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研究成果の概要（和文）：羊膜類の消化管運動は、粘膜筋板、輪走筋、縦走筋から構成される平滑筋層の収縮に
よって起こる。これらは消化管全体にわたって存在するが、その厳密な分布や収縮を制御する自律神経叢の分布
は器官ごとに異なる。チロシンキナーゼ受容体およびそのリガンドをコードするEph/ephrin遺伝子群の発現解析
を出発点に、消化管の平滑筋層が異なったEph/ephrin遺伝子を発現する多様な筋層/器官特異的平滑筋から構成
されていること、平滑筋と自律神経系のニューロンの間で器官特異的なEph-ephrinシグナル伝達が起こりうるこ
と、平滑筋の器官特異性が初期の周囲環境の影響を受けることを示す結果を得た。

研究成果の概要（英文）：The movement of the digestive tract is generated through the coordinated 
contraction of three smooth muscle layers: the muscularis mucosa, circular muscle, and longitudinal 
muscle. While these muscle layers are present throughout the entire digestive tract, their precise 
arrangement and the distribution of the autonomic nervous system vary depending on the organ. Our 
analysis of the expression of Eph/ephrin family genes, which encode tyrosine kinase receptors and 
their ligands, revealed that the smooth muscle of the avian embryonic digestive tract consists of 
layer- and/or organ-specific smooth muscle subtypes that express different Eph/ephrin family genes. 
Our data also suggest that organ-specific Eph/ephrin signaling can occur between smooth muscle and 
the autonomic nervous system, and that the organ specificity of the smooth muscle is controlled 
early in gut morphogenesis by influences of the surrounding environment.

研究分野：発生生物学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
消化管運動に異常を呈するさまざまな疾患が知られている。それらの中には、胃食道逆流症やヒルシュスプルン
グ病のような明確な運動の異常を示すものから、感情的ストレスの影響のように巨視的な異常を伴わないものま
で含まれる。消化管運動を引き起こすのは平滑筋の収縮と弛緩であり、その活動は自律神経系によって制御され
る。本研究から得られた成果は、消化管平滑筋の多様性、平滑筋と自律神経系の間のシグナル伝達、周囲組織と
の相互作用の重要性を示唆するものであり、分子機構や細胞分化のプロセスのさらなる解明を経て、消化管運動
制御システムの異常に起因する諸疾患の理解や、それらの治療法の開発に寄与ことが期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 
 消化管運動に異常を呈するさまざまな疾患が知
られている。それらの中には、胃食道逆流症やヒ
ルシュスプルング病のような明確な運動の異常を
示すものから、感情的ストレスの影響のように巨
視的な異常を伴わないものまで含まれる。消化管
運動は平滑筋の収縮と弛緩によって起こり、その
活動は自律神経系によって制御される。消化管運
動制御システムの発生に関する新たな知見は、そ
の異常に起因する諸疾患の理解や、それらの治療
法の開発の基盤となりうる。 
 食道、胃、腸をはじめとする消化器官は、内腔
に面した内胚葉性の上皮とそれをとりまく中胚葉
性の間葉からなる単純な一本の管から生じる。平
滑筋は間葉に由来し、内腔に近い側から、粘膜筋
板、輪走筋、縦走筋の３層に分類される。これら
３層は消化管のほぼ全長にわたって存在するが、
興味深いことに、筋層の数や厚さ、厳密な線維の走行は、器官ごとに異なる (図 1)。また、自
律神経の末梢部をなす神経叢や、蠕動運動のペースメーカーとしてはたらくカハールの介在細
胞も、器官固有の分布を示す。平滑筋の器官特異性の分子的基盤はどのようなものか、この特
異性はいつどのような過程を経て生じ、自律神経系の発生とどのような関わりを持つか。これ
らの疑問に答える研究は、これまでほとんどなされてこなかった。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、以下 3つの仮説の検証を通じて、消化管運動を担う平滑筋の分子的多様性、
その多様性の成立過程および発生学的意義を明らかにすることである。 
[仮説１] 胚期消化管平滑筋は、分子レベルにおいて多様である。 
[仮説２] 発生初期の周囲環境が、平滑筋に「個性」を与える。 
[仮説３] 平滑筋は、運動制御システムの構築に必要な位置情報を提供する。 
 
 
３．研究の方法 
 主にニワトリ胚を実験材料として用い、遺伝子クローニング、組織学的解析、胚操作、in vitro
培養、遺伝子導入法などの手法を用いた。 
 
 
４．研究成果 
(1) 発生過程の消化管平滑筋は遺伝子発現レベルにおいて多様である 
 消化管の発生過程では、上皮間葉
相互作用や間葉細胞間のシグナル
伝達を経て、内胚葉と臓側中胚葉の
それぞれから平滑筋を含む様々な
細胞が生じる。われわれは、接触を
介した細胞間相互作用を担うEph受
容体および ephrin リガンド遺伝子
群の消化器官における発現パター
ンを解析した。6日胚から 14 日胚ま
でのニワトリ  (Gallus gallus 
domesticus)胚から、食道、前胃、
砂嚢、小腸、大腸を摘出し、凍結切
片を作成後、Eph ファミリー遺伝子
(EphA1, A2, A3, A4, A5, A6, A7, B1, 
B2, B3, B6)および ephrin ファミリ
ー遺伝子 (ephrinA2, A5, A6, B1, 
B2)の発現を in situ hybridization
法を用いて検出した。明瞭なシグナルの検出されなかった EphA6 を除き、解析した 16 種類すべ
ての Eph/ephrin ファミリー遺伝子の発現が、消化管のいずれかの組織で検出された。EphA3, 
EphA7, EphB1, EphB3, ephrinB1 の 4 つが、発生過程の平滑筋において、筋層もしくは器官特



異的な発現パターンを示した。これらすべてを発現する大腸では、EphA3 および EphA7 の発現
が輪走筋で、EphB1 と ephrinB1 の発現が粘膜筋板と輪走筋で検出された。興味深いことに、こ
れらの遺伝子の発現開始時期は遺伝子ごとに異なっていた。EphrinB1 の発現は平滑筋層出現前
の 4 日胚の時点で既に検出され、消化管壁の内外軸に沿った明瞭な勾配をなしていた。EphA3
の発現は 6日胚以降に、EphB1 の発現は 8日胚以降に、EphA7 の発現は 10 日胚以降に検出され
た。これらの遺伝子はいずれも器官特異的な発現パターンを示したが、特に明瞭な特異性を示
したのは EphA3 であった。EphA3 の発現は腸の輪走筋に特異的であり、食道や胃の輪走筋には
発現は検出されなかった。これらの結果は、羊膜類の消化管平滑筋が異なった Eph/ephrin 遺
伝子を発現する多様なサブタイプから構成されていること、この多様性の成立過程が数日間に
およぶ多段階的プロセスであることを示している。 
 
(2) EphA-ephrinA シグナル伝達の活性化は腸の平滑筋や自律神経系に特異的に起こりうる 
 腸の輪走筋に特異的に発現す
る EphA3 は、チロシンキナーゼ受
容体をコードしている。EphA 受
容体の関与するシグナル伝達が、
胚期消化管のどこで起こるかを
明らかにするため、ニワトリで同
定されている全 7 種類の EphA 
(EphA1, EphA2, EphA3, EphA4, 
EphA5, EphA6, EphA7)および 3種
類 の リ ガ ン ド  (ephrinA2 、
ephrinA5、ephrinA6) の発現を
in situ ハイブリダイゼーション
法を用いて詳しく解析した。凍結
切片に加え、より薄いパラフィン
切片を用いた免疫染色との二重
染色も行った。1) 解析した EphA 遺伝子群のメンバーのうち消化管壁で強い発現を示すものは、
EphA3 のみであった。2) ephrinA 遺伝子の発現は、平滑筋層が明瞭になりはじめる 6日胚の消
化管壁の広い範囲に検出され、発生の進行とともに自律神経系のニューロンに限局していった。
これらの結果は、ephrinA-EphA 順行性シグナル伝達が腸の輪走筋で特異的に、EphA-ephrinA
逆行性シグナルが腸の自律神経系に特異的に活性化されうることを示している。 
 
(3) 周囲環境が平滑筋の器官特異性に影響を与える 
 EphA3 陽性の腸特異的輪走筋の形成に与える周囲環境の影響を解析するため、移植実験を行
った (図 4)。さまざまな発生段階のウズラ胚から予定腸中胚葉を単離し、ニワトリ 1.5 日胚の
予定食道/胃領域に移植した。移植胚を 10 日胚になるまで発生させ、ウズラ特異的抗体等を用
いた免疫染色や in situ ハイブリダイゼーションによる染色を行った。消化管形成後間もない
2.5 日胚以前の若い予定腸中胚葉を移植した場合、移植片は移植先の環境に合わせて EphA3 陰
性(胃/食道タイプ)の輪走筋のみを形成した。より発生の進んだ予定腸中胚葉を移植した場合、
移植片は EphA3 陽性 (腸タイプ)の輪走筋を形成した。これらの解析により、予定腸中胚葉の発
生運命が消化「管」形成が行われている比較的早い時期に定まること、腸特異的な EphA3 陽性
の輪走筋が腸に固有の周囲環境に依存して生じることが明らかとなった。 
 周囲環境の影響の詳細を明らかにするため、未分化な胃の間葉の指標である Barx1、Six2、
Wnt5a の移植片における発現、および未分化な腸の間葉の指標である Nkx2.3 の移植片における
発現を調べた。結果は明快であった。2.5 日胚以前の予定腸中胚葉を食道や胃に移植したとき
にのみ、移植片は本来発現しない胃のマーカー遺伝子を発現した。これらの結果は、平滑筋の
器官特異性に関わる上記の周囲環境が、同時に初期の中胚葉に作用し、器官ごとのアイデンテ
ィティーをもたらすものであるという考えを支持している。この周囲環境の形成に一翼を内胚
葉が担っていることを示唆する結果も得た。 
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