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研究成果の概要（和文）：二分脊椎症モデルマウスを用いた組織学的検討により腸管神経系の分布異常を見出
し、その腸管ではグリア細胞由来神経栄養因子GDNFの発現の変化を観察し得た。
また腸管神経系の修復に関連する因子を見出すための腸管虚血再灌流実験では、再灌流後の腸管グリア細胞の増
減と反発性軸索ガイダンス分子セマフォリン3Aの関連が示唆される結果を得た。

研究成果の概要（英文）：This study demonstrated that the abnormality of distribution of enteric 
nerve system (ENS) and the expression change of GDNF was observed in the intestine of the mouse 
model of spina bifida. In addition, in the intestinal ischemic reperfusion experiment to detect the 
related factors to the restoration of ENS, we obtained the correlation between semaphorin 3A and 
intestinal glial cells after reperfusion.

研究分野：小児外科学

キーワード： 二分脊椎症　鎖肛　腸管神経系　セマフォリン３A
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１．研究開始当初の背景 

二分脊椎症は二分頭蓋や無脳症などと

共に神経管閉鎖不全に分類される疾患で

あり、我が国においては出生 1000 人に 0.3

～0.4 人とされている。神経管閉鎖不全は、

神経管（初期発生で見られる神経板が管状

になったもの。脳や脊髄などの中枢神経系

に分化する。） 

の形成が発生第３週から４週にかけて、神

経板が神経管に変形する過程で管状にな

らずに閉鎖不全が起こる事で生じる。予防

法の一つとして、妊娠初期での葉酸の摂取

で、７０％程度発症のリスクを低減できる事

がわかっており、今年の主要な論文におい

ても、神経管閉鎖におけるミトコンドリアでの

葉酸代謝の重要性を裏付ける報告がされた。

（Human Molecular Genetics, 2012, Vol.21, 

No.7 1496–1503）その発生の原因としては

他の先天性障害同様に、環境因子の影響

によるもの（妊娠初期の葉酸、ビタミン B12、

亜鉛の摂取不足や肥満、糖尿や高熱）と遺

伝的要因によるものが報告されている。遺

伝的要因では、マウスにおいて 200 以上の

遺伝子が神経管閉鎖症の候補遺伝子とし

て同定されており、人間では主に葉酸代謝

経路に関わるホモシステイン再メチル化遺

伝子 MTHFR が神経管閉鎖を１．８倍程度

多く引き起こす事が知られているが、人種に

偏りがあるなど未だ不明な点も多い。（J 

Pathol 2010;220:217–230 、 Human 

Molecular Genetics;2009:18, R113–R129）

二分脊椎症には開放性と潜在性があり、開

放性二分脊椎症の患児においては両下肢

の運動と知覚障害と共に膀胱直腸の機能

障害が見られる。膀胱の機能障害、すなわ

ち神経因性膀胱は二分脊椎症の場合、末

梢神経の障害により膀胱括約筋が収縮せ

ず排尿困難から尿閉になることが多く、また

排尿困難により残尿が増加し、溢流性の尿

失禁となる。治療は膀胱平滑筋の筋弛緩・

収縮性を高めるために抗コリン剤服用によ

る内科的治療、膀胱拡大術、尿が腎臓への

逆流を防ぐ逆流防止のための逆流防止術

などが施行され、腎機能の保護を目的とし

た治療をおこなう。同様に直腸機能障害で

は、内・外肛門括約筋ともに正常と変わらず

に存在し、腸管壁内に神経節細胞も存在し、

内肛門括約筋の不随意的な反射（直腸肛

門反射）も認めるが、外肛門括約筋ならび

に肛門挙筋をコントロールしている末梢神

経が障害されているため、排便機能障害を

呈すると考えられている。上記のように、二

分脊椎を持つ患者の多くは便秘や便失禁と

いった排便障害、神経因性膀胱による排尿

障害に悩まされており、自己の身辺の日常

生活活動が極度に制限される。これら排尿・

排便機能障害は根治が難しく、患者の生活

の質を向上させるために、詳細な発症メカ

ニズムを解明し障害に対する理解を深める

ことが重要であると考えられている。 

 これまで我々は神経堤細胞の遊走・分化

に関連する遺伝子であるSox10に緑色蛍光

タンパクの一つである VENUS を標識し、神

経提由来の細胞を生きたままの状態で観察

で き る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス

（Sox10-VENUS）を用いて小児外科領域に

おける最も代表的な機能性腸閉塞疾患で

あり、腸管運動障害を呈するヒルシュスプル

ング病の基礎研究を行ってきた。（Miyahara 

K et al. J Pediatr Surg. 2010、2011 Pediatr 

Surg Int. 2012.) これらの研究の経験を通し、

Sox10-VENUS マウスでは仙骨神経（骨盤神

経）の発生過程および腸管や膀胱を支配する神

経分布が明瞭に認識できる事がわかった。そこ

で Sox10-VENUS マウスで二分脊椎症を発症

するモデルマウスを作製し、排便・排尿機能障

害の発生メカニズムについて新たな知見を見出

すことで、新たな予防・治療法を開発するための

基礎研究へつなげることができる、と考えた。 

 



２．研究の目的 

 これまでの二分脊椎症における膀胱直腸の機

能障害は末梢神経障害により引き起こされてい

ることが知られているが、近年における発症機

序・新しい治療に関して検討された報告は極め

て少ない。本研究では、神経堤由来細胞マーカ

ーである Sox10 遺伝子の動態を直接観察できる

二分脊椎症モデルマウスを用いて胎生期にお

ける経時的な解析を行い、発生機序を明らかに

する。また、本疾患の排便機能障害は骨盤神経

の障害などによる外因性の原因だけではなく、

腸管神経系の形成自体にも障害がある内因性

の原因・機序が影響しているか否にも着目し、本

モデルマウスにおける腸管神経系の発生に関

わる分子の発現変化を検討するとともに、腸管

神経系の修復に関連する因子を見出すための

腸管虚血再灌流モデルを用いた腸管神経系の

修復に関連する分子を探索するための実験を

行い、新規診断・治療法開発を検討する為の基

礎研究につなげることを目指した。 

 

３．研究の方法 

 二分脊椎症発生機序の解析 

1） Sox10-VENUS マウスを交配し、全トランス

型レチノイン酸を 100 ㎎/㎏の濃度で妊娠

母マウスの胃に直接投与し二分脊椎症モ

デルマウスを作製する。取り出した胎仔に

おける膀胱・直腸に関わる神経と筋の発現

変化を Protein Gene Product9.5（PGP9.5）

抗体と抗 Actin 抗体を用いた免疫組織染

色を施行し観察した。 

2） モデルマウスの腸管神経系における発生

過程で、腸管神経系細胞の発生を制御す

る重要な因子のひとつであるグリア細胞由

来神経栄養因子 GDNF とその受容体であ

る RET の発現を免疫染色で観察した。 

 

 腸管神経系の修復に関連する因子の探索 

1） 腸管の虚血再灌流障害モデルを用いてセ

マフォリン３A に焦点を絞り、その発現変化

を免疫組織染色で検討した。Sox10-Venus

マウスの回腸を使用し、3 時間の虚血を生

じさせた。再灌流後 0, 3, 12, 24, 48, 96 時

間のタイミングでそれぞれのマウスから検

体を採取し免疫染色を施行した。セマフォ

リン 3A に関しては画像解析ソフト Image J

で輝度と染色部位の面積を評価し発現量

を比較した。また神経細胞に関しては

PGP9.5 で染色し、神経細胞数の変化を評

価した。グリア細胞、神経節に関しては

Sox10 の発現を蛍光顕微鏡で評価した。 

 

４．研究成果 

1） 二分脊椎症モデルの形態と病理組織の変

化 

 胎仔は胎生 16.5 日と 19.5 日齢で解析を

行った。全てのモデル群の胎仔は尻尾の

形成が不全で肛門が欠損していることが確

認された。組織切片で形態を観察したとこ

ろ、直腸盲端部が膀胱の横に位置している

高位鎖肛を伴うモデルであることが確認さ

れた。免疫組織染色においてモデル群の

腸管では PGP9.5 陽性神経細胞が直腸盲

端部で減少していた。また、外来神経線維

の増成も認められた。actin 陽性細胞はコン

トロール群において膀胱、内肛門括約筋と

外肛門括約筋の周囲に認められた。モデ

ル群においては膀胱周囲にのみ確認され

肛門において肛門周囲では認められなか

った。この結果より、二分脊椎症を伴う鎖肛

モデルの腸管盲端部において腸管神経系

の分布が正常発生と異なっていることを明

らかにすることができた。臨床における患者

においても同様の変化が認められるか明ら

かにすることが今後の重要な検討課題であ

る。 

 

2） 二分脊椎症モデル腸管での GDNF とその

受容体である RET の発現 

 胎生 15 日齢のモデル胎仔の腸管を摘出



し正常コントロールとともに免疫組織染色で

の発現を比較した。GDNF の受容体である

RETの発現に変化は認められなかったが、

GDNFに関して発現に差が見られる個体が

認められた。（図 1）この発現に変化がある

ことが本疾患の排便機能障害に影響を与

える腸管神経系の発生不良の原因を示し

ているのか、さらに踏み込んだ検討（遺伝

子改変によるモデルマウスによる検討など）

が必要であるが、Ret-GDNF は腸管神経

系の発生に重要で必須なシグナル経路で

あることからも、今後本疾患モデルを用い

た腸管神経系発生異常の検討のために有

用な結果であると考察している。 

 

3） 腸管神経系の修復に関連する因子探 

 セマフォリン 3A は、再灌流後 3,12 時間の

群において著明な上昇が認められた。その

後は徐々に発現の低下を認徐々に発現の

低下を認め 96 時間の時点では、コントロー

ルと同程度まで低下を認めた。 

 Sox10 に関しては、0, 3, 12 時間の群にお

いて発現の低下が認められた。(p<0.05)。

また 24 時間以降の群においては徐々に

Sox10 の発現の回復を認め、96 時間の群

においてもその過程は顕著に観察された。 

 一方でPGP9.5に関しては細胞数の低下傾

向を認めるも、有意な差は認められなかっ

た。 

 セマフォリン 3A と Sox10 はいずれも再灌

流障害後、早期に反応が認められ、特に

Sox10 の方が早期の段階で変化が認めら

れ腸管虚血再灌流障害との関連性が示唆

された。今後両者が虚血障害のマーカーと

して有用であるか検討する予定である。 
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