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研究成果の概要（和文）：食べ物の消化・吸収にとって重要な腸の蠕動運動では、収縮運動リズムをコントロー
ルするペースメーカーであるカハールの介在細胞（ICC細胞）が重要な役割を果たすと思われているが、その実
態はよくわかっていない。本研究では腸収縮オーガノイドという新規の解析モデルを開発し、ICC細胞によるペ
ースメーカーシグナルの分子実態に迫った。トリ胚後腸から調整した筋肉層由来の細胞を培養したところ、規則
的な収縮を呈する特徴的な細胞集塊の形成が認められ、これを「腸収縮オーガノイド」と名付けた。そこでは、
ICC細胞と平滑筋細胞間の特徴的な相互作用が認められるなど、新規モデルとしての有用性が示された。

研究成果の概要（英文）：Gut peristalsis plays pivotal roles in digestion and absorption of ingested 
materials. During peristaltic movements, it has been thought that interstitial cells of Cajal (ICCs)
 act as a pacemaker, but how ICCs interact with smooth muscle cells (SMCs) remains largely unknown. 
In this study, we have developed a novel organoid called “gut contractile organoid”, that is 
derived from the muscle layer of chicken hind gut.  In the organoid, ICCs and SMCs communicate to 
undergo intercellular synchronization of oscillatory rhythm. Our gut contractile organoids are 
expected to serve as a useful model to understand how the periodic contraction in the gut is 
regulated at the molecular and cellular level. 

研究分野：発生生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
 腸の蠕動運動は、食べた物の消化や吸収にとって不可欠な生理機能である。また多くの腸関連疾患では、蠕動
不全を伴うことが知られている。しかしながら、蠕動運動を支える細胞機能のしくみはよくわかっていない。そ
の理由として、ペースメーカーICC細胞と平滑筋との相互作用を解析する手立てが限定的であったことが挙げら
れる。本研究で確立した新規モデル「腸収縮オーガノイド」では、特にICC細胞の機能を高解像度で解析できる
ことから、蠕動運動研究にとって有効な解析系を提供できたことの意義は高い。蠕動不全を伴う腸疾患の治療開
発に向けて新たな道を提供できた可能性がある。

※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 
 食べた物の消化・吸収にとって欠かせない腸の蠕動運動では、収縮運動が周期的かつ波状に伝

播されるために、器官全体の協働を必要とする。蠕動運動では「カハールの介在細胞」

（Interstitial cells of Cajal、中胚葉性：以下「ICC 細胞」）がメッシュ状ネットワークを作

りペースメーカーとして働くと考えられているが、従来の研究は主に微小電極を用いた電気生

理学的な解析に限定されており、ICC ペースメーカーの細胞機能の実体はほとんどわかっていな

い。その理由として、ICC 細胞が腸全体にメッシュワーク構造をって分布するため解析がて困難

であることなどが挙げられる。このように、ICC 細胞の理解のためには新規の解析系開拓が求め

られていた。 

研究開始の時点において私達は、トリ胚の腸筋肉層（ICC 細胞を含む）に由来する細胞を培養

したところ、特徴的な細胞塊が形成されることを見出していた。それらは腸蠕動運動にみられる

リズムと酷似した規則的な収縮を呈していたため、ICC ペースメーカーの細胞レベルでの機能解

析に適したモデルになり得ると考えられた。 

 
２．研究の目的 

 トリ胚の腸筋肉層由来の細胞塊を、蠕動運動研究の新しいモデルとして確立させることを目

的とした。特にペースメーカーICC 細胞に注目して、蠕動運動にみられる細胞間協調のしくみの

理解を目指した。 

 

３．研究の方法 

15 日目トリ胚の腸から取り出した筋肉層細胞を解離して、さまざまな細胞外基質でコートした

培養皿上にプレーティングし、約１週間後に形成される細胞塊とその規則的収縮を調べた。また

収縮性細胞塊を構成する細胞種の同定には、独自に調整した cKit 抗体（ICC 細胞のマーカー）

と平滑筋アクチン抗体を用いた免疫染色法を用いた。さらにこれらの細胞塊形成細胞をターゲ

ットとして、細胞内 Ca2+濃度検出蛍光タンパク質をコードする GCaMP 遺伝子を導入し、Ca2+の

変動パターンについてコンフォーカル顕微鏡を用いて定量解析した。 

 
４．研究成果 

（１）マトリゲルコートによる収縮性細胞塊形成の効率化 

 トリ胚 15 日目の後腸から消化管上皮（内胚葉）と漿膜を取り除いた後に、トリプシンを用い

て細胞を解離しプレーティングした（図１）。さまざまな dishコーティングを試したところ、マ

トリゲルコートが最も効率よく細胞塊を形成した。プレーティング後、５日から７日後において、

細胞塊が形成され、それらは規則的な収縮を呈していた。 

 

 

 

 

 

 

 

図１ 
孵卵１５日目のトリ胚か

ら後腸を取り出し（A）,デ
ィスパーゼを用いて、消化

管上皮（内胚葉）と漿膜を

丁寧に除いて筋肉層のみ

を単離した（B） 



 

（２）細胞塊が作られる過程のタイムラプス観

察 

 CO2インキュベーター内に設置できるタイム

ラプス観察用顕微鏡 CM20（エビデント社）を

用いて観察したところ、後腸から調整した解離

細胞は、プレーティングの翌日よりすでに細長

い形状を取り始め、3日後にはいくつかの細胞

集団が細長い細胞でつながるという特徴ある

ネットワーク構造が認められた（図２）。興味

深いことに、これらの細胞クラスターは収縮活

動を呈しており。またクラスター同士の振動リ

ズムが同期していた。 

 

（３）細胞塊を構成する細胞種の同定 

形成された細胞塊を構成する細胞種を調べたところ、中央部にペースメーカーICC 細胞が、ま

た周辺部に平滑筋が分布していた。このような明瞭なかい離はカドヘリンによるものと想定さ

れたため、さまざまなカドヘリン抗体を用いて染色したところ、中央部 ICC 細胞では Nカドヘリ

ンの局在が認められたが、平滑筋では検出感度以下であった。神経細胞のマーカーで染色した結

果、これらの細胞塊には神経細胞はほとんど含まれていないことがわかった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

（４）上記（1）〜（3）の特性に鑑み、本研究で得られた細胞塊を以下「腸収縮オーガノイド」

と呼ぶ。腸収縮オーガノイドに外来遺伝子を導入するために、NEON（In Vitrogen社）による電

気パルス法とレトロウィルス RCAS法とを試したところ、RCAS法によって高効率の遺伝子導入お

よびその発現が認められた。 

 

（５）細胞内 Ca2+濃度検出蛍光タンパク質をコードする GCaMP 遺伝子を腸収縮オーガノイド形

成中の細胞に導入し、培養後７日目の腸収縮オーガノイド内での Ca2+濃度ダイナミクスを解析

したところ、以下の２点の知見を得た。①オーガノイドの収縮リズムに一致して、Ca2+シグナル

transient が認められた。②オーガノイドを構成する細胞間で、Ca2+シグナルが同期していた。

このことからオーガノイドを構成する細胞間で密なコミュニケーションが働いていることがう

かがえた（図４）。 

図２ 
CM２０を用いて撮影した動画から抜粋。培養

時から２時間インターバルでタイムラプス撮

影。 

図３ 
形成された細胞塊を構成す

る細胞種の同定。cKit 抗体

とαSMA 抗体を用いて、そ

れぞれ ICC細胞と平滑筋マ

ーカーとして免疫染色し

た。結果、細胞塊の中央にペ

ースメーカーICC 細胞が、

周辺部に平滑筋が分布して

いることが示された。 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

（６） 

上記（５）でみられた Ca2+の細胞間同期現象が、ギャップジャンクション（GJ）によるものかを

調べるために、GCaMP 遺伝子を導入した腸収縮オーガノイド培養系に GJ 阻害剤を添加したとこ

ろ、ICC 間や平滑筋間の Ca2+同期には影響がみられなかったが、ICC-平滑筋間の同期プロファイ

ルに変化が認められた。このことは、“腸の蠕動運動にみられる細胞間相互作用は GJによるとこ

ろが大きい”という従来の仮説を覆すものであり、本研究で得られた成果の意義は高い。今後は、

ICC 間や平滑筋間の Ca2+同期を制御するしくみを明らかにする必要がある。 

 本研究では、腸神経が含まれていないにもかかわらず規則的に収縮する腸収縮オーガノイド

を用いることで、ICC-平滑筋間の細胞間コミュニケーションの高解像度解析が可能となり、蠕動

運動研究に貢献する新規解析モデルを確立することができた。 

 

 

 

図４ 
GCaMP 遺伝子と mRuby レポータ

ー遺伝子を腸収縮オーガノイド

形成中の細胞に遺伝子導入し

た。オーガノイドの収縮リズム

に一致して Ca2+transient が認

められた。 

 また、１つのオーガノイド内

において、平滑筋間、ICC 細胞

間、そして ICC と平滑筋間の

Ca2＋変化を定量した。いずれ

もそのダイナミクスの同期が認

められた。ICC における Ca2+
の立ち上がりは、平滑筋のそれ

に先行している様子がみてとれ

る。 
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