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研究成果の概要（和文）： 
腸管運動の発現およびその調節には、アセチルコリンを放出する神経が主要な役割を担ってい
る。神経から放出されたアセチルコリンは他の神経や平滑筋細胞の受容体に作用するが、どの
タイプの受容体が蠕動の発現に重要なのか明らかになっていない。本研究では、各種受容体ノ
ックアウトマウスを武器として蠕動運動の発現を検討し、従来より考えられていた M3 よりも
むしろ M2 タイプの受容体が蠕動の発現に必須であることを明らかにした。このサブタイプは
過敏性腸症候群など各種腸疾患の新たな治療薬のターゲットとなることが期待できる。 
 
研究成果の概要（英文）： 
The cholinergic neurons play an important role in the generation and regulation of gut 
peristaltic reflex. Acetylcholine released from the cholinergic neurons act on muscarinic 
receptors in various neurons and smooth muscles to produce peristalsis. However, the 
precise roles of muscarinic receptor subtypes have not yet been elucidated. In the present 
study, we analyzed gut peristalsis in muscarinic receptor subtype knockout mice. The 
results suggest that M2 subtype of muscarinic receptor plays an essential role in the 
generation of peristalsis and that this subtype may be a useful target for the development 
of new drugs to treat for various intestinal disorders, such as irritable bowel syndrome. 
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１．研究開始当初の背景 
消化管の蠕動運動の発現機構の解明は、古

くて新しい課題として国の内外や人医・獣医
領域を問わず、基礎から臨床まで広い分野で

活発に研究されている。消化管の蠕動運動は
輪走筋と縦走筋と呼ばれる平滑筋細胞の協
調による反復性の腸収縮運動として発現す
る。蠕動を誘起する主な壁在神経としてアセ
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チルコリン(ACh)を放出する神経（以下、ACh
神経）が同定されている。この神経から放出
された ACh は輪走筋および縦走筋に作用し
収縮を誘起する。腸管組織には ACh 受容体
として M2 と M3 のサブタイプが存在する。
しかし、これらの受容体サブタイプが蠕動発
現にどのような役割を担っているのか、その
詳細は明らかにされていない。近年、胃標本
において、ACh 神経がカハール間質細胞
（ICC 細胞）を仲介して平滑筋を収縮させる
可能性が示唆されている。そのため、ICC 細
胞は腸管の蠕動発現に関与している可能性
もあり得るが、まだ検討されていない。本研
究は、ACh 受容体サブタイプのノックアウト
マウスや ICC 細胞が一部欠損したマウスを
武器として、上述の未解決の問題や可能性も
含めて蠕動発現メカニズムを究明しようと
企画した。 
 
２．研究の目的 
本研究では、腸管の蠕動発現メカニズムを

解明し、その分子機構のモデルを構築する一
環として、（１）蠕動の発現とその周期性、
持続性、および輪走筋と縦走筋の協調性にお
ける ACh 受容体サブタイプ（M2 と M3）な
らびに ICC 細胞の役割・機能、（２）ACh 放
出神経から平滑筋への情報伝達における各
ACh 受容体サブタイプと ICC 細胞の役割・
機能、（３）ICC 細胞の ACh に対する応答反
応とその細胞応答における各 ACh 受容体サ
ブタイプの役割・機能を明らかにし、消化器
疾患の病態解明や治療薬の開発に基礎情報
を提供することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
本研究計画では、M2 または M3 ムスカリン

受容体サブタイプの欠損マウス（必要に応じ
て M2/M3両サブタイプ欠損マウスも用いる）、
ICC 細胞の一部が欠損したマウス（W/Wv ミュ
ータントマウス）、および対照として野生型
マウスを実験動物として使用した。実験には、
これらマウスの摘出小腸から各目的に応じ
た標本を作製・調製し、小腸条片の蠕動運動、
小腸平滑筋の神経刺激収縮反応、単一小腸平
滑筋細胞の膜電位反応・膜電流反応、単一
ICC 細胞の膜電流反応などを記録、解析した。 
 
４．研究成果 

得られた研究成果は以下の通りである。 
（１）M2 と M3 の ACh 受容体サブタイプ欠損
マウスの小腸標本を用いて蠕動運動を解析
した結果、M2サブタイプ欠損マウスの標本で
は蠕動が発現しなくなること、M3 サブタイプ
欠損マウスの標本では蠕動は発現するもの
の、周期的な運動は起こらないことが明らか
となり、M2 と M3 の両 ACh 受容体サブタイプ
が蠕動発現に関わっていることがわかった

（図１）。これら欠損マウスでは、神経およ
び ICC 細胞のネットワークには、野生型と比
較して差が認められなかった（図２）。輪走
筋と縦走筋の運動を相互相関曲線法により
解析すると、蠕動反射の発現そのものには M2
サブタイプが非常に重要な役割を果たして
おり、輪走筋と縦走筋の協調性に関与する事
が、また、M3サブタイプは蠕動の周期性の発
現に関与する事が明らかとなった。蠕動の発
現に関与する M2 サブタイプは、平滑筋に存
在する受容体よりも、むしろ神経側に存在し
て各種伝達物質の放出を調節する受容体の
方が重要であると考えられた。 
 

 
図１．各欠損型マウスの小腸標本における蠕

動運動 
マウスから小腸片を摘出し、管腔内圧（IP：
輪走筋の収縮活性を反映する）および長軸方
向の張力変化（LT：縦走筋の収縮活性を反映
する）を同時測定した。蠕動運動は管腔内の
圧を高めることにより誘発した。野生型の標
本では律動性の蠕動運動が誘発されたが、M2
欠損型では誘発されなかった。M3 欠損型およ
び W/Wv ミュータントの標本では、蠕動運動
が誘発されたもののその発生周期は不規則
であった。各トレースの右側は、IP および
LT の変化について相互相関曲線法を用いて
解析した結果を示す。野生型では蠕動運動が
ある一定の時間をもって繰り返し発現する
周期性が認められるが、欠損型およびミュー
タントでは蠕動が発生する周期は不規則で
あり、周期性は認められなかった。 



 

 

 

 
図２．各欠損型マウスの小腸における内在神 

経および ICC 細胞のネットワーク 
左は小腸縦断面における PGP9.5（赤：神経細
胞の標識マーカー）および c-kit（緑：ICC
細胞の標識マーカー）陽性細胞を示す。各欠
損型の神経ネットワークについては、野生型
と比較して差は認められなかった。右は筋間
神経叢における ICC細胞のネットワークを示
す。M2 および M3 サブタイプ欠損型の ICC 細
胞ネットワークについては、野生型と比較し
て差は認められなかった。しかし、W/Wv ミュ
ータントでは、筋間神経叢における ICC 細胞
が欠損し、粘膜下神経叢に存在する ICC 細胞
のみが検出されている。 
 
（２）筋間神経叢の ICC 細胞が欠損したマウ
ス（W/Wv ミュータントマウス）の小腸標本を
用いて蠕動運動を解析した結果、M3 サブタイ
プ欠損マウスの結果とほぼ同じとなり（図
１）、筋間神経叢における ICC 細胞の存在が
周期的な蠕動運動の発現に必要であること
が明らかとなった。（１）の結果および ICC
細胞に発現する受容体サブタイプのこれま
での報告を考え合わせると ICC 細胞の M3 サ
ブタイプが蠕動周期の調節に重要である可
能性が示唆された。 
 
（３）ACh 放出神経から平滑筋への情報伝達
（コリン作動性情報伝達）における M2 と M3
の各サブタイプの役割を、興奮性接合部電位

（EJP）を指標に検討した結果、EJP の発現に
は、M2、あるいは M3 の ACh 受容体サブタイ
プの単独刺激により発生する経路に加え、両
受容体の刺激を必要とする経路（M2/M3 経路）
が存在し、M2/M3 経路がコリン作動性情報伝
達の主要経路であることが明らかとなった。
これらの３経路（M2 経路、M3 経路、M2/M3 経
路）は、それぞれが陽イオンチャネルを活性
化することにより EJPを発生させていると考
えられる。また、M3 サブタイプを介した EJP
の発現には、陽イオンチャネルの活性化に加
え、Ca2+依存性 Cl-チャネルの活性化も関与す
ることが明らかとなった。 
 

 
図３．各欠損型マウスの小腸標本における興

奮性接合部電位 
マウスから小腸片を摘出し、ガラス微小電極
法により平滑筋細胞の膜電位反応を記録し、
経壁電気刺激（ ：30 V、0.5 msec パルス幅、
20 Hz、5 パルス）により興奮性接合部電位
（EJP）を誘発した。欠損型およびミュータ
ントマウスの標本では、野生型と比較して著
しく小さな EJP しか記録されなかった。M2 欠
損型と M3 欠損型で記録された EJP の振幅を
足し合わせても野生型の振幅には及ばなか
った。 
 
（４）W/Wv ミュータントマウスを用いて EJP
およぼ神経刺激収縮の発生を解析した結果、
輪走筋だけでなく縦走筋においても筋間神
経叢の ICCがコリン作動性情報伝達の一部を
仲介する事が明らかとなった。小腸の内在神
経、ICC 細胞および縦走平滑筋細胞について
免疫組織化学的および形態学的検討を行っ



 

 

た結果、コリン作動性神経と ICC 細胞が接し
ている領域が確認され、ICC 細胞を介した情
報伝達を支持する結果が得られた。また、こ
の経路とは別に、ICC 細胞を介さず直接平滑
筋へ情報を伝達するコリン作動性経路のあ
ることも明らかとなった。 
 
（５）ICC 細胞に発現しているムスカリン受
容体サブタイプを検討したところ、RT-PCR で
は M1～M5 のうち M2 と M3 のサブタイプのみ
が検出された。さらに、各サブタイプの抗体
を用いた免疫組織化学的手法により検討し
た結果、M2 サブタイプの発現が確認され、こ
のサブタイプが ICCを介したコリン作動性情
報伝達に関与する可能性が示唆された。また、
単離した ICC細胞においてムスカリン受容体
刺激により内向き電流が誘発されることが
明らかとなった。この電流が脱分極を起こし、
ギャップジャンクションを介して平滑筋に
伝播する可能性が考えられた。現在、電流の
発生メカニズムについて解析を行っている。 
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