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研究成果の概要（和文）：本研究では、腸管神経が過剰に存在しDSS誘導腸炎モデルにおいて高い感受性を示すNcx-KO
マウスを用いて、腸管神経による腸内細菌の恒常性に対する影響および、腸炎との関わりについて明らかにした。NCX-
KOマウス腸内細菌叢は、培養法およびPCR法により、好気性菌および腸内細菌科の菌が増加しており悪化していた。ま
たNcx-KOマウスにおいては、病原性が高いNO還元酵素norVをもつ細菌が有意に増加していた。さらに、Ncx-KOマウスの
糞便を野生型マウスに移植したところ、DSS誘導腸炎モデル悪化した。以上の解析から、腸管神経が腸内細菌叢の制御
に重要な役割を持つことが示唆された。 

研究成果の概要（英文）：Ncx-deficient (KO) mice exhibited increased number of enteric neuron (EN) and 
hyper sensitive to DSS induced colitis model. In this study, we characterized the fecal microbiota to 
examine whether increased number of EN affects enteric flora. CFUs of aerobic bacteria increased in the 
KO mice compared to those of wild type mice. Meta-genome analysis revealed that the family 
Enterobacteriaceae were significantly higher in the KO mice compared with the wild type mice. Since 
bacterial NO reductase gene V (NorV) which detoxificate NO, determine a virulence of bacteria, 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. Mice transferred with feces of the KO mice developed more severe colitis than wild type 
transferred one. Our study implies that EN participates in regulation of intestinal microbiota.

研究分野：分子生物学　発生工学
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１．研究開始当初の背景 

我が国において、クローン病や潰瘍性大腸
炎などの難治性炎症性腸疾患の患者数は
年々増加傾向にあり、厚生労働省の特定疾患
に指定されている。その病因については、腸
管バリアの異常と細菌感染、自然免疫因子
NOD2 の機能欠損、腸内細菌異常などが原因で
あるといわれているが未だ不明である。一方
で、腸管神経異常を示す遺伝子組み換えマウ
スでは、実験的腸炎モデルにおいて異常を示
すという報告があり、腸管神経と腸炎症との
関わりが示唆されている。 

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 Ncx は、申請者の所属グル
ープで単離された。Ncx-KO マウスでは、成長
時におけるアポトーシス異常により腸管神
経細胞数が増加し、胃から直腸まで腸管全領
域で神経数が野生型と比較して約1.5倍増加
し、腸管運動機能異常を認めている。 

これまで、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。一
方で抗生物質投与により感受性が低下した。
このことから、腸内フローラの異常が考えら
れた。本研究では、腸炎と腸内フローラの異
常について、腸管神経の関与に着目して解析
を進めた。 

 
２．研究の目的 
腸管において、腸炎と腸内フローラの異常
は密接に関連しており、相互作用によって両
者が悪化するといわれている。本研究では、
腸管神経が過剰に存在するNcx-KOマウスを用
いて、腸管神経による腸内細菌の恒常性に対
する影響および、腸炎との関わりについて明
らかにすることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1)腸内フローラについて、マウス糞便を用
いて、嫌気条件下による GAM 培地培養および
好気条件下によるMacConkey培地培養を行い、
コロニーの計測を行った。 
(2)マウス糞便 DNA の抽出を行い、菌属菌群
特異的プライマーを用いた 16srRNA-Real 
Time PCR 法による腸内細菌叢の定量解析、次
世代シークエンサーを用いた網羅的解析を
行った。 
(3)Ncx-KO マウスまたは野生型マウスの糞便
を、抗生物質処理した野生型マウスに経口に
よる移植を行い、DSS 誘導腸炎モデルを作製
した。 
 
４．研究成果 
(1)マウス糞便について、GAM培地を用いて嫌
気条件下で発育した善玉菌ともよばれる細菌
数は、野生型とNcx-KOマウスでは差を認めな
かった。一方で、MacConkey培地を用いて好気

条件下で発育したいわゆる悪玉菌とよばれる
細菌数は、Ncx-KOマウスでは、野生型と比較
して、10-1000倍増加した。 
(2) マウス糞便DNAの抽出を行い、菌属菌群特
異的プライマーを用いた16srRNA-Real Time 
PCR法による腸内細菌叢の定量解析を行った
ところ、Ncx-KOマウスの糞便では野生型マウ
ス と 比 較 し て 、 腸 内 細 菌 科
（Enterobacteriaceae）の菌が10-1000倍増加
した。さらに次世代シークエンサーを用いた
網羅的メタゲノム解析から、Ncx-KOマウスの
糞便では野生型マウスと比較して、科
(family)レベルにおいて、Bacteroidaceae、
Flammeovirgaceae 、 Turicibacteraceae 、
Clostridiaceae 、 Peptostreptococcaceae 、
Enterobacteriaceae の 増 加 、
Flavobacteriaceae 、 Carboxydocellaceae 、
Peptococcaceae、Rhodospirillaceaeの低下を
認めた。 
以上から、Ncx-KOマウスの腸管では腸内フ
ローラの異常が起きていると示唆された。一
方で、Ncx-KOマウスの大腸組織では、神経系
由来NO合成酵素(nNOS)の発現が亢進している
ことから、NOの腸内細菌叢への影響が考えら
れた。NO還元酵素norVをもつ細菌は、脱窒反
応を行い、ATPを合成し、嫌気条件において生
育する。マクロファージは病原細菌を貪食す
ると、殺菌のためにNOを産生するが、norVを
持つ大腸菌は、マクロファージ由来NOによる
増殖抑制を受けないことが報告されている。
そこで、糞便DNAを用いて、norV遺伝子につい
て解析し、Ncx-KOマウスでは多くの個体が高
いnorV遺伝子の含有を示した。以上の結果か
ら、Ncx-KOマウスの腸管では、過剰なNOの環
境下の結果、norV遺伝子を持った腸内細菌科
の菌が増加していると考えた。 
(3) Ncx-KOマウスまたは野生型マウスの糞便
を、抗生物質処理した野生型マウスに経口に
よる移植を行い、DSS誘導腸炎モデルを作製し
たところ、Ncx-KOマウスの糞便を移植した野
生型マウスは、野生型マウスの糞便を移植し
た野生型マウスと比較して、非常に高い感受
性を示した。さらにDSS誘導腸炎モデル作製14
日後における大腸組織のHE染色像では、
Ncx-KOマウスの糞便を移植した野生型マウス
において激しい炎症像を認めた。 
以上の結果から、腸管神経過剰である
Ncx-KO マウスを用いた解析から、腸管神経が
腸内フローラの制御に重要な役割を持つこ
とが示唆された。  
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