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研究成果の概要（和文）：マウス消化管筋層における間質細胞（カハール介在細胞と線維芽細胞）

の発生分化について、受容体型チロシンキナーゼ c-Kit と PDGF 受容体αの発現と機能解析を

行った。カハール介在細胞は胎生中期から c-Kit を発現し各種 W ミュータント（c-Kit 遺伝子

変異）では細胞種特異的に発生が阻害された。PDGF 受容体αは胎生初期から中胚葉由来細胞

に広く発現し、胎生後期に線維芽細胞に特異的に発現することが明らかになった。 

 

研究成果の概要（英文）：We observed the expression of receptor tyrosine kinase, c-Kit and 

PDGFRα, that are specific markers of interstitial cells of Cajal and fibroblast-like cells in 

the murine gastrointestinal tract. c-Kit expression was observed in gastrointestinal tract 

from mid embryonic stage. W mutant mice that have c-kit mutations showed cell type 

specific deficiency of interstitial cells of Cajal. PDGFRα expression in gastrointestinal 

tract was observed from early embryonic stage in mesoderm cells and in fibroblast-like 

cells in late embryonic stage. 
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１．研究開始当初の背景 

 消化管運動を司る主要素は、運動の動力と

なる平滑筋と運動を誘発する消化管神経系

である。更に消化管運動を調節する要素とし

て、Kit チロシンキナーゼを発現するカハー

ル介在細胞（interstitial cells of Cajal, ICC）が

ペースメーカーとして、また神経筋伝達の介

在を行う。私たちはカハール介在細胞の神経

筋伝達機能の研究を進め、その興奮性及び抑

制性神経伝達における働きを明らかにして

きた。また、カハール介在細胞とは異なる間

質細胞が筋層には存在し、受容体型チロシン
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キナーゼである PDGF 受容体α（PDGFRα）

を発現することが分かってきた。現在、

PDGFR α 発 現 細 胞 は 筋 層 線 維 芽 細 胞

（fibroblast-like cell, FLC）と呼ばれる。消

化管筋層では、受容体型チロシンキナーゼ

(c-Kit, PDGFRα)を発現する 2 種の間質細胞

がネットワークを形成し、神経や平滑筋に作

用を及ぼしながら全体としての調和を保つ

と考えられる。 

 

２．研究の目的 

(1) 私たちはカハール介在細胞を欠損する

Ｗミュータントマウスの解析を進めてきた。

自然発症型の c-kit 遺伝子異常を持つＷミュ

ータントは、チロシンキナーゼ活性が異なる

多数のミュータントがある。マウス小腸では

胎生 12日頃から将来の筋層領域全体に c-Kit

分子発現が始まり、次いで平滑筋細胞とカハ

ール介在細胞の共通前駆細胞に c-Kit 発現が

局在し、胎生 18 日には c-Kit 発現カハール介

在細胞が分化し平滑筋細胞の c-Kit 発現は消

失する。私たちは c-Kit チロシンキナーゼが

カハール介在細胞の発生分化において、幼若

型カハール介在細胞の発生と成熟型への分

化の段階の両方に必要であると考え、Ｗミュ

ータントを用いることによりカハール介在

細胞の発生にどの様な違いが見られるのか、

カハール介在細胞のサブタイプ間の比較を

含めて検討することを目的とする。 

 

(2) カハール介在細胞とは異なる間質細胞

として PDGFRα発現細胞を私たちは同定し

ている。本細胞の特性としてカハール介在細

胞と同じく神経終末に近接することから神

経筋伝達能を持つ機能性細胞と考えられる。

本細胞を同定するマーカーである PDGFRα

の発現を胎生期に遡って探ることにより、本

細胞の特性を探ることを目的とする。 

 

３．研究の方法 

(1) c-kit遺伝子変異Ｗミュータントマウスを

用いた解析 

 キナーゼ活性が異なる数種類のＷミュー

タントを用いて、カハール介在細胞の発生分

化に関わる c-Kit チロシンキナーゼの意義を

明らかにする。Ｗミュータントとしてキナー

ゼ活性の高い順（正常に近い順）に Ｗf、Ｗv、

Ｗjic、Ｗ を維持しており、胎児では PCR に

よる遺伝子型から、生後は体色（貧血による

白色傾向と白色体毛）（また PCR）からホモ

マウスを同定する。Wsh マウスは c-Kit 発現

を示さない。これらマウスを用い、カハール

介在細胞の分布を免疫組織化学法（c-Kit 抗

体および TMEM16A 抗体）により明らかに

する。また、腸管神経の形態についても

PGP9.5 抗体により 2 重染色法によって明ら

かにする。 

 

(2) c-Kit シグナルとカハール介在細胞発生

分化 

 カハール介在細胞の発生分化における

c-Kit シグナル要求性の違いを各種遺伝子変

異マウスを用いて解析する。W ミュータント

に加え、c-Kit リガンドである stem cell 

factor (SCF)遺伝子異常を持つ Sl/Sl マウス

（Sl/+として維持）を用いる。(1)と同じく免

疫組織化学法によりカハール介在細胞を解

析する。 

 

（3）PDGFRαを発現する線維芽細胞の発生

分化 

 線維芽細胞のマーカーである PDGFRαを

可視化するため GFP ノックインマウスを導入

する。PDGFRαは発生中期（マウス胎生

13-14 日）には筋層全体に発現し、その後低

下する（Kurahashi 2008）ことが報告されて

いるが、胎生期全体にわたって PDGFRα-GFP

を観察することで、その動態を解析する。 

 

（4）PDGFRα発現細胞の発生学的および機能

的特性に関わる分子の探索 

 線維芽細胞の持つ分子基盤を網羅的に解

析するため DNA マイクロアレイ法を用いる。

サンプルに小腸の筋層線維芽細胞、漿膜下線

維芽細胞、粘膜下線維芽細胞を用いる。消化

管の粘膜と筋層に分離後、コラゲナーゼ処理

により細胞を分散し、抗体反応の後、細胞を

セルソーターで収集し、mRNA 調整を経てマイ

クロアレイ法解析を行う。線維芽細胞分離の

ため PDGFRα-GFP マウスを用い、漿膜下線維

芽細胞、粘膜下線維芽細胞を分離するため

CD34 を標識する。 

 

４．研究成果 

(1) c-kit遺伝子変異Ｗミュータントマウスを

用いた解析 

 下図に示す 4種類のミュータントマウスの

解析を行った。各マウスにおいて c-Kit チロ



シンキナーゼの活性が異なり、W/W では生後

間もなく死亡するため生体での解析が出来

なかったが、他のミュータントでは消化管全

体にわたってカハール介在細胞の変化を解

析した。観察したミュータント全てにおいて、

胃 ICC-IM は欠損、胃 ICC-MY は減少、小腸

ICC-MY は欠損、結腸 ICC-IM は欠損、結腸

ICC-MY は減少していた（表１）。減少の割合

はキナーゼ活性に応じたものであり、カハー

ル介在細胞の数が c-Kit キナーゼによること

が示唆された。同細胞の欠損や減少は生後か

ら観察されていることから、c-Kit シグナル

は同細胞の数を発生的に調節すると考えら

れる。 

 

(2) c-Kit シグナルとカハール介在細胞発生

分化 

 c-Kit チロシンキナーゼとそのリガンド

SCF がカハール介在細胞の発生分化に関与

する意義を探るため、各種分子の遺伝子変異

を持つミュータントマウスを解析した。その

過程で、c-Kit シグナルと関係なく発生する

カハール介在細胞の一群を見いだした。 各

種 W ミュータントマウスにおいて小腸輪走

筋に存在する ICC-DMPは正常マウスと同じ

く多数がネットワークを作っていた。電子顕

微鏡による微細形態学的研究においても神

経終末と近接し、ギャップ結合により周囲の

細胞と連絡することが観察され、c-Kit シグ

ナル欠損でも正常に発生分化することが明

らかとなった。 

 

(表 1) ミュータントマウスにおける 

カハール介在細胞数（++：正常、–：欠損） 

ICC-IM 
    

ICC-DMP 
ICC-MY ICC-SM 

+/+ ++     

Wv/Wv –     

W/Wv –     
Esophagus 

Wjic/Wjic –     

+/+ ++     

Wv/Wv –     

W/Wv –     
Fundus 

Wjic/Wjic –     

+/+ ++ ++   

Wv/Wv – +   

W/Wv – +   
Corpus 

Wjic/Wjic – –   

+/+ ++ ++   

Wv/Wv – ++   

W/Wv – ++   
Antrum 

Wjic/Wjic – +   

+/+ ++ ++   

Wv/Wv ++ –~+   

W/Wv ++ –~+   

Small 

intestine 

Wjic/Wjic ++ –   

+/+ ++ ++   

Wv/Wv – +   

W/Wv – +   
Cecum 

Wjic/Wjic – –~+   

+/+ ++ ++ ++ 

Wv/Wv – ++ ++ 

W/Wv – + ++ 

Proximal 

colon 

Wjic/Wjic – + ++ 

+/+ ++ ++ ++ 

Wv/Wv – –~+ ++ 

W/Wv – –~+ ++ 

Distal 

colon 

Wjic/Wjic – – ++ 

 



更に c-KitリガンドであるSCF遺伝子の変異

を持つ Sl においても正常な ICC-DMP が観

察された。これらから、カハール介在細胞に

は c-Kit キナーゼに依存して発生する細胞群

が多数であるが、c-Kit に依存せずに発生す

るサブタイプがあり、c-Kit 以外にも発生に

関与する因子があることを示している。 

 

(3) PDGFRαを発現する線維芽細胞の発生

分化 

 PDGFRα-GFP マウスの胎児消化管を観察し

たところ、PDGFRα発現細胞は上皮細胞と神

経細胞以外の中胚葉由来の細胞に広く発現

していた。胎生中期に筋層平滑筋が分化して

くると平滑筋細胞では PDGFRα発現が見られ

なくなった。この時期、c-Kit 発現がカハー

ル介在細胞に限局してくるが、PDGFRαは観

察された。胎生末期には平滑筋細胞とカハー

ル介在細胞ともに PDGFRα発現が見られなく

なった。PDGFRαは胎生初期から中胚葉由来

細胞に発現し、やがて細胞分化が進むと線維

芽細胞に限局するようになった。 

 

(4) PDGFRα発現細胞の発生学的および機能

的特性に関わる分子の探索 

 セルソーターを用いて PDGFRα発現細胞を

分取する方法を確立することが出来た。成体

マウスからは線維芽細胞が PDGFRα

＋

CD34

－

グ

ループとして約 3.5％、漿膜下線維芽細胞は

PDGFRα

＋

CD34

＋

グループとして 0.2％の細胞

が分取出来る。また、粘膜内の線維芽細胞も

PDGFRα

＋

CD34

＋

グループ（粘膜内の 0.4％）と

して分取した。現時これらの細胞から抽出し

た RNA を用いたマイクロアレイ法を行い解析

を進めている。線維芽細胞の発生に関わる分

子の探索として同じく細胞分取を進め今後、

分子の解析を進めることとしている。 
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