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研究成果の概要（和文）：本研究では、消化管運動の調節性細胞であるカハール介在細胞（ICC）

の、トリニトロベンゼンスルホン酸誘起腸炎疾患モデルマウスの種々の病態時における遺伝子

発現について解析した。網羅的遺伝子解析の結果、細胞増殖因子や転写制御因子など、特に炎

症からの回復期の ICC において著明に発現量が変化する遺伝子が同定された。これにより、ICC

の障害からの回復に関わる分子機構について新たに示唆することができた。 

 

研究成果の概要（英文）：In this study, we examined the gene expression of interstitial 

cells of Cajal, which are thought to be the regulatory cells of gut motility, in 

trinitrobenzene sulfonic acid-induced experimental colitis of mice. By DNA microarray 

we found some candidate genes related to ICC recovery including cell growth factors 

and transcription factors. These results may lead to the development of new 

therapeutic strategy for motility disorder of gut. 
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１．研究開始当初の背景 

(1) 蠕動運動をはじめとする消化管運動は、

筋層を構成する平滑筋細胞の調和のとれた

運動によって実現される。その調節機構とし

ては、外来性の交感副交感神経に加えて壁内

神経叢（腸管神経系）が第一に挙げられるが、

さらにカハール介在細胞（Interstitial cells 

of Cajal; ICC）と呼ばれる特殊な間質性細胞

の役割が重要である。 
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(2)これまで、腸運動障害を伴う炎症性腸疾

患のモデル動物において ICC が減少するこ

とが報告されている。トリニトロベンゼンス

ルホン酸（TNBs）による腸炎モデルマウス

では、急性期において ICC が減少してその細

胞性ネットワークが崩壊し腸自動能が低下

するが、回復期では腸自動能の回復とともに

ICC 数と ICC ネットワーク構造が回復する

可塑性を有することが示唆されている。しか

しながら、腸運動障害を伴う腸炎疾患におけ

る ICC の障害と回復は現象としては明らか

に認められるものの、その基盤となる分子機

構については全く分かっていないのが現状

である。 

 

(3) 上に述べた ICC の減少と回復は、生体組

織中に ICC のいわば幹細胞が存在し、回復期

にはこれから新たに ICC が分化してくる可

能性がある。最近米ネバダ大の Lorincz らが

生後マウスの胃筋層において、未分化な状態

でとどまり、特定の条件下で ICC へと分化し

うる細胞 を見出し、これを「 putative 

progenitor of ICC」として記載した。これは

ICC の再生の問題において重要な細胞と考

えられるが、その細胞の本態は不明である。 

 

 

２．研究の目的 

以上の背景をふまえて、本研究では腸運動

障害を伴う腸炎疾患時における ICC の障害

と可塑性に関わる細胞と分子メカニズムの

解明を目指す。そのため、腸炎疾患モデル動

物の種々の病態時における ICC が発現する

分子を解析する。具体的には TNBs 誘起腸炎

疾患マウスを作成し、その病変腸管の筋層よ

り ICC 特異的分子である KIT をマーカーと

し、セルソーターを用いて ICC を単離して、

サブトラクティブ・ハイブリダイゼーション

法およびマイクロアレイにより網羅的遺伝

子解析を行う。 

 

 

３．研究の方法 

(1) 動物と TNBs 誘起腸炎マウス作製：今回

の研究では、腸炎疾患モデルとして TNBs 投

与マウスを用いた。７週齢の雄 BALB/c マウ

スを用い、24 時間絶食後、エーテル麻酔下に

PE-20 カテーテルを肛門から 4cm 近位部に

挿入し、100μl の 50%エタノール 50%生理食

塩水に溶解した TNBs 2mg を注入した。対照

群には TNBs を除き 50%エタノール 50%生

理食塩水 100μl のみを注入した。 

 

(2) 形態学的解析：TNBs 投与による ICC の

変化を調べるため、薬剤投与 2 日後（急性期）

および 7 日後（慢性期）の薬剤投与部におけ

る KIT 発現細胞を免疫染色により解析した。

摘出結腸をザンボニ液にて固定後に凍結切

片を作製し、免疫染色を行った。抗 KIT 抗体

（800 倍希釈）にて反応させた後、Alexa 

Fluor-488 標識二次抗体（1000 倍希釈）と Cy3

標識抗 α-平滑筋アクチン（SMA）抗体（1000

倍希釈）混合液で反応を行い、DAPI にて核

染色を行った後、封入剤で封入し、Leica TCS 

SP2 共焦点顕微鏡にて観察、撮影を行った。 

 

(3) mRNA の調整：TNBs 投与 2 日後、5 日後、

およびコントロールとして未処理マウスか

ら薬剤投与部（コントロールではそれに相当

する肛門より 4cm 近位部）の結腸を摘出し、

コラゲナーゼ処理による酵素分散法にて細

胞を分取し、ICC を標識するため PE-抗 c-KIT

抗体で染色を行った。また c-KIT はマスト細

胞にも発現しているため、同時にマスト細胞

マーカーである PerCP-Cy5-抗 CD45 抗体で反

応させて mast cellを除去し、ICCのみを FACS



 

 

セルソーターにて識別・細胞分取を行ない、

分取した ICC から mRNA を調整した。 

 

(4) サブトラクティブ・ハイブリダイゼイシ

ョン法およびマイクロアレイによる病態

時・回復期 ICC の網羅的遺伝子解析：それぞ

れの単離 ICCからの mRNA より cDNA を合

成後、サブトラクティブ・ハイブリダイゼイ

ション法により、TNBs 投与 2 日と 5 日、お

よび 2 日と正常コントロールの ICC からの

mRNA との差次的遺伝子のライブラリーを

それぞれ作製した。同ライブラリーから TA

クローニング後、マイクロアレイ化を行なっ

た。更に上記の cDNA から作製したプローブ

を用いて、炎症時、および回復期 ICC に発現

する遺伝子のスクリーニングを行ない、特異

的遺伝子クローンを特定した。また同時にマ

イクロアレイにより網羅的解析を実施した。

得られた候補遺伝子のうち、発現量の多い遺

伝子クローンについて、シーケンスにより塩

基配列を解読し、BLAST search を用いて相

同性検索を行うことで対象遺伝子の同定を

行った。 

 

４．研究成果 

(1) KIT 免疫染色：TNBs 投与後の ICCの変化

について KIT 免疫染色により検討を行った。

その結果、従来の報告通り TNBs 投与 2 日目

において投与部結腸筋層の KIT発現細胞の著

しい減少と、7 日目における回復が確認され

た（図１）。 

 

図１．TNBs 投与後の結腸筋層における
KIT発現細胞の変化 

(2) 病態時・回復期 ICC の網羅的遺伝子解

析：上の結果をふまえ、病態時を TNBs 投与

2 日、回復期を 5 日目とし、それぞれの筋層

からセルソーターによりKIT発現細胞を単離

した。その結果得られた KIT
+
CD45

-細胞の、

筋層全細胞数に対する割合は、未処置コント

ロール群では 1.2%±0.3、TNBs 投与 2 日目で

は 0.2%±0.1、5 日目では 0.9%±0.2 であった。

この結果は、TNBs 投与 2 日目で ICC が顕著

に減少し、以後回復するという結果とも一致

した。 

単離後の細胞から抽出した RNA は agilent

バイオアナライザ 2100 の解析の結果から、

高品質のものであることが確認できたため、

マイクロアレイ解析を進めた。 

マイクロアレイによる解析の結果、コント

ロールと TNBs 投与 2 日目、および TNBs 投

与 2 日目と 5 日目の比較でそれぞれ発現量の

差が著しい遺伝子群を新たに見出すことが

出来た。細胞増殖因子は、回復期である TNBs 

5 日目において発現量が増加するものが多く

見出された（図 2）。 

 

一方、転写制御因子については、コントロ

ール群と TNBs 2 日目との比較では発現量に

差が無く、2 日目と 5 日目の比較で 5 日目に

おいて顕著に発現量が減少している遺伝子

が多く見出された（図 3）。 

 



 

 

その他に、インスリン様成長因子１などの

成長因子や、細胞骨格関連遺伝子、Ca
2+

/K
+

チャネル、TLR シグナル関連遺伝子、TNF 

receptor といった遺伝子の発現量に顕著な差

が見出され、これらはコントロール群と

TNBs 2 日目との比較では発現量に差が無く、

2 日目と 5 日目の比較で 5 日目において発現

量が増加していた（図 4）。 

 

 

今回の研究において、特に TNBs 投与 5 日

目において発現量が顕著に増加する遺伝子

が多く見出された。これらの遺伝子の中には、

ICC の増殖、可塑性に関わる遺伝子と、2 日

目に障害を受けた ICCの機能回復により発現

量が変化する遺伝子とがあるものと考えら

れる。これらの内、特に細胞増殖因子や転写

制御因子には、前者の ICC の増殖、可塑性に

関わる遺伝子が含まれることが推察される。

これら、腸炎疾患からの回復期における ICC

の可塑性に関わる新規候補遺伝子の機能に

ついて今後さらに検討することで、ICC の可

塑性の分子メカニズムの解明につなげてい

きたいと考えている。 

 

５．主な発表論文等 

（研究代表者、研究分担者及び連携研究者に

は下線） 

〔学会発表〕（7 件） 

①堀口里美、堀口和秀、飯野 哲：消化管筋

層のカハール介在細胞と線維芽細胞にお

けるムスカリン性アセチルコリン受容体

の発現 第 118 回  日本解剖学会総会 

2013.3.30 香川 

 

②S Iino, K Horiguchi, S Horiguchi Interstitial 

cells of Cajal in c-Kit signal deficient W-sash 

mutant mice, The 14th International Congress of 

Histochemistry andCytochemistry, 2012.8.28,京

都 

 

③K Horiguchi, S Iino, Connexin43 expression 

by interstitial cells of Cajal in the submucosal 

layer of the guinea-pig proximal colon,The 14th 

International Congress of Histochemistry and 

Cytochemistry, 2012.8.28,京都 

 

④堀口和秀、堀口里美、飯野 哲：マウス消

化管各部位における平滑筋とカハール介

在細胞の発生に関する免疫組織化学的解

析 第 54 回日本平滑筋学会総会 2012.8.3,

東京 

 

⑤堀口 和秀、堀口 里美、飯野 哲：胎生

期マウス消化管における平滑筋マーカー

および c-KIT 受容体型チロシンキナーゼ

発現  第 117 回日本解剖学会総会 , 

2012.03.27, 甲府市 

 

⑥堀口 和秀、堀口 里美, 飯野 哲: マウ

ス胎生期消化管における c-KIT 受容体型チ

ロシンキナーゼ発現の解析, 第５２回日本

組織細胞化学会総会・学術集会, 2011.09.24, 

金沢市 

 

 



 

 

⑦堀口 和秀、飯野 哲：マウス消化管筋層

における線維芽細胞様細胞の組織学的検

討  第 ５ ３ 回 日 本 平滑 筋 学 会 総 会 , 

2011.08.04, 東京 

 

６．研究組織 

(1)研究代表者 

堀口 和秀（HORIGUCHI KAZUHIDE） 

福井大学・医学部・講師 

 研究者番号：20377451 

 

 (2)連携研究者 

堀口 里美（HORIGUCHI SATOMI）   

福井大学・医学部・特命助教 

研究者番号：00595283 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 


