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研究成果の概要（和文）：糖尿病性胃不全麻痺の原因として、胃腸運動の調節性細胞であるカハール介在細胞（ICC）
の異常が示唆されてきている。本研究では、糖尿病におけるICC障害に関わる分子メカニズムを探索するため、２型糖
尿病モデルマウスおよび野生型マウスの胃筋層からICCを単離して分子生物学的解析を行った。その結果、糖尿病ICCに
おいて発現量の顕著に変化する候補遺伝子を新たに見いだすことができた。

研究成果の概要（英文）：Resent studies have suggested that disorders of the regulatory cells of the 
gastrointestinal motility, interstitial cells of Cajal (ICC), cause diabetic gastroparesis. In this study 
we compared the gene expression of ICC in diabetic db/db mice with those of wild type mice. By using DNA 
microarray we found some candidate genes related to the transformation and signal transduction.

研究分野：微細形態学、消化器病学
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１．研究開始当初の背景 
（１）長期にわたる糖尿病は様々な臓器に重
大な障害をきたすが、胃不全麻痺を代表とす
る胃腸障害もその一つである。糖尿病性胃不
全麻痺の病因は完全には明らかではなく、効
果的な治療法の確立には至っていないのが
現状である。この点について、近年の研究か
ら、胃不全麻痺を含む糖尿病性胃腸障害の病
因として、胃腸運動の調節性細胞であるカハ
ール介在細胞（Interstitial cells of Cajal：
ICC）の異常が注目されるようになった。 
 
（２）ICCは腸筋層に存在する特殊な間質性
細胞であり、近年の生理学的研究から胃腸蠕
動運動のペースメーカー電位である緩徐波
（slow wave）を発生するペースメーカー細
胞であることが示されている。また、これと
は別に ICC には神経と筋の間に介在して刺
激を伝達する neuromediator の役割を果た
すサブタイプも存在する。このように、ICC
は胃腸の運動調節に重要な役割を果たして
いるので、その異常や欠損は蠕動運動の消失
による不全麻痺（ペースメーカータイプ ICC
の障害）や神経性調節の異常（neuromediator
タイプ ICCの障害）の原因となりうる。 
 
（３）しかしながら、糖尿病における ICC障
害についてのメカニズムに関する現在の知
識は限定的である。この点について、Horvath
ら（2005）は１型糖尿病モデルマウス（NOD
マウス）による実験から、糖尿病によるイン
スリン／インスリン様成長因子 1の減少が平
滑筋（SMC）の萎縮を引き起こすことで、
SMC で産生される膜結合型 KIT リガンド
（別名 stem cell factor）が減少することを示
した。その結果、上述の KITシグナリングが
阻害されることで ICC の維持が障害され
ICCの減少につながるものと示唆した。しか
し、この結果は１型糖尿病モデルマウスによ
るものであり、２型糖尿病における ICC減少
も同様のメカニズムによるのかは不明であ
る。 
 
２．研究の目的 
（１）以上の背景をふまえて、本研究では胃
腸運動障害を伴う２型糖尿病疾患時におけ
る ICC 障害の分子メカニズムの解明をめざ
す。そのため、第一に糖尿病モデルマウスの
胃幽門部筋層から ICCを単離し、サブトラク
ティブ・ハイブリダイゼイション法及びマイ
クロアレイにより網羅的遺伝子発現解析を
行い、胃腸運動不全の分子機構を探索する。 
 
（２）第二に、糖尿病モデルマウスの胃腸組
織を用い、培養系あるいは in vivoにおいて、
同定された分子機構の発現と働きを調べる
とともに、対象遺伝子の発現調節や薬理学的
手法による対象分子の機能調節実験を行い、
糖尿病性胃腸運動不全の改善を目指す。 
 

３．研究の方法 
（１）mRNA の調整：糖尿病モデルマウス
BKS.Cg-dock7<m>+/+Leptrdb/J (db/db マ
ウス：日本チャールズ・リバーより購入)およ
び野生型マウス（いずれも 15 週齢）より胃
幽門部を摘出し、粘膜を除去後、コラゲナー
ゼ処理による酵素分散法にて細胞の分散処
理を行った。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
mast cell にも発現しているため、同時に
mast cell 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。 
 
（２）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 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、
db/db マウスおよび野生型マウス小腸の 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、この cDNAライブラリ
ーを用いて、マイクロアレイを行い、網羅的
解析を実施・対象遺伝子の同定を行った。 
 
４．研究成果 
（１）15 週齢の db/db マウスおよび野生型マ
ウスの胃腸筋層の全載伸展標本を用いた免
疫組織学的解析の結果、ICC の分布を示す
c-KIT 分子の発現は、db/db マウスにおいて
有意に減少していることが示された（図１）。
この結果は Yamamoto ら（2008）の先行研究
の結果と一致するものであった。 

 
図１.db/db および野生型マウス胃筋層にお
ける c-KIT 陽性細胞の分布（上）と、c-KIT
陽性部位の面積率比較（下） 



（２）FACSセルソーターを用い、15週齢db/db
および野生型マウスそれぞれの胃幽門部か
ら c-KIT+CD45-細胞として ICC の分取を行っ
た。 
 その結果得られた KIT+CD45-細胞の、筋層
全細胞に対する割合は、野生型マウスでは
1-2%±0.3、db/dbでは 0.2-0.4%±0.1であっ
た（図２）。 
 

図２. db/db（左）および野生型マウス（右）
における PE 標識 c-KIT 抗体、PerCP-Cy5-
抗 CD45 抗体によるドットプロット解析。
右下の枠内の細胞を c-KIT+CD45-の ICCと
して採取した。 
 
（３）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、db/db
および野生型マウス胃幽門部 ICCの比較で、
発現量の差が著しい遺伝子群を新たに見出
すことができた。 
 
 形質転換に関わる遺伝子としては、
Adamts3、Adamts13などが候補遺伝子とし
て db/dbマウスにおいて高い発現量を示して
いるが、ADAMTS は、プロテアーゼファミ
リーであり、細胞外マトリックスの構成員で
あるアグリカン、ブレビカン、プロコラーゲ
ンの分解に関わっていることが分かってお
り、形態の変化に関与することが推測された。 
そ の 他 、 carnosine dipeptidase 1 
(metallopeptidase M20 family) (Cndp1) 、
Collagen, type XVI, alpha 1 (Col16a1)、zinc 
finger, matrin type 4 (Zmat4), transcript 
variant 1 などが db/db において高い遺伝子
発現を示していた（図３）。 

図３. 形質転換に関わる遺伝子 
 

 Signal transduction に関わる遺伝子とし
て 、 GTPase activating protein (SH3 
domain) binding protein 1 (G3bp1)、ATPase, 
H+/K+ exchanging, gastric, alpha 
polypeptide (Atp4a), transcriptvariant、
ATPase, H+/K+ exchanging, beta 
polypeptide (Atp4b)などがdb/dbで高い発現
量を示した（図４）。これらはタンパク質の
細胞内小器官への輸送、細胞内小器官の形成、
転写調節などに関わっていることが知られ
ており、糖尿病モデルマウス ICCの細胞内活
性の変化が示唆される。 

図４. Signal transductionに関わる遺伝子 

 
 その他にも、myogenic factors subfamily 
myogenic differentiation 1 (Myod1)などが
非常に高い発現を示しているが（図５）、同
分子は未分化細胞に発現することが知られ
ており、ICCの形質転換の可能性を示唆して
いる。 

図５. その他の遺伝子 

 
 さらに、db/db に比べて野生型マウスにお
いて発現量の高い遺伝子は、図６のようなも
のが候補として得られた。 

図６. 野生型において顕著に発現量の高い
遺伝子 

 



 今回の研究において、糖尿病モデルマウス
ICC において発現量が顕著に変化する遺伝
子が多く見出された。これらの新規候補遺伝
子の機能についてさらに検討することで、
ICC の病態や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。 
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