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研究成果の概要（和文）：カハールの介在細胞（ICC）はペースメーカー細胞として消化管運動を制御してい
る。本研究では、TRECK法を用いて後天的にICCを特異的に欠損したマウスを作製し、さらにGFP-間葉系幹細胞を
移植し、ICCの再生過程とペースメーカーと消化管輸送能との連関を解析することで、消化器疾患における新た
な治療標的としてのICC再生医療の基盤を構築することを目的にした。ANO-1およびc-kit遺伝子における発現調
節領域約15-20kbを、ヒト由来のDTレセプター（hDTR）/loxp配列遺伝子、およびCreリコンビナーゼ遺伝子に接
続した2つのコンストラクトを作製し、両トランスジェニックマウスの作製を試みた。

研究成果の概要（英文）："Interstitial Cells of Cajal (ICC)" controls gastrointestinal motility as 
pacemaker cells.　In this study, we tried to establish ICC specifically attacked mice using TRECK 
method, then we investigate gastrointestinal motility dysfunction and GFP-mesenchymal stem cells 
transplantation in vivo. Finally we aimed to establish the basis of ICC regenerative medicine as a 
new therapeutic target in gastrointestinal diseases by analyzing the linkage between the process and
 pacemaker function and gastrointestinal tract transporting ability. Two constructs were constructed
 by linking the expression regulatory region of about 15-20 kb in the ANO-1 and c-kit genes to the 
human-derived DT receptor (hDTR) / loxp sequence gene and the Cre recombinase gene, and transgenic 
(Tg) Mouse was attempted. We are now establishing several transgenic mice, and investigating rate of
 gene expression. 

研究分野： Veterinary pharmacology
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１．研究開始当初の背景 

消化管は自動能を持つ臓器であり、間葉
系幹細胞由来の「カハールの介在細胞」
（Interstitial Cells of Cajal; ICC）がペースメ
ーカー細胞として機能することで蠕動運動
が維持されている。近年、ICC の分化や機
能を制御する遺伝子の先天的異常や、様々
な炎症性刺激によって ICCの機能が低下し、
消化管運動機能が障害されることが報告さ
れ、糖尿病性胃腸症をはじめ様々な消化管
運動異常を呈する疾患の新たな責任細胞と
して ICCは注目されている。一方、ICCの
遺伝子異常による疾患は致死的であり、再
生医療を視野に入れた ICCの機能再建も期
待されている。しかし現状では、間葉系幹
細胞由来である ICCの細胞傷害後の再生過
程、炎症刺激などによる脱分化機構など、
未解決な問題が多く、ICC を対象とした再
生医療の実現や炎症性腸疾患や糖尿病性胃
腸症における ICCを標的にした創薬展開は
現段階では困難な状況である。 

２．研究の目的 
 本研究では、① 改良型 TRECK（Toxin 
Receptor mediated Cell-Knockout）法により、
マウス体内から ICCをコンディショナルかつ
特異的に欠損可能なマウスを作製し、②この 
ICC欠損マウスに GFP-間葉系幹細胞を移植
し、ICCの再生過程と、ペースメーカー機能
や消化管輸送能との連関を解析することで、
消化器疾患における新たな治療標的として
の ICC再生医療の基盤を構築する。 
 
３．研究の方法 
 消化管運動のペースメーカーを担う ICCの
機能が障害されたモデル動物は、現在のとこ
ろ前述の遺伝的に c-kitに異常を持つW/Wv

マウスしかない。しかし、このマウスは c-kit
変異に起因する造血機能の異常や肥満細胞
欠失といった消化管機能に関与しうる複数
の表現型を示し、その病態モデルとしての使
用には限界がある。そのため、ICCの機能障
害が消化管運動系や全身の健康状態におい
て正確にどのような影響を与えるか解析す
る術はなかった。 

 TRECK法は、比較的細胞特異性の高い 1
つの遺伝子プロモーターを利用した細胞破
壊法である。しかし、ICC のマーカー分子
とされてきた c-kitを標的に TRECK法を用
いた場合、それを発現する肥満細胞等の他
細胞種も傷害することになり W/Wvマウス
同様の問題が生ずる。これに対し、本申請
でチャレンジする DPD-TRECK法は、標的
細胞の特異性を相乗的に高めた画期的な改
変法であり、c-kit に加え、もう一つの ICC
のマーカーとされる ANO-1 の両遺伝子を

同時に発現する細胞のみを破壊できる。 

 一方、ICCのペースメーカー機能解析法と
してはCell clusterを用いた解析法を開発して
利用した。消化管筋層の小片を組織培養して
できる小細胞塊（Cell cluster）は平滑筋、神
経、ICC、マクロファージなど消化管筋層部
を構成する細胞群が完全に維持されており、
生理的なペースメーカー機能を Ca オシレー
ションとして測定した（Ca蛍光指示薬である
Fluo-3による Caオシレーション測定）。 
 
４．研究成果 

1) ANO-1 と c-kit を標的にした ICC KO 
DPD-TRECKマウスの作製 

 ANO-1 および c-kit 遺伝子における発現
調節領域約 15-20kbを、両端に loxP配列を
配置した kanamycin耐性遺伝子（kan）等の
マーカー遺伝子を介してヒト由来の DT レ
セプター（hDTR）遺伝子に接続、および
Cre リコンビナーゼ遺伝子に接続した 2 つ
のコンストラクトを作製し、各々トランス
ジェニック（Tg）マウスの作製を試みた。 

ANO-1 については、ANO-1/Cre マウスの
作出に成功し、合計３系統の Tgマウスが得
られたが、そのうち１系統は子供が生まれな
かったため現在 2 系統を維持している。
ANO-1 Cre の遺伝子組み換えを確認するた
めに、研究室で所有する Creリコンビナーゼ
依存的にカルシウムインジケーター
cameleon を発現するマウスと細胞膜に局在
して mCherry を発現するマウスをレポータ
ーマウスとして ANO-1Cre による遺伝子組
み換えの確認を試みた。結果いずれのレポー
ターマウスでも ANO-1 Cre の発現が認めら
れた。しかし、回腸全層標本において平滑筋
細胞と思われる葉巻型の細長い細胞に緑色
の蛍光が明瞭に観察された。ANO-1 mCherry
を用いた場合も平滑筋細胞での発現が認め
られた。ANO-1 は ICC に特異的に発現して
いるとの報告があるが、今回の結果では平滑
筋細胞にも ANO-1 が発現している可能性が
示唆された。この成績は、ICCと平滑筋細胞
の Progenitor細胞が共通であることから、発
生段階でprogenitor細胞がANO-1を発現して
しまっている可能性を示唆するものである。 

一方、c-Kit 遺伝子発現の上流に DTR（ジ
フテリア毒素の受容体）を組み込んだ
c-Kit-AG-pBHC のコンストラクトを作製し、
Tgマウスの作製を試みた。20匹ほどのマウ
スでジェノタイピングを行ったところ、Tg
のマウスの確認はできなかった。その後、数
度にわたりコンストラクトのデザインを変
更し、Tg マウスの作出を試み、現在も作製



中である。 

今後は、ANO-1 が平滑筋細胞にも発現し
ていることから、ICCに比較的高発現し平滑
筋細胞には発現していない ANO-1、c-Kit 以
外の遺伝子を標的にし、３遺伝子を標的にし
た TRECKマウス作製を目指す。 

2) 消化管回腸の筋層標本をミンチ状の小組
織塊にし、組織培養することで Cell cluster 
標本を作製した。本標本に Fluo-3を負荷して
Ca imaging にて ICC のペースメーカー機能
を測定し、各種炎症性メディエーターの ICC
のペースメーカー機能へ与える影響につい
て解析した。結果、LPSと IFN-γの両刺激に
より ICC の機能が著しく低下することが明
らかになった。この LPS＋IFN-γ刺激による
ICC の機能低下は、c-Kit のタンパク質並び
に遺伝子発現の低下を伴っており、一酸化窒
素（NO）合成酵素（NOS）の阻害薬である
L-NAMEによって完全に回復した。さらに、
LPS＋IFN-γ刺激により誘導型 NOS（iNOS）
の mRNA 発現の増加が認められ、免疫染色
の結果、iNOS は消化管筋層部常在型マクロ
ファージと平滑筋層に発現していた。以上の
成績から、LPSと IFN-γによる ICCのペース
メーカー機能低下は、平滑筋細胞並びにマク
ロファージに作用し iNOSを誘導し、産生さ
れた NOが隣接する ICCに作用して c-Kitの
発現低下を伴ってペースメーカー機能低下
を引き起こすことが明らかになった。 

 今後は、ICCの TRECKマウスの作出を完
成させ、ジフテリア毒素投与による後天的
ICC欠損マウスを用いた研究系を樹立し、炎
症応答に伴う ICCの機能異常の分子機構と
NOの関係、さらには今回できなかった間葉
系幹細胞による ICCの機能再生についてさら
に研究を進めていく。 
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