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【抄録】【抄録】

　チロシンキナーゼ型受容体である C-kit タンパクは，消化管運動のペースメーカー細胞のカハール介

在細胞（ICC）や，消化管間葉系腫瘍の一つの GIST で局在していることが知られている。そこで，我々

は，消化管および同様の自動能を持つ心臓形成過程において C-kit の局在についてマウスおよびヒト流

産の胎児例を用いて検討した。その結果，C-kit の局在は，マウス胚消化管において，12 日目以降の筋

層に弱陽性に認められ，妊娠後期から消化管のアウエルバッハ神経叢の周囲に限局して陽性所見が見ら

れた。一方で，12，15 日のマウス胚心臓においては，心筋細胞に比較的広範に陽性であったが，新生

児マウスおいては陽性細胞が減少した。また，7 週齢ヒト胎児およびヒト新生児においてもマウス胚と

同様の結果を示した。これらの結果から，C-kit シグナルは消化管形成において，自動能の形成に関与

している可能性が示唆されたが，心臓の刺激伝導系においては，明らかな相関はみられなかった。次に，

C-kit 陽性細胞についての性状を明らかにするために，幹細胞マーカーの一つである Nucleostemin（NS）
の局在を検討した。その結果，NS の局在は，C-kit の局在と同様に肝臓や心臓や GIST に，C-kit 陽性細

胞の一部の細胞核において陽性が認められた。これらの結果から，少なくとも C-kit 陽性細胞には，い

くつかのサブポピュレーションが存在する可能性が示唆できた。
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Ⅰ．緒言Ⅰ．緒言

　消化器系の組織は，鍍銀法やメチレンブルー

染色で染めることにより消化管筋層内の筋間神

経叢に壁内神経と近接したネットワークを形成

している細胞群を識別することが可能である。

それらの細胞は，自律神経系の終末部と平滑筋

組織の間に介在するため interstitial cells として

記載され，発見者の名前から Interstitial cells of 
Cajal（ICCs；カハールの介在細胞または間質

細胞）と名付けられた 1）。その後，消化管の平

滑筋は，生理学的に神経をブロックした後にお

いても，自発的な自動収縮運動を示したことか

ら，平滑筋層内には緩徐波を発生するペースメー

カーが存在する事が示唆され，これらに関与し

ている細胞は ICCs であり，C-kit タンパクの局

在が陽性であることなどが報告された
2，3）。

　C-kit 遺伝子はレセプター型チロシンキナーゼ

であり，C-kit に結合するリガンドとして stem 
cell factor （SCF） や mast cell growth factor などが

知られている。C-kit はリガンド結合ドメインで

ある 5 個のイムノグロブリン様の繰り返し配列

を持つ細胞外ドメインと，細胞膜貫通ドメイン，

傍細胞膜ドメイン，そしてチロシンキナーゼ活

性を持つ細胞内ドメインから構成されており，

SCF との結合により二量体が形成され，チロシ

ンキナーゼの活性化を引き起こし，メラノサイ

ト，赤芽球，生殖細胞などの細胞の分化，増殖，

未分維持機構などに関与することが知られてい

る 4）。一般的に，幹細胞は自己以外の種類の細

胞に分化する能力（分化能）と，細胞分裂を経

て自己と同一の分化能をもつ娘細胞を生み出す

自己複製能をあわせもつ細胞として定義され

る。このような幹細胞には，多くの遺伝子が関

与しており，C-kit，nucleostemin（NS），nanog，
oct3/4 なども有名である

5）。

　一方で，消化管に発生する間葉系腫瘍は平

滑筋腫瘍，神経性腫瘍および，gastrointestinal 
stromal tumors（GIST：消化管間質性腫瘍）など

が挙げられる。GIST の主要な発生部位は，一般

消化管および心臓発生過程における消化管および心臓発生過程における C-kit シグナルの局在シグナルの局在
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的に胃（50 〜 70%）であり，次いで小腸（20 〜

30%），大腸および直腸（10% 未満），そして食

道（5% 未満）となっている
6）。興味深い事に，

GIST はそのほとんどが C-kit を発現しているこ

とから，ICCs を起源とする腫瘍と考えられてい

る。しかしながら，GIST の起源となる細胞は，

ICCs である説が有力であるが，詳細な発生機序

など未だに不明な点が多い。

　そこで，本研究において我々は，マウス胚お

よびヒト胚を用いて正常消化管形成における

C-kit 局在について比較検討を行った。次に，消

化管と類似した自動能を持つ心臓発生過程にお

いての C-kit の関与の可能性を検討するために免

疫組織化学を行った。さらに心臓および消化管

発生過程における C-kit 陽性細胞性状を詳細に検

討するため，組織幹細胞マーカーの一つである

NS の局在についての観察および，電子顕微鏡に

よる超微形態の観察も行った。

Ⅱ．方法Ⅱ．方法

1．材料1．材料

　12 日，15 日，18 日マウス胚，新生児，成熟マ

ウスおよび病院内で子宮内胎児死亡と診断され，

法的に問題の無い 10 週齢，12 週齢のヒト流産胎

児標本を用いた。

2．組織学的解析2．組織学的解析

　サンプルはパラフィンブロックを作製し，ミ

クロトームによる薄切後，スライド標本を作製

した。染色は，一般染色として，HE 染色， EVG
染色を行い，タンパク質局在解析として C-kit 抗
体および NS 抗体を用いて免疫組織化学を行っ

た。また，GIST ついては POP 法による免疫電

顕を併せて行い，超微形態の観察を行った。

3．倫理的配慮3．倫理的配慮

　本実験は帝京大学の医学系倫理委員会による

承認を受け（No.09-109），動物実験倫理規定に

準拠し実験を遂行した。また，本実験は，利益

相反に該当しない。

Ⅲ．結果Ⅲ．結果

　マウス消化管形成過程における消化管運動の

ペースメーカー細胞の ICCs の発生を観察するた

めに，C-kit の局在について抗 C-kit 抗体を用い

て免疫組織化学を行った。はじめに，マウス胚

消化管において C-kit の局在は，15 日目の筋層

に弱陽性に認められた（Figure 1A，B）。その後，

胚発生の後期から消化管のアウエルバッハ神経

叢の周囲に限局して陽性所見が見られ，新生児

マウスにおいてもその局在が観察された（Figure 
1C，D）。

　次に，消化管形成において，C-kit シグナルが

自動能の形成に関与している可能性が示唆され

たため，我々は，心臓の刺激伝導系においても

同様の機構が認められるか検討した。そこで，

Figure 1．消化管の発生過程における C-kit タンパクの局在

（A，B） 15 日胚マウス消化管　（C，D） 新生児マウス　（A） H-E 染色　（B-D） C-kit 抗体による免疫組織化学
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マウス胚心臓形成過程において C-kit の局在につ

いて抗 C-kit 抗体を用いて免疫組織化学を行っ

た。その結果，12 日のマウス胚心臓においては，

心筋細胞に比較的広範に陽性であったが，15 日

および新生児マウスにおいてはほとんど C-kit 陽
性細胞がほとんど認められなかった（Figure 2A-
C）。
　さらに，消化管および心臓形成過程における

C-kit シグナルについて，マウス胚のみではな

く 10，12 週齢ヒト胎児および新生児の標本を

用いて比較検討した。その結果，子宮内死亡胎

児のヒト 10 週齢胚では，消化管におけるマウ

スの 15 日胚と同様に一部の細胞に C-kit 陽性細

胞が観察できた（Figure 3A）。また，肺硝子膜

症で死亡した新生児の消化管において，C-kit 陽
性細胞が ICCs とその線維において観察された

（Figure 3B）。一方で，心臓においては，12 週齢

では心筋細胞に散在的に陽性細胞が認められる

が，新生児の心臓では刺激伝導系の左脚と周囲

の心筋において C-kit 陽性細胞が限局して観察さ

れた（Figure 3C-F）。これらの結果から，消化管

形成において，マウス胚およびヒト胚において，

C-kit 陽性細胞が ICC とその線維に限局した発現

を示したが，C-kit シグナルが自動能の形成に関

Figure 2．心臓の発生過程における C-kit タンパクの局在

（A） 12 日胚　（B） 15 日胚　（C） 成熟マウス

Figure 3．ヒト胚における心臓の発生過程の C-kit タンパクの局在

（A，B） 消化管，（C-F） 心臓 （A） 10 週齢， （C） 12 週齢，（B，D-F） 新生児 （D） 刺激伝導系の左脚と周囲の

心筋における C-kit 陽性細胞 （矢印） ，（F） EVG 染色
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与している可能性が示唆された。

　また，12 日および 18 日マウス胚の各臓器に

おける C-kit の局在を検索したところ，12 日胚

の胎盤の栄養膜で強く陽性反応が認められたが，

その後，18 日胚の胎盤では陽性細胞数の減少が

認められた （Figure 4A，B）。また，脳，神経管，

肝臓，歯の原基においても陽性の所見を示した 
（data not shown）。
　これまでの結果から，心筋細胞は，発生が進

むと増殖能が低下し，未分化マーカーである

C-kit 陽性細胞数の減少を示した。また，消化管

形成においても，C-kit 陽性細胞の局在は，平滑

筋近傍領域からアウエルバッハの神経叢の ICCs
へと限局していった。一方で，カハール細胞は，

その後，がん化し，細胞増殖が活発になると

GIST となることが知られている。そこで，我々

は，C-kit の反応性と未分化維持機構との関連を

検討するために各種の組織幹細胞において局在

している Nucleostemin（NS）に着目し，消化管

および心臓形成過程における C-kit 陽性細胞の性

状について免疫組織化学による検討を行った。

　その結果，NS の局在は，ヒト胎児の肝臓や心

臓において，C-kit 陽性細胞の一部の細胞核で陽

性であった（Figure 5A-D）。また，C-kit 陽性細

Figure 4．胎盤の発生過程における C-kit タンパクの局在

12 日胚胎盤において強く陽性反応が認められ，発生後期の 18 日胚では陽性細胞数の減少が認められた。

（A） 12 日胚，（B）18 日胚

Figure 5．ヒト胚肝臓および心臓における C-kit および NS の局在

（A）肝臓（低倍率）， （B）肝臓（高倍率）， （C）心臓，（D）心臓（高倍率）， C-kit 陽性細胞（矢頭），
C-kit および NS 共陽性細胞（矢印）
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胞が多く含まれる GIST においては，NS 陽性細

胞は GIST の組織内で，比較的限定的な領域に数

個程度ずつ観察でき，一部は C-kit および NS の

共陽性反応が見られた（Figure 6A-D）。これらの

結果から，マウス心臓形成および消化管形成に

おいて示される C-kit 陽性細胞は，さらにいくつ

かのポピュレーションによって分類できる可能

性が示唆できた。

　そこで，NS 陽性細胞について，さらに詳細に

形態による解析を行うために，電子顕微鏡によ

る免疫電顕を行い，超微形態を観察した。その

結果，核小体に陽性反応を持つ NS 陽性細胞の

検出できなかったが，細胞質内で陽性反応を持

つ C-kit 陽性細胞は，不規則な核を持つ細胞で，

核小体を持ち，細胞質内の核周囲に分画された

状態で方向性のある Fiber 状の構造を持つ特徴が

観察された。また，上皮細胞の特徴である接着

装置が未発達であり，細胞質内に小腔を有して

いた（Figure 7）。

Ⅳ．考察Ⅳ．考察

　C-kit タンパクは，成熟マウスおよびヒト新生

児の消化管において，発生に伴い ICCs とその線

維に限局した。一方で，心臓形成過程において

は，初期は心筋細胞に広汎に陽性細胞が認めら

れ，その後，刺激伝導系と周囲の心筋細胞に限

局された。これらのことから C-kit タンパクは，

Figure 6．GIST における C-kit および NS の局在

（A）C-kit タンパク質の局在。細胞質に C-kit タンパク質が観察できた。 （B-C）NS タンパク質の局在。

核小体に NS タンパク質の局在が観察できた（矢印）。 （D）C-kit と NS のタンパク質の局在。C-kit と
NS の二重陽性細胞が観察できた（矢印）。

Figure 7．免疫電顕による GIST における NS の局在

（A-B）　低倍率　（C） 高倍率　L: 小腔



－ 142 －

組織幹細胞などから心筋細胞や消化管の平滑筋

あるいは神経細胞などへの分化の方向が決まる

時期に関与する成長因子として機能している可

能性が示唆された。また，心臓では胎生期に心

筋での発現が見られるものの新生児以降は見ら

れず，脳の伝導路の構成に伴い不要な神経細胞

が消失するのに似て伝導系の構築に伴い C-kit の
発現が消退する可能性が示唆できた。加えて，

GIST 超微形態学的特徴は，シュワノーマ（神経

鞘腫）の特徴と類似していたことより，これら

の C-kit 陽性細胞には，少なくとも NS タンパク

の局在の有無によって増殖制御や幹細胞性の特

性を示すいくつかのサブポピュレーションが存

在する事が示唆できた。
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【【abstract】】
【Purpose】C-kit protein (KIT), a tyrosine kinase type receptor, is localized in Cajal intervening cells (ICC), a 
pacemaker cell for gastrointestinal motility, and GIST, one of gastrointestinal mesenchymal tumors.
【Methods】 Therefore, we observed the localization of C-kit and one of the stem cell markers, Nucleostemin (NS), 
in the digestive tract and the cardiogenic development with the same automatic ability using mouse and human 
embryo by using immunohistochemistry and ultrastructure analysis.
【Results】 Localization of C-kit was weakly positive in the muscularis after the 12th day in the mouse embryonic 
digestive tract, and C-kit positive cells was observed around the Auerbach plexus in the digestive tract in the late 
stage embryo. On the other hand, the mouse embryonic heart on the 12th and 15th days was relatively widely 
positive for cardiomyocytes, but the number of positive cells decreased in the newborn mouse. Similar results were 
also observed in 7-week-old human and newborn embryos.
【Discussion/Conclusion】These results suggested that the C-kit protein was involved in the formation of the 
automatic ability in the gastrointestinal tract formation, but no clear correlation was found in the cardiac conduction 
system. In addition, NS localization was positive in some cell nuclei of C-kit positive cells, suggesting that at least 
some C-kit positive cells may have several subpopulations.

【Key words】  c-kit, digestive organ, cardiac organ, development

Localization of C-kit signal in the digestive organ and cardiac 
development
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