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【第 1 章 諸言】 

1-1 消化管運動   

消化管は摂取した食物の消化、栄養吸収および排泄物の輸送を担う生命活動において重

要な臓器であり、これらの機能を果たすためには正常な消化管運動が不可欠である。消化

管運動系を構成する細胞群として平滑筋と神経ネットワークが古くから知られている。平

滑筋細胞は消化管筋層を構成する最も基本的な細胞であり、消化管運動における駆動力と

なる(1)。神経は食物による腸内圧増加に対する反射や中枢からの情報を平滑筋に伝えて消

化管運動全体を調節する(2, 3)。近年ではこれらの細胞群に加えて消化管運動のペースメー

カー機能を担うカハール介在細胞（interstitial cells of Cajal; ICC）や消化管運動を負に調節し

ている platelet-derived growth factor receptor 陽性筋線維芽細胞（PDGFR
+
 MF）など様々な

細胞群の緻密な連携によって正常な消化管運動が生み出されていることが明らかとなって

いる(4)。従って、いずれか一つの要素が障害されただけでも、正常な消化管運動は破綻し

てしまう。 

 

1-2 ICC 

ICCは19世紀にSantiago Ramón y Cajal によって報告された消化管に存在する間質細胞

である。ICCは胃から大腸にかけて全ての消化管領域に存在しており、その解剖学的位置も

深部粘膜層、筋層間、漿膜下とさまざまである(5)。発見当初、ICCの機能については十分に

明らかとなっていなかった。これは、ICCを同定する手段が形態学的手法以外になかったた

めであり、その後、c-Kit（CD117）がICCのマーカータンパク質となることが報告されたこ

とが契機となり急速に研究が進んだ(6-8)。加えて、電気生理学的解析技術の向上も寄与し

て、近年では小腸のmyenteric plexusに存在するICC（ICC-MY）が消化管運動におけるペー

スメーカー機能を担っていることが広く認識されるようになった。 

ICC-MYは互いに突起を伸ばしギャップ結合を介して結合することで網目状のネット
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ワークを形成する。さらにICCネットワークは平滑筋ともギャップ結合することで電気的カ

ップリングを形成する。ICC-MYは自発的かつ律動的なslow waveと呼ばれる電気的活動を示

し、このslow waveがギャップ結合を介して平滑筋に伝わることで平滑筋の自発性収縮が生

じる。電気生理学的なICCのslow waveの発生機序は完全に解明されていないが、概ね以下の

ように理解されている（概略図を図1に示す）：①小胞体に存在するリアノジン受容体やIP3

受容体からCa
2+が放出される（細胞質内に放出されたCa

2+はCa
2+ ポンプを介して能動的に小

胞体に取り込まれる）、②細胞膜上のCa
2+活性化Cl

- チャネル（ANO1）が活性化することで

spontaneous transient inward currents（STICs）が生じ、spontaneous transient depolarizations（STDs）

が発生する、③STDsによりT-type voltage dependent Ca
2+ チャネル（VDCC）が活性化し、

Ca
2+

 が細胞質内に流入する、④Ca
2+ 流入に同調して近傍の小胞体からCa

2+ が放出され、

ANO1が活性化することで細胞全体に脱分極が広がりslow waveが形成され、さらに脱分極が

隣接するICCのVDCCを活性化することでICCネットワークにslow waveが伝搬される。近年、

ANO1はslow waveの形成において特に重要であることに加えて、ICCのバイオマーカーとし

ても注目されている(9)。ICC-MYがペースメーカー機能を担う一方で、輪走筋層内に分布す

るICC-IMまたはICC-DMPと呼ばれるICCサブタイプは神経入力を介在し、情報を平滑筋へ

と伝える機能を持つことが示唆されている(10)。このようにICCの消化管運動における役割

は多岐にわたっており、また、消化管部位によってもICCサブクラスの分布や消化管運動へ

の寄与度が異なっているため、現在もICCの消化管運動における機能的役割に関して研究が

進められている。ICCは間葉系幹細胞由来の細胞であり、その発生・分化にはチロシンキナ

ーゼ受容体であるc-Kitおよびそのリガンドであるstem cell factor（SCF）によるシグナルが

重要である(11)。c-Kit発現を遺伝的に欠損したW/W
vマウスはICC-MYを欠いており、消化管

運動不全を示すことが知られている(7)。また、c-Kitは成熟したICCにも発現しており、成熟

マウスから単離した小腸平滑筋標本にc-Kitチロシンキナーゼ阻害剤であるimatinibを処置す

ることで自発性収縮が抑制されることから、成熟したICCにおいてSCF / c-Kitシグナルはペ
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ースメーカー機能の発揮に重要であるという報告がある(12)。しかし、imatinibのチロシン

キナーゼ阻害作用以外の非特異的な作用による可能性も考えられるため、現在も成熟した

ICCに発現するc-Kitのペースメーカー機能における役割は明らかではない。 

 

1-3 消化管運動機能障害と炎症 

消化管運動機能が障害されると食物の消化障害や栄養吸収不良、嘔吐や下痢、便秘など

が引き起こされる。このような消化管運動機能障害は一般的に消化管炎症に付随してみら

れる。また、炎症によって誘発された消化管運動機能障害は腸内フローラの構成の変化を

誘発し、それにより更なる消化管炎症の悪化を招く可能性も指摘されており(13-15)、消化

管運動機能障害と炎症は密接に関係していると考えられている。炎症の誘発および促進ま

たは抑制には免疫担当細胞から産生されるサイトカインやケモカインといった炎症性メデ

ィエーターが働く。炎症はその性質によって大きくTh1、Th2、Th17型に分類され、それぞ

れに特徴的なサイトカインが産生される。Th1サイトカインとしてはIL-1、TNF-、IL-6お

よびINF-、Th2サイトカインとしてはIL-4、IL-5、IL-10およびIL-13、Th17サイトカインと

してはIL-17が最も代表的である。例えば、炎症性腸疾患の中でもクローン病患者ではTh1

型が優勢であり、逆に潰瘍性大腸炎ではTh2およびTh17型が優勢であると考えられているが、

実際にはTh1、Th2、Th17サイトカインが入り混じる状態で産生されており、一概に区分す

ることができないとも考えられている(16-19)。これらの炎症性サイトカインは主に免疫担

当細胞であるリンパ球やマクロファージ上に存在する受容体に作用することで炎症反応を

引き起こす。一方で、近年、これらの炎症性サイトカイン、特にTh1サイトカインが非免疫

担当細胞である消化管運動系を構成する細胞群にも作用し、機能を障害することが明らか

になってきた。例えば、所属研究室はTNF-が平滑筋における収縮関連タンパクCPI-17の発

現を減少させ、この収縮機構を抑制することを報告した(20-22)。また、腸管神経において

もIL-1が神経の神経伝達物質に対する反応性を変化させることが報告されている(23)。一方、
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カハール介在細胞も炎症性腸疾患や慢性腸閉塞などの様々な消化管炎症病態において、そ

の機能やネットワーク構造が障害されることがこれまでに報告されているが(24-26)、どの

ような炎症性メディエーターが原因となって障害を生じるかは未だに明らかにされていな

い。ICCの機能障害を誘発する炎症性メディエーターの同定および詳細な分子機構を解明す

ることができれば、ICCを標的細胞とした腸炎に付随する消化管運動不全の予防および治療

戦略を確立することができる。このような試みは世界的にみても行われておらず、消化管

の基礎研究領域だけでなく、臨床的意義も高いと考えられる。 



1-4 術後イレウス 

術後イレウス（post-operative ileus; POI）は腹腔内手術後に生じる消化管運動機能不全で

ある。POIは腹痛、嘔吐、排便途絶、腹部膨満などの症状により患者のquality of lifeの低下

を招く(27)。多くは自然に回復するが、長期化することで腸管癒着や敗血症に移行するケー

スもあり、古くから外科分野で問題となっている術後合併症である(28)。POI病態の初期は

麻酔や外科的侵襲による交感神経の緊張が原因で引き起こされているが、中期以降の主な

原因は手術時に行われた腸管操作（intestinal manipulation; IM）刺激による局所の炎症である

ことが明らかとなっている(29)。発症機序として、以下のような可能性が考えられている；

①IM刺激が消化管筋層に分布する常在性マクロファージを活性化することでサイトカイン

やケモカインが産生され、炎症反応が生じる、②この炎症に応答し、血中や脾臓から好中

球やマクロファージが消化管筋層部へ浸潤する(30)、③炎症細胞がプロスタグランジン類や

一酸化窒素（NO）を産生することで平滑筋の収縮機構が抑制され、消化管運動不全が生じ

る (31, 32)。このように、POI病態の形成における主な要因は炎症誘導性に産生されたNOに

よる平滑筋機能抑制であると考えられているが、先に述べたように、消化管運動は様々な

細胞群の連携によって生み出されているため、平滑筋に加え、他の細胞の機能異常がPOIの

病態形成に関与している可能性が考えられる。ICCは様々な消化管炎症において機能および
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ネットワーク構造の異常を示すため、POIにおいてもICCの機能障害が生じている可能性が

ある。 

 

1-5 本研究の目的 

本研究は①in vitro実験系を用いた Th1型炎症刺激による ICC の機能や形態の異常（3章）

と、②Th1 型 in vivo 炎症病態を引き起こす POI モデルにおける ICC の病態発現を詳細に解

析する（4 章）ことで、Th1 型炎症刺激による ICC のペースメーカー機能障害の分子機構を

解明することを目的とした。 
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Sanders KM et al., Physiol Rev. 2014 Jul;94(3):859-907 より一部改編 

図 1. ICC における slow wave の発生機序 

①小胞体に存在するリアノジン受容体やIP3受容体からCa
2+ が放出される（細胞質内に放

出されたCa
2+はCa

2+ ポンプを介して能動的に小胞体に取り込まれる）、②細胞膜上のCa
2+活
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性化Cl
- チャネル（ANO1）が活性化することでspontaneous transient inward currents（STICs）

が生じ、spontaneous transient depolarizations（STDs）が発生する、③STDsによりT-type voltage 

dependent Ca
2+ チャネル（VDCC）が活性化し、Ca

2+
 が細胞質内に流入する、④Ca

2+ 流入

に同調して近傍の小胞体からCa
2+ が放出されANO1が活性化することで細胞全体に脱分極

が広がりslow waveが形成され、さらに脱分極が隣接するICCのVDCCを活性化することで

ICCネットワークにslow waveが伝搬される。 
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【第 2 章 材料および実験方法】 

2-1 使用動物 

 雌性および雄性 BALB/c マウス（三共ラボサービス株式会社より購入）を交配させること

で得た生後 7-10 日齢の雄性または雌性 BALB/c マウスを cell cluster の作製に用いた。POI

モデルの作製には 8 週齢の雄性または雌性 BALB/c マウスを用いた。動物は標準的な飼育ケ

ージ内で自由摂食、飲水の条件下で飼育し、飼育室の明暗周期は 12 時間毎とした。動物の

扱いに関しては東京大学動物実験実施マニュアルに則り行った。また、全ての動物実験は

東京大学農学生命科学研究科動物実験委員会の実験動物計画書の承認（No.P14-995）を得て

実施した。 

 

2-2 Cell cluster の作製 

 新生児マウスを断頭にて安楽死処置した後に、空腸を摘出した。以下の操作は氷冷した

栄養液中で行った。栄養液の組成は以下に示す;135 mM NaCl, 5 mM KCl, 10 mM glucose, 2 

mM CaCl2, 1.2 mM MgCl2, 10 mM HEPES、95% O2-5% CO2通気後 4°C 時に pH 7.35 になるよ

うに Tris にて調節した。摘出した空腸は腸間膜脂肪を切除した後に腸間膜付着面から切開

し、シリコンコートディッシュにシート状に広げ、虫ピンで固定した。ピンセットを用い

て粘膜面を剥離することで、平滑筋層標本を得た。平滑筋層標本をハサミで約 0.5 mm に細

切し、1.3 mg collagenase type 4（Worthington Biochemical, Freehold, NJ, USA）、0.5 mg papain

（Worthington Biochemical）、0.5 mg trypsin inhibitor（Sigma, St. Louis, MO, USA）、0.2 mg 

dithiothreitol（Wako, Tokyo, Japan)、1.0 mg BSA （Prospec-Tany Technogene LTD, Rehovot, Israel）

を含む 1 mL 栄養液に入れて、恒温槽にて 37°C、21 分間消化した。消化後、15 g DNase を

加えて数回ピペッティングした後に、300×g、3 分間遠心した。以下はクリーンベンチ内で

無菌操作をした。遠心後の上清を吸引除去した後に 1 mL の DMEM（Sigma）を加えて 300

×g、2 分間遠心した。この操作を 4 回繰り返した後に得られた cell cluster をコラーゲンコ
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ート済みの直径 25 mm カバーグラスに播種した。Cell cluster は 10% FBS、1% penicillin およ

び streptomycin を含有した DMEM で維持し、37°C、95% O2-5% CO2インキュベーター内で

静置し 48 時間培養した。 

 

2-3 Cell cluster への炎症刺激および各種試薬の処置 

 48 時間の培養後に新たな DMEM へと交換し、25 ng/mL IL-1（Acris Antibodies, Herford, 

Germany）、TNF-（Calbiochem, San Diego, CA, USA）、IL-6（PeproTech, Rocky Hill, NJ, USA）、

IFN-（ProSpec）または 10 g/mL LPS（Sigma）を添加し、24-48 時間培養した。300M L-NAME

（Alexis Corporation, San Diego, CA, USA）、10 M ODQ（Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, 

USA）、10 M glibencramid（Sigma）および 300M Apocynin（Sigma）は炎症刺激の 30 分前

に添加した。遊離 NO を発生することなくタンパク質を S-ニトロシル化することができる

新規 NO ドナーである NNO-ABBH1(33, 34)は 30、50、100M で処置し 24 時間培養した。

NNO-ABBH1 は東京大学大学院薬学系研究科の大和田智彦教授より提供を受けた。 

 

2-4 細胞内カルシウムイメージング 

 Cell cluster を 10M fluo-3/ acetoxymethyl（Dojindo, Kumamoto, Japan）、0.02% pluronic F-127

（Molecular Probes, Eugene, OR, USA）および 0.02% cremophor EL（Nacalai Tesque, Kyoto, 

Japan）を含有した栄養液にて室温、3.5 時間インキュベートし、カルシウムインジケーター

を細胞内にロードした。ロード後にカバーグラスを 37°Cに温めた恒温チャンバーに設置し、

蛍光イメージングシステム（Hamamatsu Photonics KK, Hamamatsu, Japan）を用いて 480 nm

励起光における 515-565 nm の蛍光を観察した。画像は 0.5 秒に１枚撮影した。実験は 1 M 

nifedipine（Sigma）存在下で行うことで平滑筋由来のカルシウムの変化を除外した。得られ

た Ca
2+

 oscillation の頻度(/min)および振幅(F/F0 = (Fpeak - Fbase) / F0)を ICC 機能の指標として

用いた。 

 



 13  

 

2-5 POI モデルマウスの作製および筋層標本作製 

 8 週齢の BALB/c マウスを 18 時間絶食後、pentobarbital 40 mg/kg を腹腔内投与し、全身麻

酔を行った。麻酔後に腹部体毛を剃り、皮膚を 70% ethanol にて消毒した上で腹部正中を約

1.5 cm 切開し、開腹した。回腸遠位部を腹腔外に露出させ、生理食塩水で湿らせた滅菌綿棒

を使用して回腸遠位部（約 10 cm）の表面全体を 3 往復擦ることで IM 刺激を行った。IM 刺

激後に回腸を腹腔内に戻し、腹壁および皮膚をそれぞれ 3-0 絹糸にて単結節縫合し、閉腹し

た。IM の 24 時間後または 48 時間後に頸椎脱臼にてマウスを安楽死処置し、IM 刺激を施し

た部位を採取した。平滑筋層標本は 2-3 で記述した方法により作製した。iNOS 阻害剤であ

る aminoguanidine（sigma）は手術の 30 分前および 4 時間後に 20 mg/kg 皮下投与した。溶媒

には生理食塩水を用い、control 群には溶媒のみを投与した。投与量は過去の文献および予

備検討の結果を参考に決定した(35)。 

 

2-6 免疫染色および myeloperoxidase 染色 

 Cell cluster は氷冷 acetone または 5% neutral buffered formalin にて 5 分間処置、平滑筋層標

本はシリコンラバーに虫ピンで伸展固定した後に、氷冷 acetone にて 10 分間処置すること

で固定した。TBSで固定液を洗浄した後に、formalin固定標本のみ 0.1% tween-20または 0.2% 

triton X-100 含有 TBS にて 5 分間脱膜化処理を行った。Acetone 固定標本および脱膜化後

formalin 固定標本を 2% BSA 含有 TBS（pH 7.6）にて室温、1 時間処置することで抗体の非

特異的結合を抑えた。１次抗体を 4°C、一晩反応させた後に、TBS にて未結合の抗体を洗浄

し、次に 2 次抗体を遮光下で室温、1 時間反応させた。未反応 2 次抗体を TBS にて洗浄し

た後に封入し、共焦点顕微鏡（CZ-E1, Nikon, Tokyo, Japan）にて観察、画像撮影を行った。

使用した 1 次抗体と 2 次抗体の詳細は表 1 に示す。 

 Myeloperoxidase（MPO）染色には formalin 固定した平滑筋層標本を用いた。固定標本は

TBS にて洗浄し、0.1% Hanker-Yates 試薬（Polysciences, Warrington, PA）および 0.03% 過酸

化水素を含有したTBSに浸漬し、室温 5分間反応させた。染色後の組織をTBSにて洗浄し、
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スライドガラスに伸展させ、封入した。観察は光学顕微鏡（ACT-10、Nikon）にて行った。 

 

2-7 電子顕微鏡解析 

Cell clusterおよび平滑筋層標本は3% glutaraldehyde （Wako）および4% paraformaldehyde

（Wako）を含有したPBSにて室温で2時間固定した。固定したサンプルは1% osmium tetroxide

含有PBSにて後固定し、uranyl acetateにてブロック染色した後に、エポン樹脂に包埋した。

超薄切片は電子顕微鏡（H-7650, Hitachi, Tokyo, Japan）にて観察した。なお、後固定以降の

工程は福井大学形態医科学講座にて実施した。 

 

2-8 Real-time PCR による定量的 mRNA 発現量の測定 

Total RNAの回収にはTRI Reagent（Molecular Research Center, Cincinnati, OH, USA）を用い

た。Cell clusterは実体顕微鏡下でピペッティングにより剥離・回収した後に、1 mLのTRI 

Reagentを加え、ピペッティングにて溶解した。平滑筋層標本は1 mLのTRI Reagentを加え、

Polytron （PT-MR 2100, KINEMATICA, Lucerne, Switzerland）を用いてホモジナイズした。サ

ンプルが均一に溶解したTRI Reagentに0.2 mLのchloroform（Wako）を加えて撹拌し、これを

17000×g 15分間遠心した。遠心後、mRNAが溶解した水層部を新たなチューブに移し、

2-propanol（Wako）および80% ethanolを用いてethanol沈殿法を行い、total mRNAを得た。Total 

mRNAはDNase/RNase-free distilled waterに溶解し、吸光度測定により濃度を算出した。500 ng

のmRNAを鋳型としてReverTra Aceおよびrandom 9-mer oligonucleotide primers（TOYOBO, 

Osaka, Japan）を用いた逆転写反応によりcDNAを合成した。逆転写反応はサーマルサイクラ

ー（TP600, TAKARA, Kusatsu, Japan）を用いて30°C 10分、42°C 60分、99°C 5分反応させた。

得られたcDNAはTHUNDERBIRD
®
 SYBR

®
 qPCR Mix（TOYOBO）を用いてABI Prism 7000

（Applied Biosystems, Foster City, CA., USA）にてPCR反応を行った。反応は95°C 10分の後

に、95°C 15秒、59°C 1分の2-step反応を40サイクル繰り返した。mRNA発現量は各種mRNA

のCt値をRNA18S5のCt値で補正し、Ct法にて発現量を比較した。プライマー配列は表2に
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示す。 

 

2-9 細胞外膜電位測定 

 細胞外膜電位の測定には MED 64 system（Alpha Med Science, Osaka, Japan）を用いた。

システムの概略図を図 1 に示す。測定チャンバー内には 37°C に加温した 1 M nifedipine 添

加栄養液を還流した。平滑筋層標本を脳切片用スライスアンカー（SDH series, Harvard 

Apparatus Japan, Tokyo, Japan）に固定し、8×8 微小電極アレイ（測定面積 1 mm
2、電極間距

離 150 m）に設置した。測定時には 0.1 Hz の高域フィルターをかけることで基線を安定さ

せ、サンプリングレートは 20 kHz とした。 

 

2-10 統計処理 

実験成績は平均値 ± 標準誤差（SEM）で示した。2 群間の有意差検定は unpaired Student’s 

t-test を用いた。3 群間以上での有意差検定には one-way analysis of variance（ANOVA）を用

いた後、Tukey’s test を行った。危険率（P）が 5%未満の場合を統計学的に有意とした。 
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表 2. Real-time PCR に用いたプライマー配列 

 

 

 

Sequences (5' to 3')

Il1b Forward GACGGACCCCAAAAGATGAA

Revers ACAGCTTCTCCACAGCCACA

Tnf Forward CAAACCACCAAGTGGAGGAG

Revers GTAGACAAGGTACAACCCATCG

Il6 Forward GCCAGAGTCCTTCAGAGAGATACA

Revers CTTGGTCCTTAGCCACTCCTTC

Ifng Forward ACAATCAGGCCATCAGCAAC

Revers TGACCTCAAACTTGGCAATACTC

Nos2 Forward CAAACCCAAGGTCTACGTTC

Revers  CCACCAGCTTCTTCAATGTG

Kit Forward GGAGGCACTTATACCTTTCTGGTG

Revers TGCCATTTATGAGCCTGTCGT

Ano1 Forward ACTCTTCGCCCTGCTAAACAAC

Revers AGCCAGCTTCCCAACACCT

RNA18S5 Forward GACTCAACACGGGAAACCTCAC

Revers CACCCACGGAATCGAGAAAG

Forward / ReversGene name
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図 1. MED 64 systemによる細胞外膜電位測定 

A：システムの概略図を示す。測定チャンバー内には 37°C に加温した 1 M nifedipine 添

加栄養液を還流した。B：平滑筋層標本を脳切片用スライスアンカーに固定し、8×8 微小電

極アレイ（測定面積 1 mm
2、電極間距離 150 m）に設置した。C：電極番号 1-8 側が近位部

（吻側）、57-64 側が遠位部（肛門側）となるように筋層を設置した。 

 

 

 

 

 

 

 

平滑筋標本

8×8微小電極アレイ

測定チャンバー

64チャネル増幅器
コンピューター

InOut 1 M ニフェジピン加
栄養液（37℃）

測定面積 1 mm2

電極間距離 150 m 

1 2 3 4 5 6 7 8

9 10 11 12 13 14 15 16

17 18 19 20 21 22 23 24

25 26 27 28 29 30 31 32

33 34 35 36 37 38 39 40

41 42 43 44 45 46 47 48

49 50 51 52 53 54 55 56

57 58 59 60 61 62 63 64

近位

遠位

平滑筋標本

スライスアンカー

A

B C
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【第 3章 小腸 cell cluster 標本における Th1 型炎症刺激による ICC

のペースメーカー機能異常の分子機構】 

 Th1 型炎症における ICC の病態発現機構を明らかにするために、本章では in vitro におけ

る ICC 機能評価系を確立し、それを用いて Th1 型炎症による ICC のペースメーカー機能障

害の分子機構の解析を試みた。 

 

3-1 Cell cluster を構成する細胞群の同定 

マウス消化管平滑筋層から作製される cell cluster は鳥橋と中山らによって報告された in 

vitro の ICC 機能評価系である(36, 37)。Cell cluster を作製した後、免疫染色により cluster を

構成する細胞群を同定した。Cell cluster は直径約 100-300 m の球形から楕円形を示す（図

1A）。c-Kit、 smooth muscle actin（-SMA）、CD68、PGP9.5 および PDGFRはそれぞれ ICC、

平滑筋、マクロファージ、神経および PDGFR
+
 MFのマーカータンパクであり、cell cluster

はこれらの細胞を含んでいた（図 1B-F）。 
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図 1. Cell cluster を構成する細胞群の同定 

A は位相差顕微鏡、明視野下における典型的な cell cluster を示す。B-Fは c-Kit、-SMA、

CD68、PGP9.5 および PDGFRに対する免疫染色の結果を示し、それぞれ ICC、平滑筋、マ

クロファージ、神経および PDGFR
+
 MFのマーカータンパク質として用いた。 
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3-2 Cell cluster における ICC のペースメーカー機能測定法の樹立 

 次に、cell cluster に含まれる ICC がペースメーカー機能を保持しているか確認した。ICC

の細胞内 Ca
2+濃度の変化は slow wave を反映していることが知られている(38)。従って、cell 

cluster に対して Ca
2+イメージングを実施することで ICC ペースメーカー機能測定法の樹立

を行った。明視野での観察結果より、cell cluster は自発性の収縮･弛緩反応を発生していた。

平滑筋細胞の Ca
2+動態を消去する目的で 1 M nifedipine を加え、その存在下で cluster にお

ける Ca
2+イメージングを実施すると、自発性の律動的な Ca

2+濃度変化（Ca
2+

 oscillation）が

確認された（図 2A）。また、測定後の免疫染色実験から、Ca
2+

 oscillation が認められた部位

の細胞は c-Kit 陽性細胞であった（図 2B）。以上の結果から、本研究において、nifedipine 存

在下で生じる Ca
2+

 oscillation は ICC 由来であり、cell cluster を用いた ICC のペースメーカー

機能評価が可能であることが分かった。 
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図 2. Cell cluster に含まれる ICC ペースメーカー機能の Ca
2+イメージングによる測定 

A は Ca
2+イメージングを実施した際の蛍光強度（ratio）の疑似カラー画像である。Base と

Peak はそれぞれ Ca
2+

 oscillation の基底とピーク時を示す。B は Ca
2+イメージングを実施した

後の cell cluster （A）に対する c-Kit 免疫染色像（赤色蛍光）を示す。C は左写真の黄色の

丸は Ca
2+イメージングの際の regions-of-interest （ROIs）を示し、右はその部位での Ca

2+イ

メージングの蛍光強度の推移を示す。 
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3-3 Th1 型炎症刺激による ICC のペースメーカー機能異常 

これまでの検討により cell cluster は消化管筋層の細胞ネットワークを保持しており、ICC

ペースメーカー機能を評価できることが示された。そこで次に cell cluster を用いて、Th1 型

炎症刺激が ICCのペースメーカー機能におよぼす影響を検討した。Cell clusterに IFN-とLPS

を 24 時間同時処置することで Th1 型炎症刺激を行った。これらは主にマクロファージを活

性化させ、Th1 型の炎症反応を引き起こす(39)。IFN-（25 ng/mL）または LPS（10 g/mL）

の時間単独処置は、ICC のペースメーカー機能の指標である Ca
2+

 oscillation の頻度および

振幅に影響を与えなかった（Control：frequency; 19.9 ± 1.2 cycle/min, amplitude; 0.12 ± 0.02, n=7. 

IFN-：frequency; 21.4 ± 1.4 cycle/min, amplitude; 0.14 ± 0.05, n=5. LPS：frequency; 16.6 ± 1.4 

cycle/min, amplitude; 0.14 ± 0.02, n=5. いずれも control 群と有意差なし）。一方、IFN-（25 

ng/mL）と LPS（10 g/mL）の同時処置（IFN-LPS；Th1 型炎症刺激）は Ca
2+

 oscillation

の頻度および振幅を有意に減少させた（IFN- + LPS：frequency; 1.0 ± 0.8 cycle/min, amplitude; 

0. 010 ± 0.001, n=6. control 群と有意差あり）。 

 以上の結果により、IFN-LPS 処置による Th1 型炎症刺激は ICC ペースメーカー機能を

障害することが明らかとなった。 
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図 3. ICC ペースメーカー機能に対する Th1 型炎症刺激の影響 

Cell clusterにIFN-（25 ng/mL）、LPS（10 g/mL）およびIFN- +LPSを24時間処置した後に

Ca
2+イメージングを実施した。Aは1分当たりのCa

2+
 oscillationの頻度（frequency/min）を、B

は2分当たりの振幅の平均値（Amplitude; ΔF/F0）を定量した結果を示す（n = 5-7）。 

各カラムはmean ± SEMを示す。 

*：P < 0.05、**：P <0.01；Control群との比較 
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3-4 Th1 型炎症刺激による Th1 サイトカイン発現の同定 

次に、IFN-LPS 処置により、どのような Th1 サイトカインが生じているか明らかにす

るため、IFN-LPS 刺激後に、ディッシュから約 50 個の cell cluster を回収して total RNA

を抽出し、Th1 サイトカインの mRNA 発現変動を real-time PCR を用いて検討した。

IFN-LPS 処置後の cell cluster において、Il1b（IL-1遺伝子）、Tnf（TNF-遺伝子）、Il6 （IL-6

遺伝子）mRNA の発現がそれぞれ control 群に比べて 88 倍、4.0 倍、75 倍と有意に増加し

ていた（図 4A-C）。Ifng（IFN-遺伝子）mRNA 発現量は control 群に比べて増加傾向を示し

たが、有意な差ではなかった（図 4D）。以上の結果から、IFN-LPS 処置により Th1 サイ

トカインである IL-1、 TNF-、 IL-6 の発現増加が示唆され、Th1 型炎症が cell cluster 内

に生じていることが示唆された。 
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図 4.  Th1 型炎症刺激後の Th1 型サイトカイン類の mRNA 発現 

IFN-LPSを 24時間処置した cell clusterにおける各種 Th1サイトカインの発現を real-time 

PCR を用いて測定した。A-D は各 mRNA 発現量の定量結果である。縦軸は control 群に対す

る IFN-LPS 処置群の発現量比で示した（n = 4-11）。 

各カラムは mean ± SEM を示す。 

**：P <0.01；Control群との比較   

  



 27  

 

3-5 ICC ペースメーカー機能に対する各種 Th1 サイトカインの影響 

次に IFN-LPS 処置により発現上昇が認められた Th1 サイトカインをそれぞれ単独で

cell cluster に処置した際の ICC ペースメーカー機能に与える影響について検討した。IL-1

（25 ng/mL）および TNF-（25 ng/mL）の単独 48 時間処置は ICC 機能に影響をおよぼさな

かった（図 5A,、B）。一方、IL-6（25 ng/mL）は Ca
2+

 oscillation の振幅のみ（Control amplitude：

0.23 ± 0.05, n=11. IL-6 amplitude：0.12 ± 0.02, n=12. 有意差あり、図 5C）を、IFN-（25 ng/mL）

は Ca
2+

 oscillation の頻度のみ（Control frequency：19.1 ± 1.67 cycle/min, n=7. IFN- frequency： 

11.7 ± 2.26 cycle/min, n=11. 有意差あり、図 5D）を有意に減少させた。しかしながら、これ

らのサイトカインによって引き起こされる ICCペースメーカー機能障害は IFN-LPS処置

によるものに比べて小さかった。 
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図 5. ICC ペースメーカー機能に対する Th1 サイトカインの影響 

Cell cluster に 25 ng/mL IL-1、TNF-、IL-6 および IFN-を 48 時間単独処置した後に Ca
2+イ

メージングを実施した。A-D の各パネルの左グラフは 1 分当たりの Ca
2+

 oscillation の頻度

（frequency/min）を、右グラフは 2 分当たりの振幅の平均値（Amplitude; ΔF/F0）を定量し

た結果を示す（n = 7-11）。 

各カラムは mean ± SEM を示す。 

*：P <0.05；Control 群との比較 
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3-6 ICC のペースメーカー機能に対する NO の影響 

Th1 型炎症において、様々な細胞で誘導型一酸化窒素合成酵素（iNOS）の発現が増加し、

多量の NO が産生されることが知られている(40-42)。そこで次に Th1 型炎症によって生じ

た NO が ICC のペースメーカー機能におよぼす影響を検討した。実験には NOS 阻害剤であ

る L-NAME（300 M）および iNOS 特異的阻害剤である 1400W（100 M）を用い、IFN-LPS

処置の 30 分前に添加した。IFN-LPS によって生じた ICC の機能障害は L-NAME の前処

置により有意に抑制された（IFN- + LPS frequency：6.2 ± 2.9 cycle/min, amplitude：0.022 ± 

0.007, n=7. L-NAME + IFN- + LPS frequency： 20.4 ± 0.5 cycle/min, amplitude：0.128 ± 0.025, 

n=8. 有意差あり、図 6A）。同様に、1400W の前処置も IFN-LPS 処置によって生じた ICC

機能障害を有意に抑制した（IFN- + LPS frequency：1.4 ± 0.7 cycle/min, amplitude：0.005 ± 

0.003, n=7. 1400W + IFN- + LPS frequency：18.1 ± 0.7 cycle/min, amplitude：0.063 ± 0.009, n=8. 

有意差あり、図 6B）。一方、IFN- + LPS を 24 時間処置した後に L-NAME（300 M）を 20

分処置したが、IFN- + LPSによるペースメーカー機能抑制は解除されなかった（IFN- + LPS 

frequency：2.2 ± 1.9 cycle/min, amplitude：0.012 ± 0.008, n=4. post-L-NAME + IFN- + LPS 

frequency：1.8 ± 0.8 cycle/min, amplitude：0.025 ± 0.015, n=4. 有意差なし）。以上の結果から、

IFN-LPS 処置による ICC ペースメーカー機能障害は、iNOS によって産生された NO を

介して発生していることが示唆された。 
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図 6. Th1 型炎症による ICC 機能障害に対する NOS 阻害剤の影響 

Cell clusterをIFN-LPS処置（24時間）した後にCa
2+イメージングを実施した。L-NAME（300 

M）および1400W（100 M）はIFN-LPS処置の30分前に培養液に添加した。AはL-NAME、

Bは1400Wを用いた検討の結果であり、各パネルの左グラフは1分当たりのCa
2+

 oscillationの

頻度（frequency/min）を、右グラフは2分当たりの振幅の平均値（Amplitude; ΔF/F0）を定

量した結果を示す（n = 7-8）。 

各カラムはmean ± SEMで示す。 

**：P <0.01；Control群との比較 、#：P <0.05、##：P <0.01；IFN-LPS群との比較 
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3-7 Th1 型炎症刺激による iNOS 発現誘導 

次に、IFN-LPS 処置後の cell cluster において iNOS が誘導されるか否かを、免疫染色

および real-time PCR を用いて検討した。Control 群である無刺激時の cell cluster において免

疫染色により iNOS 発現細胞は検出されなかった。一方、IFN-LPS 処置後の cell cluster

において、iNOS 発現細胞が多数認められた（図 7A）。タンパク質発現と同様に Nos2 （iNOS

遺伝子）mRNA 発現量は control 群に比べて IFN-LPS 処置群で約 3000 倍と有意に増加し

た（図 7B）。 
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図 7. Th1 型炎症刺激による iNOS 発現 

Cell cluster を IFN-LPS 処置（24 時間）した後に、免疫染色および real-time PCR を実施し

た。A は cell cluster に対する典型的な iNOS 免疫染色像（緑色蛍光）を示す（n=4）。B は

Nos2（iNOS 遺伝子）mRNA 発現量の定量結果である。縦軸は control 群に対する IFN-LPS

処置群の Nos2 mRNA 発現量比で示した（n = 4）。 

カラムは mean ± SEM を示す。 

**：P <0.01；Control 群との比較 
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3-8 Th1 型炎症刺激による iNOS 発現細胞の同定 

さらに IFN-LPS 処置後の cell cluster において、どのような細胞種が iNOS を発現して

いるか免疫染色を用いて検討した。c-Kit、-SMA、CD68 はそれぞれ ICC、平滑筋細胞、マ

クロファージのバイオマーカーとして用いた。IFN-LPS 処置後の cell cluster において

c-Kit 陽性細胞は iNOS を発現していなかった（図 8A）。一方、-SMA 陽性細胞および CD68

陽性細胞において iNOS の発現が認められた（図 8B、C）。一方、IFN-または LPS の単独処

置によっても CD68 陽性細胞における iNOS 発現を認めたが、-SMA 陽性細胞での iNOS 発

現はほとんど認められなかった（図 8D、E）。以上の結果より、IFN-LPS 処置後の cell cluster

において iNOS を発現するのは主に平滑筋とマクロファージであり、ICC ではないことが明

らかとなった。 
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図 8. Th1 型炎症刺激による iNOS 発現細胞の同定 

A-C は cell cluster を IFN-LPS 処置（24 時間）した後に各種細胞マーカーに対する抗体（A：

c-Kit; ICC マーカー、B：-SMA; 平滑筋マーカー、C：CD68; マクロファージマーカー）お

よび抗 iNOS 抗体を用いて免疫染色した際の典型例を示す（n=4）。D および E は cell cluster

を LPS または IFN-単独処置した後に各種細胞マーカーに対する抗体（D：-SMA、E：CD68）

および抗 iNOS 抗体を用いて免疫染色した際の典型例を示す（n=2）。各パネルの最右図は重

ね合わせ図（黄色）である。
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3-9 Th1 型炎症刺激による ICC のペースメーカー機能障害における cGMP/G kinase 経路

の関与 

これまでの検討において cell cluster において Th1 型炎症刺激による ICC のペースメーカ

ー機能障害には iNOS より産生された NO が関与していることが明らかとなった。そこで次

に NO の下流シグナルの解析を行った。まず始めに、NO の下流シグナルとして cGMP/G 

kinase 経路の関与について検討した。実験には cGMP 合成酵素阻害剤である ODQ（10 M）

を用い、IFN-LPS 処置の 30 分前に添加した。IFN-LPS によって生じた Ca
2+

 oscillation

の頻度ならびに振幅の低下は、ODQ の前処置により抑制傾向がみられたが、有意な差では

なかった（IFN- + LPS frequency：3.7 ± 2.4 cycle/min, amplitude：0.012 ± 0.008, n=6. ODQ + 

IFN- + LPS frequency：11.7 ± 2.4 cycle/min, amplitude：0.072 ± 0.021, n=11. 有意差なし、図 9）。

以上の結果から、IFN-LPS 処置によって生じた ICC のペースメーカー機能障害には

NO/cGMP/G kinase 経路の関与は小さいことが示唆された。 
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図 9. Th1型炎症刺激による ICCのペースメーカー機能障害における cGMP/G kinase経路

の関与 

Cell cluster を IFN-LPS 処置（24 時間）した後に、Ca
2+イメージングを実施した。ODQ（10 

M）は IFN-LPS 処置の 30 分前に培養液に添加した。A は 1 分当たりの Ca
2+

 oscillation

の頻度（frequency/min）を、B は 2 分当たりの振幅の平均値（Amplitude; ΔF/F0）を定量し

た結果を示す（n=6-11）。 

カラムは mean ± SEM を示す。 

**：P <0.01；Control群との比較   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 38  

 

3-10 Th1型炎症刺激による ICCのペースメーカー機能障害におけるATP感受性カリウム

チャネルの関与 

これまでに NO/cGMP シグナルにより、ATP 感受性カリウム（KATP）チャネルが開口し ICC

ペースメーカー機能が抑制されることが報告されている(43, 44)。そこで、Th1 型炎症刺激

により生じる ICC ペースメーカー機能障害において KATPチャネルが関与するか検討した。

実験には KATPチャネル阻害剤の glibenclamide（GBC, 10 M）を用い、IFN-LPS 処置の

30 分前に添加した。IFN-LPS によって生じた ICC 機能障害は GBC の前処置によっても

抑制されなかった（IFN- + LPS frequency：0.88 ± 0.59 cycle/min, amplitude：0.006 ± 0.003, n=4. 

GBC + IFN- + LPS frequency：0.50 ± 0.29 cycle/min, amplitude：0.005 ± 0.003, n=4. 有意差な

し、図 10）。以上の結果から、IFN-LPS 処置によって生じる ICC のペースメーカー機能

障害には KATPチャネルは関与していないことが示された。 
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図 10. Th1 型炎症刺激による ICC のペースメーカー機能障害における KATPチャネルの関

与 

Cell cluster を IFN-LPS 処置（24 時間）した後に、Ca
2+イメージングを実施した。GBC（10 

M）は IFN-LPS 処置の 30 分前に培養液に添加した。A は 1 分当たりの Ca
2+

 oscillation

の頻度（frequency/min）を、B は 2 分当たりの振幅の平均値（Amplitude; ΔF/F0）を定量し

た結果を示す（n=4）。 

カラムは mean ± SEM を示す。 

**：P <0.01；Control群との比較 
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3-11 Th1 型炎症刺激による ICC のペースメーカー機能障害における S-ニトロシル化の関

与 

次に NO の下流シグナルとして S-ニトロシル化を検討した。S-ニトロシル化は NO がタン

パク質のチオール基を修飾する反応であり、修飾されたタンパク質の機能が変化すること

で細胞機能を調整する。そこで S-ニトロシル化の関与を検討するために NO を発生させる

ことなく、S-ニトロシル化のみを起こすことができる新規 NO ドナーである NNO-ABBH1 

(33, 34)を用いて検討した。NNO-ABBH1 を様々な濃度（30、50、100 M）で cell cluster に

処置し、24 時間後に Ca
2+イメージングを実施した。その結果、NNO-ABBH1 はいずれの濃

度においても ICC ペースメーカー機能に影響をおよぼさなかった（図 11）。以上の結果から、

Th1 型炎症によって生じる ICC のペースメーカー機能障害には S-ニトロシル化は関与して

いないことが示された。 
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図 11. Th1 型炎症刺激による ICC のペースメーカー機能障害における S-ニトロシル化の

関与 

Cell cluster に NNO-ABBH1 を様々な濃度（30、50、100 M）で 24 時間処置した後に、Ca
2+

イメージングを実施した。A は 1 分当たりの Ca
2+

 oscillation の頻度（frequency/min）を、B

は 2 分当たりの振幅の平均値（Amplitude; ΔF/F0）を定量した結果を示す（n=5）。 

カラムは mean ± SEM を示す。 
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3-12 Th1 型炎症刺激による ICC のペースメーカー機能障害における酸化ストレスの関与 

NO は不対電子を有しており、自身が酸化能を持つことに加え、superoxide と反応するこ

とでより強力な酸化能を持つ peroxynitrite となることが知られている(45)。そこで Th1 型炎

症刺激により生じる ICC のペースメーカー機能障害に酸化ストレスが関与しているか検討

した。実験には NADPH oxidase 4（NOX4）の阻害剤である apocynin（300 M）を用い、

IFN-LPS 処置の 30 分前に添加した。Apocynin は superoxide の産生を抑制することで

peroxynitrite の生成を阻止することができる。IFN-LPS によって生じた ICC 機能障害は

apocynin の前処置によって有意に抑制された（IFN- + LPS frequency：0.75 ± 0.48 cycle/min, 

amplitude：0.005 ± 0.003, n=4. apocynin + IFN- + LPS frequency：16.2 ± 0.8 cycle/min, 

amplitude：0.137 ± 0.021, n=6. 有意差あり、図 12）。以上の結果から、IFN-LPS 処置によ

って生じた ICC 機能障害には酸化ストレスが大きく関与していることが示された。 
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図12. Th1型炎症刺激による ICCのペースメーカー機能障害における酸化ストレスの関与 

Cell cluster に IFN-LPS を 24 時間処置した後に、Ca
2+イメージングを実施した。Apocynin

（300 M）は IFN-LPS 処置の 30 分前に培養液に添加した。A は 1 分当たりの Ca
2+

 

oscillation の頻度（frequency/min）を、B は 2 分当たりの振幅の平均値（Amplitude; ΔF/F0）

を定量した結果を示す（n=4-6）。 

カラムは mean ± SEM を示す。 

**：P <0.01；Control 群との比較、##：P <0.01；IFN-LPS 群との比較 
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3-13 c-Kit 陽性 ICC ネットワークに対する Th1 型炎症刺激の影響 

Th1 型炎症刺激により c-Kit 陽性 ICC ネットワークが障害されるか検討するため、

IFN-LPSを24時間処置した cell clusterに対して抗 c-Kit抗体による免疫染色を実施した。

Control 群においてがネットワーク構造を示す c-Kit 陽性 ICC を含む cell cluster（normal cell 

cluster、図 13A 左図）が最も多く認められたのに対し、IFN-LPS 群では c-Kit 陽性細胞を

欠く cell clustr（cell cluster lacking c-Kit
+
 cells、図 13A 右図）が多く認められた。ディッシュ

中の cell cluster 総数に対する c-Kit 陽性細胞を欠く cell clustr 数の割合を算出すると、その割

合は control 群で 10%前後であったのに対し、IFN-LPS 処置群では約 50%に増加した（図

13B）。一方、NO 産生を阻止するために L-NAME（300 M）を IFN-LPS の 30 分前に前

処置しておくことで c-Kit 陽性細胞を欠く cell cluster は 20%程度まで減少した（図 13B）。以

上の結果から、Th1 型炎症刺激によって c-Kit 陽性 ICC ネットワークが障害されることが明

らかとなった。さらに、この c-Kit 陽性 ICC ネットワークの障害は NO を介して引き起こさ

れていることが示唆された。 
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図 13. ICC の c-Kit 発現に対する Th1 型炎症刺激の影響 

Cell cluster に IFN-LPS を 24 時間処置した後に、免疫染色を実施した。A の右図は c-Kit

陽性 ICC を含む cell cluster（normal cell cluster）、左図は c-Kit 陽性 ICC を欠いた cell cluster

（cell cluster lacking c-Kit
+
 cells）の典型的な免疫染色像（赤色蛍光）を示す。B はディッシ

ュ中の cell cluster総数に対する c-Kit陽性細胞を欠く cell cluster（cell cluster lacking c-Kit
+
 cells）

数の割合を定量した結果を示す（n=4-9）。 

カラムは mean ± SEM を示す。 

**：P <0.01；Control群との比較 、#：P <0.05；IFN-LPS群との比較 
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3-14 ICC バイオマーカーmRNA 発現に対する Th1 型炎症刺激の影響 

同様に ICCバイオマーカーのmRNA発現に対するTh1型炎症の影響について検討した。

Cell cluster に対し IFN-LPS を 24 時間処置した後に、real-time PCR により Kit（c-Kit 遺伝

子）と Ano1（ANO1 遺伝子）の mRNA 発現量を調べた。Control 群に比べ、IFN-LPS 処

置群において Kit および Ano1 mRNA 発現が有意に減少していることが明らかとなった（図

14A、B）。 
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図 14.  ICC のバイオマーカーmRNA 発現に対する Th1 型炎症刺激の影響 

Cell cluster に IFN-LPS を 24 時間処置した後に、real-time PCR を実施した。A は Kit（c-Kit

遺伝子）、B は Ano1（ANO1 遺伝子）mRNA 発現量の定量結果である。縦軸は control 群に

対する IFN-LPS 処置群の各 mRNA 発現量比で示した（n = 5）。 

カラムは mean ± SEM を示す。 

**：P <0.01；Control 群との比較 
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3-15 ICC 微細構造に対する Th1 型炎症刺激の影響 

最後に ICC の微細構造に対する Th1 型炎症の影響を検討するために cell cluster に

IFN-LPS を 24 時間処置した後に、電子顕微鏡解析を実施した。ICC は電子顕微鏡下でミ

トコンドリアが豊富な細胞質、細胞膜上のカベオラ、平滑筋とのギャップ結合形成といっ

た特徴が認められる。Control 群において、このような特徴的な微細構造を持つ ICC が観察

された（図 15A）。さらに IFN-LPS 処置群においても、このような正常な構造を示す ICC

が多く観察された（図 15A、B）。以上の検討より、Th1 型炎症は ICC 自身の微細構造に影

響を与えないことが示された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 49  

 

 

図 15.  ICC の微細構造に対する Th1 型炎症刺激の影響 

Cell cluster に IFN-LPS を 24 時間処置した後に、電子顕微鏡解析を実施した。A はそれぞ

れの群の典型的な cluster の電子顕微鏡像であり、B は IFN-LPS 処置群の cluster 内にみら

れた ICC を拡大したものである。B の右のパネルは左の四角で囲った部分をさらに強拡大

したものである。白矢頭は細胞質内の豊富なミトコンドリア、黒矢頭は細胞膜上のカベオ

ラ、黒矢印は平滑筋とのギャップ結合を示している。 

IC; ICC、SM; 平滑筋、MG; 筋層間神経叢 
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3-16 考察 

 本章では、回腸筋層由来 cell cluster を用いて薬理学的に Th1 型炎症刺激を加え、その時の

ICCのペースメーカー機能異常の分子機構を解析した。その結果、Th1型炎症刺激による ICC

のペースメーカー機能障害が NO 由来酸化ストレスを介して生じることが明らかとなった。 

 Cell cluster の作製、および ICC のペースメーカー機能評価系としての有用性は、鳥橋と

中山らによって初めて報告された(36, 37)。この報告のなかで cell cluster は以下のような特

性を持つことが示されている：①実際の消化管筋層が示す頻度と同程度の自発性収縮を示

す、②ICC 由来 Ca
2+

 oscillations が観察される、③Ca
2+

 oscillation には温度感受性がある、④

Ca
2+

 oscillation はテトロドトキシンやジヒドロピリジン系カルシウム拮抗薬に対して抵抗性

を示す。これらの特性は cell cluster に含まれる ICC が生体内での特性をそのまま変わらず

保持していることを示している。また、本研究では免疫組織学的解析により cell cluster は平

滑筋細胞や ICC だけでなく、消化管運動の制御に関与する神経細胞や PDGFR
+ 

MF、消化

管筋層部の免疫に関与する常在性マクロファージといった細胞群を含むことを明らかにし

た（図 1）。これは cell cluster が消化管筋層における微小環境を高度に保持していることを

示唆している。近年、消化管運動は消化管運動系を構成する細胞群だけでなく、マクロフ

ァージが神経とのクロストークを介して消化管運動を制御していることも明らかとなって

いる(46)。消化管運動は様々な細胞のコミュニケーションにより調節されており、cell cluster

がこのような微小環境を保持していることは、実験により得られた結果を in vivo へ外挿す

る上で非常に重要であると考えられた。 

以前より in vivo において、Th1 型炎症が ICC 機能およびネットワークを障害することが

報告されている(21, 47)。本研究において、IFN-と LPS を cell cluster に同時処置することで

Th1 型炎症が誘導され ICC 機能障害が引き起こされることを明らかにした（図 3、4）。この

結果から cell cluster への IFN-+ LPS 処置が、消化管筋層における Th1 型炎症の in vitro モデ

ルとして有効であると考えられた。 
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Zuo らは筋層より単離培養した ICC への高濃度 LPS（200 g/mL）処置が ICC の iNOS 発

現を誘導し、ペースメーカー機能を可逆的に抑制することを報告している(43)。しかしなが

ら、本研究で用いた病態生理学的レベルの LPS 濃度（10 g/mL）では ICC 機能に影響を与

えなかった（図 3）。これらの結果から LPS 処置が高濃度であれば iNOS を誘導し ICC 機能

を障害し得るが、基本的に ICC は LPS に対して感受性が低いと考えられた。これは、ICC

の toll-like 受容体発現レベルが低いことを示唆する。一方で、in vivo 実験系においても LPS

が ICC の機能的、形態学的障害を引き起こすことがいくつか報告されている。例えば、マ

ウスへの LPS 腹腔内投与は c-Kit 陽性 ICC 数を減少させ、その ICC 障害には TNF-が大き

く関与していることが報告されている(48)。また所属研究室においてもヒルシュスプルング

病モデルラットにおいて血漿中LPS濃度の増加に伴い c-Kit陽性 ICC数が減少することを報

告している(49)。このように LPS によって誘導される Th1 型炎症において、ICC 障害が報告

されているが、in vivo 実験系においては炎症反応性に複数のサイトカインが産生されるため、

LPS がどのような因子を介して ICC 機能を障害しているか特定することは困難である。Cell 

cluster 実験系を用いた本研究において、IFN-+ LPS 処置により Th1 型炎症が誘導され、ICC

のペースメーカー機能障害が引き起こされた一方で、個々の Th1 サイトカインは ICC の機

能に大きな影響を与えなかった（図 5）。これらの結果から、ICC 自身は Th1 サイトカイン

に対して感受性が低いことが示唆され、IFN-+ LPS 処置によって生じた ICC の機能障害は、

少なくとも LPS または個々の Th1 サイトカインの ICC に対する直接的な作用によるもので

はない可能性が示唆された。今後、IL-12 や IL-23 といった他の Th1 サイトカインについて

も同様に検討する必要がある。 

本研究において、IFN-+ LPS 処置はマクロファージだけでなく平滑筋細胞においても

iNOS の発現を誘導した（図 8B、C）。一方で、IFN-または LPS の単独処置は平滑筋にお

いて iNOS の発現を誘導しなかった（図 8D）。以前の研究において、ラットおよびマウス

より単離した消化管平滑筋層標本への LPS 処置は、マクロファージの iNOS 発現を上昇さ
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せるが、平滑筋細胞の iNOS 発現には影響を与えないことを報告しており(50, 51)、今回の結

果と合致する。一方、ヒトの培養平滑筋細胞はサイトカイン曝露によってサイトカインや

ケモカイン、成長因子といった炎症性メディエーターを産生し、免疫担当細胞のように働

くことが報告されている(51)。このことから IFN-と LPS という複合シグナルが消化管平滑

筋細胞における iNOS 発現の誘導因子であることが示唆された。 

 ICC のペースメーカー機能は、NO/cGMP シグナル経路によって抑制性に制御されており、

近年では ICC が神経由来 NO の標的であることが明らかとなっている(52, 53)。また、神経

型 NOS の欠損マウスでは、ICC ネットワークの発達不良が報告されている(54)。これらの

報告は正常な ICC のペースメーカー機能制御や分化、発達には NO が重要であることを示

唆している。一方、本研究において、炎症下で iNOS より産生された多量の NO が ICC 機能

および c-Kit 陽性 ICC ネットワークを障害することを明らかにした（図 6-8、13）。これま

でに、iNOS 由来の NO が cGMP シグナル経路を介して KATPチャネルを活性化、ICC 機能障

害を引き起こすことが報告されているが(43, 44)、本研究においては NO による ICC 障害が

KATPチャネルの活性化を介さないことが KATPチャネル阻害剤（GBC）を用いた検討により

明らかとなった（図 10）。一方、本研究において、NO による ICC の機能障害には酸化ス

トレスが大きく関与していることが示唆された（図 12）。NO は不対電子を持つ活性酸素種

（reactive oxygen species; ROS）であるが、同じく ROS である superoxide と反応することで、

より強力な酸化能を持つ peroxynitrite を生成する(45)。このような酸化物質は細胞膜を構成

するタンパク質や脂質、さらには DNA を障害することで細胞機能や形態を障害する。ICC

は ROS の主な発生源であるミトコンドリアを細胞質内に豊富に持っているため、特に ROS

の影響を受けやすい細胞であると考えられる。実際に、ICC は消化管筋層を構成する細胞群

のなかでも superoxide の産生酵素である NOX4 の発現が高いことが報告されている(55)。生

理的状態において、ミトコンドリアから発生した ROS は superoxide dismutase や catalase、

glutathione peroxidase によって消去されるため、神経由来 NO が peroxynitrite となることはな
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い。一方、炎症病態時には ICC 内での ROS の産生が増加するため、ROS の消去が間に合わ

なくなり、superoxide が平滑筋やマクロファージの発現する iNOS より産生された NO と反

応することで peroxynitrite となり、ICC を障害する可能性が考えられる。実際に、糖尿病に

おいてみられる ICC 障害には酸化ストレスが関与していることが報告されている(56)。以上

のことから、NO の ICC に対する作用は、NO への曝露量および ICC 自身の ROS 産生量に

依存しており、神経由来 NO のように少量の場合は ICC に対し生理機能や分化誘導の面で

有益に働くが、炎症時には iNOS 由来の多量の NO と ROS 産生増加により ICC が障害され

ることが示唆された。 

 S-ニトロシル化は様々な細胞内シグナリングの制御に関与しており、NO による ICC 機能

障害の可能性として、S-ニトロシル化も考えられた。例えば、血管において内皮細胞と平滑

筋細胞の細胞間コミュニケーションは connexin 43の S-ニトロシル化によって制御されてい

ることが報告されている(57)。この connexin 43はギャップ結合構成タンパクの一種であり、

ICC と平滑筋細胞間のギャップ結合にも使われている(58)。他にも、TNBS 誘発性腸炎モデ

ルにおいて、S-ニトロシル化は消化管平滑筋の収縮機構抑制に関与していることも報告され

ている(59)。しかしながら本研究において、S-ニトロシル化剤である NNO-ABBH1 の処置は

ICC 機能には影響をおよぼさなかったことから、NO による ICC 機能障害には S-ニトロシル

化が関与していないことが示唆された（図 11）。 

 IFN- + LPS 処置は ICC 機能だけでなく、cell cluster における c-Kit タンパク質および Kit 

mRNA の発現を減少させた（図 13、14）。これまでに、c-Kit シグナルを中和抗体や遺伝学

的手法を用いて欠損したマウスでは、ICC が平滑筋様のフェノタイプに変化することが報告

されている(11)。また、消化管切除術後や慢性腸閉塞、TNBS 誘発性腸炎において c-Kit 発

現を持たない ICC 様細胞の存在が示唆されている(47, 60, 61)。さらに IFN- + LPS 処置は

Ano1 mRNA も同様に減少させた（図 14）。薬理学的解析や遺伝的ノックアウトにより、ANO1

は ICC が slow wave を生み出すために必須のチャネルであることが分かっており(62)、Th1
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型炎症による ICC 機能障害の発生には、この ANO1 発現の減少が大きく関わっている可能

性も考えられる。本研究において、IFN-+ LPS が c-Kit や ANO1 発現を減少させた一方で、

ICC の微細構造には影響しないことが明らかとなった（図 15）。この結果は炎症応答性に

ICC の形質が変化したことを示唆する。すなわち、Th1 型炎症刺激により ICC はペースメー

カー機能や c-Kit および ANO1 の発現を欠いた細胞に変化したと考えられる。ICC のペース

メーカー機能障害は c-Kit や ANO1 だけでなく、T-type voltage dependent Ca
2+チャネルなど

のペースメーカー機能の発揮と維持に必要ないくつかのタンパク質の発現低下に由来して

いる可能性も考えられた。今後、Th1 型炎症刺激による ICC の形質変化の有無やその分子

機構の解明には更なる検証が必要である。 

 以上を要するに、本章において、Th1 型炎症にみられる ICC の機能障害は NO 由来酸化ス

トレスに起因していることが明らかになった。これらの結果は抗酸化剤や iNOS 阻害剤が消

化管の Th1 型炎症における ICC 機能障害を抑制できる可能性を示すものである。 
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【第 4章 マウス POIモデルにおける ICCの病態発現解析とその分

子機構】 

 POI における ICC の病態発現を解析するため、本章ではマウス POI モデルを作製し、ICC

の細胞生物学的解析および機能解析を実施した。また、前章で得られた結果をもとに、POI

における ICC の病態発現の分子機構を検討した。 

 

4-1 回腸筋層における炎症細胞浸潤 

 まず始めに、マウス POI モデルの回腸筋層における炎症応答について検討した。IM 24 時

間および 48 時間後の回腸筋層より whole-mount 標本を作製し、化学染色および免疫染色に

よりMPO陽性好中球および CD68陽性マクロファージ数を調べた。Control群においてMPO

陽性好中球は観察されず（図 16A）、CD68 陽性の常在性マクロファージのみが観察された

（図 16B）。一方、IM 24 時間後の回腸筋層においては多数の MPO 陽性好中球および CD68

陽性マクロファージの浸潤を認め、その細胞数は control 群に比べて有意に増加していた

（Control：MPO positive cells; 0.0 ± 0.0 cells/mm
2
, CD68 positive cells 326.0 ± 35.0 cells/mm

2
, 

n=7. IM 24 h：MPO positive cells; 783.5 ± 128.0 cells/mm
2
, CD68 positive cells 3705.7 ± 1041.8 

cells/mm
2
, n=7. 有意差あり、図 16C、D）。一方、IM 48 時間後の回腸筋層においても MPO

陽性好中球が認められたが、その数は IM 24 時間後に比べて有意に減少していた（IM 48 h：

MPO positive cells; 353.5 ± 49.7 cells/mm
2
, n=4. IM 24 h と有意差あり）。CD68 陽性マクロファ

ージも同様に減少傾向を示したが有意な差ではなかった（IM 48 h：CD68 positive cells 1245.6 

± 136.4 cells/mm
2
, n=4. IM 24 h と有意差なし）。以上の結果より、POI モデルの回腸筋層部に

おいて、IM 24 時間後には好中球とマクロファージを主体とした顕著な炎症細胞の浸潤が認

められ、その白血球浸潤は IM 48 時間後には減少することが示された。 
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図 16. IM による回腸筋層における炎症細胞浸潤 

IM 24 時間（IM 24 h）および 48 時間後（IM 48 h）の回腸筋層から whole-mount 標本を作製

し、化学染色および免疫染色を実施した。A は MPO（好中球マーカー）染色像、B は CD68

（緑色蛍光：マクロファージマーカー）免疫染色像の典型例を示す。PGP9.5（赤色蛍光）

は神経マーカーとして用い、神経層周囲に浸潤したマクロファージを観察した。C、D は好

中球とマクロファージ数の定量結果を示す。縦軸は任意に選んだ 5 視野から画像を取得し

た後に細胞数を測定し、その平均値を 1 mm
2あたりの細胞数に換算して示した（n=4-7）。 
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各カラムは mean ± SEM を示す。 

**：P <0.01；Control 群との比較、#：P <0.01；IM 24 h 群との比較 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 58  

 

4-2 回腸筋層における Th1 サイトカイン mRNA 発現 

 IM 3 時間後の回腸筋層より mRNA を抽出し、Th1 サイトカイン mRNA 発現の変動を

real-time PCR を用いて検討をした。Control 群に比べて IM 3 時間後の回腸筋層において Il1b

（IL-1遺伝子）、Tnf（TNF-遺伝子）、Il6 （IL-6 遺伝子）および Ifng（IFN-遺伝子）mRNA

発現量がそれぞれ 99 倍、12 倍、266 倍、3.8 倍と有意に増加した（図 17A-D）。以上の結果

より、IM により Th1 サイトカインの発現が増加することが示唆され、IM が回腸筋層にお

ける Th1 型炎症を引き起こすことが明らかとなった。 
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図 17. IM 3 時間後の回腸筋層におけるサイトカイン mRNA 発現 

IM 3 時間後（IM 3 h）の回腸筋層における各種 Th1 サイトカインの発現を real-time PCR を

用いて測定した。A-D は mRNA 発現量の定量結果である。縦軸は control 群に対する IM 3 h

群の発現量比で示した（n = 4）。 

各カラムは mean ± SEM を示す。 

*：P <0.05, **：P <0.01；Control 群との比較   
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4-3 回腸筋層の c-Kit 陽性 ICC ネットワークに対する IM の影響 

 次に c-Kit 陽性 ICC ネットワークに対する IM の影響を検討するため、IM 24 時間後の回

腸筋層から作製した whole-mount 標本を用いて c-Kit 免疫染色を実施した。Control 群におい

て、c-Kit 陽性 ICC によって構成される網目状のネットワーク構造が確認された（図 18A 左

図）。一方、IM 24 時間後の回腸筋層では c-Kit 陽性 ICC によるネットワーク構造の減少が認

められた（図 18A 右図）。c-Kit 陽性 ICC ネットワークの全体に占める面積の割合を定量す

ると control 群に比べて IM 24 時間後の回腸筋層で有意にその面積比が減少していた

（Control：58.0 ± 3.3%, n=4. IM 24 h：20.0 ± 5.3%, n=4. 有意差あり、図 18B）。以上の結果よ

り、IM により c-Kit 陽性 ICC ネットワーク構造が障害されることが明らかとなった。 
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図 18. IM 24 時間後の回腸筋層における c-Kit 陽性 ICC ネットワーク 

IM 24 時間後（IM 24 h）の回腸筋層から whole-mount 標本を作製し、免疫染色を実施した。

A は典型的な c-Kit（緑色蛍光：ICC マーカー）免疫染色像を示す。B は c-Kit 陽性 ICC ネッ

トワークの全体に占める面積の割合を定量した結果である（n=4）。縦軸は c-Kit 陽性ネット

ワーク面積比であり、任意に選んだ 4 視野から取得した画像を二値化処理することにより

定量し、その平均値を算出した。 

各カラムは mean ± SEM を示す。 

**：P <0.01；Control 群との比較 
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4-4 回腸筋層の ICC バイオマーカー発現に対する IM の影響  

 回腸筋層の ICC バイオマーカー発現に対する IM の影響を検討するため、IM 24 時間後の

回腸筋層より mRNA を抽出し、real-time PCR を実施した。IM 24 時間後の回腸筋層におい

て Kit（c-Kit 遺伝子）および Ano1（ANO1 遺伝子）mRNA 発現が control 群に比べて有意に

減少した（図 19A、B）。以上の結果より、IM により回腸筋層における ICC 特異的な機能分

子が減少していることが明らかとなった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 63  

 

 

図 19. IM 24 時間後の回腸筋層における ICC バイオマーカーの mRNA 発現 

IM 24 時間後（IM 24 h）の回腸筋層における ICC バイオマーカーの mRNA 発現を real-time 

PCR を用いて測定した。A は Kit（c-Kit 遺伝子）、B は Ano1（ANO1 遺伝子）mRNA 発現量

の定量結果である。縦軸は control群に対する IM 24 h群のmRNA発現量比で示した（n = 4）。 

各カラムは mean ± SEM を示す。 

**：P <0.01；Control群との比較   
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4-5 回腸筋層の ICC 微細構造に対する IM の影響  

 回腸筋層の ICC 微細構造に対する IM の影響を検討するため、IM 24 時間後の回腸筋層よ

り作製した超薄切片を用いて電子顕微鏡解析を実施した。Control 群においてミトコンドリ

アを豊富に含む細胞質や細胞膜上のカベオラ、平滑筋とのギャップ結合といった典型的な

特徴を備えた ICC（ICC-MY）が認められた（図 20 左図）。IM 24 時間後の回腸筋層におい

ても同様に、このような特徴を示す ICC が認められたが、細胞質内に異常な空胞（図 20 右

図、矢頭）を持つものが多数存在していた。以上の結果より、IM により ICC 特異的な微細

構造は保たれているが、細胞質内に異常な空胞が形成される病理変化が認められることが

明らかとなった。 
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図 20. IM 24 時間後の回腸筋層における ICC 微細構造 

IM 24 時間後（IM 24 h）の回腸筋層から超薄切片を作製し、電子顕微鏡解析を実施した。写

真は典型的な ICC の電子顕微鏡像を示す（n=4）。ICC はミトコンドリアを豊富に含む細胞

質、細胞膜上のカベオラ構造、平滑筋とのギャップ結合形成といった特異的構造を持つ。

矢頭は細胞質内に形成された異常な空胞を示す。 
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4-6 回腸筋層の ICC ペースメーカー機能に対する IM の影響  

 これまでの検討から、IM により ICC の形態学的な異常が生じることが明らかとなった。

そこで次に ICC のペースメーカー機能に対する IM の影響を検討した。ICC のペースメーカ

ー機能評価は微小電極アレイシステムによる細胞外膜電位の測定により行った。測定は 1 

M nifedipine 存在下で行うことで平滑筋由来の電気的な活動を除いた。Control 群において

自発的、律動的な slow wave が認められた（図 21A）。また、隣接するチャネルから得られ

た slow wave のピークは若干の遅延を伴って同期しており、slow wave の伝搬が認められた

（図 21B）。一方、IM 24時間後の回腸筋層において slow waveの消失が認められた（図 21A）。

さらに、不整な slow wave の発生および伝搬の途絶が認められた。以上の結果より、IM 24

時間後の回腸筋層部において ICC のペースメーカー機能が障害されることが明らかとなっ

た。 
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図 21. IM 24 時間後の回腸筋層における ICC ペースメーカー機能 

IM 24 時間後（IM 24 h）の回腸筋層を用いて微小電極アレイにより細胞外膜電位を測定した。

A は 64 チャネルから得られた典型的な細胞膜外電位の推移を示す。B は隣接する 3 つのチ

ャネル（A に示した四角枠内：Ch39、47、55）から記録された細胞外膜電位の推移を拡大

したもである。赤矢頭は slow wave のピークを示す。 
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4-7 IM 48 時間後の回腸筋層における c-Kit 陽性 ICC ネットワーク 

 外科手術に伴って生じる POI は、重篤化しなければ 12 時間から 120 時間以内に改善する

ことが報告されている(63)。実際、IM 48 時間後には炎症が改善していたことから、それに

ともなった ICC 障害の改善が考えられる。そこで IM 24 時間後および 48 時間後の回腸筋層

から作製した whole-mount 標本を用いて免疫染色を実施し、c-Kit 陽性 ICC ネットワークの

回復があるか否かを調べた。Control 群において、c-Kit 陽性 ICC によって構成される網目状

のネットワーク構造が確認され（図 22A 左図）、IM 24 時間後の回腸筋層では c-Kit 陽性 ICC

によるネットワーク構造の減少が認められた（図 22A 中央図）。一方、IM 48 時間後の回腸

筋層において、control と同様な c-Kit 陽性 ICC によって構成される網目状のネットワーク構

造が確認された（図 22A 右図）。c-Kit 陽性 ICC ネットワークの全体に占める面積の割合を

定量すると control 群に比べて IM 24 時間後の回腸筋層で有意に c-Kit 陽性 ICC ネットワー

クの面積比が減少しており（Control：51.3 ± 1.3%, n=4. IM 24 h：23.4 ± 4.6%, n=4. 有意差あ

り）、その減少は IM 48 時間後の回腸筋層で control レベルまで改善していた（IM 48 h：46.5 

± 2.1%, n=4. IM 24 h 群と有意差あり、図 22B）。以上の結果から、IM による c-Kit 陽性 ICC

ネットワークの障害は IM 48 時間後には改善していることが明らかとなった。 
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図 22. IM 48 時間後の回腸筋層における c-Kit 陽性 ICC ネットワーク 

IM 24 時間後（IM 24 h）および 48 時間後（IM 48 h）の回腸筋層を用いて c-Kit 免疫染色お

よび real-time PCR を実施した。A は典型的な c-Kit（緑色蛍光：ICC マーカー）免疫染色像

を示す。B は c-Kit 陽性 ICC ネットワークの全体に占める面積の割合を定量した結果である

（n=4）。縦軸は c-Kit 陽性ネットワーク面積比であり、任意に選んだ 4 視野から取得した画

像を二値化処理することにより定量し、その平均値を算出した。 

各カラムは mean ± SEM を示す。 

**：P <0.01；Control群との比較 、##：P <0.01；IM 24 h群との比較 
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4-8 IM 48 時間後の回腸筋層における ICC バイオマーカーmRNA 発現 

 次に IM 24 時間後および 48 時間後の回腸筋層から mRNA を抽出し、real-time PCR を実施

することで ICC バイオマーカー発現が回復するか否かを検討した。IM 24 時間後の回腸筋層

において Kit（c-Kit 遺伝子）および Ano1（ANO1 遺伝子）mRNA 発現が control 群に比べて

有意に減少し、IM 48 時間後の回腸筋層においてもこれらの mRNA 発現は IM 24 時間後と

同じく低いレベルを示した（図 23A、B）。 
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図 23. IM 48 時間後の回腸筋層における ICC バイオマーカーmRNA の発現 

IM 24 時間後（IM 24 h）および 48 時間後（IM 48 h）の回腸筋層における ICC バイオマーカ

ーの mRNA 発現を real-time PCR を用いて測定した。A は Kit（c-kit 遺伝子）、B は Ano1（ANO1

遺伝子）mRNA 発現量の定量結果である。縦軸は control 群に対する各群の mRNA 発現量比

で示した（n = 5-10）。 

各カラムは mean ± SEM を示す。 

**：P <0.01；Control 群との比較 
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4-9 IM 48 時間後の回腸筋層における ICC のペースメーカー機能  

次に IM 48 時間後の回腸筋層における ICC のペースメーカー機能の変化を検討した。ICC

のペースメーカー機能評価は微小電極アレイシステムによる細胞外膜電位の測定により行

った。測定は 1 M nifedipine 存在下で行うことで平滑筋由来の電気的な活動を除いた。IM 24

時間後の回腸筋層部において slow wave の欠損や不整な発生、伝搬の途絶がみられたが（図

21A、B）、IM 48 時間後では自発的、律動的な slow wave が発生しており、その伝搬も正常

レベルまで戻っていた（n=2、図 24A、B）。以上の検討から、IM 24 時間後にみられた ICC

のペースメーカー機能障害は IM 48 時間後には改善する傾向が認められた。 
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図 24. IM 48 時間後の回腸筋層におけるペースメーカー機能  

IM 48 時間後（IM 24 h）の回腸筋層を用いて微小電極アレイによる細胞外膜電位の測定を実

施した。A は 64 チャネルから得られた典型的な細胞膜外電位の推移を示す。B は隣接する

3 つのチャネル（A に示した四角枠内：Ch32、40、48）から記録された細胞外膜電位の推移

を拡大したもである。赤矢頭は slow wave のピークを示す。 
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4-10 回腸筋層における iNOS mRNA 発現量の変動 

 IM による c-Kit 陽性 ICC ネットワーク障害の発生機構を検討するため、IM 24 時間後およ

び IM 48 時間後の回腸筋層より mRNA を抽出し Nos2（iNOS 遺伝子）mRNA 発現を real-time 

PCR により調べた。Nos2 mRNA 発現は IM 24 時間後の回腸筋層において control 群の 2.9 倍

に増加（Control：n=7. IM：n=4. 有意差あり）した。一方で、IM 48 時間後の回腸筋層にお

いて Nos2 mRNA 発現は control レベル（Control 群の 0.8 倍、IM 48 h：n=6. IM 24 h と有意差

あり、control と有意差なし）まで減少していた（図 25A）。以上の結果より、IM により 24

時間後に iNOS 発現が増加し、その増加は 48 時間後には control レベルまで減少することが

明らかとなった。 
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図 25. IM による回腸筋層の Nos2 mRNA 発現量の変動 

IM 24 時間後（IM 24 h）および 48 時間後（IM 48 h）の回腸筋層における Nos2 （iNOS 遺

伝子）mRNA発現を real-time PCRを用いて測定した。縦軸は control群に対する各群のmRNA

発現量比で示した（n = 4-7）。 

各カラムは mean ± SEM を示す。 

**：P <0.01；Control 群との比較、##：P <0.01；IM 24 h 群との比較 
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4-11 IM による c-Kit 陽性 ICC ネットワーク障害への NO の関与 

IM による iNOS 発現の変動と c-Kit 陽性 ICC ネットワークの障害が連動したため、NO が

c-Kit 陽性 ICC ネットワークの障害に関与している可能性が考えられる。そこで、iNOS 阻

害剤である aminoguanidineを投与し IM による回腸筋層における c-Kit陽性 ICCネットワー

ク障害の抑制効果を検討した。IM 24 時間後の回腸筋層から作製した whole-mount 標本を用

いて免疫染色を実施した。Aminoguanidine は IM の 30 分前および 4 時間後に 20 mg/kg 皮下

投与した。Control 群で認められた網目状の c-Kit 陽性 ICC ネットワークは IM 24 時間後に

おいて顕著に減少した（図 26A 中央図）。一方、aminoguanidine 投与群の回腸筋層において

control 群と同様な c-Kit 陽性 ICC ネットワークが認められた。c-Kit 陽性 ICC ネットワーク

の面積比を定量した結果、IM 24 時間後において面積比が control 群に比べて有意に減少し

ており（Control：48.5 ± 0.3%, n=4. IM：24.3 ± 1.1%, n=4. 有意差あり）、この減少は

aminoguanidine の投与により有意に抑制された（IM + AG：38.9 ± 2.3%, n=4. IM と有意差あ

り、図 26B）。以上の結果より、IM による c-Kit 陽性 ICC ネットワークの障害に NO が関与

していることが明らかとなった。 
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図 26. IM による c-Kit 陽性 ICC ネットワーク障害への NO の関与 

iNOS 阻害剤である aminoguanidine をマウスに投与し、IM 24 時間後の回腸筋層を用いて

c-Kit 免疫染色を実施した。Aminoguanidine は IM の 30 分前および 4 時間後に 20 mg/kg 皮下

投与した。A は典型的な c-Kit（緑色蛍光：ICC マーカー）免疫染色像を示す。B は c-Kit 陽

性 ICC ネットワークの全体に占める面積の割合を定量した結果である（n=4）。縦軸は c-Kit

陽性ネットワーク面積比であり、任意に選んだ 4 視野から取得した画像を二値化処理する

ことにより定量し、その平均値を算出した。 

各カラムは mean ± SEM を示す。 

**：P <0.01；Control群との比較 、##：P <0.01；IM 24 h群との比較 
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4-12 考察 

 本章では、マウス POI モデルを作製し、その時の ICC の形態学的解析および機能解析を

行うことにより、POI において ICC が形態的、機能的に障害されていること、さらにその

障害には NO が関与していることを明らかにした。 

 POI は開腹手術後に生じる消化管運動不全であり、その大きな発生要因は消化管筋層に生

じる局所の炎症である(29)。本研究において、IM 24 時間後の消化管筋層への好中球やマク

ロファージの浸潤（図 16A-D）および、Th1 サイトカインの mRNA 発現上昇（図 17）が認

められた。この結果から POI において、IM は消化管筋層における Th1 型炎症を引き起こす

と考えられた。これまでの研究や過去の報告において、炎症細胞から産生されるプロスタ

グランジン類や NO が平滑筋細胞に作用することで収縮機構が抑制され、消化管運動不全が

生じると考えられてきた(31, 32)。しかしながら、本研究において IM 後に c-Kit 陽性 ICC ネ

ットワークの減少（図 18）、ICC バイオマーカーである Kit および Ano1 mRNA の発現低下

（図 19）および ICC の病理学的変化（細胞質内空胞形成、図 20）を明らかにした。さらに、

ペースメーカー機能解析の結果より、ICC の slow wave 発生、およびその伝搬機能に異常が

発生していることも明らかにした（図 21）。これらの結果は POI における消化管運動不全に

は平滑筋の機能障害に加えて、ICC のペースメーカー機能障害もまた大きく関与しているこ

とを示す。ANO1 は ICC の slow wave 発生に必須のチャネルであるため(62)、ANO1 の発現

低下が ICC のペースメーカー機能障害に直結していることが推測される。さらに IM 24 時

間後に回腸筋層において、slow wave の伝搬障害も認められた（図 21）。ヒルシュスプルン

グ病患者の大腸筋層において、ICC のギャップ結合構成タンパク質である connexin43 の発

現が減少しており、これが消化管運動障害に関与していることが示唆されている(64, 65)。

このことから、IM 後の回腸筋層においてもギャップ結合に障害が生じており、これが slow 

wave の伝搬が途絶する原因となっている可能性が考えられた。しかしながら、電子顕微鏡

解析の結果からは ICC 同士や ICC と平滑筋細胞の間に存在するギャップ結合に形態学的な
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変化は認められなかった（図 20）。この結果から slow wave の伝搬障害にはギャップ結合の

形態学的な障害ではなく機能的な障害が関与している可能性が考えられる。ギャップ結合

の細胞間伝達能は細胞内 pH や connexin のリン酸化状態などによって変化する(66)。アスト

ロサイトや心筋に発現する connexin43 は虚血や低酸素などの病的環境下において、リン酸

化状態の変化を介してギャップ結合機能が低下することが報告されている(67, 68)。今後、

POI 病態における ICC に発現する connexin43 のリン酸化状態を検討することで、slow wave

の伝搬障害の原因を明らかにすることができる可能性が考えられる。 

POI は一般に長期化することなく治癒する。その消化管運動機能の回復にかかる時間は部

位によって異なっており、胃で 24-48 時間、小腸で 24 時間、大腸で最も長く 120 時間と報

告されている(63)。従って、時間の経過とともに ICC のペースメーカー機能も改善すること

が予想された。本研究において、IM 24 時間後に認められた c-Kit 陽性 ICC ネットワークの

障害が IM 48 時間後には正常レベルまで回復していることを明らかにした（図 22）。また、

ペースメーカー機能解析においても同様に、solw wave 発生およびその伝搬ともに正常レベ

ルまで改善していることが示唆された（図 24）。IM 48 時間後の回腸筋層部における好中球

およびマクロファージ数は減少傾向を示しており、実際に炎症が終息に向かっていること

が示唆される（図 16）。この炎症の終息にともない、ICC の c-Kit 発現やペースメーカー機

能が改善したことから、IM による ICC の形態的、機能的な障害は回腸筋層における炎症に

よって生じていることが示唆される。一般に組織障害により細胞死が引き起こされた場合、

組織の再生まではある一定以上の時間を要するが、IM 24 時間後にみられた ICC の障害は

48 時間以内に回復していた。IM 24 時間後の回腸筋層において ICC バイオマーカーの発現

低下およびペースメーカー機能の異常を認めた一方、電子顕微鏡解析の結果から、ICC は異

常空胞を持つものの、ICC 特異的な微細構造には大きな障害が認められず、比較的に正常個

体の ICC と同じ微細構造を保持していた。すなわち、IM 24 時間後の回腸筋層において ICC

が細胞死している可能性が低いことが示唆される。これらのことから、POI において ICC



 80  

 

は細胞死することなく、c-Kit や ANO1 といった正常の ICC に認められるバイオマーカーの

発現を欠いたペースメーカーを示さない表現型（以下、非機能型と呼ぶ）へと変化してい

る可能性が考えられる。前章の考察の項でも述べたように、様々な病態モデルにおいてこ

のような非機能型 ICC が存在する可能性が示唆されている(11, 47, 60, 61)。従って、IM 後に

生じる炎症により、正常な ICC は非機能型 ICC へと変化し、炎症の終息にともなって正常

な ICC へと再び回復した可能性が考えられる。このように周囲環境に応じて素早く自身の

形質を変化させる ICC の特性は「ICC 可塑性（plasticity）」と呼ばれている(69)。しかしなが

ら、ICC 可塑性はその可能性の有無を含めて不明な点が多い。腸管切除術に伴う ICC の障

害において、c-Kit 陽性 ICC の減少および ICC のペースメーカー機能の低下が術後 5 時間に

認められ、術後 24時間では c-Kit陽性 ICCや ICC機能が回復することが報告されている(60)。

この時、c-Kit 陽性細胞が減少するにもかかわらず、電子顕微鏡解析により、正常な微細構

造をもつ ICC が確認されており、本研究の結果と類似している。POI および腸管切除術を

用いた検討から ICC 可塑性が支持されるが、その根拠は電子顕微鏡解析の結果をもとにし

ており、十分な証拠であるとは言えない。今後、ICC 可塑性の有無を解明するためには、

Cre-Loxp システムを用いた細胞運命追跡や死細胞・細胞再生マーカーを用いた更なる検討

が必要であろう。しかしながら、マウス POI モデルが ICC 可塑性を検討する上での重要な

モデルとなり得ると考えられる。 

前章において、ICC のペースメーカー機能障害には iNOS 由来の NO が大きく関与してい

ることを示した。POI においても iNOS 由来 NO がその病態形成に大きく関与していること

から、IM による ICC の障害に NO が関与している可能性が考えられた。本章において、iNOS

阻害剤である aminoguanidine が IM による c-Kit 陽性 ICC ネットワークの障害を抑制する結

果を得た（図 25）。このことから、POI における ICC 障害には NO が大きく関与している可

能性が考えらた。腸管切除術によって生じる c-Kit 陽性 ICC ネットワークの減少および機能

障害もまた iNOS 阻害剤の投与によって抑制されることが報告されている(35)。一般に iNOS
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は主にサイトカインやプロスタグランジン類によってその発現が制御されている。本研究

において、NO の産生阻止が IM による ICC の障害を抑制したことから、ICC の機能的、形

態的な障害を誘発する因子はサイトカインよりも NO が重要であることが示唆される。 

POI の病態形成に ICC のペースメーカー機能障害が関与していることが明らかとなった

ことから、POI の予防および治療戦略として、ICC が新たな標的細胞となることが示唆され

る。現在、POI の予防戦略の一つとして Enhanced Recovery After Surgery（ERAS）が挙げら

れる(70)。このプログラムは術後早期に経口栄養を開始することで消化管運動を早期に回復

させるという考えにもとづくものであるが、普及が進んでいないのが現状である。また、

治療薬として末梢オピオイド受容体阻害剤である alvimopan(71)、消化管運動亢進薬である

mosapride(72, 73)および大建中湯(74)が挙げられるが、有効な薬物治療法は確立されていな

い。本研究から得られた知見から、神経や平滑筋だけを標的細胞にした POI の予防・治療

戦略は十分でない可能性が考えられる。すなわち、POI における消化管運動不全の予防や治

療を達成するためには、平滑筋や神経だけでなく ICC を含む消化管運動系を構成する細胞

群の機能を亢進する薬物を模索する必要があると考えられた。一方、これらの細胞機能異

常の根源は消化管筋層に生じる炎症であるため、抗炎症作用を持つ薬物が包括的にこれら

の問題を解決できる可能性が高い。 

以上を要するに、POI において ICC の形態的、機能的障害が認められ、POI の病態形成に

ICC の障害が大きく関与していることが明らかとなった。さらにこの ICC の障害には NO

が大きく関与していることが示唆された。 
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【第 5 章 総合考察】 

① ICC と炎症反応 

 これまでに、ICC のペースメーカー機能やネットワーク構造の障害がヒトの炎症性腸疾

患や慢性偽性腸閉塞、ヒルシュスプルング病において報告されている(24, 26, 75)。また、

実験動物を用いた検討においても、これらの病態モデルに加えて、LPS 誘発性敗血症モデ

ルや寄生虫感染モデルといった様々な消化管炎症病態において ICC の障害が生じることが

報告されている(43, 48, 76)。一方で、前述のとおり、その病態発生の分子機構に関しては

不明な点が多く、このような病態にみられる ICC の障害を予防または治療する方法は確立

されていない。本研究は炎症病態における ICC の病態発生とその分子機構について in vitro

および in vivo の二つの観点から解明を試みた。 

 

② ICC 病態解析における cell cluster method の有効性 

 正常な消化管運動は生命にとって基礎的で欠かすことのできない生理現象であり、古く

から多くの研究がなされてきた。ICC は平滑筋や神経に遅れて 19 世紀後半になって発見さ

れたため、これらの細胞に比べて未だにその知見は少ない。しかしながら、c-Kit が ICC の

バイオマーカーであることの発見を契機に、近年の電気生理学的解析技術の向上も加わり、

生理的状態下における ICC の消化管運動におけるペースメーカーとしての機能が明らかに

なってきた。また、非生理的状態、つまり病的状態下において ICC のネットワーク構造や

ペースメーカー機能障害が生じることも明らかになってきた(77)。しかし、現在、ICC の病

態発生の詳細な分子機構に関しては十分な知見が得られていない。その原因として ICC は

単離培養系の確立が困難であるという点が挙げられる。 ICC の単離培養に関しては

fluorescence activated cell sorting (FACS)や磁気細胞分離を用いた方法が報告されているが(78, 

79)、その後、これらの単離培養法を用いた ICC に関する研究報告がほとんどないことから、

世界的にみても非常に困難な技術であると言える。また、仮に c-Kit 陽性細胞を単離するこ
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とができても、ペースメーカー機能が保持されていないことが多いという問題もある。培

養に成功した報告においても、単独の ICC よりも培養 1-3 日後のネットワークを形成した

ICC の方が slow wave を検出できる確率が高いことを明らかにしている(80)。これらの点か

ら、ペースメーカー機能を保持した状態での ICC の単離培養が困難である理由は、生体内

で ICC 同士がネットワークを形成し、個ではなく集合体として振る舞い、機能を発揮する

ためであると考えられる。そのため、ICC の培養系を確立するためには ICC ネットワーク

をできるだけ維持した状態で in vitro まで持ち込まなければならない。また、消化管運動機

能を考慮する際には ICC 同士の細胞間コミュニーションだけでなく、消化管筋層を構成す

る平滑筋細胞や神経細胞、PDGFR
+
 MF、常在性マクロファージといった異種細胞間コミュ

ニケーションにも留意する必要がある。このような背景から、本研究は cell cluster を用いた

in vitro 実験系を採用した。 

Cell cluster は消化管筋層を細切した後に collagenase を短時間処置（約 20 分）することに

よって得られる小細胞塊である。従って、in vitro への移行の際に消化管内のネットワーク

へ与える影響が非常に少なく、形態的・機能的に生体内に近い環境で ICC を培養すること

ができる。反面、炎症病態における ICC を検討する上で cell cluster は消化管筋層を構成す

るさまざまな細胞群から成るため、通常の培養細胞を用いた in vitro 実験系に比べて異種細

胞間のクロストークにより反応が複雑化し、個々の細胞の反応を追うことが困難という側

面もある。しかしながら、炎症は常に一方向だけの反応ではなく様々な細胞群との相互作

用の重積である。従って、cell cluster は消化管筋層の炎症反応を in vitro で再現するのに適し

ていると考えられる。一方で炎症には血流を介して浸潤する免疫担当細胞がきわめて重要

な役割を担っているため、常在性マクロファージ活性化後の消化管筋層における炎症を完

全に模しているとは言い難い。本研究において cell cluster に Th1 型炎症刺激を加えることに

より、in vivo と同様に ICC の機能的、形態的な障害を引き起こすことができたことから、

消化管における Th1 型炎症モデルとして解析に使用できると考えられた。今後、cell cluster
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を様々な病態条件下に曝露させることで、さらなる ICC の病態発生の分子機構が明らかと

なることが期待される。 

 

③ ICC と Th1 サイトカイン 

炎症時に産生される炎症性サイトカインは免疫担当細胞に作用して炎症反応を調節する

だけでなく、非免疫担当細胞にも作用することで、その細胞機能を変化させることが報告

されている(20, 21, 23)。従って、本研究は Th1 型炎症における ICC のペースメーカー機能障

害発生にも、サイトカインが関与していると仮説を立て、検証を行った。しかしながら、cell 

cluster を用いた検討において Th1 サイトカインの単独処置は ICC 機能に大きな影響をおよ

ぼさなかった。また、POI モデルを用いた検討においても、NO 産生阻害により ICC の c-Kit

発現の減少が顕著に抑制されたことからも、Th1 サイトカインの ICC に対する直接的な作

用は少ないと考えられた。また、強力に Th1 型炎症を誘導する LPS も単独処置では ICC の

ペースメーカー機能に影響をおよぼさなかった。これらの結果から、ICC は Th1 サイトカ

インや LPS に対して感受性が低いことが示唆された。培養平滑筋細胞はサイトカイン刺激

に反応し自身も炎症細胞のように振る舞うことが報告されている(81)。さらに平滑筋に加え

て同じく間質細胞である線維芽細胞もサイトカイン、特に TGF-の刺激により筋線維芽細

胞へと形質を転換し、線維化や炎症調節に寄与する(82)。このように、一般的に間質細胞は

病態時に自身の形質を転換して、炎症反応の調節に寄与することが知られている。ICC と平

滑筋細胞は共通の間葉系幹細胞から分化しており、PDGF および Bone Morphogenetic Protein

シグナルにより平滑筋へ、SCF/c-kit シグナルにより ICC へと分化する(83, 84)。このように

両者は細胞系譜上、近縁であるにも関わらず、ICC は Th1 サイトカインや LPS に感受性が

低く、炎症下において NO に反応し細胞形質の変化を示すが、炎症反応の調節に寄与してい

る可能性が低いという本研究の結果は興味深い。これまで、ICC に対する Th1 サイトカイ

ンの影響に関して報告がほとんどなかったことから、本研究によって得られた ICC が代表



 85  

 

的な Th1 サイトカインに対して感受性が低いという結果は、ICC の病態を考える上で極め

て新規性の高い重要な知見と考えられた。 

本研究において Th2、Th17 型炎症の ICC に対する影響については検討していない。また、

実際に生体内で生じる炎症は完全に Th1、Th2、Th17 が区別されておらず、これらが複合的

に働いていることも報告されている(16-19)。今後、ICC に対する Th2 および Th17 型炎症の

影響について検討することで、より詳細な ICC の病態発生の分子機構が明らかになると考

えられる。 

 

④ ICC と NO 

 ICC は Th1 サイトカインや LPS に対して感受性が低い一方で、本研究の in vitro、in vivo

どちらの検討からも ICC は NO に対して高い感受性を示すことが明らかとなった。また、in 

vitro の検討において、ICC が NO 由来酸化ストレスにより機能的、形態的な障害を受けるこ

とが示唆された。本研究では平滑筋機能に関して検討をしていないため、NO 由来酸化スト

レスが平滑筋の収縮機能を障害しているかを明らかにしていない。POI において少なくとも

消化管運動抑制が iNOS 由来 NO に起因することが示唆されているが(32)、NO がどのよう

な下流シグナルによって平滑筋機能を低下しているか明らかとなっていない。IM 後に ROS

の産生が増加することが報告されているため(85)、POI においても平滑筋が酸化ストレスの

影響をうけている可能性が考えられる。一方で、その感受性に関しては平滑筋と ICC で異

なっている可能性が考えられるため、今後更なる検討が必要である。また、クローン病や

潰瘍性大腸炎、慢性偽性腸閉塞といった他の病態においても ICC の障害に NO および NO

由来酸化ストレスが関与しているのか明らかにすることで、iNOS 阻害剤や抗酸化剤がこれ

らの消化管運動不全の治療へと応用できる可能性が広がる。 

In vitro実験系においてNOの産生源が平滑筋細胞やマクロファージの iNOSであることを

明らかにした。一方、POI モデルを用いた検討においては、NO が ICC の病態発生に関与し
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ていることを明らかにしたが、その産生源までは明らかにしていない。IM 24 時間後の回腸

筋層へ好中球やマクロファージが多数浸潤していることから、これらの炎症細胞が iNOS を

発現しており、NO を多量に産生していることが推測される。IM 48 時間後においても炎症

細胞の浸潤は完全に消失していないにも関わらず、Nos2 mRNA は正常レベルまで低下して

いたことを考慮すると、in vitro 実験系で認められたような平滑筋における iNOS 発現が NO

の主な産生源となる可能性も考えられる。NO はその半減期が 3-6 秒と非常に短い。In vitro

実験系において ICC では iNOS の発現が認められなかったことから、NO が ICC に作用する

ためには ICC と NO 産生源が極めて近傍に存在している必要があると考えられる。POI にお

いて、これらの炎症細胞はペースメーカー機能を担っている ICC-MY の存在する myenteric 

plexus にも浸潤しており、ICC 障害を引き起こす NO の産生源である可能性は高い。一方で

平滑筋細胞は ICC と非常に密に接しており、iNOS を発現する平滑筋が ICC に与える影響は

大きいと考えられる。今後、遺伝的 iNOS 欠損マウスを用いた骨髄移植実験等を行うことで

ICC 障害を引き起こす NO の産生源を明らかにできると考えられる。 

 

⑤ ICC 可塑性 

 Cell cluster 実験系および POI モデルの両方において、Th1 型炎症下で NO シグナルにより

ICC がペースメーカー機能および c-Kit や ANO1 発現を持たない表現型（非機能型）へと変

化することが示唆された。一方、POI モデルにおいて IM 24 時間後にみられた c-Kit 陽性 ICC

ネットワークやペースメーカー機能の障害は、IM 48 時間後には正常レベルまで改善してい

た。すなわち、この非機能型 ICC が再びペースメーカー機能を持つ ICC へと回復した可能

性が示唆された。炎症下における非機能型 ICC への形質転換がどのような意義を持ってい

るか明らかではないが、炎症による機能低下は生理学的には臓器の「休息」という意味を

持つとも考えられている。生理的状態下において ICC の生み出す slow wave の標的は平滑筋

であるが、炎症下において平滑筋が本来もつ収縮能を減弱し、逆に免疫細胞としての性質
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を高めるとすれば、ICC によるペースメーカー機能の維持は意味を成さなくなる。ICC はペ

ースメーカー機能を持たない非機能型へと形質を転換し、炎症の終息により平滑筋機能が

再び回復するまで休止することで、エネルギーの浪費を抑えている可能性が考えられる。

本研究において ICC が酸化ストレスに感受性が高いことが示唆されたが、これは ICC が炎

症反応に対するセンサーとして酸化ストレスを利用することで消化管保護の役割を担って

いる可能性が考えられた。 

NOおよびそれに付随する酸化ストレスによって ICCは非機能型へと変化することが示唆

されたが、この回復過程は非常に短い時間で起こるため、NO によるシグナルが消失したこ

とに加えて、何らかのシグナルが活性化することで ICC の回復を助けている可能性が考え

られる。ICC の分化には SCF/c-Kit のほかに、インスリンやインスリン様成長因子によるシ

グナルも関与していることが明らかとなっているため、これらの発現変化についても今後、

検討していくことが重要であると考えられる。非機能型 ICC を再びペースメーカー機能を

持つ正常な ICC へと変化させることができれば、炎症下における ICC の機能不全による消

化管運動障害を治療することができると考えられる。一方、このような非機能型 ICC を何

らかのマーカーを用いて検出することができれば ICC の病態発生に関して、より詳細な検

討を行うことが可能となる。今後、Cre-Loxp システムを用いた細胞運命追跡と FACS およ

びチップ解析を組み合わせることで非機能型 ICC 特異的マーカーを発見できると考えられ

る。 

 

⑥ まとめ 

 本研究により、①ICC が Th1 サイトカインや LPS に対し抵抗性が高いこと、②NO が ICC

のペースメーカー機能やネットワーク構造の障害発生に関与していること、③その分子機

構には NO/cGMP 経路よりも NO 由来酸化ストレスが関与していること、④Th1 型炎症にお

いて ICC はペースメーカー機能や c-Kit および ANO1 発現といった正常な ICC が示す表現
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型を失うことが明らかとなった。これらの知見から消化管運動障害に対する ICC を標的と

した新たな創薬の可能性が生まれることが期待される。 
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【第 6 章 総括】 

背景および目的 

 消化管運動は、平滑筋、腸管神経、カハール介在細胞（Interstitial cells of Cajal; ICC）など

様々な細胞の連携によって制御されている。筋層間神経叢に存在する ICC は消化管運動の

ペースメーカー機能を担う細胞であり、平滑筋とギャップ結合により電気的カップリング

を形成し、自発的な周期性のある電気的活動（slow wave）を平滑筋へ伝搬することで消化

管の自発性収縮運動を生じる。 

クローン病や慢性腸閉塞などの消化管炎症を持つ患者、およびこれらの病態を再現した

モデル動物において、ICC のペースメーカー機能やそのネットワーク構造が障害されること

が知られている。しかしながら、ICC の障害発生における分子機構は明らかとなっていない。

一方、炎症病態において Th1 サイトカインである TNF-や IL-1が消化管運動系を構成する

平滑筋や腸管神経に直接作用することで、それらの機能を障害することが報告されている。

従って、消化管炎症における ICC の機能障害に Th1 サイトカインが関与している可能性が

考えられる。 

 本研究は①in vitro 実験系を用いた Th1 型炎症刺激による ICC の機能や形態の異常と、②

Th1 型 in vivo 炎症病態モデルとして術後イレウス（post-operative ileus; POI）モデルにおけ

る ICC の病態発生を詳細に解析することで、Th1 型炎症による ICC のペースメーカー機能

障害の分子機構を解明することを目的とした。 

 

実験結果 

① 小腸 cell cluster 標本におけるTh1型炎症刺激による ICCのペースメーカー機能異常の

分子機構 

（1）In vitro の ICC 機能評価系を確立するため、マウス小腸筋層条片から直径 200-300 m

の cell cluster を作製した。免疫染色により、cell cluster は平滑筋細胞や神経細胞、ICC、常
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在性マクロファージおよびplatelet-derived growth factor receptor 陽性筋線維芽細胞といった

実際に消化管筋層を構成する細胞群と同様の細胞から構成されることが明らかとなった。 

（2）Cell cluster は明視野において自発性収縮を示し、Ca
2+

 イメージングにより 1 M 

nifedipine 存在下で Ca
2+

 oscillation が観察された。さらに、この Ca
2+

 oscillation が観察された

領域は ICC のマーカータンパク質である c-Kit に陽性であったことから、Ca
2+

 oscillation は

ICC 由来であることが示唆された。以上の結果から、マウス消化管筋層由来 cell cluster は消

化管筋層を構成する細胞群のネットワークを保持し、ICC のペースメーカー機能を評価する

ことのできる in vitro モデルであることが示された。 

 （3）この cell cluster を用いて ICC のペースメーカー機能に対する Th1 炎症刺激の影響を

検討した。Th1 型炎症を引き起こすために IFN-（25 ng/mL）と LPS（10 g/mL）を 24 時間

同時処置（IFN-+ LPS）した結果、Ca
2+

 oscillation の頻度および振幅が有意に減少し、ICC

のペースメーカー機能が著しく低下した。この時、cell cluster において Th1 サイトカインで

ある IL-1、TNF-、IL-6 の mRNA 発現が有意に増加しており、実際に Th1 型炎症が引き起

こされていることが示唆された。次に、ICC のペースメーカー機能に対する Th1 サイトカ

インの影響を検討するために、これらのサイトカインの 48 時間単独処置を行ったが ICC ペ

ースメーカー機能に顕著な機能異常を示さなかった。 

 （4）Th1 型炎症において、様々な細胞で誘導型一酸化窒素合成酵素（iNOS）の発現が上

昇し、NO が多量に産生される。そこで次に、Th1 型炎症おける ICC の機能障害に対する

NO の関与について検討した。NOS 阻害剤である L-NAME（300 M）または iNOS 阻害剤

である 1400W（100 M）の前処置は IFN-+ LPS による ICC の機能障害を有意に抑制した

ことから、NO の関与が示唆された。また、免疫染色および定量的 PCR により、IFN- + LPS

処置後の cell cluster で iNOS の発現上昇が確認された。 

 （5） Th1 型炎症における ICC の機能障害に関わる NO の下流シグナルとして、cGMP 経

路および S-ニトロシル化について検討した。cGMP 合成酵素阻害剤である ODQ（10 M）
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の前処置は、IFN- + LPS による ICC の機能障害を抑制する傾向を示したが、有意な差では

なかった。また、遊離 NO を産生することなくタンパク質を S-ニトロシル化することがで

きる新規 NO ドナーNNO-ABBH1（30、50、100 M）の 24 時間処置も ICC のペースメーカ

ー機能に影響しなかった。従って、NO の下流シグナルとして cGMP 経路と S-ニトロシル化

は重要な役割を担っていないと考えられた。 

（6）次に NO を介した酸化ストレスの関与について検討した。NO は自身が不対電子を

持ち酸化能を持つのに加え、superoxide と反応することで、より強力な酸化能を有する

peroxynitrite を生成する。そこで、peroxynitrite の産生を阻止するために抗酸化剤である

apocynin を用いた検討を実施した。Apocynin（300 M）の前処置は IFN- + LPS による ICC

の機能障害を有意に抑制した。これらの結果から、Th1 型炎症における ICC の機能障害に

NO 由来の酸化ストレスが大きく関与していることが示唆された。 

 （7）Th1 型炎症において c-Kit 陽性 ICC ネットワークに障害が生じることが知られてい

るため、cell cluster においても同様に障害が生じるか検討した。免疫染色により、IFN- + LPS

処置後の cell cluster において c-Kit 陽性 ICC を持たない cell cluster が有意に増加することが

示された。またこの時、ICC のマーカー遺伝子である Kit および Ano1 の mRNA 発現も有意

に減少した。 

 （8）Cell cluster の電子顕微鏡解析を行い、ICC の微細構造に対する IFN- + LPS の影響を

検討した。無刺激時の cell cluster における ICC は、ミトコンドリアを豊富に含む細胞質、

細胞膜上のカベオラ構造および平滑筋とのギャップ結合形成といった ICC 特異的な構造を

示した。また、IFN-+ LPS 処置後の cell cluster においても、ICC 特異的な微細構造を呈し

ていた。 

 

 以上の結果から、Th1 型炎症における ICC の機能障害には NO 由来の酸化ストレスが大き

く関与していることが明らかとなった。また、Th1 型炎症において、ICC 自身が消失するこ
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とはないが、ペースメーカー機能や c-Kit 発現を持たない形質に変化している可能性が考え

られた。 

 

② マウス POI モデルにおける ICC の病態発生解析とその病態発現機構 

 （1）腸管操作（intestinal manipulation; IM）を行うことにより POI モデルを作製した。IM24

時間後の回腸筋層において、多数の好中球とマクロファージの浸潤が認められ、IM 48 時間

後にはその細胞数は減少傾向を示した。また、IM 3 時間後の回腸筋層において Th1 サイト

カインの mRNA 発現が有意に増加しており、IM により回腸筋層に Th1 型炎症が生じること

が明らかとなった。 

（2）c-Kit 陽性 ICC のネットワークに対する IM の影響を検討した。IM 24 時間後の回腸

筋層において c-Kit陽性細胞ネットワークが著しく減少し、同様にKitおよび Ano1 のmRNA

発現も減少していた。さらに電子顕微鏡解析により、IM 24 時間後の回腸筋層において ICC

に特徴的な微細構造を示す細胞が認められたが、細胞質内に異常な空胞が散見された。 

（3）ICC のペースメーカー機能に対する IM の影響を検討するために微小電極アレイを

用いて slow wave の発生とその伝搬機能の解析を行った。IM 24 時間後の回腸筋層において、

slow wave の不整な発生や欠如およびその伝搬の途絶が認められた。従って、IM 24 時間後

の回腸筋層において ICCのペースメーカー機能に障害が生じていることが明らかとなった。 

（4）IM 24 時間後で認められた ICC の障害が IM 48 時間後に改善するか否か検討した結

果、IM 48 時間後の c-Kit 陽性 ICC ネットワークおよび slow wave の発生やその伝搬がほぼ

正常レベルまで回復していることが明らかとなった。 

（5）IM による c-Kit 陽性 ICC ネットワークの障害に NO が関与しているか検討した。回

腸筋層における iNOS の mRNA 発現は IM 24 時間後に有意に増加し、IM 48 時間後には正常

レベルまで減少していた。iNOS 阻害剤である aminoguanidine の投与は IM 24 時間後の回腸

筋層における c-Kit 陽性 ICC ネットワークの減少を有意に抑制した。 
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以上の検討により、IM により ICC の形態学的、機能的な障害が生じることが明らかとな

った。さらに c-Kit 陽性 ICC ネットワークの障害に NO が関与することが明らかとなった。 

 

考察 

 本研究から、Th1 型炎症における ICC の機能障害には iNOS 由来の NO が大きく関与して

いることが明らかとなった。さらに in vitro の検討により、NO は酸化ストレスを介して ICC

の機能を障害している可能性が示唆された。また、Th1 型炎症時には ICC がペースメーカ

ー機能や ICC のマーカー遺伝子である Kit や Ano1 の発現を持たない形質に転換している可

能性が考えられた。本研究は、腸炎にみられる消化管運動機能障害治療の標的細胞の一つ

として新たに ICC が候補となることを示しており、ICC 機能障害の予防または治療には

iNOS 阻害剤や抗酸化剤が有効である可能性が示唆された。 
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