウスについて、盲腸お

よび大腸において血便を認めた。組織学的

解析により、Ncx-KOマウス大腸では局所的

にびらんのような病変、炎症痕を認めた。 

(2)Ncx-KOマウスにおけるパイエル板と腸

管膜リンパ節のリンパ球数が、8週齢におい

て野生型マウスの約2-3倍に増加していた。 

(3)8週齢Ncx-KOマウスのリンパ系臓器(脾

臓、胸腺)について細胞数やサブセットを解

析した結果、野生型と変わらなかった。 

(4)8週齢のNcx-KOマウスより摘出したパイ

エル板リンパ球は野生型マウスと比較して

アポトーシスを起こしすいことを見出した。 

(5)8週齢のNcx-KOマウスにおいて、糞便中

IgA抗体の量が、野生型マウスの2/3-1/2に

低下していたが、血清中IgG1量が約1.3-2倍

高かった。 

(6)6 週齢の Ncx-KO マウスに、2.5%デキスト

ラン硫酸塩(dextran sulfate sodium : DSS)

を 7日間自由飲水させ、腸管炎症モデルを作

製したところ、野生型マウスと比べ、非常に

高い感受性を示した。 

(7)2.5%DSS飲水によりみられたNcx-KOマウ

スにおける高い感受性は、1%DSS飲水でもみ

られた。 

(8)2.5% DSS腸炎モデルにおいて、Ncx-KOマ

ウスでみられた体重減少と生存曲線は、野生

型マウスに10% DSSを飲水した場合とほぼ同

じであったが、血便はNcx-KOマウスにおいて

野生型よりも早期に高い頻度でみられた。 

(8)腸管上皮の透過性を調べるために、

FITC-dextranを経口摂取させ腸管上皮から

の血清中に浸透したFITC-dextranの量を調

べたところ、一部の8週齢のマウスでは野生

型と比べ、約3倍亢進していた。 

 

以上の結果から、Ncx-KOマウスは腸管炎症

を起こしやすい(自然発症、DSS腸炎モデル高

感受性)ということが明らかとなった。近年、

腸管神経の免疫系への関与が示唆されてお

り、Ncx-KOマウスにおける腸管神経異常との

関連が予想され、本研究の着想に至った。 

 

２．研究の目的 

 

クローン病や潰瘍性大腸炎などの難治性

炎症性腸疾患(Inflammatory Bowel Disease: 

IBD)は、わが国で患者数が毎年増加している。

病因はいまだ明らかでないが、自然免疫系に

かかわる分子の異常、獲得免疫系の異常、腸

管粘膜上皮の異常などの報告がある。一方、

腸管における恒常性制御には、神経系、免疫

系および内分泌系がバランスをとり相互作

用することで保たれていると考えられてい

る。しかし、腸管神経系による、腸管機能へ

の影響や炎症性腸疾患発症への関与につい

ての報告はあまりない。本研究では、腸管神

経系に異常をきたすマウスを用いて、腸管神

経異常が腸管機能や腸管免疫に与える影響

を明らかにし、IBD の病因とその治療法の開

発について検討することを目的とする。 

 

３．研究の方法 

 

(1) Ncx-KOマウスにおける DSS腸炎モデルの

詳細な病態の解析 

Ncx-KOマウスにおける DSS腸炎モデルの病

態について、野生型との比較を行う。Ncx-KO

マウスでは、DSS飲水後 1、2 日後より血便が

みられることから、腸管上皮の透過性が亢進

し、早期に細菌感染を起していると考えられ

る。この時の腸管粘膜への浸潤細胞について、

量的、質的な観点から野生型マウスと比較検

討する。方法は、腸管粘膜下層に浸潤したマ

クロファージ、顆粒球、T 細胞について、免

疫組織学的に調べる。また腸管組織における

炎症性サイトカインの発現について調べる。 

 

(2)Ncx-KOマウスの腸管粘膜機能の解析 

腸炎の原因のひとつとして、腸管粘膜透過

性の亢進または粘膜バリア機能低下が、細菌

感染を容易とするという報告がある。申請者

は、8週齢の Ncx-KOマウスにおいて、腸管上

皮透過性が亢進していることを見出してい

る。そこで、腸管上皮透過性亢進の原因とし

て考えられる上皮細胞間タイトジャンクシ

ョンのバリア機能を調べるために、tight 

junction タンパクの発現について免疫組織

学およびウェスタンブロット法により検討

する。また、バリア機能に重要な Goblet 細

胞(ムチン層などの腸管粘液分泌)や Paneth

細胞(ディフェンシンやリゾチームなど抗菌

物質を分泌)の機能について、免疫組織学的

に調べる。 

 

(3)Ncx-KO マウス腸管における腸内フローラ

の解析 

 Ncx-KOマウスと野生型マウスを生後 2週後

までに同居を開始し、成体での腸内フローラ



 

 

の構成について検討を行う。方法は、糞便を

無菌的に回収し、MacConkey 培地を用いた好

気条件下による大腸菌科などの通性嫌気性

菌の培養と、GAM 培地を用いた嫌気条件下に

よる偏性嫌気性菌の培養による糞便中の菌

数の測定を行う。 

 

４．研究成果 

 

腸管では、免疫系、内分泌系、神経系が相

互作用により恒常性を維持しているが、神経

系の役割については不明である。当研究では、

腸管における神経系の役割の解明を目的と

し、その一部が明らかとなった。 

 

(1) 腸管神経由来 NOによる腸管上皮タイト

ジャンクションタンパク e-cadherin 制御機

構の解明 

腸管神経が過剰である Ncx-KO マウスは、

DSS誘導腸炎モデルにおいて非常に高い感受

性を示した。Ncx-KOマウスでは、高い死亡率

と激しい体重減少、腸管組織における炎症性

サイトカインの高産生、激しい細胞浸潤(T 細

胞、マクロファージ、顆粒球)などがみられ

た。(図 1、2)。また、DSS投与後高い確率で

血便を呈したことから、腸管バリアが破たん

しているのではないかと考えられた。しかし

腸管バリアを形成する粘液層(ムチン)につ

いて調べたが、MUC2や MUC3 などのムチン遺

伝子の発現や細胞修復に関与する TFF3 遺伝

子の発現には異常を認めず、また、PAS 染色

によるムチンの染色においても異常を認め

なかった。一方で、FITC-dextran 法により腸

管上皮の透過性を調べたところ、Ncx-KO マウ

スでは野生型と比べ約 3倍亢進していた。さ

らに、Ncx-KOマウスの腸管上皮細胞では、

tight junction 関連タンパクである

e-cadherin発現が顕著に減少していること

がわかった。Ncx-KO マウスは一酸化窒素(NO)

産生腸管神経細胞が増加していることより、

NO 合成酵素(NOS)阻害剤である L-NAME を投

与したところ、腸管上皮の透過性亢進および

e-cadherinの発現は野生型と同レベルまで

改善された。 

DSS 腸炎モデルにおいて、Kanamycin を同

時に投与したところ、Ncx-KO マウスでは顕著

に改善した(図 3)。このことは腸管神経過剰

である Ncx-KO マウスでは、e-cadherin 発現

低下による腸管上皮細胞の脆弱化から、腸内

細菌浸襲による腸炎を起こしていることが

示唆された。 

 

(2) 腸管神経由来 NOによる腸内フローラの

バランス制御機構の解明 

Ncx-KO マウスは、L-NAME 投与下において

は、腸管上皮の透過性の改善と e-cadherin

の発現増強がみられたにも関わらず、DSS 誘

導腸炎モデルにおいては L-NAME 投与群では

さらに悪化した。また nNOS 特異的な阻害剤

L-NPA 投与下においても同様に悪化した。一

方で、iNOS 特異的阻害剤 1400w 投与下では、

野生型と比較して差を認めなかった。このこ

とは腸管神経より産生される NO が保護的な

役割持つことを示唆した。マクロファージな

どから産生される一酸化窒素は、殺菌作用を

持つことが知られているため、腸管神経由来

一酸化窒素も、殺菌作用や、腸内環境を維持

する役割を持つことが考えられた。そこで

L-NPA 投与下 DSS 誘導腸炎モデルにおいて、

抗生物質 Kanamycin の投与を行ったところ、

Ncx-KO マウスでは改善した。このことから、

腸管神経が腸内フローラのバランスを制御

しているのではないかと考えられた。また、

腸内フローラについて、培養法により検討を

行った。糞便を回収し、好気および嫌気条件

下で培養を行ったところ、Ncx-KO マウスでは、

好気条件で生育する菌が、野生型と比べ 10

～100 倍増えていた。また、RealtimePCR 法

により細菌の DNAについて調べたところ、腸

内細菌科の菌数が増加していた。一方で嫌気

条件下にて生育する菌数は、Ncx-KOマウスで

は野生型と比較して違いを認めなかったが、

DNA レベルにおいてはビフィズス菌属の菌数

が野生型と比べ半減していた。以上より、

Ncx-KO マウスでは腸内フローラのバランス

異常を呈することが示唆された。 

 

以上の結果より、腸管神経は腸管において、

その恒常性の維持と炎症性腸疾患において

何らかのかかわりを持つことが明らかとな

った。当研究の研究成果は、腸管における神

経の役割を解明することは、ヒトの炎症性腸

疾患における病態のコントロールおよび治

療において将来的に有用である可能性を示

した。 
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