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研究成果の概要（和文）：本研究では、塩化ベンザルコニウムによる腸管神経損傷後、新生神経細胞の出現が野
生型マウスと比較してc-Kit変異マウスにおいて顕著に観察されることを明らかにした。この新生神経細胞は、
通常神経節細胞が存在しない縦走筋層または漿膜下に存在する異所性の新生神経細胞である。また損傷後3週で
既に腸管神経系に含まれる各神経サブタイプに分化しており、微細構造上も通常の神経節と同等の神経節を構成
していた。さらに、c-Kit inhibitorの野生型マウスへの投与で、この異所性新生神経細胞の出現が有意に上昇
したことから、c-Kitシグナリングが腸管神経細胞の損傷後の再生を抑制的に制御している可能性が示唆され
た。

研究成果の概要（英文）：In this study, it was focused on that neurogenesis in the enteric nervous 
system was observed extremely in c-Kit mutant mice, compared to wildtype mice. After the ablation of
 myenteric plexus layer with benzalkonium chloride, the new neurons were appeared in the 
longitudinal muscle layer or the subserosal layer, where normally enteric neurons were not 
distributed. In addition, they were already differentiated into several neuronal subtypes and formed
 normal enteric ganglion 3 weeks after the ablation with benzalkonium chloride. The neurogenesis was
 also enhanced in wildtype mice with administration of imatinib, a c-Kit inhibitor, compared to 
wildtype mice without administration. From these results, it seems that c-Kit signaling regulates 
the neurogenesis inhibitory in adult gut.

研究分野： 機能組織学
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１．研究開始当初の背景 
 
(1) 腸管神経系 (enteric nervous system: 
ENS)は、外界からの侵襲など、比較的傷害
を受けやすい環境にある神経系であるにも
関わらず、中枢神経系や末梢神経系と比べ、
神経再生メカニズムについてはほとんどわ
かっていない。成体の腸管には神経前駆細胞
が残存し、それらは in vitro において神経細
胞へと分化することが知られているが 1)、in 
vivo で神経再生現象が観察されることは極
めて稀であり、ENS の神経再生を再現するこ
とは困難であるとされている。 
 
(2)申請者は、c-Kit 変異マウスである W/Wv

マウスを用いた予備実験において、腸管神経
損傷後、新生神経細胞が観察されることを in 
vivo で見出した。このことから、野生型の in 
vivo では、抑制性の因子が働いているが、
c-Kit の変異が生じることで神経再生を可能
にすると予想された。そこで、本研究では、
c-Kit 変異マウスを用い、腸管神経損傷後の
神経再生メカニズムを明らかにすることを
目的とした。 
 
２．研究の目的 
 
(1) 新生神経細胞の細胞特性の解析 
損傷後に出現した新生神経細胞の前駆細胞
は何であったのか、そして、その前駆細胞は
どこに位置していたもので、どのように遊走
してきたのかを明らかにすることを目的と
した。特に前駆細胞の候補として、内在性に
腸管内に存在するグリア細胞や、腸間膜を介
して腸管外から侵入していく細胞などを検
討しており、新生神経細胞の発現タンパクや
微細構造を解析することで理解できると考
えられた。 
 
(2)c-Kit の欠損と ENS の再生メカニズムの
関連についての解析 
W/Wvマウス(c-Kit 欠損マウス)で特異的に見
られる神経再生のメカニズムに、c-Kit 変異
のどの要因が関与しているのかを明らかに
することを目的とした。W/Wvマウスは、c-Kit
レセプター発現細胞であるカハールの介在
細胞（ICC）をはじめ、マスト細胞や造血幹
細胞にも障害が見られる。本研究で見られた
神経再生を可能にするものがこれらの細胞
の欠損によるものなのか、免疫系など、c-Kit
変異に伴う他の要因によるものなのかに注
目した。 
 
 
３．研究の方法 
 
(1)野生型マウスおよび W/Wv マウス(c-Kit
欠損マウス)回腸を用いた。腸管神経損傷モデ
ルとして、0.03%塩化ベンザルコニウム
（BAC）を消化管壁外から 30 分間巻きつけ

ることにより、筋層間神経叢 (Myenteric 
plexus)を損傷させた（図１ a, b）。損傷後、
1 週間、2 週間、3 週間とタイムコースを追い、
損傷部位を解析した。 
 
(2)新生神経細胞の同定に NADPH ジアフォ
ラーゼ活性を用い、腸管の状態のままで新生
神経細胞を可視化し、その発現の有無、細胞
数の解析を行った。 
 
(3)免疫組織化学的手法を用い、新生神経細胞
の細胞特性、サブタイプへの分化を検討した。
また、透過型電子顕微鏡を用い微細構造を解
析した。 
 
(4)BAC 処理後に、c-Kit inhibitor であり、
gastrointestinal stromal tumor (GIST)の治
療薬である imatinib を投与することで、人為
的に c-Kit activity を阻害した野生型マウス
を作製した。このマウスと非投与野生型マウ
スを用い、新生神経細胞の出現について比較
し、c-Kit activity の関与を検討した。  
 
 
４．研究成果 
 
(1)野生型マウスおよび W/Wv マウスに対し
て BAC 処理を行い、タイムコースを追って
サンプルを摘出後、NADPH ジアフォラーゼ
活性を用いて損傷部位の神経要素を解析し
た。BAC 処理後 1 週間で、野生型、W/Wv

マウスいずれにおいても、損傷部位へのおび
ただしい数の神経線維の伸長が見られた（図
1 c, d）。これらの神経線維は縦走筋層に並行
して走行していた。処理後 2 週間以降に新生
神経細胞が出現し始めるが、野生型マウスで
はほとんど観察されないものの、W/Wv マウ
スでは多くの新生神経細胞が見られること
がわかった。損傷後 3 週間の時点で、野生型
マウスと W/Wvマウスとの新生神経細胞の一
個体あたりの細胞数は有意に差があること

図1 BAC損傷後の野生型およびW/Wvマウスの

NADPH ジアフォラーゼ活性により標識した異

所性新生神経細胞。Scale Bar 200 ㎛ （Tamada 

＆Kiyama 2016 より引用） 



がわかった(図 1 e, f)（野生型マウス 10.6±
3.9 cells / animal, n=7 vs. W/Wv 59.2±17.6 
cells / animal, n=6）(p<0.05, Mann-Whitney 
U test)。 
 
(2) BAC 処理後の新生神経細胞は、通常腸管
神経節細胞に存在しない縦走筋層あるいは
漿膜下に分布しており、異所性の細胞として
観察された（図 2）。 

 
(3)内在性抑制運動ニューロンを標識する
NADPHジアフォラーゼ活性や一般的な神経

マーカーである PGP9.5 で標識されるだけで
なく、内在性の興奮性運動ニューロンへの分
化、外来性の神経線維の侵入など、この部位
に通常分布する神経サブタイプへと、損傷後
3 週間の段階で既に分化していることが免疫
組織化学的手法から明らかになった (図 3 a 
–f )。 
また、神経損傷後 BrdU を自由飲水で与えた
マウスでは、これらの異所性神経細胞が
BrdU ポジティブであることから、確かに損
傷後に分裂した細胞であることが示された 
(図 3 c)。 
異所性新生神経細胞周囲には、GFAP で標識
されるグリア細胞の存在も示された（図 3 f）。 
 
 
(4)新生神経細胞を NADPH ジアフォラーゼ
で標識後、透過型電子顕微鏡で観察した。そ
の結果、腸管神経節の構成要素である神経節
細胞、グリア細胞、シナプス小胞を含む神経
束、基底膜の存在が確認でき、この段階でほ
ぼ正常な微細構造を呈する腸管神経節を構
成していることも明らかにした(図 4)。 
 
 
 

図 2 NADPH ジアフォラーゼ活性および免疫

染色を施した切片像。(a, b) 正常像。神経節細胞

は筋層間神経叢（MP）に分布し、それより外側

には分布しない。(c, d) BAC 処理後に出現する

新生神経細胞の分布（矢頭）。MP より外側に位

置している。Scale Bar 100 ㎛ (a,c), 30 ㎛ (b, d) 

(Tamada & Kiyama 2016 より引用) 

図 3 (a-e) 各神経サブタイプのマーカーで標識

された異所性新生神経細胞。(c) BrdU+から、損

傷後に分裂した細胞であることも示されてい

る。 (f)周辺には GFAP+のグリア細胞も示され

た Scale Bar 50 ㎛（a, b, c, e） 20 ㎛ (d)

（Tamada ＆Kiyama 2016 より引用） 

図 4 新生神経細胞の透過型電子顕微鏡像。 

(a)通常の微細構造を呈する神経節が漿膜下に

形成されている N:神経節細胞 G:グリア細胞 

SS：漿膜下 LM：縦走筋層 (b)新生神経細胞

の拡大図 神経節を取り囲む基底膜の存在（矢

頭）や周囲にシナプス小胞を含む神経束の存在

（矢印）が示されている。 二重矢頭：NADPH

ジアフォラーゼで標識された細胞であることを

示す。 

(c)グリア細胞の拡大図 （挿入図）GFAP で標

識されるフィラメント構造も見られる。 

Scale Bar 2 ㎛; inset, 500 nm （Tamada ＆

Kiyama 2016 より引用） 



(5) BAC 処理後に Imatinib を野生型マウス
に経口投与し、c-Kit inhibitory の環境を人為
的に作製した。野生型マウスと W/Wvマウス
間の比較と同様に NADPH ジアフォラーゼ
活性で標識される異所性新生神経細胞の数
を比較した。その結果、BAC 処理後 3 週間
の段階で、Imatinib 投与群の野生型マウスに
おいて、非投与群の野生型マウスと比較して、
異所性新生神経細胞の発現数が優位に上昇
することを示した(図 5)(Imatinib 非投与群 
10.6±3.9 cells / animal, n=7 vs Imatinib 投
与 群 103.4 ± 36.1 cells / animal, 
n=8)(p<0.01, Mann-Whitney U test)。 

 
(6)以上の結果より、in vivo での腸管では、
損傷後の神経損傷過程において、 c-Kit 
signaling が神経再生を抑制的に制御してい
る可能性が示唆された。 
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図 5 BAC 処理後に新生される異所性神経細胞

数の imatinib 非投与群(Imatinib -) と投与群

(Imatinib +)間の比較 （Tamada ＆Kiyama 
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