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学位論文の内容要旨

Uts2b is a rnicrobiota-regulated gene expressed in vagal afferent neurons 

connected to enteroendocrine cells producing cholecystokinin 

求心性迷走神経ニューロンにおいて Uts2bは消化管ホルモンコレシ

ストキニンに応答し、遺伝子発現が上昇する

神戸大学大学院医学研究科医科学専攻

肝胆膵外科学

（指導教員：福本巧（教授））

吉岡佑太

腸脳相関は我々の生体においてホメオスタシスを維持する上で非常に重要な役割を担っ

ている。腸内現境は腸内細菌叢と宿主の相互作用により構築され、そこにはさまざまな栄養

素や化学物質が存在する。腸管内分泌細胞 (EEC)はこれらの多様な情報を感知する感覚細

胞であり、感覚刺激に応答して消化管ホルモンを分泌し、他臓器の機能を制御する。近年、

EECの一部が求心性迷走神経ニューロンとシナプスを形成し｀中枢神経に感覚情報を伝達

することが明らかになった。 EEC—ニューロン結合の解剖•生理の解明は腸脳相関の理解に

重要な情報を提供する。マウスにおいて、求心性迷走神経ニューロンは遺伝子学的に 12の

サプクイプに分類され、そのうち少なくとも 3つのサプクイプが腸粘膜に投射する。腸粘

膜に投射するこれらのニューロン群は、栄養素を感知して直接的に、そしてEECからの神

経伝達（消化管ホルモンや神経伝達物質）により問接的に腸内環境をモニクリングしている

と考えられる。しかし、特定の EECサプクイプからの情親を伝達する求心性迷走神経ニュ

ーロンの実体は未同定であり、それらのニューロンが個々の消化管ホルモンにどのような

応答を示すかも未解明である。

EEC結合性の求心性迷走神経ニューロンは腸内細菌叢に関連する細胞外刺激（開内代謝産

物や消化管ホルモンなど）に反応して遺伝子発現を変化させる可能性が考えられる。本研究

では、この作業仮説に基づき、 SPFマウスと無菌 (Germ-Fcee1GF)マウスを用いて、求心

性迷走神経ニューロンを含む舌咽迷走神経節 (NPG)の遺伝子発現比較解析を行った．そ

の結果` GFマウスの NPGにおいて有意に発現が減少する遺伝子群の一つとして、機能未

知のニューロペプチド UTS2Bをコードする遺伝子位 を同定した。 Insim 

hyb,ifaation(ISH)解析の結果、GFマウスでは、SPFマウスに比べてはsみを発現する NPG

ニューロンの数が減少していた。一方、 SPFマウスの糞便移植を受けたGFマウスのNPG

ではじs2b発現ニューロンの数がSPFマウスのレベルまで回復した．以上より、ひs2b遺

伝子はNPGニューロンにおいて腸内細菌依存性に発現していることが分かった。

次に我々は腸内細菌関連の刺激によるus2b遺伝子発現変化を解析した。NPGを培養し、
AR420626（遊離脂肪酸受容体3の選択的アゴニスト）、 LPS(Toll Like Recepto,41 TLR4の

リガンド）、 P,m3CSK4(TLR2/3のリガンド）で刺激後、 !SH解折を行った結果、コントロ

ールと比して AR420626処理を受けた NPGではs2b発現ニューロン数の増加を認めた。

他の刺激では変化を認めなかった．このことはUTS2Bが特定の代謝産物の感知に関与する

可能性を示唆する。さらに同様の培養系を用いて、消化管ホルモンであるコレシストキニン

(CCK）、グルカゴン様ペプチド1(GLP-1）、ペプチドYY(PYY)の作用も解析した。 !SH

による解析の結果、 GLP-］処理を受けた NPGでは U迄b発現ニューロン数の減少を認め

た。これに対し、 CCK処理を受けた NPGではぴs2b発現ニューロン数が増加した。 pyy

の刺激では変化を認めなかった。二重蛍光!SHによりはs2b発現NPGニュとロンにおけ

る消化管ホルモンの受容体遺伝子発現を調べたところ、位s2b発現ニューロンの約 80%1こ

〇油 (CCK受容体遺伝子）の発現が認められ、は辺b発現NPGニューロンがCCK反応性

であるデークを支持していた。一方で Ccka発現ニューロンの約 20％にはs2bが発現して



いた。この結果は、 Uts2b発現NPGニューロンが CCKの作用の一部に関わるニューロン

群であることを示唆する。また GIかJ,{GFl..-1受容体遺伝子）と /Vpy2,{PYY受容体遺伝子）

はそれぞれ Ots2b発現ニューロンの約60%，約 40％に発現していた。 NPGニューロンにお

ける位s2bの発現がさまざまな消化管ホルモンにより多様にコントロールされていること

が窺える．これらの結果は、 UTS2Bが消化管ホルモンを介した異なる腸内感党モダリティ

の伝達に寄与している可能性を示唆する．

Uts2b発現NPGニューロンが CCK応答性であることは、これらのニューロン群が CCK

を発現する EECと構造的・機能的に密接に連関していることを示唆する。そこで我々は

O,s2b発現 NPGニューロンとその神経線維を特異的に蛍光襟識し、組織解析により EEC

との関速を明らかにすることを試みた。このため、組換え酵素CreとFI..Pによる二重遺伝

子組換えにより ,dToma<oを発現する Ai岱レポークーを用い、 ¥?p・Oで(¥?p発現NPG二

ューロンの約90％がびs2bを発現）およびSlcl7a6・F/po（末梢組織に投射するほぽ全ての感

覚ニューロンに組換えを誘導）アリルで組換えを誘導した。さらに｀この標識の特異性を確

認するために、 ¥?p・O,マウスの NPGにCre依存性に ,dToma<oを発現するアデノ随伴ウ

イルス (AAV9-FI..EX-,dT:セロクイプ9)を注入してニューロン標識を並行して行った．

いずれの方法でも位辺3発現NPGニューロンが ,dToma<o蛍光で選択的に標識されたが、

二重組換えシステムの方がより包括的なデーク取得が可能であった。 Ots2b発現ニューロン

は十二指腸、空腸に豊富に投射していたが、胃にはほとんど投射していなかった。十二指腸、

空腸において神経線維は絨毛上皮直下の粘膜に投射しており、この所見は全ての絨毛の約 3

分の 1に認めた。消化管ホルモン CCKを分泌する EECとO,s2b発現ニューロンとの関連

性を組織学的に検討したところ、はs2b発現NPGニューロンの神経線維と CCK分泌EEC

は非常に近接しており、一部で直接的な結合が確認された。生体におけるこれらの解析結果

は、位s2b発現EECニューロンと CCK分泌EECが生理的に結びついていることを強く示

唆している。

本研究において、我々は NPGにおける遺伝子発現解析を行い、腸内細菌依存性に NPG二

ューロンに発現する遺伝子としてはs2bを同定した．位s2bは遊離脂肪酸受容体 3の選択

的アゴニストや消化管ホルモンに応答して発現変動することから、 O,s2b発現ニューロンは

腸内細菌叢の代謝産物を直接感知したり EECから分泌されるホルモンのシグナルを受容す

ることにより腸内の感覚情報伝達に寄与していると考えられる。

消化管ホルモンの中でも特に CCKはNPGにおける U<s2bの発現を上昇させた。さらに、

遺伝学的標識の結果、CCKを発現する EECとOts2b発現NPGニューロン問の神経線維と

の直接的結合が確認された。以上から、 U,,2b発現NPGニューロンは CCK産生EECから

の腸内感覚を伝えるニューロン群であることが示唆される。

UTS2Bの生理機能は未解明であるが、 G 蛋白共役受容体(GPCR)である

UTS2R(urotensin2receptor)やSSTRS(somatosta<in""P'°'5)を介してシグナル伝達する

ことが報告されている。ニューロンにおいて GPCRの活性化は神経伝達に影響を与えるこ

とから、 UTS2Bは求心性迷走神経ニューロンが接続する孤束核（臓器感覚中枢）ニューロ

ンヘの神経伝達を調節している可能性が考えられる。また求心性迷走神経ニューロンでの

如蕊の発現レペルは CCK、Glp-1、PYYの刺激によって異なる変動を示すため、 U,,28

の発現量の違いによって異なる感覚情報を伝達していることも考えられる。

CCKは食欲抑制性の機能がよく知られているが、近年、 CCKが栄養嗜好性にも関わって

いることが報告された。 CCK発現EECは、グルクミン作動性とプリン作動性の 2つの異な

った求心性迷走神経ニューロンに情報伝達するが｀前者は砂糖、後者は人工甘味料の感覚受

容に関与する。頂要なことに、砂糖の感覚受容は EECから産生されるグルクミン酸だけで

なく CCKにも依存していることが明らかとなった。つまり CCKは動物の行動を多角的に

制御するホルモンである。 lJt迄Bを発現する求心性迷走神経ニューロンは CCK受容体

(CCKA)を発現するニューロンの一部であることから、UTS2Bは砂糖の感知のように、CCK

の一つの作用発現に特異的に関与するかもしれない•今後、求心性迷走神経ニューロン特異

的な lJts2B遺伝子破壊を通して、腸内感党における UTS2Bの機能を解明していくことが

必要である。
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【目的i
腸内只悦は脱内細菌叢と宿主の相互作用により構築され、そこにはさまざまな栄淡素や

化学物質が存在する。腸管内分泌細胞 (EEC)はこれらの多様な情報を感知する感jt細胞

であり、感覚刺激に応答して消化管ホルモンを分泌し、他臓器の機能を制句する。近年、

EECの一部が求心性迷走神経ニューロンとシナプスを形成し、中枢神経に感党梢報を伝

達することが明らかになった．マウスにおいて、求心性迷走神経ニューロンは追伝子学

的に 12のサプタイプに分類され、そのうち少なくとも3つのサプタイプが腸粘膜に投射

する。腸粘膜に投射するこれらのニューロン群は、栄姿索を感知して直接的に、そして

EECからの神経伝達（梢化管ホルモンや神経伝達物質）により間接的に腸内環境をモニ

タリングしていると考えられる。しかし、特定のEECサプタイプからの梢報を伝達する
求心性迷走神経ニューロンの実体は未同定であり、それらのニューロンが個々の消化管

ホルモンにどのような応答を示すかも未解明である。本研究ではEECが分泌する消化管

ホルモンに応答する求心性迷走神経ニューロン群について検証した．

【方法 ・結果J
I. Uts2b̀’' は 一咽‘,•そ I I NPG において ＇． →- ：t：： 
EEC結合性の求心性迷走神経ニューロンは脱内細菌叢に関連する細胞外剌激 (Il出内代謝

産物や消化管ホルモンなど）に反応して近伝子発現を変化させる可能性が考えられるこ

とから SPFマウスと無歯 (Germ-Free:GF)マウスを用いて、求心性迷走神経ニューロン

を含む NPGの追伝子発現比較解析を行った。その結果、GFマウスのNPGにおいて有意

に発現が減少する追伝子群の一つとして、機能未知のニューロペプチド UTS2Bをコード
する辿伝子Uts2bを同定した。Insitu hyb1idization(ISH)解析の結果、 GFマウスでは、 SPF

マウスに比ぺてUts2bを発現する NPGニューロンの数が減少していた。一方、 SPFマウ
スの糞便移梢を受けたマウスのNPGではUts2b発現ニューロンの数がSPFマウスのレペ

ルまで回復した。以上より、 Uts2b辿伝子はNPGニューロンにおいて／l卯内細菌依存性に
発現していることが分かった。

ll, Uts2b • NPGニューロンは●’ → ” アゴニストと｀ ホルモンコ レシス

トキニン (cck)に応答する

腸内細菌関述の刺激による Uts2b追伝子発現変化を解析した。 NPGを培狡し、 AR420626

（追離脂肪酸受容体3の選択的アゴニスト）で剌激後、 ISH解析を行った結果、コントロ

ールと比してAR420626処則を受けたNPGで Uts2b発現ニューロン数の増加を認めた。

このことはUTS2Bが特定の代湖産物の感知に関与する可能性を示唆する。さらに1可楳の

培妥系を用いてCCKの作用も解折した。 !SHによる解析の結果、 CCK処理を受けた NPG
では Uts2b発現ニューロン数の増加を認めた。この結果を踏まえ、二狙蛍光 !SHにより
Uts2b発現 NPGニューロンにおける梢化行ホルモンの受容体迫伝子発現を潤ぺたとこ

ろ、 Uts2b発現ニューロンの約80％にCcka(CCK受容体追伝子）の発現が認められ、 Uts2b

発現NPGニューロンがCCK反応性であるデータを支持していた。 一方でCcka発現ニュ
ーロンの約20％に Uts2bが発現していた。この結果は、Uts2b発現NPGニューロンがCCK
の作用の一部に関わるニューロン群であることを示唆する．



III.uts2b発現NPGニューロン神経線維はCCK分泌EECと組織学的に結合する
Uts2b発現NPGニューロンが CCK応答性であることは、これらのニューロン群がCCK
を発現する EECと構沿的・機能的に密接に連関していることを示唆する。次に UIs2b発
現NPGニューロンとその神経線維を特異的に蛍光標諜し、組織解析により EECとの関

I述を明らかにすることを試みた。このため、組換え酵索 CreとFLPによる二重迫伝子組
換えにより tdTomatoを発現する Ai65レポーターを月1い． np-Cre(J1p発現 NPGニュー
ロンの約90％が Uに2bを発現）およびS/c/71ヽ6-F/po（末梢組綿に投射するほぽ全ての感党
ニューロンに組換えを誘)jj:)アリルで紐換えを誘蒋した。 Uts2b発現ニューロンは十二指

腸、空IIりに盟窟に投射していたが、胄にはほとんど投射していなかった。十二指腸、空腸
において神経線維は絨毛＿1-．皮直下の粘膜に投射しており、この所見は全ての絨毛の約 3
分の 1に認めた。 ii’l化管ホルモン CCKを分泌する EECとUls2b発現ニューロンとの関
述性を組織学的に検討したところ、 Uts2b発現 NPGニューロンの神経線維と CCK分泌
EECは非常に近接しており、一部で直接的な結合が確認された。生体におけるこれらの
解析結果は、 u,ヽ•2b 発現 EEC ニューロンと CCK 分泌 EEC が生理的に結びついているこ
とを強く示唆している。

［結論】
本研究において、我々は NPGにおける遺伝子発視解析を行い、 II卯内細歯依併性に NPG

ニューロンに発現する姐伝子として Uts2bを同定した。 Uts2bは避離脂肪酸受容体3の選

択的アゴニストや梢化管ホルモンに応答して発現変動することから． Uts2b発現ニューロ
ンは脱内細歯菜の代謝産物を直接感知する、あるいはEECから分泌されるホルモンのシ

グナルを受容することにより腸内の感覚1行報伝達に寄与していると名えられる。 i'l化管
ホルモンの中でも特に CCKはNPGにおける Uts2bの発現を上昇させた。さらに、辿伝
学的標設の結果、 CCKを発現する EECとUts2b発現NPGニューロン問の神経線維との
直接的結合が確認された。以＿l:から、 Uts2b発現NPGニューロンは CCK産生 EECから
の腸内感覚を伝えるニューロン群であることが示唆される。

以上．本研究は． II耶内環坑における EECと求心性迷走神経との述関における Uts2b発現
ニューロンの佛きを明らかにしたものであり、人体の恒常性維持に重要であるII暉脳相関
を理解する上で爪要な貢献をしたものとして価俯ある集積であると認める。よって、本

研究者は． I尊士([医学）の学位を得る資格があると認める。
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