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致謝 

    在住院醫師訓練期間，從沒有想過研究相關的課題。若說和研究沾得上邊

的，最多也就是一些臨床案例報告的文獻回顧。一開始是誤打誤撞，在結束住院

醫師訓練後覺得需要多些做研究的能力，就進入了台大臨醫所的碩士班。 

    一開始提醒我可以考慮基因相關研究的人是長庚的陳正昌醫師。有幸在長庚

訓練，也知道我們有許多先天性巨大結腸症的病人及家屬始終困惑著生病的原

因，擔憂著再發於下一胎，甚至傳給下一代。也因此希望能更進一步了解這個疾

病，能提供病患及家屬手術之外的支持。 

    在台大碩士班期間非常幸運的能遇到陳沛隆醫師作我的指導教授。讓我一開

始在他的實驗室裡學基本的操作，讓我這個從未進過實驗室的研究小白可以慢慢

站起來。 

    兩位陳醫師除了學術上的指導，在我沒有任何經費和研究計畫的初期，無條

件的支持我。在我開始進入實驗室之前，無知的我從沒想過經費和人力的問題，

更別說基因是這麼燒錢的研究。如果沒有陳醫師們的支持，我應該第一學期結束

就可以準備退學了。 

    在這段時期，感受很深的師長們對研究以及教學的熱忱。一開始做小鼠，靠

著林教授的耐心解釋才勉強聽懂一些。進度報告時楊偉勛教授聽到小鼠不孕，馬

上打電話給獸醫所蔡沛學教授。原本不知怎麼繼續，就又在所有師長幫忙下跨出

了下一步，做了精液分析，做了凍胚。 

    看了幾篇國外用斑馬魚做研究的論文，就開始跟著作夢。寫信給長庚大學的

鄭邑荃教授，又讓我遇到了無條件支持我的貴人。讓實驗室的博班學長幫忙，繼

續帶著我跟思潔兩個連對魚什麼都不懂的人從零開始。後續在出國之後，仍有機

會在陳沛隆醫師的牽線下，找到李士傑教授繼續指導我關於斑馬魚的相關研究。

能走到博士班畢業，完全是所有師長的幫忙。而我，除了感謝還是感謝。 
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中文摘要 

    先天性巨大結腸症是腸道的神經在發育時發生異常，導致腸道的末端沒有神

經節的分布，進而形成遠端腸道功能性的阻塞。在臨床上的發生率約每五千個新

生兒生會有一個人患有此疾病，且發生率在男性，亞洲人種最高。 

    腸道神經發育過程已知和多個基因相關，而任何發育過程的干擾都有可能形

成先天性巨大結腸症。研究的初期，我們針對台灣的巨腸症患者做臨床個案的基

因體研究。方法上，我們使用受試者的周邊血抽取 DNA，並利用 Captured based

的次世代基因定序，選取 31個報導過和巨腸症相關的基因做分析。在定序了 41

個家族，共 45位患者後有幾個發現。第一，這樣的方法可以在 87.5%的家族性患

者以及 46.67%的偶發性患者中找到可能致病的變異位點，遠高於過往只能在 50%

的家族性患者以及 10~20%的偶發性患者中找到變異位點。第二，我們發現台灣

地區的病患，雖然同樣以 RET的變異為主，但 SEMA3C可能和 RET有著類似的

重要性，這和國外報導過的有差別。第三，長型的患者中有 20%的患者可以確認

其致病變異，在未來或可經由人工生殖技術避免致病基因變異遺傳給下一代，降

低巨腸症家族的復發率。 

    除了臨床個案的基因體研究之外，針對 L1CAM基因，由於患者帶有的是會

導致基因功能缺失，且新發生的突變，同時也符合 L1症候群裡的水腦以及發展

遲緩等症狀，而被進一步分析。我們使用 CRISPR endonuclease的方式讓 FVB小

鼠帶有一個和我們在患者身上發現的同樣變異，L1CAM exon 18,g.2155 delG，使

小鼠的 L1cam基因產生一個 frameshift的變異，同時也利用 ssODN在變異點前方

製造了一個限制酶的切點以加速後續分辨小鼠的基因型，並對此變異的致病性做

進一步的探討。由於此基因位在 X染色體上，故我們只針對 L1camemfs1 

hemizygous的公鼠做觀察並發現了兩件事。第一，在觀察了三代，共 62隻的

hemizygous公鼠後，並沒有任何一隻有巨腸症的表現，也沒有過去常提及的水

腦，但有明確的公鼠不孕的現象。而公鼠的精液分析正常，體外授精也能順利產
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生可復育的胚胎，推測其不孕或許和其行為模式異常相關。第二，L1cam在小鼠

一共有 6個不同的 transcripts，而利用不同 primer做個別分析時發現，在

L1camemfs1小鼠的腦部，所有的 transcripts表現量都非常的低，然而在腸道中，短

片段的 transcripts表現量較 wild type來的更高。在使用不同的 L1cam抗體做免疫

螢光染色時發現小鼠的腸道神經節的確有表現這些非全長的 L1cam蛋白質。比較

過去報導過 L1CAM變異導致 L1症候群伴隨巨腸症的患者中，會影響到這些短片

段 transcripts的變異佔了將近七成。這些短片段是否具有保護腸道神經節正常發

育的功能值得進一步探討。 

    在小鼠之後，我們還有利用斑馬魚做基因的功能研究。斑馬魚有著繁殖數量

多，魚體初期透明便於活體觀察等特性而被大量用於發育的相關的研究。我們在

初期的基因體實驗中發現一對父女帶有 NTRK1 exon7上的點突變，但 NTRK1對

巨腸症的影響並不明確。為此，我們引進了一隻經由 ENU突變導致其 ntrk1 

exon7帶有終止碼的斑馬魚品系，sa14955，並利用其和神經節帶有 GFP螢光的

Tg(phox2b:EGFP)w37 的基因轉殖魚配種後得到可以觀察 ntrk1缺失後神經發育表

現的子代。經過初步的觀察發現在 ntrk1缺失的斑馬魚的後半腸道，若有的確有

明顯神經結數量減少的現象。未來將增加觀察的斑馬魚數量，以及利用攝影產生

Spatiotemporal maps來確認減少的神經節是否有造成蠕動的異常。 

    在未來，除了繼續斑馬魚的實驗之外，針對易用目前定序方式仍找不到變異

位點的長型患者，可進一步利用父母以及患童的 Trios全外顯子定序方式試著找

到未知的可能致病的基因變異。 

 

關鍵字: 先天性巨大結腸症，次世代基因定序，L1症候群，L1cam基因剔除小

鼠，ntrk1基因剔除斑馬魚 

  



doi:10.6342/NTU202400127

iv 
 

Abstract 

Hirschsprung's disease (HSCR) is a congenital disorder with the absence of 

myenteric and submucosal ganglion cells within the distal gut. Due to multigenic 

inheritance and interactions, we employed next‐generation sequencing (NGS) to 

investigate the genetic backgrounds of Hirschsprung’s disease in Taiwan. 

We started with a clinical genetic study in patients with HSCR. Genomic DNA 

extracted from the peripheral blood of HSCR patients was subjected to capture‐based 

NGS, based on a 31‐gene panel. This study enrolled 45 HSCR patients, including 37 

(82.22%) sporadic cases and 8 (17.78%) familial patients in 4 different families. Among 

these patients, we found possible harmful variants 87.5% of familial patients and 

46.67% in sporadic patients. This is much higher than what was reported previously that 

only 50% of the familial cases and 10~20% of the sporadic cases can found possible 

harmful variants. We also noticed that SMEA3C may play an important role in Taiwan’s 

patients which is different from other studies. Lastly, in our study, 20% of our long-

segment HSCR patients could find a pathogenic variant. This might be used to prevent 

the transmission of variants down to their offspring, especially when in vitro 

fertilization is needed for infertility. 

    From our clinical genetic study, we found an L1CAM de novo frameshift mutation 

in a female with mild hydrocephalus and skip-type HSCR. A nearly identical L1cam 

variant was introduced into FVB/NJ mice via the CRISPR-EZ method. A silent 

mutation was created via ssODN to gain an artificial Ncol restriction enzyme site for 

easier genotyping. Six L1cam protein-coding alternative transcripts were quantitatively 

measured. Immunofluorescence staining with polyclonal and monoclonal L1cam 

antibodies was used to characterize L1cam isoform proteins in enteric ganglia. Fifteen 

mice, seven males and eight females, generated via CRISPR-EZ, were confirmed to 
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carry the L1cam frameshift variant, resulting in a premature stop codon. There was no 

prominent hydrocephalus nor HSCR-like presentation in these mice, but male infertility 

was noticed after observation for three generations in a total of 62 hemizygous male 

mice. Full-length L1cam transcripts were detected at a very low level in the intestinal 

tissues and almost none in the brains of these mice. Alternative shorter transcripts 

encoding the extracellular domains were over-expressed in the intestine of L1cam 

knockdown mice. Immunofluorescence confirmed no full-length L1cam protein in 

enteric ganglia. These shorter L1cam isoform proteins might play a role in protecting 

L1cam knock-down mice from HSCR. 

    In addition to the mice study, we also include zebrafish as our animal model. The 

advantages of using zebrafish include that hundreds of embryos can be produced in a 

single clutch and the optical clarity of the developing embryo, which allows live 

imaging at the organism level. From our clinical genetic study, we found a family with a 

single nucleotide variant in the exon 7 of NTRK1. We imported sa14955, which was 

generated via ENU and carried a stop codon at ntrk1 exon 7. By crossing sa14955 with 

Tg(phox2b:EGFP)w37, we could observe the distribution of ganglion cells in nrtk1 

knock-down or knock-out embryos as the neurons carry GFP. The initial results showed 

that significantly decreasing neurons were noted in the distal intestine of these zebrafish 

when compared to their wild-type counterparts. We will carry on with spatiotemporal 

maps to see if the motility of the intestine has also been affected.  

    In the future, a trio whole exome sequence can be applied to the long-segment 

HSCR patients whose variant can not be identified by the current method. 

 

Keywords: Hirschsprung’s disease, next-generation sequencing, L1 syndrome, L1cam 

knock out mice, ntrk1 knock out zebrafish 
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第一章 緒論 

 

1-1. 先天性巨大結腸症介紹 

1-1-1 歷史背景 

    先天性巨大結腸症（亦稱為赫普隆氏症）是一種腸胃道神經發育異常所引起

的疾病。最早的相關紀錄，甚至可以追溯到古印度，當時文獻紀載了一種名為

Baddha Gudodaram 的疾病，其描述的症狀包括了結腸被氣體及石頭（糞石）填滿

脹大，患童會在上腹（心臟到肚臍之間）有明顯的腹脹等，均和巨大結腸症有著

高度的相似性。除此之外，他們也提到了這些症狀的病因為直腸及肛門的狹窄，

對疾病的病生理有著深刻的了解。而更正式的病例紀載可追溯到十七世紀時，

Frederick Ruysch 紀錄了一名五歲孩童死於不明原因之腸阻塞，在解剖時除了發現

脹大的結腸之外，沒有找到其他的問題。其後在 1800 年時，Battini 也報導了一

例類似的病例，一名因為嚴重便祕而在他門診追蹤了十年的男童，最終死於腸阻

塞。同樣在解剖時發現巨大的結腸。於是 Battini 提出了"巨大結腸症"這一病名，

然而其病因卻未能被了解。在 1825到 1888 年間，類似的病例報告累積了 20例左

右。直到 1887 年丹麥的一位兒科醫師 Harald Hirschsprung 針對兩名因嚴重便秘與

腹脹而死的男童進行解剖之後，才發現這些患者在腸道的肌肉層間（myenteric）

以及黏膜下層（submucosal）缺乏自主的副交感神經細胞，導致被疾病影響的腸段，

因為沒有辦法正常放鬆而形成功能上的阻塞。在阻塞腸道的近口端，由於堆積了

無法順利排出之糞便以及空氣而導致極度的脹大，也造成了我們臨床上所見的巨

大腸段。相對於看起來不正常脹大的腸段，遠端缺乏神經結的腸段反而因無法放

鬆而看起來保持著相當正常的尺寸與外觀。也因此，在病理診斷確立之前，外科

醫師幾乎沒有想過看起來正常的腸道其實不正常而需切除，反而常常選擇切除看

起來脹到誇張的有神經節腸段，使得臨床治療的成效不佳，死亡率居高不下。 
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2 

 

1-1-2流行病學及臨床表現 

    依據過去文獻的統計，先天性巨大結腸症的平均發生率約為每五千名新生兒

中有一名病童。其發生率與種族有關：西班牙裔為萬分之 1，高加索裔為萬分之

1.5，非洲裔為萬分之 2，亞洲裔為萬分之 2.8。此外，此疾病在男性的發生率遠高

於女性，平均來說男女比為 4比 1。但此男女發生率的差異，會隨著被影響的腸道

範圍越長，男女比的差距越小。最常見的短型患者，男女比可以高達 7比 1；而在

全大腸無神經節的患者，男女比則接近 1比 1。先天性巨大結腸症約有 70%是偶發

的（sporadic），其中有 12%可以找到染色體的異常（如唐氏症），有高達 18%的病

人同時伴隨有其他的先天性異常(Badner et al. 1990)。 

    這樣的比例在台灣地區則有些不同，根據 1998 到 2010 年間的台灣健保資料

庫統計，一共有 629 位新診斷的先天性巨大結腸症病患，發生率為萬分之 2.2，接

近之前文獻中亞洲裔的發生率。不過男女比的差異則較低，男性病患為女性的 2.38

倍。令人訝異的是，所有病患有高達 26.9%伴隨有其他的先天性異常，其中以腸胃

道及循環系統最為常見；唐氏症的比例則僅有 1.9%(Chia et al. 2016)。 

    由於胚胎時期神經細胞離開神經脊後的移動是由頭端往尾端生長(Fu et al. 

2004)，故先天性巨大結腸症的病患，其腸道沒有神經節的幾乎都是由尾端（肛門

端）往上延伸。根據病患腸道無神經節的長度，先天性巨大節腸症可被區分為四

型。若被影響的腸段侷限在乙狀結腸以下至肛門者，歸類為短型（short-segment）；

影響範圍延伸至降結腸以上者，歸類為長型（long-segment）。臨床上短型的病人

為主，占了 80%。在少數（2%~13%）的病人，可以是全部大腸連同一段迴腸末段

的腸道均沒有神經節，稱為全大腸無神經節型（total colonic aganglionosis） (Badner 

et al. 1990; Payen et al. 2022)。而最後一種類型則為跳躍式的神經節缺損，其表現

是在兩段沒有神經節的腸段中間夾雜了一段有神經節的正常腸道，在臨床上極少

見，多為案例報告，也難用一般胚胎發育的過程解釋其病因。被影響的腸道越長，

病患之間男女性別的差異越不明顯，而家族性的傾向越明顯，同時可被找到基因
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異常的比率越高(Moore 2012)。 

    臨床的表現上，新生兒時期常見的症狀包括了胎便的延遲排出（超過九成的

病嬰出生後超過四十八小時仍未解胎便）、嚴重腹脹但常常可以經由灌腸或直腸刺

激得到暫時的緩解、帶有膽汁甚至是糞便的嘔吐物等遠端腸阻塞所引起的症狀，

以及生長遲緩 (Khan, Vujanic, and Huddart 2003)。除了單純的腸阻塞，患童也容易

因腸炎（enterocolitis）而產生血便，敗血症等嚴重的併發症。在台灣地區，巨腸

症的病患有三成左右會在術前或術後產生腸炎的症狀 (Chia et al. 2016)。如果缺乏

適當的處置與治療，腸道有可能被脹破而引發腹膜炎、敗血症等可能致死的狀況。 

    巨腸症雖然是可以簡單地形容成患童因為功能性腸阻塞而產生前段所述的症

狀，但其臨床表現千變萬化，在兒童外科被稱為「偉大的模仿者」，並不容易直接

診斷。許多患童在新生兒時期並沒有被診斷出來，尤其是吃母奶的孩子，因為消

化容易且排便型態較軟，故六個月內可能沒有明顯的症狀，但在轉換成配方奶或

是開始接觸副食品後，便秘的症狀便時好時壞的出現，也有人一直到成年之後才

被診斷出來 (Khan, Vujanic, and Huddart 2003)。目前約 70~80%的患者會在出生後

的幾個月內被診斷(Amiel et al. 2008)並在一歲內接受手術，但仍有 15%左右的患者

拖到五歲前才被診斷，更少數的人會在成年之後才被發現 (Reategui, Spears, and 

Allred 2021)。若是沒有在嬰幼兒時期被診斷並接受治療，常可見病患腹部極度脹

大，然後四肢卻因為營養不良而極度纖細（圖一） (Vorobyov, Achkasov, and 

Biryukov 2010)。 

 

1-1-3 診斷方法 

    先天性巨大結腸症的患童在沒有發生腸炎或腹膜炎時，理學檢查常可見到極

度脹大的腹部，但壓痛相對不明顯。若已有腸炎發生的時候，則可能有明顯的腹

膜炎症狀，包含腹部的壓痛、反彈痛、以及腹壁肌肉僵硬的現象。肛門指診的時

候，直腸是小小、空空的感覺，如果患病的部位只局限在直腸或直腸乙狀結腸附
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近，手指可以更深入而越過移形地帶（transition zone），會有突然覺得寬闊起來的

感覺，手指拔出之後則會緊跟著大量的氣體及大便液體排出，此稱之為 squirt 

sign。這類病患在經過灌腸或是肛管減壓可以讓腹部暫時消脹。 

    在腹部的 X 光檢查。由於大部分的患童為短型的先天性巨大結腸症，故此類

病患常可見異常脹大的結腸，裡面充滿空氣或糞石。此外下消化道的鋇劑攝影在

短型的患童也可以見到兩種變化，1. 直腸較結腸來的狹窄 (reverse R/S ratio) 2.沒

有神經節的腸段細窄，而其上有神經節之腸段被脹大而形成了交界處的明顯變化

（transition zone）(圖二)。 

    在症狀跟影像學的檢查之外，還有針對功能性來檢查直腸壓力對肛門括約肌

的影響。在正常狀況下，直腸的壓力增加會促使肛門內括約肌放鬆，以利排便。

但在巨腸症的患者身上，直腸壓力的增加不會看到肛門內括約肌的放鬆 (Hirsh et 

al. 1980)。  

    然而無論臨床症狀、下消化道攝影有多典型，確診的原則仍是腸道的病理切

片在肌肉層間（myenteric）以及黏膜下層（submucosal）沒有看到腸道神經節。有

時可以見到肥大的神經束，在免疫染色之下可以發現乙烯膽鹼的濃度較正常腸道

顯著上升（圖三）。 

 

1-1-4治療方法 

    在此疾病能夠用病理診斷之前，外科醫師在手術時往往因為遠端沒有神經節

的腸道在肉眼下上看不出異常的外觀所以做了保留;反而是近端有神經節的腸道因

為不正常的脹大而被切除。病人則因長期無法正常進食而營養不良，且因腸阻塞

而容易反覆產生腸炎，所以有著極高的死亡率。在病因被病理診斷確認之後，醫

界才逐漸了解此疾病及過去治療成效不好的原因。 

    到了 1946 年，Ehrenpreis 提出正確的手術方式應該切除遠端沒有神經節的腸

道。此後再發展成為保留了患者的肛門括約肌，而從 dentate line 之上切除沒有神
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經節的腸段，再將正常腸道縫回肛門的手術。之後針對術式的改良，現今最常使

用的手術方法大致上有三種：Swenson，Soave 以及 Duhamel，在此不再贅述手術

方法之間的差別。 

    隨著病理診斷的精進與手術技術的發展，在台灣近三十年，此疾病的死亡率

已經逐漸降低至 2%左右，且死亡的患童多伴隨有其他的先天性異常，而非單純只

有先天性巨大結腸症 (Yeh et al. 2014)。雖然大部分的患童在接受手術切除無神經

節之腸段後，均能有不錯的生長發育；但部分的患童仍難免需要經歷多次手術、

有長期滲便甚至是失禁的問題，嚴重影響孩童時期的求學與社交發展，也給整個

家庭帶來沉重的心理及經濟負擔(Yeh et al. 2014)。隨著此疾病的致死率越來越低，

手術後有較過往正常的生長發育，現今的患者有遠高於過往的機會長大，進而結

婚生子，也讓此疾病能在家族內再現的可能性越來越高。 

 

 

1-2. 先天性巨大結腸症可能相關之基因 

1-2-1 腸道神經的發育 

    先天性巨大結腸症的成因複雜。在胚胎發育的第四週，為了完成腸道的神經

系統（enteric nervous system, ENS）發育，遷移性迷走神經脊細胞（migratory vagal 

neural crest cells）從神經脊（vagal neural crest）出發，由胚胎之頭側往尾側

（ rostral-to-caudal）逐漸移行（migration），經過增生（proliferate），及分化

（differentiate）成為神經元細胞（neurons）或是神經膠細胞（glia），使神經最後

能分布（colonize）於整個腸道。在胚胎發育時，任何階段的神經細胞有發育異常

均可能導致先天性巨大結腸症。包含了最初在神經脊的神經母細胞缺乏，導致能

從神經管移動到腸道的神經母細胞不足；或神經母細胞不能正常的移動到腸道;或

神經母細胞雖然有移動到腸道，但在腸道內沒辦法存活; 或雖在腸道中有神經母細

胞存活，但分化異常，沒有形成正常的神經元;或是腸道的局部環境異常導致神經
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細胞的移動或生長異常 (Heanue and Pachnis 2007)等。雖然在整個腸道發育的過程

中，任何的異常均可能致病，但神經母細胞未能移動到腸道或未能在腸道內增殖

被認為是造成先天性巨大結腸症的主因。 

    在神經母細胞移行的過程中，腸道神經前驅細胞（enteric neural crest-derived 

cells, ENCCs）會表現 RET, SOX-10以及 EDNRB。神經母細胞的移動方向受到腸

道細胞表現較高的 GDNF 及 EDN3 表現而由頭端往尾端移動。之後在第七周時，

神經母細胞在腸道內受到腸道微環境的影響開始增殖及分化為腸道的神經細胞 

(Heanue and Pachnis 2007)，一直到第 12周時，腸道的神經發育完成(圖四)。 

 

1-2-2 遺傳特色 

    在經由分離分析（segregation analysis）發現此疾病在遺傳學上有幾個特色：（i）

在家族中有 3~25%的復發率，且遺傳形式不符合孟德爾定律;（ii）其復發率跟初

始患者（proband）的性別以及無神經節之腸道的長短有關 (表一)。而在眾多可能

致病的基因中，RET 被認為最具相關性，同時其上許多不同的突變點都與此疾病

相關，尤其是會導致受體酪氨酸激酶（Receptor Tyrosine Kinase）功能下降或甚至

喪失的突變。在 50%的家族性病例以及約 35%的偶發性病患身上都可以看到 

RET 的變異，其外顯率（penetrance）在女性約 50%，男性則高達 70%  (Angrist et 

al. 1993; Gabriel et al. 2002; Romeo et al. 1994; Badner et al. 1990; Amiel et al. 2008) 

(表二)。由於胚胎發育時，牽涉之路徑複雜，此疾病被懷疑與許多基因的異常都有

相關。以下簡述過去曾發表或懷疑與先天性巨大結腸症相關的基因。 

  

1-2-3 RET 

     RET 是最早被發現和先天性巨大結腸症相關的基因。雖然有部分因 RET 功

能增強而導致多發性內分泌腫瘤 (Multiple endocrine neoplasia)患者也同時具有先

天性巨大結腸症的表現(Borrego et al. 2003; Takahashi et al. 1999)，但大部分的時候
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先天性巨大結腸症與 RET 功能的缺失或低下相關。從 1993年開始陸續有研究指出

RET 的突變隨著不同的突變位置與突變的方式可能導致臨床上長型或短型先天性

巨大結腸症的不同表現。但同時也發現，即使是同樣的變異，也有可能造成臨床

上不同的表現型甚至是完全正常的個體。這也間接證明了其他基因調控因子或環

境因子在此疾病同樣扮演重要的腳色 (Edery et al. 1994)。 

    除了在外顯子（exon）的變異之外，其第一內含子（intron 1）中作為強化因

子（enhancer）的部分若有特定的單一核苷酸多型性（SNP） RET+3:T（rs2424357），

會改變 SOX-10和 RET 在此強化區間（enhancer）的結合度，進而使 RET 的表現量

降低，提高了先天性巨大結腸症的可能 (Emison, Garcia-Barcelo 2010)。在 rs2424357

表現為 TT allele的人，患有先天性巨大結腸症的機率高出了一般不帶 T allele的人

20 倍之多。除了和 SOX-10 的相互作用，NRG1 的兩個基因多型性：rs7835688 以

及 rs16879552 的存在也被發現會分別提高 rs2435357 的風險至 2.3 倍以及 1.5 倍 

(Garcia-Barcelo et al. 2009)。更有趣的是，此多型性在非洲人極少（allele frequency 

< 0.01），歐洲人次之（allele frequency 0.25），而在亞洲人最高（allele frequency 

0.45）。除了種族間的差異，趨向試驗（trend test）也顯示此多型性在男性子代的

傳遞率（transmission frequency）約是女性的兩倍（P=0.0007）(Emison et al. 2005)。

或許這些發現可部分解釋此疾病在亞洲人以及男性比率較高的原因。近年來，越

來越多的研究發現 RET 的多型性和先天性巨大結腸症有著密切的關係。除了

rs2435357之外，rs1800858、rs1800860、rs1800861以及 rs10900297 也和此疾病密

不可分 (Liang et al. 2014)。 

 

1-2-4 EDNRB 

    在 RET 之後第二個被確定跟先天性巨大結腸症相關的基因是 EDNRB。約有 

5~7%的病人和此基因的變異相關 (Puffenberger et al. 1994)。該基因影響了大腸中

黏膜層、黏膜下層、血管及神經節細胞上乙型內皮素受體（Endothelin receptor type 
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B）的表現。在先天性巨大結腸症的病患可發現這類型的受體減少或是全部都有問

題 (Puffenberger, Hosoda 1994)。位於 EDNRB 上第四個外顯子的突變點 W276C，

在同型接合子（homozygotes）的病患身上有 74%的外顯率（penetrance），遠高於

異型接合子（heterozygotes）的 21%。此變異點以一種劑量依存性（dosage dependent）

的方式遺傳，而非全然的顯性或是隱性。同時男性比女性更易感（susceptible） 

(Puffenberger et al. 1994)。除了W276C 之外，A183G以及 P383L的突變都會導致

endothelin 和 ENDRB 蛋白質之間的 binding site 減少，也說明了 EDNRB 的突變是

經由 loss of function 導致先天性巨大結腸症的發生率增加 (Abe et al. 2000)。 

    ENDRB 的突變也有可能導致第四型的瓦登伯格式 Waardenburg-Shah 症候

群。患者除了先天性巨大結腸症之外，同時伴有不同程度的感覺神經性聽力障礙，

虹膜異色症，以及膚色異常。當只有一個 allele突變時，患者的症狀相對較輕微，

也可能只出現先天性巨大結腸症，或部分瓦登伯格式症等的症狀(Tüysüz et al. 

2009)。 

 

1-2-5 EDN3 

    接下來被發現的 EDN3 基因，最初是在瓦登伯革氏症候群（Waardenburg 

syndrome）的病人身上看到，之後在偶發性的病患身上也發現其存在。在偶發性

的中國病患身上，RET, EDNRB 和 EDN3 有高復發率(Garcia-Barcelo et al. 2004)。而

和 EDN3 蛋白製造路徑相關的 ECE1，也在一個跳躍式先天性巨大結腸症的病人身

上發現(Hofstra et al. 1999)。 

 

1-2-6 SOX10 

     SOX10 藉由和其他基因的強化因子（enhancer）或促進因子（promoter）結

合來調控標的基因的表現，進而調控神經細胞從神經脊之移動與分化。一開始是

在第四型瓦登伯革氏症候群的病人身上發現(Pingault et al. 1998)。之後 SOX10上 
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c.153-155del 的變異也被報告於一個偶發性不帶有症候群及其他基因變異點的病

人(Sanchez-Mejias et al. 2010)。 

 

1-2-7 GDNF 

    以 RET作為受體的 GDNF也被猜測與先天性巨大結腸症有關，同時在老鼠身

上得到了驗證。之後在三個不同的先天性巨大結腸症家族中發現此基因上分別有

不同的變異點。然而這些變異點也可於健康的對照組中發現，因此推測更多的調

控基因與此疾病相關(Salomon et al. 1996)。  

 

1-2-8 NRTN，ARTN 以及 PSPN 

    和 GDNF一樣，NRTN也因做為 RET的受體而被懷疑可能與先天性巨大結腸

症相關。之後在一個全大腸無神經節的先天性巨大結腸症的家族中被發現。此家

族除了 NRTN 之外，在 RET 也有發現變異點。雖然沒有 NRTN 上的變異點單獨存

在時可以致病的證據，但懷疑 NRTN 可能加重了疾病的表現，也符合此疾病多基

因調控表現型的特性(Doray et al. 1998)。除了GDNF跟NRTN之外，ARTN以及PSPN

兩個基因也因為作為 RET 接受器而被懷疑與先天性巨大結腸症相關。雖然在一些

病患的研究上沒有證明 ARTN以及 PSPN和先天性巨大結腸症的相關性(Fernandez 

et al. 2008)，但在體外的功能分析實驗中，PSPN 若產生 R91C 的變異，會影響到

其形成的蛋白質功能。同樣在 NRTN 若產生了 F127L 的變異，也會導致其生成之

蛋白質和 RET 結合發生異常，而影響的 RET 正常的表現(Ruiz-Ferrer, Torroglosa, 

Luzon-Toro, et al. 2011)。這兩個基因和先天性巨大結腸症之間的關係仍不能被完全

排除。 

 

1-2-9 BDNF 

    腦衍生神經滋長因子（Brain derived neurotrophic factor, BDNF）被認為和神經
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細胞的存活與分化息息相關。在先天性巨大結腸症患者的腸道檢體中，在免疫染

色下發現沒有神經節的腸段中不表現，但在正常的腸段中則有表現(Hoehner et al. 

1996)。此基因也被認為和先天中樞性換氣不足症候群（Congenital central 

hypoventilation syndrome）有關。而有先天中樞性換氣不足症候群的患者中，有 50%

會同時伴有先天性巨大結腸症。反之，在先天性巨大結腸症的患者中，有 1.5%會

有先天中樞性換氣不足症候群 (Croaker et al. 1998)，這一群患者又被稱為哈達德症

候群（Haddad syndrome）。在這群患者中，除了 BDNF 之外，有許多人被發現在 

PHOX2B的基因上有變異點(Sasaki et al. 2003)，之後 PHOX2B也被懷疑和漢人的

先天性巨大結腸症有關(Liu et al. 2009)。 

 

1-2-10 ECE1 

    內皮素轉化酶（Endothelin - converting enzyme I, ECE1）和內皮素（endothelin）

的活化有關。而內皮素會影響到胚胎時期腸道神經細胞的發育。最早在一個伴隨

有症候群的跳躍式巨大結腸症的病患身上被找到有變異，之後在 ECE1 被剔除

（knock out）的小鼠模型表現出心臟、顱顏異常以及腸道無神經，進一步證明了

此基因和先天性巨大結腸症之間的關聯(Hofstra et al. 1999)。 

 

3-2-9 ZEB2 （SIP1; SIP-1; ZFHX1B） 

    鋅手指同源框蛋白是調控轉錄過程的重要蛋白質，其家族包括了 ZEB1（zinc 

finger E-box binding homeobox 1）以及 ZEB2（zinc finger E-box binding homeobox 

2）。其中，ZEB2的異常會改變 TGFβ/BMP/Smad-mediated signaling cascade，進而

影響到胚胎時期的神經發育。ZEB2的基因異常在一些有症候群的先天性巨大結腸

症病患身上可見。有時伴隨小頭、智力發展異常、以及顏面部的特殊表現

(Wakamatsu et al. 2001; Cacheux et al. 2001)。 
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1-2-12 L1CAM 

    L1 細胞黏附分子（L1CAM）主要表現於中樞、周邊，以及腸道的神經細胞

的表面，和神經細胞突觸的生長、移行、存活、分化，以及神經細胞和神經細胞

之間，或是神經細胞和其他組織間的溝通有關(Kamiguchi, Hlavin, and Lemmon 

1998; Wallace et al. 2010)。L1CAM變異會導致多種跟神經異常相關的疾病，如瑪莎

症侯群（MASA syndrome），患者會有智力發展遲緩，語言發展遲緩，步伐異常

（shuffling gait）、以及拇指內縮（adducted thumb）的現象；或是家族性 X-linked

水腦 (X-linked hydrocephalus)等(Gu et al. 1996)。 

先天性巨大結腸症的男性傾向，使得 X染色體上基因與此疾病的相關性被高

度懷疑。L1CAM對神經移行的影響以及它位於 X染色體上，讓人開始懷疑 L1CAM

是否和先天性巨大結腸症相關而進行了相關的研究。經由免疫染色可以看到 L1細

胞黏附分子在腸道的表現量，而在先天性巨大結腸症的患者身上，L1CAM 只表現

在有神經節的腸段。無神經節的腸段即使可以看到粗大的神經束（hypertrophic 

nerve bundle），在這些神經束或腸道組織也看不到L1CAM蛋白質表現(Hofstra et al. 

2002; Ikawa et al. 1997)。 

    除了組織學上的證據，陸續也在一些 X-link hydrocephalus 伴隨先天性巨大結

腸症的病人身上發現 L1CAM基因有導致功能喪失的異常（loss of function）。由於

此基因位在 X 染色體上，被報導的病例幾乎都為男性患者，而基因變異來源常可

追溯至其正常的母親(Jackson et al. 2009; Fernández et al. 2012)。 

 

1-2-13 PMX2B （PHOX2B） 

    PMX2B（PHOX2B）是一個表現於胚胎腸道組織的基因，其蛋白質是腸道神

經細胞發育的必要物質。在一個有先天性巨大結腸症且伴隨有先天中樞性換氣不

足症候群女孩被偵測到 t（4;8）（p13;p22）轉位的異常，以及一段 PMX2B 5M 的缺

損。進而使這個基因被懷疑和先天性巨大結腸症有關(Benailly et al. 2003)。除了轉
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位的異常可能直接導致先天性巨大結腸症之外，此基因的多型性也同樣會增加疾

病的可能(Garcia-Barceló et al. 2003)。此基因第二內含子中 rs28647582(A->G)的改

變便是一例 (Liu et al. 2009)。之後的研究指出 NKX2-1、PHOX2b 以及 SOX10會

共同作用以調節 RET 的轉錄過程，而於先天性巨大結腸症的產生扮演一定的腳色

(Leon et al. 2009)。 

 

1-2-14 CYP2B6 

    CYP2B6 位於人體第 19 對染色體上，是肝臟代謝藥物，環境毒物以及致突變

物質的重要基因。過去在老鼠的模型中發現維他命 A 的缺乏會使先天性巨大結腸

症的外顯率以及嚴重度增加，是少數環境因子對此疾病發生率有影響的證明(Fu et 

al. 2010)。在此前提下，CYP2B6被懷疑跟先天性巨大結腸症或許有關連而被加以

分析。過去針對三個比較重要的多型性在亞洲的先天性巨大結腸症患者身上做比

較，結果發現 rs707265 (G>A)的改變會導致得到先天性巨大結腸症的勝算比（Odds 

Ration）提高。在 AA 的同型合子較 GG的同型合子得到先天性巨大結腸症的風險

提高六倍之多(Xu et al. 2014)。 

 

1-2-15 KIAA1279 

    KIAA1279 位於第 10 號染色體上，過往對於此基因對先天性巨大結腸症的研

究發現其表現屬於體染色體隱性遺傳。若在 p.Arg90X, p.Ser200X 或

p.Arg202IlefsX2 產 生 了 同 型 合 子 的 變 異 ， 病 患 會 產 生 極 為 罕 見 的

Goldberg-Shprintzen megacolon syndrome(Brooks et al. 2005; Drevillon et al. 2013)。 

 

1-2-16 其他 

    上述所提之基因，在臨床上只能解釋 50%~60%的病患，且主要集中在兩個主

要的 gene pathway中，第一個為 RET/GDNF/GFRA1 signaling pathway；例如 NTRK1 
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(Alberti et al. 2003)、PAX3 (Lang et al. 2000)、TTF-1 (Garcia-Barcelo et al. 2005)、

NTF-3 (Ruiz-Ferrer et al. 2008)、NTRK3 (Sanchez-Mejias et al. 2009)、NRG1 

(Garcia-Barcelo et al. 2009; Luzón-Toro et al. 2012)、NRG3 (Tang et al. 2012; Yang et 

al. 2013)、PROKR1、PROK1、PROKR2 (Ruiz-Ferrer, Torroglosa, Nunez-Torres, et al. 

2011)、SEMA 3A、SEMA 3C 和 SEMA 3D (Jiang et al. 2012)等是和 RET 表現路徑相

關的基因。第二個為 EDN3 /EDNRB signaling pathway，像是 END3，以及 ECE1就

歸屬此 pathway (Karim, Tang, and Tam 2021)。另外也存在一群和有症候群的先天性

巨大結腸症相關的基因，例如 TCF4(Zweier et al. 2007)等。最近的研究更指出除了

上述的途徑之外，DNMT3B 也透過調控 DNA 的甲基化而影響神經細胞的發育，

進而影響先天性巨大結腸症的發生 (Torroglosa et al. 2014)。除了 DNA 本身，一

些微 RNA（microRNA）的改變，如 miR-141 (Tang et al. 2013)和 miR-146a (Zhu et al. 

2014)等，也可能因其影響腸道神經細胞的移動與分化而導致先天性巨大結腸症。 

 

 

1-3 與先天性巨大結腸症相關的藥物及環境因子 

    先天性巨大結腸症在臨床上多樣的表現除了複雜的胚胎發育路徑以及多樣的

相關基因之外，環境因子也一直被列在頭號嫌犯的位子，但始終沒有明確的藥物

或環境因素被確定與此疾病相關。 

    第一個被發現的是維生素 A 酸。最早在 2001 年，Pitera 等人發現給予過量的

A酸會導致小鼠的下肢及腸道發育異常(Pitera et al. 2001)。之後，Fu 等人發現維生

素 A的缺乏會導致磷酸酶基因蛋白（phosphatase and tensin homolog）在腸道神經

的濃度上升，導致移行中的神經細胞不再受 GDNF 的驅動，影響神經的分布，進

一步可能提高先天性巨大結腸症的表現率以及嚴重度(Fu et al. 2010)。 

    接著在 2013 年，Lake 等人在斑馬魚以及老鼠的研究證實 mycophenolic acid 

(MPA)，一種臨床上常用的免疫抑制劑會經由抑制肌苷單磷酸脫氫酶（inosine 
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monophosphate dehydrogenase (IMPDH)）而降低 GMP 的合成。GMP是基因能夠複

製以及表現的基本要素，而 GMP 的減少會使的神經脊來的神經元細胞減少，進而

導致先天性巨大結腸症。隨著藥物濃度的改變，從藥物濃度低劑量時會增加先天

性巨大結腸症的表現度（penetrance）以及嚴重度（length of affected bowel），到高

劑量時直接抑制神經脊細胞的移動。這是第一個被證實跟巨大結腸症相關的藥物 

(Lake et al. 2013)。最近的研究也發現廣效性抗生素的使用會改變腸道的微生物

像，並導致有基因缺陷的小鼠腸道神經的數量更稀少，分布範圍也更少(Toure et al. 

2019)。 

    另外，也有研究發現懷孕婦女的尿液中二苯酮-3 (Benzophenone-3 (BP-3))偏高

時，胎兒罹患先天性巨大結腸症的風險也會相對升高 (Huo et al. 2016)。BP-3具有

吸收紫外線的功效，是防曬乳及保養品中常見的成分。BP-3 能經由皮膚吸收並通

過胎盤進而導致胎兒的血中濃度升高。在體外的細胞實驗發現 BP-3會抑制 RET 的

表現進而導致神經細胞的發育異常 (Huo et al. 2016; DiNardo and Downs 2019)。 

    藥物之外，腸道本身的環境也有可能影響神經的移行與發育。在唐氏症的患

者中，有 1-2%的患者會有先天性巨大結腸症，而先天性巨大結腸症的患者中有 10%

是唐氏症。在 21號染色體上並未直接發現會導致神經發育缺失的基因，但有兩個

和第六型膠原蛋白生成相關的基因：COL6A1和 COL6A2。在唐氏症的胚胎的皮膚

中可見第六型膠原蛋白被過度合成。在巨腸症患童的腸道檢體中可以發現其神經

節周圍的第六型膠原蛋白表現量為正常人的兩倍，而同時伴隨唐氏症以及巨腸症

的患童，其腸道神經節周圍的第六型膠原蛋白表現量則為正常人的三倍。同時第

六型膠原蛋白的表現量和年紀沒有相關。而推測腸道中如果膠原蛋白過多，會讓

腸道神經細胞的移行變慢，進而導致使先天性巨大結腸症發生的機會變大

(Heuckeroth 2015)。 
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1-4 先天性巨大結腸症的動物模型 

    動物模型能夠協助我們了解基因的功能，疾病相關的生理、病理機轉，以及

可能的治療方式(Mukherjee et al. 2022)。常用於先天性巨大結腸症的動物模型主要

有大小鼠以及斑馬魚。 

 

1-4-1 小鼠 

    小鼠以及大鼠由於其解剖構造、生理機轉及基因跟人類相似，在許多的基因

研究中扮演的重要的腳色。人類、小鼠及大鼠各約有三萬個基因，其中有 95%的

基因在三個物種間是相似的(Bryda 2013)。過去也有多個先天性巨大結腸症的小鼠

模型被發現或製造(Bondurand and Southard-Smith 2016; Zimmer and Puri 2015)。 

    在 RET 以及 EDNRB 產生功能缺失的變異有極高的可能會導致先天性巨大結

腸症已經是眾所周知的了。RET 的變異在小鼠以及斑馬魚的動物模型中也都有發

現腸道的神經發育會被影響，而有類似巨腸症的表現 (Bondurand and 

Southard-Smith 2016)。EDNRB的突變同樣在大鼠以及小鼠都有對應巨腸症的動物

模型(Bondurand and Southard-Smith 2016)。然而部分我們在病人身上找到的基因仍

缺乏足夠的證據而需進一步證實。在 NGS 定序的結果中，如果發現 RET 和 EDNRB

之外的基因有明顯會產生基因功能缺失的變異，如 frameshift 或 stop codon；且為

患者本身新產生的變異，而非遺傳自父母；同時該基因變異過去並未有動物的巨

腸症模型。則該進一步視情況利用小鼠來模擬人體內發現的變異是否對腸道神經

的發育有影響，甚至致病。 

 

1-4-2 斑馬魚模型 

    斑馬魚有著受精卵大量且容易操作，發育快速，魚體初期透明可以直接進行

活體觀察，容易飼養且較小鼠便宜，具有高度發展的基因編輯工具等優勢，是做

為基因及發育研究的良好模型。過去也經常被用於先天性巨大結腸症的研究。如
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Heanue等人利用 ret功能缺失斑馬魚進一步發現了 mapk10可能是影響臨床嚴重度

的 modifier gene 之一。在過去的研究裡，也有詳細的描述了如何觀察，紀錄斑馬

魚的腸道蠕動以及WT 的正常表現(Heanue et al. 2016)。在適合的篩選基因變異之

後，可用於進一步驗證該基因是否和腸道神經發育相關。 

 

1-5 研究目標 

目標 1：比對台灣地區先天性巨大結腸症患者可能之基因致病變異和過往其他國 

        家的研究結果是否一致 

目標 2：找出新的可能之基因致病變異 

目標 3：利用不同的動物模型進一步分析於病患身上找到的基因變異是否有致病 

        性及其可能的致病機轉 

    

 

1-6 研究之重要性及影響 

    先天性巨大結腸症在亞洲人種的發生比率是最高的，且有家族傾向。根據台

灣健保資料庫的數據，在台灣每一萬個新生兒中有 2.2 人罹患先天性巨大結腸症

(Chia et al. 2016)。在手術以及營養照護不佳的年代，許多罹患此疾病的小孩會因

腸阻塞無法進食以及腸炎等問題而死亡。但隨著醫學的進步，在現代的台灣，得

到此疾病的患者要長大成人進而結婚生子已經是超過九成五的病患可以輕易達到

的目標。也因此，與此疾病相關的基因會較以往更容易被保留下來，而可能在未

來造成家族內的再現性比率更高。此外，目前臨床上診斷先天性巨大結腸症有一

定的困難度，無論下消化道攝影以及直腸的抽吸切片均高度依賴放射科醫師以及

病理科醫師的經驗及專業度。不可避免的會有一定比例的病患會經過多家醫院的

轉診治療及一段不確定診斷及治療方向的時間，使得病患在未確診之前生長發育
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變的延遲且對整個家庭造成極大的心理及經濟的負擔。若能有輔助的診斷方法，

進而減少被誤診的比率及診斷所需的時間，就能給病患更好的照顧及治療。如果

經由基因可以診斷此疾病，我們甚至可以將此疾病的診斷提早至產前，可以提早

對病患出生後可能產生的症狀做出應變以及讓家屬有充分的心理準備。或許在未

來，針對特定的家族可以使用人工受孕及胚胎選殖的方式生出健康的下一代。 
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第二章 研究方法 

 

2-1 臨床個案基因體研究 

2-1-1 研究對象 

    本計畫收案對象為在台灣地區經過病理診斷確診為先天性巨大結腸症的患者

本人及其父母、手足。如果不是在台大醫院或長庚醫院診斷的患者，為確認病理

報告之正確性，需瀏覽其診斷醫院之影像及病理報告，以確認其分類型及診斷的

正確性，如病理報告有疑問，必要時會請病患或其家屬調蠟塊切片再經過林口長

庚的病理科做確認。 

    參與試驗的在經過詳細解釋試驗內容之後，同意參加試驗之病患\及家屬需簽

署經林口長庚試驗倫理委員會審核通過之受試者同意書及剩餘檢體同意書。未成

年之受試者則須取得其監護人之書面同意後收案。病患之父母親、兄弟姊妹，無

論是否患病均納入試驗。若有其他旁系血親同樣患有先天性巨大結腸症者，在取

得同意後亦可納入本試驗。每一年預計收納 20 個患者家庭，約 100 名受試者。

收案人數的計算依據為台灣地區最近十年新生兒人數每年約 18萬人次，以五千分

之一的發生率來計算，每年約有 36位新病患。長庚過去兩年定期舉辦先天性巨大

結腸症的病友座談會，能夠聚集約一半左右的病友參加試驗，故每年希望能夠納

入 20位的新患者家庭，以每個家庭五位成員計算，共 100名的受試者。 

 

2-1-1-1 DNA採集及保存 

    針對 DNA的部分，每位受試者抽取 20 毫升的周邊血液，分裝於兩管含肝素

之試管，並於採血後五天內由不同人或於不同時間完成 DNA 的萃取。萃取 DNA

的試劑統一使用 QIAamp-Blood Kit（Qiagen, Hilden, Germany）。經過統一的試劑，

不同的操作者是希望能確保抽取之 DNA 的品質，避免採血後 DNA 已經被分解
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（degrade），或實驗時發生步驟錯誤導致全部的檢體損失以及錯誤無法對照等問

題。若受試者小於一歲，因採血不易，可將採血量降至 10毫升。萃取完成之 DNA，

需要進一步作品質上定性及定量的控制分析（Quality Control Assay），包括：瓊膠

電泳分析（Agarose Gel Electrophoresis Analysis），與紫外光吸光值分析（UV 

Absorption Analysis）。瓊膠電泳分析需看到 DNA 之大小約為 23Kb，且沒有明顯

的被分解。而紫外光吸光值分析則利用 Nanodrop 2000 測定，看到的 OD ratio

（A260/A280）需大於 1.7，同時 DNA 的濃度高於 200ng/μl。之後 DNA 保存於

零下八十度，直到收案數累積到 15至 20個病患時，便可以準備下一步的試驗。 

 

2-1-1-2 手術檢體之採集與保存 

    除了 DNA 的收集，在林口長庚手術的患者，我們同時有簽署剩餘檢體同意

書。標準的手術治療，在術中我們會將病患的腸道檢體部分送到病理科，利用冷

凍切片告訴手術醫師腸道沒神經節的區段，以及開始出現神經節的區段位置。在

確認開始有神經節後，通常會在往腸道近口端有神經節的部分多切三到五公分，

以確保接回肛門的腸道神經節的數量及功能都相對正常，而不是處在雖然有神經

細胞，但或許數量不足或形態不佳等所謂的 transitional zone 上。所以手術檢體中

會包含部分有神經節及無神經節的腸道。 

   在林口長庚接受經肛門大腸牽出手術（transanal pull through）治療的患者，其

切除之腸道檢體會從頭到尾取下一寬約 5mm 直條，以確保從無神經節到有神經節

的腸段都有包含。切下之檢體依據術中的發現（腸道由粗轉細的位置）以及病理

科冷凍切片的結果區分為有神經節、transitional zone以及無神經節三區段。每一區

段各取一公分的腸道組織保存於 RNA later中，並冰存於-80，未來可用於相關 RNA

或蛋白質的分析。剩下的則用於神經細胞的培養試驗。有部分的研究發現在患者

無神經節的腸道仍有少量的神經母細胞而能進一步培養出神經細胞，甚至能在無

神經節的腸道移行生長。相關的神經培養及移植技術在未來或有希望能降低患者
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需要手術的比例、次數或是減少術後的併發症(Metzger et al. 2009; Rollo et al. 2016; 

Wilkinson et al. 2015)。 

 

2-1-1-3 其他檢體之採集與使用 

    除了固定會收集所有受試者的 DNA以及在長庚手術患者的腸道組織外，針對

特定有找到基因突變點的患者，視情況收集其口腔黏膜的細胞，以便進一步探討

蛋白質表現的差異是否存在。 

    此外，針對已參與本試驗，而再度懷孕之家族，若其婦產科醫師有建議作進

一步羊水檢查，如高齡孕婦，或唐氏症母血篩檢異常等狀況下，其剩餘之羊水檢

體我們也將用於分析目前的胎兒是否帶有其家族之前所檢測到之異常基因。以期

將診斷提升到產前的可能。 

 

     

2-1-2 次世代基因定序 

    基因的定序在過去數十年一直是由自動化的 Sanger’s 定序扮演重要腳色。第

一次的人類全基因定序也是由其完成(Human Genome Sequencing 2004)。自動化的 

Sanger’s 定序被認為是初代的定序技術。進行 Sanger 定序時，必須要先將欲分析

的目標基因，分區一段一段的放大出來，若目標區域較長或較多就必須進行多次

的放大，定序完成後再進行比對或組裝，整個實驗步驟繁瑣、費時且昂貴。而次

世代的基因定序，則是將核酸全面片段化後同時進行大規模的定序分析。由於不

需額外先行放大目標，且同時將整個區域進行定序後再透過比對或組裝來找出研

究者感興趣的區域或完整的序列資訊，也因此能夠更加快速。除了更快得到序列

的訊息外，次世代定序也將單一核苷酸的定序成本大為降低 (Metzker 2009)。 

    次世代基因定序的主要實驗流程包含核酸片段化（Fragmentation）、建庫 

（Library Construction）、高通量定序（High-throughput Sequencing）、分析（Analysis）
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共四個步驟。目前 NGS 定序儀速度可比傳統 Sanger定序快 6萬倍（200 Gbp vs 3 

Mbp）。對比第一次的人類全基因定序為例，整個定序由全世界超過 20個機構，耗

費超過十年（1990到 2003），花費了約三十億的美元才完成(Petersen et al. 2017)。

而NGS技術則只需要一千美元左右就可以在幾天內定出 10x coverage 的全基因體

序列。也因此 NGS 能做到傳統 Sanger定序儀無法提供的分析，像是全基因體定序

（Whole genome sequencing）、新基因定序（De-Novo sequencing）或是利用轉錄體

定序（Transcriptome sequencing）進行 mRNA、miRNA表現量分析或 RNA splicing

研究等。特別適合用於偵測多基因的疾病，針對單一基因做多個外顯子片段分析，

探索疾病相關的未知基因等(Metzker 2009; Petersen et al. 2017)。 

    過去陸續有人將次世代基因定序應用在先天性巨大結腸症的研究上。首先利

用 bench-top 454 GS Junior platform 針對 SEMA3 家族作分析。對於定序的準確度可

以達到每一千個鹼基只有 0.26的錯誤率。在分析了 47個病人的檢體後發現了發現

了五個突變點(Jiang et al. 2012)。另外 Gui等人針對 20個先天性巨大結腸症的患者

設計了 62個基因的 panel。利用 PCR-based RainDance technology (RDT)進行定序，

但最終對於罕見變異點 (rare variant)的診斷敏感度及特異性各為  65.5%及

61.3%(Gui et al. 2014)。之後的研究，則多使用 Illumina系統，其穩定度及準確性

均相當可靠。 

 

2-1-2-1 Captured based NGS panel 

針對研究目標 1：比對台灣地區先天性巨大結腸症患者可能之基因致病變異和

過往的報導是否一致，我們使用 Captured based NGS panel。針對 MEDLINE, 

PubMed, and the Cochrane Library 等資料庫進行英文文獻及其參考資料的搜尋。我

們選取了 31個在過去的文獻中被提及懷疑與先天性巨大結腸症相關或是與腸道神

經發育路徑相關的基因。其致病之可能路徑已於研究背景中詳述。根據這 31個基

因，我們進一步設計了次世代基因定序所需要的 panel。由於一些基因，如 RET 已
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被發現可能之致病點位在內含子中，故我們設計之 panel 是做全基因的定序，也

將基因涵蓋至上游 10M 以及下游的 5M。只有 NRG3 例外，因為其基因之大小過

大，且目前所報導因其致病的案例極少，也沒有明確指出有內含子的變異有可能

和先天性巨大結腸症相關，故我們針對 NRG3 的分析只在其外顯子的部分。除了 

DNA 之外，我們也將微 RNA 以及粒線體的基因加入我們分析的 panel 之中，試

著將研究的範圍拓展到未知的可能。(表三) 

    第一步，我們將之前由患者周邊血取得之 genomic DNA 用 Covaris M220 震

碎（fragmentation）至 350bp 的片段大小。將震碎後之 DNA 做 library preparation 

（使用 Library preparation/barcoding kit , Illumina）。再以 MiSeq 桌上型定序機以

及我們自行設計的 panel 針對目標基因進行 pair-end 的定序。定序後得到之原始

資料（raw sequence）上傳至國家高速網路計算中心進行分析。藉由 BWA software 

（version 0.5.9），我們將定序後基因的片段資料和參考資料庫 human genome （Feb. 

2009, GRCh37/hg19）比對進而拼出整段基因序列。再使用 SAMtools （version 

0.1.18） 及 Picard （version 1.54）進行資料類型的轉換及整理。轉換好的資料進

一步利用 GATK software package （version 1.2-59-gd74367c1） 找出有 insertion 

或 deletion 等的突變點。ANNOVAR （version 2012-03-08） 則被用來整理和變

異基因相關的資料，如該變異是否有造成胺基酸的改變。若有胺基酸的改變，就

進一步利用 SIFT scores 及 PolyPhen2 scores 來預測此改變是否會造成有害於人

體的蛋白質改變。另外，此變異點若在 1000 Genomes Project allele frequencies 以

及 NHLBI-ESP 5400 exome project 這兩個資料庫中任一個出現頻率大於 5%時，

此變異點就視為不會導致先天性巨大結腸症，因其出現在正常人中的頻率過高，

如果該基因變異會直接致病，則先天性巨大結腸症之發生率應會高於 1/5000。最

後，利用 IGV （version 2.1.16）我們將基因的變異為同型合子（homozygous）或

異型合子（heterozygous）甚至是嵌合子 (mosaicism) 均能以圖像化的方式表現。 

    除了外顯子的部分，我們針對此 31 個基因的各個剪接位點（splicing site）前
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後 20 個核苷酸有出現變異的，則利用 Human Splicing Finder（http://www.umd.be/ 

HSF3/ HSF.html）進行分析，預估該變異點是否有可能造成剪接錯誤進而影響蛋白

質的功能。 

    第二步，我們針對經由第一步找出之可能致病點設計適合的 primer，並利用

病患的第二份 DNA 檢體，以及其家屬之檢體先進行聚合脢連鎖反應（polymerase 

chain reaction, PCR）將突變之基因片段放大。放大後之基因片段同樣需經過瓊膠

電泳分析，確認 PCR 所得到的基因片段長度和我們設計之片段長度一致，再進行 

Sanger’s sequencing。藉由定序病人的第二份檢體，我們可驗證經由次世代定序得

到的突變點是否正確無誤。而在其家屬包含父母及其他兄弟姊妹間的定序則可以

幫助我們得知此突變點的來源是遺傳自父母或是新產生的（de novo mutation），同

時也有機會推測其遺傳及表現的機率（penetrance rate）。如果經由 Sanger sequencing

無法在病患的父母身上看到的同樣的基因變異，則會利用 8 組的短串聯重複序列

(STR)比對確認檢體間的親屬關係 (Sparkes et al. 1996)，以確保在病患身上看到的

變異的確是新發生的突變，而不是誤植檢體的結果。 

 

2-1-2-2 全外顯子定序 

    針對在 panel 中找不到基因變異的患者，其 DNA會進一步進行全外顯子的定

序（whole exome sequencing，WES）。和全基因體相比，外顯子只佔了基因體不到

2%的序列，但卻和 85%的遺傳性疾病相關(Rabbani, Tekin, and Mahdieh 2014)。全

外顯子定序可以涵蓋約 95%以上的外顯子以及影響外顯子識別的基因剪切位點

(Kong et al. 2018; Zhang et al. 2023)，同時相較於全基因體定序(whole genomic 

sequencing)使用 WES 可以降低研究經費的需求，同時簡化分析。WES 本身則是委

託圖爾斯 (https://www.toolsbiotech.com/product_service_ detail.php?id=392&cateId 

=1461) 或是長庚基因體中心進行定序。 

 

http://www.umd.be/
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2-1-2-3 患者檢體的 RNA及蛋白質分析 

    若是在林口長庚醫院手術的患童，會在近端有神經節處以及遠端無神經節的

腸段各保存部分切除的腸道剩餘檢體。利用 Qiagen AllPrep DNA/RNA/Protein Mini 

Kit 從腸道組織中萃取 RNA 以及蛋白質，並保存在零下八十度的冰箱中。如此便

可以在找到基因變異的位置之後，進一步在腸道組織中比較 mRNA 以及蛋白質的

表現量變化。 

 

 

2-2 小鼠模型 

2-2-1 小鼠模型設計 

    根據第一步從臨床檢體上看到的病患基因變異，如果是患者本身新產生的基

因功能缺失的突變，且和目前已知的巨腸症小鼠模型在不同的基因上，就會進一

步比較該基因在人類和小鼠之間的相似度，以及委託台大 Transgenic Mouse Core 

Lab 評估在小鼠同樣的基因位點上利用 CRISPR，knock-in 同樣的突變的可能。設

計突變位點附近先天或人工產生的限制酶切割區，讓後續的 genotyping 可以快速

的進行，而不需每隻小鼠都經過 sanger 定序來確認是否有帶到我們需要的變異位

點。 

    經由幾乎一樣的變異位點，我們希望了解該基因是否的確有影響腸道神經發

育，甚至直接可以導致先天性巨大結腸症的可能。同時對於不同基因在腸道神經

發育的腳色可以更加得清楚，對此疾病的病生理也會有更多的了解。 

 

2-2-2小鼠 Genotyping 

 實驗本身包含了胎鼠及仔鼠的分析。胎鼠是在配種 14天後犧牲母鼠，取出個

別的胎鼠(E14)，並使用 0.5cm3 的胎鼠組織做性別及基因分析。仔鼠則是在四周大

時，剪取 0.5公分的小鼠尾巴。DNA的抽取是使用 200 μl Lucigen QuickExtract™ 
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DNA Extraction solution 混和小鼠組織後 vortex15秒，之後加熱到 65℃，15 分鐘，

再混合 vortex15 秒後加熱到 95℃來萃取 DNA。胎鼠的性別則是利用 SRY PCR 

method做鑑定(Wilhelm, Palmer, and Koopman 2007)。 

在 F0 及 F1 的 genotyping，除了使用限制酶的方式快速找出實驗需要的小鼠

外，也會再次以 Sanger定序確認序列。 

 

2-2-3小鼠腸道組織神經節染色 

    四周大的小鼠犧牲後，取下從盲腸一路到肛門的全部大腸後，用生理食鹽水

將腸道內的糞便洗淨。將腸道從近端到遠端捲起形成類似”瑞士捲”的腸道組織(圖

五)後以 4%的多聚甲醛(paraformaldehyde)浸泡整晚以固定組織(Bialkowska et al. 

2016; Yang et al. 2022)，之後再以石蠟包埋保存。 

    蠟塊切成 10 μm 的厚度，固定在玻片上後以 pH6.0 citrate buffer 加熱至 95℃一

小時使抗原修復(antigen retrieval)。一抗的部分，使用了可以凸顯神經的 Human 

anti-Hu (Gift from Kryzer Thomas J, 1:2000) 以及 chicken anti-Tubb3 (Millipore, 

ab9354, 1:1000) antibodies 以利辨識神經元和神經突觸。同時根據突變的基因位點

不同，使用特定的單株抗體確認我們在 knock-in 的小鼠身上是否還有該蛋白質的

存在。 

    染色時，經過抗原修復的切片用一抗在 4℃避光過夜染色，第二天以 PBS 洗

去一抗後，加入二抗在室溫避光染色兩小時。之後利用 Zeiss LSM800 confocal 

microscope 分別用低倍以及 40X油鏡來檢視神經節以及蛋白質的分布。 

 

2-2-4小鼠腦部及腸道組織的 mRNA分析 

    取用 E14 的胎鼠以及四周大的小鼠的腦部及腸道組織，使用 AllPrep 

DNA/RNA/Protein Mini Kit (Qiagen) 抽取 RNA，之後每個檢體用 0.5 to 1μg 的

RNA檢體，以 1 First Strand D.N.A. Synthesis Kit (AM0675-0050, BIONOVAS)合成
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cDNA。 

    根據不同的基因變異，確認小鼠該基因不同的 transcripts。在 mRNA的分析上，

我們針對不同的轉錄產物有其對應的專屬 primer，同時利用 Gapdh 作為 internal 

control，而胎鼠腦部則用於 inter-run的校正。實驗本身委託由圖爾斯(ToolsBiotech, 

Taiwan, qPCR service)完成。 

 

2-2-5小鼠其他表現的分析 

根據產生的小鼠，除了腸道神經的分析之外，如果有其他除了巨腸症之外的表現

型，也會一併紀錄並做初步可能的分析。 

 

 

2-3 斑馬魚模型 

2-3-1 斑馬魚模型的建立 

    根據從臨床檢體上看到的病患基因變異，如果在患者身上看到點突變，但不

確定該基因對腸道神經發育的影響，則會考慮使用斑馬魚針對該基因做功能缺失

或是功能增加的實驗來確認該基因對腸道神經發育的影響。 

    功能缺失方面，斑馬魚有三種主要的方式可以達成。第一是利用過去 ENU產

生大量的突變魚種找尋是否已經有我們想要研究的基因的 knock-out 的 fish line可

以復育。第二種則是使用 CRISPR/Cas9 導致基因本身的斷裂重組，並從中尋找產

生 gene loss of function 的突變斑馬魚。第三種則是以嗎啉基 (Morpholino)直接阻斷

蛋白質的行程。也要從 ZFIN 資料庫確認該基因是否有 paralog，以便挑選適合的

方式。以上三種方法至少會以其中兩種來重複驗證不同方式產生的基因功能缺失

對腸道神經發育的影響。 

    此外，為了方便觀察腸道神經，也會引進 Tg(phox2b:EGFP)w37 這種在神經細

胞會產生 GFP 螢光的基因轉殖魚。經過和前一步驟產生的基因功能缺失的魚做配
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種，可以得到腸道神經會發光的基因缺失子代，以利在活體觀察腸道神經的發育。 

 

2-3-2 Tg(phox2b:EGFP)w37斑馬魚腸道神經結數量分析 

    飼養時，在斑馬魚幼體的飼養液中添加 1-phenyl 2-thiourea (PTU)以減少魚體

的黑色素生成，以利後續神經節的觀察(Chen et al. 2021)。 

    在斑馬魚幼體五天大時，將其放入麻醉劑中（0.16mg / mL Tricaine）麻醉後，

以 low melting gel (包含 1% Tricaine)固定幼體確保其側身朝上。之後從其洩殖腔開

口計算其上四個體節所有的神經數量。只取最後四個體節的原因是因為大部分的

先天性巨大結腸症患者表現於大腸後段，少數延伸至整個大腸，而整個腸道沒有

神經節的狀況目前只有案例報導。斑馬魚並無法明確區分大腸的位置，但最後四

個體節包含了腸道的後半部分，僅計算這部分的神經節數量，較能反應先天性巨

大結腸症的病理特徵(圖六)。 

 

2-3-3斑馬魚腸道蠕動分析 

    斑馬魚幼體飼養於未添加 PTU 的環境下，以避免腸道的蠕動受到影響。在第

5天和第 6天餵食草履蟲後，幼體在第 6天晚上轉移到淨水中，以避免第 7天觀察

腸道蠕動時受到未排出的草履蟲的干擾。 

    七天大的斑馬魚幼體個別轉移到麻醉劑中（0.16mg / mL Tricaine）麻醉後，再

以 low melting gel (with 1% Tricaine)固定幼體確保其側身朝上，並進行每秒 24 張，

一共 5 分鐘的影片拍攝。影片使用 Image J 分析，生成腸壁收縮與時間的

Spatiotemporal maps，用於確定腸道收縮的存在和方向以及收縮頻率(Holmberg, 

Olsson, and Hennig 2007; Heanue et al. 2016)。可以確認除了神經節數量這種解剖構

造的改變之外，腸道功能是否也有被影響。 
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第三章 研究成果 

3-1 臨床個案基因體研究成果 

   林口長庚定期有舉辦先天性巨大結腸症病患的病友會，使我們有機會認識在不

同醫院治療的患者，增加此研究計畫在患者間的知名度，也因此我們在研究開始

的第一年就收到了 29 位病患。這些患者多為過去五年內的病患，或許因為較為嚴

重的或是有併發症的患者家庭會更需要病友會間的彼此支持，故我們的收案初期

以長型的先天性巨大結腸症患者居多。隨著新受試者的加入，短型的比例逐漸提

高。截至目前為止，共有 87 個家庭，293 位受試者納入研究案。後續一個家庭因

為 DNA檢體的品質檢測(QC)未通過而被排除，一位家屬簽了同意書之後因害怕抽

血而退出研究。最後進入分析的共 86個家庭，289 位受試者，其中有 90 位患者。 

    短型巨腸症受試者有 49人（41位男性，8位女性病患，佔 54.44％）、長型受

試者 16 位（11 位男性，5 位女性，佔 17.78％）、全大腸型受試者 25 位（17 位男

性，8位女性，佔 27.78％）。 

    在研究初期，針對 45 名患者完成了 panel 的 31 個基因分析。在完成 panel 分

析的這些病患中，有 8 位家族性的病人（17.78%）分屬四個不同家族，其餘的 37

位（82.22%）則為偶發性的患者。男性病患有 34人（75.56%），約為女性患者(11

人)的三倍之多。在表現型方面，長型和短型的患者分別為 22 人和 23 人，約各佔

一半(圖七)。後期以 WES 分析了 39位患者的 DNA檢體，並比對其中是否有位在

panel 中 31 個基因上的罕見變異位點。目前仍有六位患者及其家屬尚未完成 NGS

的分析。 

    在定序結果方面，在 8個家族性病患中，有 87.5%（7人)在 panel 上的基因有

找到變異點，在偶發性的 76 位病患中則有 67.11%（51 人）在 panel 中的 31 個基

因上有找到罕見變異點(rare variant)，高出過往所報導在家族中有 50%的發現率，

以及偶發病患中有 10~20%的發現率。詳細的基因及變異位點以及出現頻率另列於
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表四、表五及圖八中。 

    即使在 NGS 的協助下，利用目前 31個基因的 panel，仍有 26個患者找不到任

何的罕見變異。出現頻率最高的仍和過往一樣是 RET，有 15 位，其次是有 11 人

帶有的 SEMA3C。在長型中有 6 位可以找到致病位點，比率為 14.63%。短型的患

者中同樣也有 6位可以找到致病位點，比率為 12.24%。 

    依據上述的基因檢測結果，我們選用了不同的動物模型做進一步的驗證。在

明顯 loss of function，de novo mutation 的長型病患身上，我們試著用基因突變小鼠

做進一步證實。由於 RET 突變的致病性已經有小鼠以及斑馬魚等等不同的動物模

型及研究做過反覆的探討，故我們研究的方向主要針對 RET 之外的基因變異。根

據表四，我們認為 L1CAM以及 NRG1 這兩個基因有必要釐清該變異是否會影響腸

道神經的發育及導致先天性巨大結腸症。 

 

 

3-2 L1cam knock in小鼠模型研究成果 

    由臨床個案基因體試驗的結果，首先進行的是 L1CAM的小鼠模型。所有小鼠

相關的動物實驗均由長庚實驗動物照護及使用委員會同意，同意案號為 IACUC No. 

2019022202。 

 

3-2-1 L1cam變異小鼠模型背景 

    L1CAM位在 X 染色體上，曾被懷疑或許和先天性巨大結腸症的病患以男性為

主相關，不過從 27 個病人的分析上並未獲得證實(Hofstra et al. 2002)。由這個基因

所產生的 L1CAM 蛋白質是一個在細胞膜上，包含了六個 immunoglobin-like 

domain，五個 fibronectin type III repeats，鑲嵌在細胞膜上的 transmembrane domain

以及一個雖然短，但在不同哺乳類物種間序列有高度保留的 cytoplasmic 

domain(Moos et al. 1988; Hortsch 1996)。L1CAM 和神經細胞的移行，附著，神經
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突觸的生長，神經髓鞘的形成，以及神經分化都有高度的相關(Nakamura et al. 

2010)。L1CAM 的變異在臨床上和 L1 症候群相關，患者常見有水腦，智力發展異

常，失語，遺傳性痙攣性下身麻痺 （Hereditary Spastic Paraplegia, HSP）以及拇指

內收等症狀(Vits et al. 1994)。任何形式的 L1CAM的變異，甚至包括 silent mutation

都有可能導致 L1症候群(Sun et al. 2019)，而且同樣的變異跟也有可能在臨床上導

致 L1症候群不同的嚴重度(De Angelis et al. 2002)。 

    過去，在少數 L1症候群的患者身上發現同時有先天性巨大結腸症的狀況，被

認為是L1症候群的嚴重表現(Takenouchi et al. 2012)。這些病例(Okamoto, Wada, and 

Goto 1997; Jackson et al. 2009; Fernández et al. 2012)，多由帶 heterozygous 基因變異

的母親將有問題的 X 染色體傳給兒子。我們的病人和過往的病例報告有相似的臨

床症狀，包含了水腦，些微的智力發展遲緩，以及先天性巨大結腸症。但不同的

是我們的病患是女性，而且其 L1CAM的變異是 heterozygous，在 exon18 上第 2155

個核甘酸 deletion，導致 frameshift 的變化（g.2155delG: p.V719fs），同時她所罹患

的巨大結腸症型別也是極為少見的跳躍式神經節。 

    最初 Dahme等人利用置入 thymidine kinase 以及 neomycin-resistance gene 的

方式將小鼠L1cam的第八個 exon破壞。相對正常小鼠在西方點墨法上可以見到 200, 

180, 140 以及 80KD 等 L1cam 蛋白異構體，突變的小鼠只會表現少量 190KB 的

L1cam 蛋白質。這些小鼠只有 23%可以活過八天，一些會表現出後肢拖行，另一

些則有觸覺及痛覺降低的現象。至於水腦的部分，在 B6的小鼠可以發現嚴重的水

腦，但在 129Sv 的小鼠則看不到明顯的水腦。他們進而假設 L1cam 的表現也可能

深受多個 modifier基因的影響(Dahme et al. 1997)。而在後來的研究中發現其中一

個 modifier位在第五號染色體上(Tapanes-Castillo et al. 2009)。 

    在 Dahme 之後，Cohen 等人將 L1cam 的第六個 Ig domain 以 selectable 

drug-resistance cassette 置換，進而產生 L1cam功能缺失的 129Sv或 129Sv X B6的

小鼠。這些小鼠體型較小，可以活到成年，在一歲後部分小鼠會有後肢拖行的現
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象，在脊髓可以發現 axon在 pyramidal decussation 異常。雖然在睪丸中可見 germ 

cell，但絕大多數的公鼠不孕(Cohen et al. 1998)。在 Cohen 的研究中，未發現明顯

的水腦，也並未提及在小鼠身上發現有先天性巨大結腸症的表現。Cohen的小鼠模

型之後被 Fransen 等人做了進一步的行為模式的分析，發現這些小鼠雖然沒有明顯

的水腦，但會有行為異常的表現，包含了在開放空間時會有固定的移動模式以及

社會行為上不會探索異性等(Fransen et al. 1998)。 

    之後 Nakamura等人則是針對 L1cam 蛋白質在細胞內的 domain 做了三個不同

位點的突變（其中兩個為 loss of function 的變異，一個為 single nucleotide 

substitution），試圖找出不一樣長度的 truncate protein 會造成怎樣不同的影響。和

之前的小鼠模型不一樣，在 cytoplasmic domain 發生功能缺失變異的小鼠並未產生

水腦等的症狀，而是在成年後表現出 L1cam 蛋白質不足以及運動障礙的表現

(Nakamura et al. 2010)。從過去的研究可知，L1cam在不同位點上的變異可能產生

極為不同的表現型，而變異位置在細胞膜外造成的嚴重度會超過在細胞膜內的功

能區變異。此外，過去 L1cam knock out 或 knock down的小鼠模型並非依照在患

者身上所發現的變異來設計。我們希望藉由在小鼠身上模擬患者的變異位點，進

一步找出在病人身上發現的L1CAM變異和先天性巨大結腸症之間的關係以及可能

的遺傳型式。 

 

3-2-2 FVB/NJ-L1camemfs1小鼠模型設計 

    由於過往的研究發現同樣的變異在 B6品系會有較為嚴重的水腦，同時存活率

較低。而 129Sv 小鼠雖然可以存活，但公鼠明顯不孕，且目前已有的小鼠模型未

提及有先天性巨大結腸症的表現，故我們選用過去未使用過 FVB 品系。且 FVB 母

性相對較好，一胎仔鼠數量較多，希望在實驗上會有跟過去不一樣的發現。 

    我們使用 Sanger’s 定序以及 8組 STR 確認了受試者 9_4上的 L1CAM exon 18, 

g.2155 delG為 de novo的突變(圖九)。接著，我們比較了 L1CAM exon18在人和 FVB
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小鼠間的序列，除了發現在人與小鼠間有高度相似的基因以及胺基酸序列外，也

找到在我們目標的突變位點前三個核苷酸的位置有一個和 Cas9 作用的 protospacer 

adjacent motif (PAM)序列: NGG（圖十）。我們以 CRISPR endonuclease的方式來製

造 L1cam 單點的 deletion，進而形成和病患一樣的 frame-shift（圖十一）。 

方法上，利用 microinjection 將 CRISPER/CAS9 蛋白，sgRNA，以及 ssODN 序列

送進小鼠受精卵中以達到在小鼠序列上模擬病患基因變異的效果(Chen et al. 

2016)。同時在突變點前產生一個 g.2151T>A 的 silent mutation 形成一個讓 Ncol 限

制 酶 可 以 作 用 的 序 列 。 實 驗 中 使 用 的 sgRNA 序 列 為 5’- 

CTTCCCCTCTCACATCCACA − 3’，本身是利用 CRISPick所設計的(Doench et al. 

2016)。而 ssODN 的序列則為 5’-TTCAGGAGTCAGAATGGGCCATTTGTTCCTT 

GTCCTTGCTACAGCACTGATAGGTTGACACATTACTTTCCAGCCCCAGAGAA

GAACCCATGGATGTGAGAGGGGAAGGGAATGAGACCAACAATAT – 3’。其中

畫底線的 CCATGG 即為我們需要的突變，同時也是 Ncol 限制酶作用的序列。 

 

3-2-3 FVB/NJ-L1camemfs1小鼠 Genotyping 及成果 

    在確認基因型時時，使用的 L1cam primers forward 及 reverse 分別為 

5’-ATGTCCACTACACCTTTCGG-3’ 及 5’- CAGGCTCACTCCAATACTCA-3’。如

果有成功攜帶變異點的小鼠，可以 PCR 到 829bp 的片段，此產物和 Ncol 在 37℃

下作用一小時後可以被切成 356 bp和 473 bp 兩個長度的短片段。反之，如果小鼠

不帶有我們想要的變異點，其 DNA的 PCR 產物便會是不受 Ncol 限制酶影響，長

830bp 的產物。這樣的設計方便我們後續使用 PCR 及跑膠便能對後代的小鼠快速

檢測是否帶有我們想觀察的變異。 

在 F0 及 F1 的 genotyping，除了使用限制酶的方式快速找出實驗需要的小鼠

外，也會再次以 Sanger定序確認序列。 

經由 CRISPR/Cas9 microinjection，一共產生了 20隻小鼠。在定序後發現其中
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六公一母的小鼠在 L1CAM 產生了完全的 frameshift，另外七母一公雖帶有我們想

產生的 frameshift，但訊號是 mix signal (圖十二)。這樣的性別差異應該是因為此基

因位在 X染色體上，使得母鼠幾乎都是 mix-signal，而公鼠則有可能是少部分形成

了嵌合子的效果（mosaicism）。剩下的五隻則不帶有我們設計的基因變異，故未加

以保留。 

    將 15隻 FVB/NJ-L1camemfs1小鼠和 FVB 的WT配種以產生子代，然而在過程

中發現 L1camemfs1公鼠有不孕的現象，故後續均以 L1camemfs1 heterozygous 的母鼠

配 WT 的公鼠產生的子代做保種以及實驗。也因為公鼠不孕，我們並沒有

homozygous 的母鼠，故所有的實驗分析均以 hemizygous 的公鼠來對照 WT 的公

鼠。其中 F0的小鼠只有用於一開始的基因分析以及臨床表現型的觀察，其餘的腸

道染色，mRNA 表現量，蛋白質表現，以及精子分析均使用 F1 或 F2 的小鼠以避

免 F0有可能有嵌合子的影響。 

    在表現型方面，我們觀察了三代，一共 62 隻 hemizygous 的公鼠，和 114 隻

heterozygous 的母鼠。除了其中一隻 F0 的公鼠有產生後肢拖行的症狀外，其餘的

小鼠並未產生吃不下，發育不良，便祕腹脹或早夭等臨床上類似先天性巨大結腸

症的表現。成鼠的腦部切片也並沒有明顯的水腦現象。在免疫染色下，不論 WT

或是 hemizygous的 L1camemfs1公鼠，在低倍數顯微鏡下都可以看到myenteric plexus

一路延伸到肛門，並沒有產生無神經節的病理診斷(圖十三)。 

 

3-2-4 L1cam mRNA在小鼠腦部及腸道組織表現量  

    從小鼠的臨床表現以及免疫染色我們確認了腸道神經節仍有近乎正常的發

育，且 L1cam 蛋白仍會表現在腸道的神經節中。小鼠的 L1cam一共有六種不同的

轉錄產物(transcripts)(Yates et al. 2019)。為了進一步了解這些蛋白質來自哪裡，以

及在胚胎發育第 14 天以及出生四周時有沒有差異，我們針對了 L1cam 六種不同

的 transcript 分別設計了其對應的專屬 primer，並做了腦部以及腸道的 mRNA表現
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量分析。利用 Gapdh 作為 internal control，而 L1camemfs1的胎鼠腦部則用於 inter-run

的校正(表六)。實驗本身委託由圖爾斯(ToolsBiotech, Taiwan, qPCR service)完成。 

    由表六可以發現有三個 transcripts，分別簡稱為 T49，T50，T51 會做出全長，

也就是包含了完整細胞膜外 11 個 domain，transmembrane sequence 以及位在細胞

膜外的 cytoplasmic domain。相對的，T53，T58 以及 T61則會做出只有部分長度的

較短蛋白。而 L1camemfs1小鼠所帶有的 frame shift 變異會讓其在 p.720 的位置形成

終止碼(圖十四)，並進一步導致全長的 transcripts 包括 T49，T50，T51 的 mRNA

因為 non sense mediated decay 而被破壞，反之對 T53以及 T61沒有直接影響。分

析了 L1camemfs1以及 WT 公胎鼠以及成鼠的腦部還有腸道組織的 mRNA 表現量後

發現，在 L1camemfs1公鼠腦部，不分年紀，幾乎所有的 mRNA 存量都遠低於 WT，

甚至完全不存在。反觀腸道組織，可以發現短片段的 T58 和 T61 在 L1camemfs1的

表現量反而高於WT 的小鼠(圖十五)。 

 

 

3-2-5 FVB/NJ-L1camemfs1小鼠腸道組織神經節染色 

    為了瞭解 L1cam 蛋白質在 FVB/NJ-L1camemfs1小鼠腸道神經的表現，我們用了

兩種不同的 L1cam 抗體，rabbit anti-L1cam polyclonal antibody 6096, a gift from John 

Hemperly (BD Technologies)(Thelen et al. 2002; Anderson et al. 2006), 以及針對之前

設計的變異位點做結合的單株重組抗體 anti-L1cam monoclonal (Abcam, ab208155, 

1:500)。在 FVB/NJ-L1camemfs1的假設是不會有完整的 L1cam 蛋白，故針對我們變

異位點做結合的單株抗體應該會染不到 L1cam 蛋白，但多株抗體仍有機會發現其

他長度的 L1cam 蛋白。二抗的部分使用的是 AF594-conjugated donkey anti-human 

(Molecular Probes, 1:500)，AF488-conjugated donkey anti-chicken (Jackson, 1:500), 

and AF647-conjugated donkey anti-rabbit (Thermofisher, 1:1000) antibodies。 

    染色時，經過抗原修復的切片用一抗在 4℃避光過夜染色，第二天以 PBS 洗
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去一抗後，加入二抗在室溫避光染色兩小時。之後利用 Zeiss LSM800 confocal 

microscope 分別用低倍以及 40X油鏡來檢視神經節以及 L1cam 蛋白質的分布。 

    在高倍之下比較不同基因型的腸道神經是否能被不同的抗體染色 (圖十六)。

結果可以發現在 WT 的小鼠腸道，無論使用哪種抗體，都可以呈現出 L1cam 蛋白

質。而在 L1camemfs1公鼠的腸道，只有 polyclonal 的抗體可以染到 L1cam 蛋白，而

針對變異位點的單株抗體則無法染到 L1cam 的蛋白質。 

 

3-2-6 L1camemfs1公鼠不孕分析 

在犧牲成年公鼠後，取出副睪加入預先加熱的 Whitten’s medium 中十分鐘讓精

子游存於其中。之後稀釋十倍，再取 7.5 µl 包含精子的 Whitten’s medium，以

iSperm™ sperm analyzer (Aidmics Biotechnology Co., Ltd., Taipei, Taiwan)分析精子

的數量，活動力等來尋找 L1camemfs1公鼠不孕的可能原因。實驗一共用了三隻WT

公鼠，八隻 L1camemfs1公鼠，每個樣品進行了四重複。 

    實驗包含了WT 以及 L1camemfs1公鼠副睪的精液分析。兩者在精子數量，活動

力等方面均無統計上的差異(表七)。 

 

     

3-3 ntrk1 knock out斑馬魚模型研究成果 

3-3-1 ntrk1功能缺失斑馬魚背景討論 

    從表四中我們可以發現臨床上有一個家族(7_11’, 8_15’)，父女均帶有 NTRK1 

exon7的變異。其中女兒也自母親遺傳了 SEMA3C V337M的變異，表現出較父親

的長型巨大結腸症更為嚴重的全大腸無神經節。女兒的先天性巨大結腸症的更為

嚴重是否與同時帶有 NTRK1及 SEMA3C 的變異有關仍未有定論。 

    NTRK1(又被稱為 TrkA)和 RET一樣是一個 tyrosine kinase (RTK) 接受蛋白。

和神經生長因子(nerve growth factor)結合後會調控中樞和周邊神經的生長，分化，
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及凋亡(Kaplan and Miller 2000)。由於 NTRK1和 RET的相似，我們假設了 NTRK1

在功能缺失時會對腸道神經的發育產生不良的影響。NTRK1 變異過去並未在巨腸

症的患者身上發現，同時在我們的受試者身上看到的只是單一核苷酸的改變，而

非一個明顯造成基因功能喪失的變化，因此我們選擇使用斑馬魚作為初步判定

NTRK1 基因的功能喪失是否有可能導致腸道神經發育異常的動物模型。 

 從 ZFIN 上可以看到斑馬魚的 nrtk1 並沒有 paralog，同時魚的 ntrk1 蛋白質氨

基酸序列和人類有 53.7%的一致性。在 ZFIN中可以看到 sa14955品系，是經過 ENU

處理的成年公魚，在 ntrk1 exon7上形成了 heterozygous 的 G>T的單點突變。這會

造成原先轉錄出之 Serine變為 Stop codon (Busch-Nentwich 2013)。正好符合了我們

對於實驗的需要。 

    除了 sa14955之外，我們還使用了 Tg(phox2b:EGFP)w37的基因轉殖魚。這品

系的魚會在其後腦以及神經節中表現出 GFP 的螢光(Roy-Carson et al. 2017)，有助

於我們利用活體觀察神經節的發育及分布。 

 

3-3-2 ntrk1功能缺失斑馬魚復育及基因定序成果 

    以冷凍的 ntrk1_sa14955精子解凍後與WT 的母魚卵子進行受精。在經過約三

個月的飼養後待斑馬魚體型夠大時進行剪尾。之後將尾鰭置入 100μL 50 mM 之

NaOH中，加熱至 95℃ 30分鐘後再加入 10μL 1M Tris-HCl 後 pipetting 確保尾鰭

完全溶解並釋放出 gDNA。利用 PCR 將變異位點的前後序列作放大，使用的 primer

為 ntrk1_ex7_HRM2_F:TACTGTTCGTGAAAGCCGAATA)及 ntrk1_ex7_HRM2_R 

(CAGGTTGTCAGCAGAAGACACA)。放大的片段長度為 225個鹼基。WT的產物

可以被限制酶 SAU3AI或是Mb01 作用，進而形成長度分別為 173和 52個鹼基的

短片段。但若為 sa14955，因其變異位點會導致限制酶無法作用，故 PCR 產物經

過限制酶作用後仍會保持為 225 鹼基。除了利用限制酶搭配毛細管電泳做快速的

檢測外，也有利用 Sanger’s 定序來確認序列(圖十七)。 
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    利用冷凍的 ntrk1_sa14955 精子解凍後與 WT 的母魚卵子進行受精得到約 200

個受精卵。照標準程序進行飼養三個月後僅存活了 37隻。進一步剪尾基因定序確

認了只有四隻斑馬魚為 ntrk1_sa14955/+，heterozygous 之比例為 10.8%。 

 

3-3-3 Tg(phox2b:EGFP)w37；ntrk1sa14955/+斑馬魚種建立 

    將上述步驟中得到的四隻 ntrk1sa14955/+斑馬魚和 Tg(phox2b:EGFP)進行配

種。同樣在子代三個月左右時進行尾鰭的 genotyping 以獲得神經節有螢光表現的

WT以及 ntrk1sa14955/+子代，並以此子代為實驗品系互配。 

    針對斑馬魚的幼體做基因定序則是在其四天大時移至包含 40μl DNA collect 

solution (DNA collect buffer, Proteinase K)的 96孔盤中，確保一魚一室。再以 500 rpm

於 37℃ 搖晃 60分鐘，完成後 pipette約 10次以混合溶液，再取 30μL溶液至 PCR 

tube中並以 98℃ 培養 5 分鐘使 proteinase K 失活同時讓細胞中的 DNA 被釋放。

同時添加 100μl 的 recovery solution 於 96 孔盤中以確保斑馬魚幼體的存活及復

原。取得的 DNA則同樣以限制酶及毛細管電泳的方式快速找出帶有 sa14955變異

的斑馬魚幼體。 

    經過多次互配，初步得到了 27 隻 sa14955 homozygous，78 隻 sa14955 

heterozygous，以及 40 隻 ntrk1 無變異的 Tg(phox2b:EGFP)w37 螢光魚用於神經節

的數量分析。 

 

3-3-4 Tg(phox2b:EGFP)w37；ntrk1sa14955/+斑馬魚腸道神經結數量分析 

    如方法學中所述，我們計算了斑馬魚從肛門開始往上的四個體節內腸道的神

經數量。利用 GFP 螢光可以看到神經所在的位置，同時可以發現不同的基因型在

27 隻 sa14955 homozygous 的斑馬魚平均有 29.56 ± 7.48 個神經，78 隻 sa14955 

heterozygouss 的斑馬魚平均有 39.56 ± 8.26個神經節，而 40隻 ntrk1 無變異的斑馬

魚則是平均有 45.6 ± 8.42 個神經節。利用無母數分析，可以發現任兩組之間 P 值
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都<0.001(圖十八)。 

 

3-3-5 Tg(phox2b:EGFP)w37；ntrk1sa14955/+斑馬魚腸道蠕動分析 

    斑馬魚幼體飼養於未添加 PTU 的環境下，以避免腸道的蠕動受到影響。在第

5天和第 6天餵食草履蟲後，幼體在第 6天晚上轉移到淨水中，以避免第 7天觀察

腸道蠕動時受到未排出的草履蟲的干擾。 

    七天大的斑馬魚幼體個別轉移到麻醉劑中（0.16mg / mL Tricaine）麻醉後，再

以 low melting gel (with 1% Tricaine)固定幼體確保其側身朝上，並進行每秒 24 張，

一共 5 分鐘的影片拍攝。影片使用 Image J 分析，生成腸壁收縮與時間的

Spatiotemporal maps，用於確定腸道收縮的存在和方向以及收縮頻率(Holmberg, 

Olsson, and Hennig 2007; Heanue et al. 2016)。 

斑馬魚的腸道在近端會有 retrograde的蠕動，而遠端則為 anterograde 的蠕動。

經過影像軟體 Image J 的 Spatiotemporal maps，可以生成如圖十九的結果。至於在

不同基因型間的蠕動表現則發現除了 wave interval 之外，其餘不論蠕動的速度，蠕

動的頻率等，在不同的基因型之間都沒有統計差(圖二十)。 
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第四章 討論 

4-1 臨床個案基因體研究成果討論 

    一如過往的研究，RET 佔了最重要的地位。我們在 RET 上看到有變異的患者

有 15人。超過 1/4 有找到變異的患者都帶有 RET 的變異 (15/58 = 25.86%)。在 RET

有變異的病患身上，有四人發生了 frame shift 的變異，分別位於 exon7，exon10及

exon11，且此四人均為長型甚至是全大腸型的先天性巨大結腸症。其中最特別的莫

過於一對父女同樣為 RET 的 frame shift 的長型病患，而媽媽再度懷孕時，因為是

高齡孕婦所以婦產科醫師進行了羊水染色體檢查。我們利用剩餘的羊水檢體進行

胎兒的基因檢測，發現即將出生的胎兒也同樣帶有此變異（圖二十一），但目前為

止，第二胎已經五歲，並未發生任何巨腸症相關的症狀。過去也有文獻提及，RET

的變異在女性，其外顯率僅有 50% (Gabriel et al. 2002)，或許可解釋在這家族看到

的情形。 

除了 frame shift 以及 Stop codon 這兩種明確會造成 loss of function 的變異之

外。我們也在病人中發現了 RET 有兩個重複出現的變異點：RET:NM_066124.1: 

exon3: g.G341A:p.R114H 以及 RET NM_020975:exon10: p.C620R 或 S。根據香港在 

2010 年發表的研究發現(Cornes et al. 2010)，RET:NM_066124.1:exon3: g.G341A: 

p.R114H是一個亞洲患者常見的變異點。此變異點在正常的亞洲對照組身上或是患

有先天性巨大結腸症的歐洲病患均未發現，但在亞洲患者約占了 6~7%，被懷疑是

founder mutation。在我們的病患身上，一共有 4 人同樣有此變異，佔所有病患的

4.7%。其中兩人為短型的患者，一位是長型的先天性巨大結腸症患者，一位全大

腸無神經節的患者。其中三人的變異點均遺傳自表現型正常的父親或母親，還有

一人仍待 Sanger確認基因變異的來源 (表八)。 

在我們的受試者中，有兩個人有位於 RET 上 p.C620 的變異。這個位點位於

RET 細胞膜外的功能區，此變異位點過去在一些同時患有第二型多發性內分泌腺
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瘤病以及先天性巨大結腸症的患者或家族中有見到(Moore and Zaahl 2010)。多為

p.C620R, 部分為 p.C620S，極少數為 p.C620W。這是一個很特別的現象，因為第

二型多發性內分泌腺瘤病是由於 RET 的功能增加 (Gain of function)，而先天性巨

大結腸症則是由於 RET 的功能缺失 (Loss of function)。但在同一個病患或是家族

中可以看到這兩個疾病同時存在，也讓這個位點被認為如同是  ”Janus gene” 

mutation，可以開啟雙向（增強或缺失）的變化。也因為這個變異點的存在，或許

可以提醒臨床醫師在追蹤先天性巨大結腸症的同時，也需要增加對於患者甲狀腺

方面的檢查與追蹤，因為這個變異點屬於多發性內分泌腺瘤病的高風險變異位

點，最小在六歲就有可能產生甲狀腺的病變(Machens et al. 2005)。 

除了 RET 之外，我們的結果發現最多病患共同的突變點位是 SEMA3C: 

NM_006379: exon11: g.G1009A: p.V337M。一共有 11個病人，9男 2 女帶有此變異

點，占了 13.10%。其中 5 個人為長型或全大腸無神經結型，6 人為短型的先天性

巨大結腸症患者。根據過往的研究，此變異的minor allele frequency在 1000 genomes 

的數據為 0.0399，且在中國南方的人種出現頻率可高達 0.0952。在我們的 11個病

人中，有五位病人的基因來源是無患病的父親，五位是來自無患病的母親。最後

一位患者雖然父母都未參與試驗，但在其無患病的妹妹身上也有看到此變異點，

故推測此基因極有可能來自雙親的遺傳 (表九)。 

除了台灣地區，SEMA3C: NM_006379:exon11: g.G1009A: p.V337M 也在 9.1%

的印尼巨腸症患者身上發現(Gunadi et al. 2021)。而在 Jiang 等人的研究中發現，

SEMA3C: NM_006379:exon11: g.G1009A: p.V337M 的改變會導致其蛋白質的穩定

性降低，進而使的蛋白質的產量降低 40%~80%，同時也會影響到 SEMA3C 蛋白質

的結構，使其和 Nrp1 的親和度（binding affinity）降低，進而影響神經的發育。同

時，此基因和 RET 之間會相互作用進一步增加罹患先天性巨大結腸症的風險。在

分析了兩百多位歐美的巨腸症患者（其中短型 95人，長型包含全大腸型有 156人）

以及四千三百位的對照組後發現此變異在短型的病患 allele frequency 是 2.1%，長
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型的病患是 1.4%，而在對照組中則為 0.49%。在短型的先天性巨大結腸症患者中，

此突變遺傳自父親或母親的比率接近，但在長型的患者則發現自母親的比率較高

(Jiang et al. 2015)。 

這和我們得到的數據正好相反。在我們的病人中，短型的病患中，SEMA3C

的變異較多遺傳自母親，而長型的病患都較多源於父親。此外 allele frequency 也有

10~20倍的差距。有可能的原因包含了我們的病患全都是台灣地區的病人，其基因

和歐美的患者本身就有者極大的差異；同時我們能夠得到的病患數量相對極少，

也因此存在著統計上的缺陷。但可以確定的是，此變異點在台灣的先天性巨大結

腸症患者中占有重要甚至是不輸給 RET 的位置，同時增加更多的受試者是必要的

研究方向。 

除了第一例利用羊水分析先天性巨大結腸症的基因，以及找到台灣地區的患

者有更高比率之 SEMA3C 之變異外；經由這次的研究還有發現如果患者產生的是

frameshift或是 stop codon 這兩種明顯導致蛋白質功能異常的突變時，患者有較高

機率表現出長型的先天性巨大結腸症。從表四及表五可以看出我們的病患中，一

共有九個人發現了 frameshift 或是 stop codon 的變異。除了兩個 EDNRB 上的 stop 

codon(分別為 Exon3 和 Exon7)，以及一個 ZEB2 的 frameshift是短型的先天性巨大

結腸症，剩下的六個人均為長型的巨大結腸症患者。 

相較於過去一個病患一次只能做少數基因分析的時代，使用次世代基因定序

針對多個可能相關的基因作分析明顯提高了基因變異的偵測率，也和我們原始的

假設相符合。部分早期經由 capture based 的 NGS 之相關結果也於 2019 年發表於

Neurogastroenterology and Motility 的期刊中，全文詳附件一(Yang et al. 2019)。 

     

 

4-2 L1cam小鼠模型研究討論 

4-2-1 L1cam 缺失小鼠的腸道神經 
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    過去雖然有不同的 L1cam 功能缺失的小鼠模型，但如同前面的討論所提，過

去的小鼠模型分別針對了 exon8，IG6 domain 以及 cytoplasmic domain 做功能缺失

的突變，而我們的患者所帶有的變異則是造成 Fn-3 domain 開始形成 stop codon；

而在 Fn domain 開始功能缺失會導致什麼樣的變化並不明確，過去也沒有小鼠模

型。同時，從過去的小鼠研究中可以發現，小鼠極有可能表現出水腦以及行為模

式的異常，但鮮少有研究針對小鼠腸道的神經作分析。 

    Anderson等人首先利用 L1cam polyclonal 的抗體加在細胞培養液中，可以發現

腸道神經細胞移行的速度變慢。而在 Cohen 的小鼠模型中則是發現在 E11.5 的時

候，L1cam功能缺失的小鼠腸道神經移行明顯較WT慢，但在 E15之後，這樣 L1cam

功能缺失的小鼠仍能完成全部腸道的神經分布，而在出生後並未表現腸道蠕動的

異常(Anderson et al. 2006)。可以發現 L1cam 的缺失的確會對腸道神經的發育過程

有一定的影響，但最後的結果或許差別不大。反觀 L1cam 缺失對腦部的影響，則

是無論水腦是否明顯，對小鼠的行為表現都會有一定程度的損害。 

    過去對於 L1cam缺失小鼠的蛋白質及mRNA分析目的僅為確認的確有造成表

現量降低或是根本偵測不到，來確認 knock down或是 knock out 有成功。也因此使

用的 primer或是抗體均為針對全長的 L1cam 蛋白質，對於不同 transcript 並沒有列

入考慮。 

    我們的實驗和過往不同的地方在於我們針對不同的組織，年齡，以及 transcripts

做分析。試圖了解小鼠沒有發病的原因是由於 truncate protein 的存在仍保留的部分

的 L1cam 蛋白質功能，或是有不同的 transcript 存在彌補了 L1cam 全長蛋白質不足

的問題。而在結果的部分，可以發現無論哪種 transcript，也不分胎數或成鼠，在

FVB/NJ-L1camemfs1 腦部表現量都遠較 WT 低。但腸道則相反，全長的 mRNA 在

FVB/NJ-L1camemfs1 胎鼠腸道幾乎沒有表現，但在成鼠的腸道則有少量的表現；短

片段的 transcript 則在胎鼠有接近 WT 的表現量，到成鼠之後，T58 以及 T61 更遠

高於WT的表現量。這個現象的成因不明，但或許和 alternative splicing 的調控，
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以及 non-sense mediated decay 有關。 

    Alternative splicing 大量增加了真核細胞中單一基因能夠表現蛋白質的複雜度

及功能性(Baralle and Giudice 2017)。這樣的調控深受多種因素，包含了不同的組

織，不同的年齡，不同的環境壓力等均會影響RNA-binding proteins (RBPs)和mRNA

之間的結合以及後續不同 transcript 的表現(Baralle and Giudice 2017; Zhu and Li 

2022)。 

    當 mRNA帶有過早出現的終止碼 (premature termination codons)時，non-sense 

mediated decay (NMD)會被啟動，分解錯誤 mRNA，避免體內產生錯誤蛋白質的一

種保護機制。然而 NMD 的效率會依據終止碼出現的位置以及組織而有不同的結

果。位置部分，若終止碼出現的位置在最後一個 exon-exon junction 上游 50-55 鹼

基之上時，NMD就會被啟動，反之，則錯誤的 mRNA就容易逃脫 NMD而被保留

(Maquat 2004)。而組織部分，NMD在中樞神經以及生殖系統中效率最高，反之在

身體其他的組織，則有較高容忍錯誤 mRNA存在的可能(Zetoune et al. 2008)。 

    在小鼠六個不同的 transcript 中，T53 以及 T61 不帶有會造成 premature 

termination codon 的變異，而 T58 所形成的終止碼則未在最後一個 exon-exon 

junction 上游 44個鹼基的位置，因此 NMD對錯誤的 T58有多少的作用難以預估。

同時也可以看到全長的mRNA在 FVB/NJ-L1camemfs1成鼠腸道的表現量遠高於腦部

的表現量，則應是跟組織的特性相關。 

    在 FVB/NJ-L1camemfs1腸道的 mRNA 表現量可能也呼應了 Anderson 等人的研

究：在 E11.5天時腸道神經移行雖然慢，但在出生後都能完成腸道的神經發育。這

樣的現象和 L1cam mRNA的表現量升高是否有關值得進一步釐清。實驗進一步想

要了解這些 mRNA是否有被轉譯成 L1cam 的蛋白質。可以看到腸道的免疫染色，

polyclonal 抗體所呈現的有可能是這些短片段或是 truncate的 L1cam 蛋白質，而完

整全長的蛋白質則只在 WT中可見(圖十四)。 

小鼠的三個短 transcripts 各自對應了不同的 domain。T61 包含了最前方的 N
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端以及 Ig-1 domain，T58 主要為 Fn-III domain，而 T53 則從最後一個 Fn domain

到 cytoplasmic domain 但不包含 transmembrane 序列(圖十三)。雖然不確定每個

Transcript 各自的功能為何，但 T58 包含了兩個 RGD sequence，是 L1cam 蛋白和

其他 integrin之間重要的 binding site，和促進神經細胞移行(Thelen et al. 2002)，

neurite outgrowth(Romano, Madl, and Heilshorn 2015)，以及 nuclear signaling(Gast et 

al. 2008)有舉足輕重的影響。  

在人的 L1CAM 基因一共有 12 個不同的 transcripts，其中包含了六個全長的

transcripts，四個類似 T61，一個接近 T58，一個等同 T53的短 transcripts。在假設

這些短片段的 L1cam 蛋白質或許有保護腸道神經發育的假設前提下，我們重新審

視了過去的小鼠模型，並發現這些小鼠模型中，L1cam 被影響的位置均未影響到

這些短片段的 transcripts。我們也統計了過去有報導 L1 症候群伴隨先天性巨大結

腸症患者的變異位點(表十)。目前為止，文獻中提及的患者共有 16 人 (15 個不同

位點)，其中 11位患者(68.7%)其變異也位於可能影響這些短 Transcripts 的位點上。

有一位患者雖然 L1CAM 的變異位點不會影響這些短片段，但他的 L1CAM 變異是

來自未罹病的母親以及外祖母，同時，患者的外祖父具有先天性巨大結腸症，但

不帶有 L1CAM 的變異。這些短片段的 transcripts 對於腸道神經發育的影響值得進

一步探討。 

 

4-2-2 L1cam缺失小鼠的不孕討論 

    L1cam 功能缺失的公鼠有著生殖力顯著低下甚至不孕的狀況。在過去的小鼠

模型中多有描述。Dahme 等人未對他們的小鼠模型做生殖力的描述，但有提到使

用 heterozygous 的母鼠和 WT的公鼠進行保種方式一致，且未提到 homozygous母

鼠的表現，有可能 hemizygous 公鼠的生殖力也低於正常小鼠。Cohen 等人同樣有

提到 hemizygous 的公鼠有著不孕的現象，同時睪丸的切片顯示有正常的 germ 

cell，但未進一步討論。在我們的小鼠身上，同樣有著公鼠不孕的現象。經經由精
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液分析，可以了解 hemizygous 公鼠精子的數量以及活動力均和 WT 的小鼠一致。

由於 L1cam 蛋白和細胞間 adhesion 有關，讓我們一開始懷疑是否是精卵的結合會

被影響而導致不孕的現象。然而我們利用傳統體外受精的方式可以發現精卵結合

並沒有問題，並不需要單一精蟲顯微注射術(ICSI)。體外受精的受精卵也有正常的

分裂，經過凍胚之後也能成功的復育出小鼠。我們分別利用了 hemizygous 公鼠精

子搭配 WT 母鼠的卵子以及 hemizygous 公鼠精子搭胚 heterozygous 母鼠卵子均有

同樣成功的結果。可惜在我們復育出來的小鼠中並沒有得到 FVB/NJ-L1camemfs1 

homozygous的母鼠。 

    由於精子分析正常，同時利用體外受精也能成功，這樣我們不禁懷疑公鼠不

孕的原因是否和之前 Fransen 所提及的異常行為模式相關。Fransen 等人發現將母

鼠放在中間的籠子，公鼠在外圍時，WT的公鼠會繞著有母鼠的中央籠子探索。然

而 L1cam 功能缺失的公鼠則會有固定的繞著最外圍的行走模式，對有母鼠存在的

籠子並沒有反應。我們的實驗由於針對的是腸道的神經表現，並沒有針對行為模

式做紀錄分析，故並沒有這部分的資料，或許要進一步探討 L1cam 功能缺失的公

鼠不孕的問題時可以考慮進一步對其行為模式做探討。 

這是第一次完全仿照患者的變異做的 L1cam 功能缺失的小鼠模型，也是第一

個針對不同 transcripts 可能產生的影響作的實驗。初步的結果也於 2023 年發表於

Gene的期刊中，全文詳附件二(Yang et al. 2023)。     

 

 

4-3 研究過程中遭遇之困難及解決途徑 

4-3-1 收案不易。 

    說明：先天性巨大結腸症本身發生率較低，加上近年出生率下降，患者的數

量並不多。加上患者多為嬰幼兒，家長多不願小朋友多抽血，因而參與研究的意

願相對低。 
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解決方案：在學會的研討年會中發表初步的成果並尋求學會的支持，而能增

加在其他醫院診斷治療之病患參加此試驗的可能。持續前兩年所舉辦的病友說明

會，招募全台有意願的受試家庭。此外，有意願參加但住的較遠的病患，可經由

電聯說明並確認其參與試驗之意願後，由研究助理前往其追蹤治療醫院再次說明

並取得同意書後收集檢體。 

除了讓研究本身能夠讓更多患者及家屬了解之外，針對在長庚開刀的患童，

我們利用開刀前後本來就需要打針抽血的時機同時採血，避免患童需要因為參加

試驗而需要多扎一針，也增加了家屬願意參加的可能。 

 

4-3-2 有一定比例的病人找不到變異點 

說明：利用 31 個基因 panel 本身就有其侷限。過去未被討論或懷疑的基因並不在

此次的試驗中，然而過去已知的基因只能解釋臨床上不到一半的患者，可以預期

必然有些基因不在目前的已知範圍，也會導致我們的患者並沒有辦法全部都能找

到可以解釋的變異位點。 

解決方案：在經費許可之下，後續進行父母以及病患間三人的全外顯子定序（Trios）

分析甚至是全基因組定序(WGS)，以期能找到可能致病的新基因。 
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第五章  未來展望 

5-1 本論文在該領域之貢獻 

5-1-1 臨床方面 

    先天性巨大結腸症一直是兒童外科重要的指標性疾病之一。雖然隨著手術技

術以及靜脈營養的進步，大部分的患童可以和正常人有著一樣的平均壽命，卻沒

有一樣的生活品質。本論文是目前台灣針對先天性巨大結腸症基因研究收案最多

也最完整的研究，也發現了台灣地區的患者和國外所報導的基因變異有些微差

異。而隨著對基因的進一步了解，或許有機會在預防，診斷及治療等不同的方向

上努力改善目前的困境。 

1. 預防方面，我們有約 15%的患者可以找到明確 loss of function 的致病變異。這

些患者在未來做生育規劃時，或許可以考慮利用人工授孕的方式做胚胎的檢測

來確保該致病基因不會繼續在家族中出現，進而降低下一代罹病的機率。 

2. 診斷方面，雖然同樣的基因變異可能存在不同的表現型，部分長型甚至全大腸

無神經節的患者，其臨床表現反而沒有短型的患者來的明顯，如果有家族中的

基因檢測確認帶有致病的變異基因，或許可以增加臨床醫師的警覺性，例如提

早做腸道神經切片，縮短診斷所需的時間，讓患童能及時接受適當的治療，減

少長期對生長發育的影響。 

3. 治療方面，目前多個團隊希望藉由神經細胞培養，移植，再生等方式來改善這

些患者的生活品質，減少手術的需要，降低相關的併發症。隨著對基因變異的

了解，神經細胞的再生或許更能做到針對每個患者規畫專屬的精準醫療，而有

更好的結果。 

 

5-1-2 疾病機轉方面 

    目前針對各基因先天性巨大結腸症之間的關係，研究多停留在該基因形成的
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主要蛋白質對疾病的影響，但少有針對各 transcripts 對於不同組織的影響。也或許

使因為這樣，許多時候產生的變異並沒有適度的反應臨床上看到的變化。經過

L1cam功能缺失的小鼠研究發現了不同的 transcripts對於疾病的表現可能有著決定

性的影響。未來在設計其他的基因功能研究時，或許將所有不同的 Transcript 列入

考慮會得到更精確的結果。 

 

5-1-3找出之變異點無法確認為致病變異 

    從臨床基因體研究可以發現絕大多數的罕見變異位點只能歸類為”不確定意

義”的變異。要進一步確認變異位點是否會改變蛋白質的表現，可以考慮使用神經

母細胞瘤的細胞株，將臨床檢體上看到的變異位點代入細胞株並比較蛋白質的表

現。相較動物模型，雖然這種方法並不能直接看到致病與否，但可以較快的得到

一個變異位點是否會實質的影響到神經細胞中蛋白質的表現。 

    除了細胞株之外，利用不同的動物模型，尋找更明確的證據。有時礙於外顯

率不高，在病患及其家人可能看到同樣的變異但有不同的表現型，動物模型可以

較大規模的產生子代，也對了解外顯率的表現模式有一定的幫助。即便在動物身

上的表現型不一定以先天性巨大結腸症的方式出現，仍能知道一個基因位點的變

異是否會影響該基因的表現。 

 

 

5-2 未來的研究:全基因組定序和全外顯子定序分析 

    在目前的收案中，有一對同卵雙胞胎，但只有其中一人(受試者 11_16)為全大

腸無神經節的患者，而其雙胞胎哥哥則是完全正常。懷疑在胚胎發育的早期，患

病的弟弟可能有基因的變異發生，而導致了先天性巨大結腸症的發生。同時在目

前的 panel 上並沒有找到弟弟帶有的變異點。希望藉由比較這對雙胞胎的全基因組

定序(Whole Genome Sequencing)，找出可能存在的新的致病基因。 
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    除了這對雙胞胎之外，受試者 1_40以及 2_43為一對姊妹且同為長型的患者。

且在 Panel 分析時，只在姊姊身上找到一個遺傳自未罹病父親的 CYP2B6 的 single 

nucleotide variant，而妹妹則未找到任何可能的變異位點。同樣希望藉由比較這對

姊妹的全基因組定序(Whole Genome Sequencing)，找出其他可能的致病基因。 

    其他長型但未能找到任何變異位點的受試者，則會利用父母以及患者一起進

行全外顯子定序，希望能增加我們對先天性巨大結腸症的了解。 

 

5-3 未來的研究: Nrg1 Conditional knock out 小鼠模型 

從表四可以看到受試者 13_32 帶有 NRG1 exon2 的 de novo stop codon 

variation。NRG1最早是藉由GWAS發現和先天性巨大結腸症相關(Garcia-Barcelo et 

al. 2009)。陸續有論文指出 NRG1 上的 SNP 有可能增加先天性巨大結腸症的可能

性，但明確的基因與疾病相關性並沒有完全建立。過去在班馬魚身上發現如果把

NRG1 knock out 或是 knock down都有可能導致斑馬魚產生類似先天性巨大結腸症

的症狀，包括腸胃道的蠕動次數降低，或是神經節發育不完全(Pu et al. 2017)。在

過去小鼠的動物模型中發現，若 NRG1 在被 knock out 會導致心臟發育異常而無法

出生(Odiete, Hill, and Sawyer 2012)，也因此不會觀察到出生後是否有先天性巨大結

腸症的表現。隨著 conditional knock out 的技術逐漸成熟，現在我們有機會能發展

出只在小鼠腸道或是只在神經系統表現出和病人一樣有 NRG1 變異的小鼠，讓我

們能夠進一步了解這個基因對疾病的影響。 

    目前委託台大基因轉殖鼠核心實驗室協助 NRG1 在腸道 conditional knock out

的小鼠，但受限於人力及經費，故目前先進行了 L1cam小鼠的相關實驗，而 Nrg1 

conditional knock out 小鼠目前以凍胚的形式保存，預計未來在人力及經費允許時

復育，並進行類似 L1camemfs1 小鼠的研究，從臨床症狀，腸道神經節的分布，到

mRNA 以及蛋白質的等方面作完整的分析，應可進一步了解 NRG1 和先天性巨大

結腸症之間的關係。 
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5-4 未來的研究:斑馬魚模型 

5-4-1 ntrk1功能缺失斑馬魚後續實驗 

    在 ntrk1功能缺失斑馬魚初步可以看到神經節的數量減少。至於這樣的數量減

少但初步並沒有反應在蠕動的功能變差。但目前的實驗是以不同的魚在計數神經

的數量以及蠕動的功能。未來會在進行同一隻魚在第五天時觀察神經的數量，第

七天時紀錄蠕動，之後才做 genotyping。這樣一方面可以了解神經的數量是否反應

在蠕動的功能上，另一方面最後才做 genotyping 可以避免因為心理預期神經數量

應該減少而有觀察上的誤差。 

    除了腸道神經的數量變少，homozygous 的 ntrk1缺失也會導致斑馬魚早期的

死亡，以及游動方面的異常。Ntrk1對斑馬魚其他的神經系統所造成的影響也會是

接下來觀察的方向之一。 

    除了在 sa14955 這隻經由 ENU產生變異的品系外，接下來會進一步使用嗎啉

基 (Morpholino) 在 Tg(phox2b:EGFP)w37的斑馬魚上做實驗，確認是否由不同方

式造成的 ntrk1功能缺失均會導致腸道神經發育的異常。 

    蠕動方面，如果重複觀察後，在不同基因型間仍然沒有蠕動功能上的差異，

則會進一步考慮增加環境壓力，例如在水中添加增加腸道蠕動的 metoclopramide，

或是降低腸道蠕動的 atropine來區分不同的 ntrk1基因型是否有腸道功能上不一樣

的表現(Zhou et al. 2014)。 
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圖一  先天性巨大結腸症病患外觀 

 

在對此疾病位有充分的了解前，少數存活至成年的巨腸症患者可見到典型極度脹

大的腹部，但因長期無法正常進食，營養缺乏而四肢纖細 (Vorobyov, Achkasov, 

and Biryukov 2010)。 

 

圖二  下消化道攝影 

 

A圖可以看到狹窄的直腸，以及乙狀結腸中段以上明顯的脹大，脹大開始的地方

被認為是腸道有神經節以及沒有神經節中間的過渡區。B 圖可以看到患者的乙狀結

腸較直腸更為寬大(reverse R/S ratio)。一般正常的人因為直腸有儲存糞便的功能，

故直腸會較乙狀結腸寬大 (Langer 2012)。 
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圖三  巨大結腸症患者腸道組織的病理特徵 

 

A圖可以見到在腸道的兩層肌肉中間找不到應該出現的神經節細胞。B 圖可以見

到在巨腸症的無神經節腸段常可以見到的異常肥大的神經束（hypertrophic nerve 

bundles）。C 圖比較了正常人（C1）以及巨腸症患者（C2）在乙烯膽鹼表現量的

差異，可以發現在巨腸症患者有大量的乙烯膽鹼表現。D圖則是利用 Calretinin

染色來顯示神經細胞的存在與否，可以看到在正常人（D1）有明顯表現咖啡色

Calretinin 的神經細胞，但在巨腸症的患者（D2）則無法找到這樣的表現 (Langer 

2012)。 
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圖四 腸道的神經發育過程 

 

神經母細胞移行的過程，原圖出自 (Heanue and Pachnis 2007)  

 

圖五 腸道由近端到遠端捲起固定成”瑞士捲”狀的檢體 

   

利用捲起的腸道可以一起檢視整個大腸的神經節分布，而不易有遺漏的片段，尤

其是對”跳躍式神經節缺失”會遠比一次看一小段的腸道來的完整、準確。 
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圖六 斑馬魚腸道神經節計算方式 

 

計算方式為泄殖腔開口之上的四個體節所包含的全部神經節。其中只要有碰到紅

線的均列入統計。 

 

 

圖七  完成 panel 分析的病患分群 
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圖八 先天性巨大結腸症患者基因罕見變異出現的頻率 

 

此為所有基因罕見變異出現的頻率，一個病人可能有不只一個基因。其中 26個患

者並未在 31個 gene panel 中找到任何罕見變異位點。 
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圖九 L1CAM De Novo Mutation 

 

從 Sange’s 定序可以發現 Proband 本身為 De Novo 的變異。 

 

圖十  FVB 小鼠和人在 L1CAM的序列比較 

 

Data origin:  

http://asia.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?db=core;g=ENSG00000198910;

r=X:153861514-153886174 

http://asia.ensembl.org/Mus_musculus_FVB_NJ/Gene/Summary?db=core;g=MGP_FV

BNJ_G0035570;r=X:68618366- 68662630;t=MGP_FVBNJ_T0095950 
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圖十一  FVB 小鼠 L1cam mutation 的位點設計 

 

在 DNA序列上，我們將 CCT換成 CCA對於小鼠的氨基酸不造成影響，卻能夠形

成 Ncol 限制酶的切點，讓我們可以快速得知新生的小鼠是否帶有我們希望的變異

點。 
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圖十二 小鼠的基因變異確認以及 Sanger’s 定序結果 

 

A圖是小鼠變異位點的設計，方便比較 C/D圖中的 Sanger’s 定序結果。B 圖是在

Ncol 限制酶(RE)處理前後的差異：40-42為公鼠，如果帶有變異位點，則 L1cam

的 PCR 產物會被切成兩條短的產物(如 41)。43-46為母鼠，如果帶有變異位點，則

由於是 heterozygous 的緣故，經過限制酶的作用後不帶變異位點的一股仍維持原長

度，故一共會呈現三條不同長度的產物。C 圖是 hemizygous 公鼠的 Sanger’s 定序，

可以看到 silent mutation以及 deletion，而 D圖是 heterozygous 母鼠的 Sanger’s 定

序。
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圖十三 小鼠腸道神經染色 (低倍) 

 

在免疫螢光染色下，紅色的是表現在神經元的 Hu，綠色則是 TUBB3。黃色是用 anti-L1cam polyclonal antibody 6096 呈現的 L1cam 蛋

白。神經節需包含至少兩個以上的神經元。可以看到 FVB/NJ-L1camemfs1的公鼠在 myenteric plexus 上的神經節分布和WT沒有明顯不

同，同時也可以看到 L1cam 蛋白質的表現。
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圖十四 小鼠 L1cam 蛋白質結構 

 

 

 

1. 全長的 L1cam蛋白質包和了六個 Ig domain (長方形圖示)，五個 Fn domain (橢

圓形圖示)，使其固定在細胞膜(綠色虛線)上的 transmembrane sequence，以及

一個位在細胞膜內的 cytoplasmic domain。 

2. 短片段的 transcripts 形成的蛋白質只包含了部分 L1cam 蛋白的 domain。其中

T53包含了部分細胞膜內外的 domain但沒有 transmembrane sequence。 

3. FVB/NJ-L1camemfs1的小鼠雖然全長的 L1cam 蛋白會被影響，但 T61，T53

不包含變異位點，而 T58雖然含有變異位點，但是在倒數第二個外顯子，影響難

以預期。



doi:10.6342/NTU202400127

 

 

74 

 

圖十五 L1cam mRNA在不同基因型及年紀的公鼠表現量 

 

圖中簡寫的 A代表成鼠，而 F代表胎鼠 

A圖為小鼠腦部的 L1CAM mRNA表現量比較。在腦部，無論是胎鼠或是成鼠，

也不分長或短片段的 transcripts，L1camemfs1公鼠的表現量均遠低於 WT。 

B 圖為小鼠腸道的 L1CAM mRNA表現量比較。可以看到在全長的 transcripts 部

分，成年的 L1camemfs1公鼠雖然表現量低，但仍有部分表現。而短片段的 T58和

T61 transcripts，在成年的 L1camemfs1公鼠表現量高於WT。
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圖十六 小鼠腸道神經染色 (高倍) 

 

Wild type FVB/NJ-L1camemfs1 

Polyclonal Monoclonal Polyclonal Monoclonal 

 

 

左起兩組染色為WT 公鼠的腸道神經染色，可以看到不論使用哪種 L1cam 抗體，

都可以清楚的看到 L1cam 的表現。右邊兩組則是 L1camemfs1公鼠的腸道神經，可

以看到雖然多株抗體可以成功染到 L1cam 抗體，但針對 aa600-850 區間的單株抗

體無法染到 L1cam 的表現。 
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圖十七 ntrk1_sa14955 genotyping 結果 

 

 

上圖為WT的斑馬魚經過限制酶作用後以毛細管電泳分析的結果。 

下圖為 ntrk1_sa14955 heterozygous 的毛細管電泳分析結果。 

 

 

圖十八 斑馬魚腸道神經節螢光表現及數量統計 

 

A圖為斑馬魚腸道神經所表現的 GFP 螢光。可以明顯看到 WT和 ntrk1 缺失的魚

在神經的表現量上有明顯的差距。B 圖統計了斑馬魚最後四個體節的神經數量經

過 ANOVAR 分析後有顯著的統計差。 
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圖十九 腸道蠕動距離及時間的 Spatiotemporal maps 

 

左圖顯示斑馬魚腸道的攝影影像。其中，腸道在*之前會有 retrograde 的蠕動波，

而*之後則是蠕動實驗分析的 anterograde的蠕動波。  

在右圖可以明顯區分兩個方向的蠕動波，每個完整的蠕動波在 Spatiotemporal 

maps上會形成一道左上到右下的條紋(白色箭頭)。如右圖所示，五分鐘內完成了

七次的收縮。 

 

圖二十 斑馬魚腸道蠕動分析 

 

從腸道蠕動的分析可以發現除了蠕動的 wave interval 有些微的統計差異，但其他

的蠕動功能幾乎沒有區別。 
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圖二十一  家族性先天性巨大結腸症患者的基因變異，Sanger’s 定序  

  

患者_全大腸型 患病的父親_長型 

  

胎兒羊水_正常 母親_正常 
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表一 巨腸症在家族中再現比率 

由Badner的統計可以看到越長型的患者，其表現越接近於顯性遺傳。(Badner et al. 

1990) 

 

 

 

 

表二 已知和巨腸症相關的基因及小鼠模型 

由 Ameil 等整理的和巨腸症相關之基因及小鼠模型(Amiel et al. 2008) 
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表三 NGS 選取之 gene panel 

根據過去報導的相關基因所設計的Panel，另有加入粒線體DNA以及micro RNA。 

Gene Location GRCh 37 Size 

RET 10q11.2 43,572,475-43,625,799 (F) 53.33kb 

GDNF 5p13.1 37,812,779-37,839,788 (R) 27.00kb 

EDN3 20q13.2 57,875,482-57,901,047 (F) 25.55kb 

EDNRB 13q22.3 78,469,616-78,493,903 (R) 24.29kb 

NRTN 19p13.3 5,823,813-5,828,335 (F) 4.52kb 

DNMT3b 20q11.2 31,350,191-31,397,162 (F) 46.97kb 

SOX 10 22q13.1 38,368,307-38,380,544 (R) 12.24kb 

ARTN 1p34.1 44,398,992-44,402,911 (F) 3.92kb 

PSPN 19P13.3 6,375,159-6,379,069 (R) 3.91kb 

PHOX2B(PMX2B) 4p13 41,746,099-41,750,987 (R) 4.89kb 

ECE1 1p36.12 21,543,740-21,671,997 (R) 128.26kb 

ZEB2 (SIP1; SIP-1; 

ZFHX1B) 

2q22.3 145,141,648-145,278,621 (R) 136.97kb 

NRG1 8p12 32,405,728-32,622,548 (F) 216.82kb 

SEMA3A 7q21.11 83,585,093-83,824,217 (R) 239.12kb 

NTRK1 1q23.1 156,785,432-156,851,642 (F) 66.21kb 

GEMIN2 14q21.1 39,583,427-39,606,177 (F) 22.75kb 

PAX3 2q36.1 223,064,607-223,163,715 (R) 98.86kb 

CYP2B6  19q13.2 41,497,204-41,524,303 (F) 27.10 kb 

NTRK3 

(TRKC) 

15q25.3 88,418,230-88,799,999 (R) 381.75kb 

KIAA1279 10q21.1 70,748,487-70,776,738 (F) 28.25kb 

TTF-1 (NKX2-1) 14q13 36,985,622-36,990,354 (R) 4.73kb 

L1CAM Xq28 153,126,969-153,151,600 (R) 24.63kb 

BDNF 11p13 27,676,440-27,743,605 (R)  67.17kb 

NTF3 (NGF2) 12p13.31 5,541,279-5,604,465 (F) 63.19kb 

TCF4 18q21.2 52,889,562-53,332,018 (R) 442.46kb 

PROK1 1p13.3 110,993,822-110,999,976 (F) 6.16kb 

PROKR1 2p13.3 68,870,721-68,882,708 (F) 9.76kb 
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PROKR2 20p12.3 5,282,317-5,297,378 (R) 15.06kb 

SEMA3C 7q21-q31 80,371,854-80,548,667 (R) 176.81kb 

SEMA3D 7q21.11   84,624,869-84,816,171 (R) 191.3kb 

NRG3 10q23.1 83,637,443-84,746,723 (F) 1.11Mb 
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表四 長型患者基因定序結果 

 No_ID Sex Phenotype Gene Exon Variations AA1 change Origin SIFT Polyphen2 Note ACMG 

F
am

ilial cases 

1_40 F L-HSCR CYP2B6 7 g.980 A>G p.E327G P2 0 0.999 Sisters VUS3 

2_43 F L-HSCR NA         

3_48 F TCA  RET 7 g.1274_1275del p.V425fs4 P   Daughter  Patho5 

4_49 M L-HSCR RET 7 g.1274_1275del p.V425fs U6   Father Patho 

5_57 M TCA NRG1 3 g.823 C>T p.R275C P 0 1 Brothers VUS 

   SEMA3C 11 g.1009 G>A p.V337M P 0 1 VUS 

6_60 M TCA NRG1 3 g.823 C>T p.R275C P 0 1  VUS 

   SEMA3C 11 g.1009 G>A p.V337M P 0 1  VUS 

   GEMIN2 1 g. 133 C>A p.P45T P 0.22 1  VUS 

7_11’ F TCA NTRK1 7 g.824 A>C p.E275A P 0.048 0.952 Daughter VUS 

SEMA3C 11 g.1009 G>A p.V337M M7 0 1 VUS 

8_15’ M L-HSCR NTRK1 7 g.824 A>C p.E275A U 0.048 0.952 Father VUS 

S
p
o
rad

ic 

cases 

S
p
o
rad

ic 

cases 

S
p
o
rad

ic 

cases 

 

9_4 F Skip* L1CAM  18 g.2155 del G p.V719fs N8    Patho 

10_9 M TCA NA         

11_16 M TCA NA       Twin B*  
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12_24 M TCA RET 3 g.341 G>A p. R114H P 0.12   VUS 

13_32 F TCA NRG1 2 g.235 C>T p.R79X N    Patho 

14_44 M TCA NTRK1 7 g.568 C>T p.R190W M 0.01 0.994 
Same in 

normal 

brother  

VUS 

EDNRB 3 g.823 G>A p.V275M M 0 1 VUS 

15_51 M TCA RET 11 g.2066 del C p.S689fs N    Patho 

16_64 F TCA SEMA3C 11 g.1009 G>A p.V337M P 0 1  VUS 

17_75 M TCA SEMA3C 11 g.1009 G>A p.V337M U 0 1  VUS 

18_103 F TCA NA         

19_111 M L-HSCR NA         

20_116 M L-HSCR NA         

21_124 M L-HSCR NA         

22_12’ M L-HSCR NA         

23_27’ M TCA RET 2 g.169C>T p.R57W M 0 0.999  VUS 

 24_38’ M TCA PROKR1 2 g.1135A>G p.I379V M 0.027 0  VUS 

 25_40’ F TCA EDN3 1 g.49G>A p.A17T P 0.145 0.998  VUS 

 26_48’ M TCA NRG1 1 g.300_302 del p.100_101del     VUS 

    SEMA3A 11 g.1243C>T p.P415S  0 1  VUS 
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    DNMT3B  g.317G>A p. R106Q  0.012 0.196  VUS 

 27_54’ F L-HSCR EDN3 1 g.49G>A p.A17T P 0.145 0.998  VUS 

 28_68’ M TCA PROKR1 2 g.1135A>G p.I379V P 0.027 0  VUS 

 29_74’ M TCA PROKR1 2 g.1135A>G p.I379V  0.027 0  VUS 

    PAX3 8 g.1375A>C p.S459C M 0.001 0.98  VUS 

    SEMA3D 9 g.713A>C p.K238T P 0.476 0.997  VUS 

    EDNRB 2 g.553G>A p.C185M P 0.053 1  VUS 

 30_80’ F L-HSCR RET 13 g.2348A>G p.N783S  0.372 0.997  VUS 

    DNMT3B 14 g.1516G>A P. V506I  0.738 0.01  VUS 

 31_84’ M TCA EDNRB 2 g.553G>A p.C185M  0.053 1  VUS 

    NRTN 2 g.560A>C p.H187P  0.456 0  VUS 

    TTF1 2 g.931C>T p.R311W  0.087 0  VUS 

 32_91’ M L-HSCR NTRK1 6 g.658C>T p.220W  0.008 0.873  VUS 

    NTRK1 8 g.968A>G p.N323S  0.555 0.015  VUS 

    NTRK3 1 g.61G>T p.V21F  0.082 0.13  VUS 

 33_105’ M L-HSCR RET 3 g.341G>A p.R114H  0.117 0.001  VUS 

    CYP2B6 7 g. 1138T>C p.Y380H  0.017 0.617  VUS 
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 34_107’ M L-HSCR NA         

 35_110’ M TCA EDNRB 1 g.268T>C p.C90R  0.001 1  VUS 

    CYP2B6 2 g.273G>C p.K91N  0.25 0  VUS 

 36_116’ F TCA RET 5 g.905A>G p.D302G  0.005 0.899  VUS 

    ARTN 4 g.281C>G p.S94C  0.019 0.924  VUS 

 37_125’ M TCA RET 10 g.2058 del p.623 fs N    Patho 

 38_126’ F TCA NA         

 39_10” M TCA RET 3 g.475T>C p.S159P  0.007   VUS 

1. 家族性患者中，同底色來自同一家族。 

2. 縮寫說明：1AA為 Amino Acid；2P 為 Paternal；3VUS 為 Variant of Unknown Significance；4fs 為 frameshift；5Patho 為 Pathogenic；6U 為 unknown；

7M 為 Maternal；8N為 De Novo mutation 

3. Origin 空白代表有父母檢體但尚未完成 PCR確認 variant 來源 
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表五  短型患者基因定序結果 

 No_ID Sex Gene Exon Variant AA1 change Origin SIFT Polyphen2 Note ACMG 

            

S
p
o
rad

ic cases 

1_1 M SEMA3C 11 g.1009 G>A p.V337M P 0 1  VUS 

2_13 M NA         

3_25 M RET 3 g.341 G>A p. R114H P 0.12   VUS 

4_28 M RET 3 g.341 G>A p. R114H M 0.12  Maternal 

Grandfather 

VUS 

  SEMA3C 11 g.1009 G>A p.V337M M 0 1 VUS 

5_36 M NA         

6_54 F RET 10 g.1858 T>C p.C620R N 0.01 0.994  Patho 

7_61 M RET 19 g.3185 A>G p.Y1062C M 0 1 
 

Patho 

SEMA3C 11 g.1009 G>A p.V337M P 0 1 VUS 

8_67 M SEMA3C 11 g.1009 G>A p.V337M M 0 1  VUS 

9_71 M KIAA1279 1 g.367 C>T p.R123W U 0.01 0.153  VUS 

10_77 F EDN3 1 g.49 G>A p.A17T M 0.145 0.998  VUS 

11_81 M EDNRB 7 g.1212 G>A p.W404X M    Patho 

12_84 F NA         
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13_87 M CYP2B6 1 g.64 C>T p.R22C P 0 0.981  VUS 

14_97 M RET 10 g.1859 G>C p.C620S P 0.08 1  Patho 

  CYP2B6 1 g.64 C>T p.R22C M 0 0.981  VUS 

 15_98 M ZEB2 7 g.1345delA p.R449fs N    Patho 

 16_107 M NRTN 2 g.289 C>G p.R97G U 0.042 0.814  VUS 

 17_117 M SEMA3C 11 g.1009 G>A p.V337M M 0 1  VUS 

   GEMIN2 1 g. 133 C>A p.P45T P 0.22 1  VUS 

 18_120 M NA         

 19_127 M NA         

 20_131 M NA         

 21_01’ F PROKR1 2 g.985 T>A p.C329S M 0.023 0.137  VUS 

   NRTN 2 g.374 T>C p.V125A U 0.001 0.963  VUS 

 22_04’ M NA         

 23_07’ M NA         

 24_21’ M NRG1 2 g.152C>T p.S51F P 0.007 0.999  VUS 

   KIAA1279 1 c.367C>T p.R123W  0.014 0.978  VUS 

 25_24’ F PROKR1 2 g.1135A>G p.I379V P 0.027 0  VUS 
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 26_30’ M EDN3 2 g.142_165del p.48_55del U    Likely patho 

 27_33’ M NA         

 28_45’ M PROKR1 2 g.1135A>G p.I379V P 0.027 0  VUS 

 29_51’ M NA         

 30_58’ M NA         

 31_63’ F EDNRB 3 g.757C>T p.R253X N    Patho 

 32_71’ M NRG1 7 g.609C>A: p.N203K M 0.237 0.999  VUS 

   EDNRB 2 g.553G>A p.V185M P 0.053 1  VUS 

 33_77’ M PROKR1 2 g.1135A>G p.I379V M 0.027 0  VUS 

   SEMA3C 11 g.1009 G>A p.V337M M 0 1  VUS 

 34_87’ M NA         

 35_94’ M BDNF 1 g.157T>C p.S53P  0.001 0.001  VUS 

   TTF1 2 g.873G>C p.L291F  0.073 0.939  VUS 

 36_98’ F NA         

 37_101’ M EDN3 1 g.49 G>A p.A17T  0.145 0.998  VUS 

 38_104’ F NA         

 39_113’ M EDNRB 2 g.553G>A p.V185M  0.053 1  VUS 
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 40_119’ M ZEB2 7 g.1932G>T p.E644D  0.075 0.137  VUS 

 41_122’ M CYP2B6 7 g.1169T>A p.I382N  0   VUS 

 42_129’ M NA         

 43_01” M NA         

 44_04” M SOX10 4 g.708A>C p.H236Q P 0.886   VUS 

   ECE1 1 g.3C>T p.M1I M 0   VUS 

 45_07” M GDNF 3 g.400A>G p.Y134H  0   VUS 
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表六 MGP_FVBNJ_ L1cam不同轉錄產物使用的 primer 

Transcripts 

(Abbreviation) 

Size 

(bp) 

Protein 

(aa) 
變異點 Primer_ Forward Primer _ Reverse Product 

(bp) 

T0095949.1 (T49) 5153 1255 Y CACTCTGCTGTGCTCCTGTC CATTTCTAGGTTTTTATTTGCCTGT 152 

T0095950.1 (T50) 5129 1259 Y ACTGAGACTGAGCTGGCAAC AGCATCACGACCATCTTGC 183 

T0095951.1 (T51) 4116 1250 Y CCAGACGAATTGCTAGAGCC AAGCTGTTGTTGCCTTCGAT 227 

T0095961.1 (T61) 595 83 N GGGTGAGTGGAATCTGGCTA TGGCTCTAGCACATGGTGTC 157 

T0095958.1 (T58) 570 189 Y AGGACAAGGAAATGGCTCCT TGTTGGTCTCATTCCCTTCC 231 

T0095953.1 (T53) 466 144 N GAGACCTTCGGCGAGTACAG AACTGTCATTGCCTCCTGCT 208 

Gapdh    ACTCCACTCACGGCAAATTC TCTCCATGGTGGTGAAGACA  
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表七 Isperm小鼠精液分析 

 Wild type (n=3) L1camemfs1 (n=8) P Value 

Sperm Concentration (million/ ml) 38.05 ± 7.28 44.13 ± 13.94 0.25 

Motile (%) 12.8 ± 11.17 8.85 ± 4.79 0.30 

VAP_Average path velocity (um/s) 16.91 ± 3.79 16.47 ± 4.15 0.84 

VCL_Curvilinear velocity (um/s) 20.79 ± 3.63 20.16 ± 4.62 0.79 

VSL_Straight line velocity (um/s) 12.76 ± 3.23 10.83 ± 4.56 0.40 

LIN_Linearity (%) 65.55 ± 4.25 65.44 ± 15.51 0.99 

STR_Righteousness movement(%) 56.86 ± 11.46 5 52.0 ± 7.55 0.30 
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表八  RET exon 3: c.G341A:p.R114H在病人及家屬中的表現 

 

 

 

 

表九 SEMA3C exon 11: c.G1009A: p.V337M 在病人及家屬中的表現 

 病患 性別 父親 母親 姊妹 兄弟 其他基因變異 

長型  

5_57 男 V   V_60 NRG1 

6_60 男 V   V_57 NRG1 

16_64 女 V     

17_75 男 ? ? V   

7_11’ 女  V   NTRK1 

短型 

1_1 男 V     

4_28 男  V  V RET 

6_61 男  V   RET 

8_67 男  V    

17_117 男  V   GEMIN2 

33_77’ 男  V   PROKR1 

 病患 性別 父親 母親 姊妹 兄弟 其他基因變異 

短型 3_25 男 V     

 4_28 男  V   SEMA3C 

全大腸型 12_24 男 V  V   

長型 33_105’ 男     CYP2B6 
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表十 L1症候群伴隨先天性巨大結腸症的案例報告統計 

Case Reference Mutations Protein change   Location Domain 
Shorter 
transcripts’ 
location 

Okamoto (Okamoto, Wada, and Goto 1997) c.2421_2422 delTG p. Gly808Argfs9X   Exon 18 FnIII-2 Y 

Vits (Vits et al. 1998) c.1895G > C p. Arg632Pro   Exon 15 FnIII-1 Na 

Parisi (Parisi et al. 2002) c.2254G > A p. Val752Met   Exon 18 FnIII-2 Y 

Hofstra (Hofstra et al. 2002) IVS5+6 T > G    Intron 5  N 

Okamoto (Case 1&2) (Okamoto et al. 2004) IVS15+5 G > A    Intron 15  Y 

Okamoto (Case 3) (Okamoto et al. 2004) c.2974C > T p. Gln992Stop   Exon 22 FnIII-4 N 

Basel-Vanagaite (case 1) (Basel-Vanagaite et al. 2006) c.719C > T p.Pro240Leu   Exon 7 Ig-3 N 

Tegay (Tegay et al. 2007) Xq28 microdeletion    Y 

Nakakimura (2008)  c.92T > C p.Val31Ala   Exon 3 N-terminus Y 

Jackson (2009)  c.1672C > T p.Arg558X   Exon 13 Ig-6 Y 

Griseri (2009)  c.2265delC p.Pro756Leufs95X   Exon 18 FnIII-2 Y 

Fernandez (2012)  c.2092G > A p.Gly698Arg   Exon 16 FnIII-1 Y 

Takenouchi (2012)  c.61C > T p.Gln21X   Exon 1 N-terminus Y 

Yang (2019)  c.2155delG p.Val719fs3X   Exon 18 FnIII-2 Y 

Gauntner (2021)  c.934T > C p. Gly808Argfs9X   Exon 8 Ig-3 N 
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