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1. 序論 
1.1. 胃の構造 
胃は酸性環境を作り出すことで、⾷物の殺菌と消化を⾏う重要な消化器官で

ある。胃壁は⼤きく分けて内側から粘膜層、筋層、漿膜の３層で構成されてい
る。マウスの胃には、前胃、胃体部、幽⾨部の３つの領域が存在し、それぞれ
の領域は異なる構造と性質を有する(図 1.1)。前胃の粘膜層は重層扁平上⽪細
胞で構成され、⾷物の貯蔵と機械的消化の機能を担う。⼀⽅、胃体部と幽⾨部
の粘膜層は円柱上⽪細胞で構成された胃腺構造を有し、粘液の分泌や消化酵素
の分泌など消化における主要な機能を担う。以下に、胃体部と幽⾨部の胃腺構
造の違いについて詳細に説明する。 

 

1.1.1. 胃体部の胃腺 
 胃体部の胃腺には粘液を分泌する粘液分泌細胞、胃酸を分泌する壁細胞、消
化酵素源(ペプシノーゲン)を分泌する主細胞、粘液を分泌するとともに主細胞
の前駆細胞である粘液頸部細胞、ホルモンを分泌する内分泌細胞が存在する 
(図 1.1 B)【1】。 これらの上⽪細胞は⽣涯にわたって細胞死と新⽣を繰り返し
ており、表層粘液細胞は約３⽇、壁細胞は約２ヶ⽉、主細胞は約６ヶ⽉で新し
い細胞と⼊れ替わる【2】。この活発なターンオーバーは、胃腺の峡部に存在す
る幹細胞(峡部幹細胞)が絶えず分裂し、新しい上⽪細胞へと分化することで⽀
えられている。図に⽰すように、胃体部の峡部幹細胞は胃腺の中央上部に存在
しており、表層部へと移動しながら表層粘液細胞へと分化し【3】、底部に移動
する過程で壁細胞、副細胞、内分泌細胞へと分化する【4】。さらに副細胞は、
粘液分泌細胞として機能するとともに、主細胞の前駆細胞として機能を有して
おり、分化転換によって主細胞へと分化することが⽰唆されている。【5】 

 

1.1.2. 幽⾨部の胃腺 
 幽⾨部の胃腺には、粘液を分泌する粘液分泌細胞・底部粘液細胞、ホルモンを
分泌する内分泌細胞【1】とこれらの機能性上⽪細胞を供給する峡部幹細胞が存
在する(図 1.1 B)。胃体部胃腺と異なり、壁細胞と主細胞は存在しないため、幽
⾨部の胃腺は胃体部と⽐較して短い。また幽⾨部の胃腺には、峡部幹細胞に加え
て LGR5 陽性幹細胞が存在する。LGR5 陽性幹細胞は、峡部幹細胞とは異なり
分裂細胞ではないが、胃腺を構成する機能性上⽪細胞へ分化する能⼒を持つこ
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とが報告されている。また、LGR5 陽性幹細胞は WNT シグナルによって未分化
性が維持されることが知られている【6】。 
 

1.1.3. 胃で発現する主要なタンパク質 
Gkn2(Gastrokine2)は粘液を分泌する表層粘液細胞のマーカーである。Gkn2 は

表層粘液細胞で発現する TFF(Trefoil factor family)ペプチドとヘテロ 2 量体を
形成して分泌され、粘液層の主要成分として働くことで、胃を外界から防御する
役割を持つ。 

Atp4b(ATPase H+/K+ Transporting Subunit Beta)は胃体部に存在する胃酸
を分泌する壁細胞のマーカーである。壁細胞で発現するプロトンポンプ H+, 
K+‒ATPase は、細胞内/ 外にプロトン/K+を放出する。さらに、Cl-チャネルが
Cl-を細胞外へ輸送することにより、胃の内腔は pH1 の強酸性に保たれる
【7,8,9,10】。H+, K+‒ATPase は触媒サブユニットのα鎖と⾮触媒サブユニッ
トのβ鎖で構成される。この⾮触媒サブユニットのβ鎖が Atp4b である。 

Pgc(Pepsinogen)は、胃体部に存在する主細胞で分泌される消化酵素である。
分泌されたペプシノーゲンは、胃酸によって活性化され、タンパク質分解酵素
であるペプシンとして合成される【11】。合成されたペプシンは、⾷物のタン
パク質鎖を切断し、体内に吸収しやすい形へ変化させる。 

Gastrin は幽⾨部に存在する内分泌(G)細胞から分泌されるホルモンである。
G 細胞は、⾷物の流⼊による機械的刺激や迷⾛神経からの刺激を受容してガス
トリンを分泌する。分泌されたガストリンは壁細胞や主細胞が持つガストリン
受容体によって受容され、壁細胞では胃酸の分泌や SHH や HB-EGF などの細
胞増殖・分化因⼦の分泌を促進し、主細胞では消化酵素ペプシノーゲンの分泌
を促進する【12】。また、ガストリンは胃腸上⽪細胞の分裂を促進する機能を
持つ。 

Somatostatin は内分泌(D)細胞から分泌されるホルモンである。ソマトスタチ
ンは、G 細胞からのガストリン分泌や、内分泌(ECL)細胞からのヒスタミン分
泌を抑制することで、胃酸の分泌を抑制する働きを持つ【12】。 
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図 1.1 成体マウス胃および胃腺の構造 

A. 胃の構造を表す。マウスの胃はヒトの胃には存在しない前胃と胃体部、幽
⾨部と呼ばれる３つの領域で構成されている。前胃は重層扁平上⽪構造を
取り、胃体部・幽⾨部は単層円柱上⽪構造を取る。 

B. 胃体部と幽⾨部における胃腺構造。表層粘液細胞(淡い紫)、壁細胞(⽔⾊)、
分裂細胞(濃い桃⾊)、副細胞(濃い⻘)、内分泌細胞(濃い紫)、主細胞(⻘)、
底部粘液細胞(紫)、幹細胞(桃⾊)の細胞が存在する。 
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1.2. 胃の発⽣と成熟過程 
  発⽣過程において胃は内胚葉から派⽣する組織である。原腸陥⼊後、原始腸管
は前後軸に沿った領域化を開始し、前腸では Sox2、中腸・後腸では Cdx2 と Cdx1
が発現する。胃は Sox2 を発現する後⽅の前腸領域から分化する組織であり、
Sox2 と Cdx2 の発現領域の境界が将来の胃と腸の境界となる【13,14】。この時
期、Wnt シグナルは後⽅化の促進因⼦として働き【15】、中腸と後腸における Cdx
の発現誘導に寄与することが知られている【16】。⼀⽅、将来の胃となる領域で
は、間葉組織で Wnt の阻害因⼦である sFRPs が発現し、Wnt シグナルを減弱さ
せることで後⽅化を抑制している【17】。 

胃となる領域が特定されたのち、さらに胃は前後軸に沿った領域化を開始す
る。前胃となる領域では Sox2 が強く発現し、胃体部となる領域では Sox2 がや
や弱く発現すると共に Gata4 が発現し【18】、幽⾨部となる領域には Sox2、Gata4、
Pdx1 が発現することによって、胃組織内の前後軸に沿った領域が決定される。
前後軸に沿った領域化には BMP シグナルが関与することが報告されている。前
胃では BMP のアンタゴニストである NOGGIN が発現しており、NOGGIN 発
現抑制もしくは BMP 過剰発現は前胃への分化を抑制することから、BMP シグ
ナルの抑制が前胃の分化に必要であることが⽰された【19】。また近年、WNT シ
グナルも前後軸の領域化に関与することが報告されている 【20】。WNT シグナ
ル下流の因⼦であるb-catenin をノックアウトすると、胃体部領域が幽⾨部領域
に転換することから、胃体部の領域化には WNT シグナルが必要であることが
⽰された。 

このように発⽣後期過程において領域化が進⾏する⼀⽅、胃の上⽪細胞層は
その形態を⼤きく変化させる。E12.5 の胃では上⽪細胞はシート状でありまだ胃
腺構造が認められないが、E14.5 以降から上⽪細胞が陥⼊を開始し、未熟な胃腺
構造を形成する【21】。その後、発⽣後期から⽣後数週間にかけて、胃腺内で多
様な胃の機能性上⽪細胞が分化し、成熟した胃腺が構築されることが知られて
いる。しかしながら、発⽣後期から開始する胃腺の成熟過程において、それぞれ
の胃の機能性上⽪細胞がどのようなメカニズムで分化するのか、その詳細な解
析はほとんどなされていない。 
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図 1.2 マウス胃の発⽣と成熟過程 
A. 胃は、前腸から派⽣する組織である。胚体内胚葉から SHH シグナルが発現

誘導する SOX2 が発現した領域が前腸、WNT シグナルおよび BMP シグナ
ルが発現誘導する CDX2 が発現した領域が中腸・後腸となる。 

B. 胃腺の形成は E14.5 から開始される。E13.5 の胃では上⽪細胞はシート状で
ありまだ胃腺構造が認められないが、E14.5 以降から上⽪細胞が陥⼊を開始
し、未熟な胃腺構造を形成する。その後、発⽣後期から⽣後数週間にかけて、
胃腺内で多様な胃の機能性上⽪細胞が分化し、成熟した胃腺が構築される。 

 
 

A 
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1.3. ⼩腸の発⽣と成熟過程 
 発⽣過程において⼩腸は胃と同様に内胚葉から派⽣する組織であり【22】、
CDX2 を発現する中腸領域から分化する。⼩腸上⽪は胃と異なる形態を有して
おり、管腔内に突出した絨⽑と、陥⼊した陰窩と呼ばれる構造を持つ。E9.5 か
ら E13.5 までは上⽪細胞は平坦な偽重層構造を⽰す。E14.5 以降、シート状で
あった上⽪細胞の下部に間葉系細胞が⼀定の間隔で凝集し、凝集した間葉系細
胞の上部にある上⽪が突出を開始することで、絨⽑構造が形成される【23】。
このとき上⽪細胞から分泌されるソニックヘッジホッグ(shh)が間葉系細胞の凝
集に必要であることが知られているが、上⽪細胞の突出を制御するシグナルに
ついては未だ解明されていない。絨⽑構造が形成された後、⼩腸上⽪細胞は分
化を開始し、吸収上⽪細胞や粘液を分泌する杯細胞、ホルモンを分泌する内分
泌細胞へ分化し、離乳前に腸上⽪の成熟は完了する。このとき、NOTCH シグ
ナルは吸収上⽪細胞への分化を促進し、杯細胞への分化を抑制することが知ら
れている【24】。また、転写抑制因⼦ BLIMP1 は機能性上⽪細胞への分化を制
御することが知られており、BLIMP1 をノックアウトするとパネート細胞や杯
細胞への分化開始時期が早まることが⽰されている【25】。このように、⼩腸
の成熟機構については胃よりも⽐較的解析が進んでいるが、成熟を制御するシ
グナルについては不明な点が残されている。 
 
 

1.4. 本研究の⽬的 
 上述の通り、発⽣期における原始腸管の領域化や、胃組織内の領域化に関して
は様々な研究がなされており、制御シグナルについても理解が進んでいる。しか
しながら、平坦な上⽪細胞層がどのようなメカニズムで陥⼊するのか、また均⼀
な上⽪細胞集団がどのように多様な胃の機能性上⽪細胞へと分化するのかにつ
いては、ほとんど解析がなされていない。そこで本研究は、このような胃成熟過
程を解明するために必要な最初のステップとして、発⽣後期から成体にかけて
胃上⽪細胞のマーカー遺伝⼦の発現パターンを詳細に解析し、それぞれの胃上
⽪細胞が成熟過程のどの時期から出現するのか、胃腺のどの位置から分化を開
始するのかを明らかにし、胃組織成熟アトラスを作成することを⽬的としてい
る。 
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2. 材料・⽅法 
2.1. 実験材料 
・マウスの解剖 
ICR マウスは、⽇本 SLC と⽇本クレアから購⼊し、動物実験委員会の規定に

基づいて実験を⾏った。まず、ICR マウスを頚椎脱⾅(新⽣児は断頭)により安楽
死させ、キムタオルの上に仰向けに乗せた。70％エタノールをマウスの腹部に
吹きかけ、解剖⽤ハサミとピンセットを⽤いて腹部を切開し、胃を摘出した。 
 

2.1.1. 胃組織の固定 
ICR マウスから胃と腸を採取し、氷上で冷やした 1xPBS 中に回収した。実体

顕微鏡下で、胃に付着した余分な肝臓組織や脂肪組織を取り除き、氷冷した
1xPBS で洗浄した。次に、洗浄した胃を、4%パラフォルムアルデヒド/PBS が
10mL ⼊ったチューブに移し、シェーカー(3D Gyratory Rocker)で撹拌しながら、
4℃で⼀晩固定した。翌⽇、4%パラホルムアルデヒド/PBS を取り除き、10mL
の 1xPBS を加えて撹拌しながら 4℃で 5 分間、3 回洗浄を⾏った。 

 

2.2. 発⽣・成熟中の胃及び成体の胃における上⽪細胞マー

カーの免疫蛍光染⾊ 
 

2.2.1. 凍結ブロックの作成 
固定した胃を冷えた 15%スクロース/PBS が 10ml ⼊った 15ml チューブに移

し、4℃の冷蔵庫のシーソー台上に 120 分放置した。冷えた 30%スクロース/PBS
が 10ml ⼊った 15ml チューブに胃を移し、4℃の冷蔵庫のシーソー台上に⼀晩
放置した。30%スクロースを除いて、O.C.T compound(凍結組織切⽚作製⽤包
埋剤)/30%スクロース/PBS(O.C.T Compound；30%スクロース/PBS=2；1)が
⼊ったプラスチック包埋⽤容器に胃を移した。胃が⼊ったトレーを液体窒素で
凍結して蓋付きのポリ袋に移し、-80℃の冷凍庫で保存した。 
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2.2.2. 凍結切⽚の作成 
 -80℃の冷凍庫で保存した凍結ブロックをクライオスタットミクロトーム内
に移し、庫内の温度が-20℃に設定された状態で 30 分放置した。以下の操作は
全てクライオスタットミクロトーム内で⾏う。プラスチック包埋⽤容器から凍
結ブロックを取り出し、急速凍結ステーションに置いた試料チャック⽤トラン
スファーブロックの上に O.C.T. Compound を垂らして凍結ブロックを試料チ
ャック⽤トランスファーブロック上に固定した。凍結切⽚作製⽤ブロックを試
料チャックに取り付け、凍結ブロックを⽚刃のカミソリを⽤いてトリミングし
た。ナイフホルダーにミクロトーム刃を取り付け、5um の厚みで切⽚を作成し
た。作成した切⽚はスライドガラスに貼り付け、60 分乾燥させた。 
 
 

2.2.3. 免疫蛍光染⾊ 
 スライドガラス上に貼り付いた凍結切⽚の周りを PAP ペン囲い、湿潤箱に移
した。1x PBS を滴下して洗浄した。1x PBS をアスピレーターで除き、10mM の
クエン酸(pH6.0)が⼊った⻩⾊の染⾊バットに移して 96℃で 15 分間熱処理を⾏
った。( 賦活化が不必要なときは⾏わない)オートクレーブ内の温度が 80 度以
下であることを確認し、染⾊バットを取り出して室温になるまで放置した。染⾊
バットから 10mM のクエン酸を除き、1x PBS で洗浄した。染⾊バットからスラ
イ ド ガ ラ ス を 湿 潤 箱 上 に 移 し 、 4% ス キ ム ミ ル ク /5% FBS/0.5% Tritonx-
100/PBS を滴下して 60 分室温で静置した。4%スキムミルク/5% FBS/0.5% 
Tritonx-100/PBS をアスピレーターで除き、作成した１次抗体希釈液を滴下し
て⼀晩 4℃で静置した。１次抗体の希釈は 4%スキムミルク/5% FBS/0.5% 
Tritonx-100/PBS を⽤いて、以下の表の通り⾏った。１次抗体希釈液をアスピレ
ーターで除き、1x PBS を滴下して 5 回洗浄した。作成した２次抗体希釈液を滴
下して 60 分室温で暗所に静置した。2 次抗体と DAPI の希釈は 4%スキムミル
ク/5% FBS/0.5% Tritonx-100/PBS を⽤いて、以下の表の通り⾏った。2 次抗体
希釈液をアスピレーターで除き、1x PBS を滴下して 5 回洗浄した。Home made
の封⼊剤を滴下し、カバーガラスをかけて固まるまで室温で暗所に放置した。作
成したサンプルは蛍光顕微鏡(BZ-X-710；KEYENCE)を⽤いて観察した。 
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表 2.2 免疫染⾊で⽤いた抗体 
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2.3. 発⽣・成熟中の胃及び成体の胃における上⽪細胞マー

カーの遺伝⼦発現解析 
 

2.3.1. RNA 調製⽤の組織の保管 
ICR マウスから摘出した胃を 10cm ディッシュに移し、氷冷した 1x PBS を加

えた。次に、実体顕微鏡下で胃に付いた余分な肝臓と脂肪組織を取り除き、氷冷
した 1xPBS で洗浄した。胃を切り開きて内容物を除き、冷えた 1x PBS を加え
て洗浄した。胃をチューブに移し、液体窒素で凍結して-80℃の冷凍庫で保管し
た。 

 

2.3.2. RNA の調製 
 凍結した胃が⼊ったチューブに 1mL の ISOGEN(Home made)を加えてホモ
ジナイザー(マイクロテックニチオン)によって組織を粉砕し、室温で 5 分静置
した。これに 200μL のクロロホルムを加え、ボルテックスによって 15 秒間激
しく撹拌して室温で 5 分静置した。その後、12,000G、4℃で 15 分間遠⼼し
た。500μL の上清をチューブに移し、500μL のイソプロパノールを加えてボ
ルテックスによって 15 秒間激しく撹拌し、室温で 5 分静置した。その後、
12,000G、4℃で 10 分間遠⼼した。上清を取り除き、１mL の 70%エタノール
を加え、ボルテックスによって 5 秒間激しく撹拌して室温で 5 分静置した。こ
れを 7600G、4℃で 5 分間遠⼼し、上清を完全に取り除いて１分間⾵乾した。
その後、10μL を MilliQ ⽔加え、Nano Drop One を⽤いて RNA 濃度を測
定した。 
 

2.3.3. cDNA 合成 
 抽出した RNA の濃度をもとに RNA 濃度が 500ng、全体量が 6μL なるよう
に RNA 溶液の調製を⾏い、６５℃で５分間インキュベートした。次に、10x 
DNase buffer １μL、MRI １μL、DNase １μL を加え、３７℃で１５分
間インキュベートした。これにさらに RT １μL、RT buffer ９μL 加え
て、２５℃ １０分、４２℃ ４５分、７０℃ １５分の順でインキュベート
した。 
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2.3.4. qRT-PCR 
 調整した cDNA を⽤いた反応組成を表に⽰す。また、プライマーは表に⽰し
たものを使⽤した。qRT-PCR の反応は表の条件で⾏い、β-actin の発現を基準
に各機能的上⽪細胞特異的なマーカーの発現量を解析した。 
    

表 2.3.1 qRT-PCR で⽤いたプライマー 
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３．結果 
 本研究では、E12.5 から成体にかけての発⽣後期過程および成熟過程において、
多様な胃上⽪細胞のマーカー因⼦の発現がどのように変化するかを解析するた
め、それぞれのマーカー因⼦について定量的 PCR による遺伝⼦発現解析と、胃
組織切⽚の抗体染⾊解析を⾏った。定量的 PCR は胃の臓器全体から RNA を抽
出して解析を⾏っており、抗体染⾊解析は胃体部と幽⾨部に分けて解析してい
る。以下、それぞれのマーカー因⼦について順に結果を記載する。 
 

3.1 EPCAM と SMA の発現パターンの解析 
胃は、上⽪細胞で構成された胃腺の周囲を間葉細胞が取り囲む構造を持つ。ま

ず、上⽪細胞と間葉細胞の分化過程を解析するため、上⽪細胞の細胞表⾯に発現
するタンパク質である EPCAM と、平滑筋細胞のマーカーである SMA(Smooth 
Muscle Actin)の発現を解析した。 
 

3.1.1 定量的 PCR による Epcam と Sma の発現変化の解析 
Epcam は、全てのステージで発現が認められるが、E14.5 で⼀過的に発現減

少することが⽰された。また、E16.5 で Epcam の発現が上昇する傾向が⾒られ
たが、それ以降は⼤きな発現変動はみられなかった。 
 Sma は、E12.5 から E17.５にかけて発現が上昇する傾向にあり、それ以降は
⼤きな発現変動は⾒られなかった。 
 

3.1.2 胃体部における EPCAM と SMA の抗体染⾊結果 
 胃体部において EPCAM は、E12.5 から P7 まで全ての上⽪細胞で強く発現し
ているが、P21 以降では胃腺の底部にのみ弱く発現することが明らかになった。
また、EPCAM の発現パターンから、E12.5 から E13.5 までの上⽪細胞は重層上
⽪構造をとるが、E14.5 以降に陥⼊を開始していることが明らかとなった。 
 SMA は、E12.5 において上⽪下に⾒られる間葉組織の中⼼から発現を開始し、
E16.5 にかけて中⼼部のみで発現する。E17.5 以降、中⼼部での発現が引き続き
みられるとともに、上⽪細胞直下の間葉組織でも発現が開始する。また、P2 以
降から、上⽪細胞を裏打ちする間葉組織で発現開始することが⽰された。 
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3.1.3 幽⾨部における EPCAM と SMA の抗体染⾊結果 
 幽⾨部において EPCAM は E12.5 から全ての上⽪細胞で発現しており、それ
以降の成熟過程から成体にいたるまで全ての上⽪細胞で発現し続けることが⽰
された。また、EPCAM の発現パターンから、E14.5 から陥⼊を開始することが
明らかになった。 
 SMA は胃体部と同様に、E12.5 で間葉組織の中⼼部から発現を開始し、E17.5
以降に上⽪細胞直下の間葉組織でも発現が開始する。また、P7 から胃腺を裏打
ちする間質での発現が認められた。 
 

3.1.4 結果のまとめ 
 定量的 PCR 解析から EPCAM は E14.5 で⼀過的に発現が減少する可能性が
⽰された。また抗体染⾊の結果から、E14.5 は胃腺の陥⼊が開始する時期である
ことが⽰されており、EPCAM の発現減少と胃腺の陥⼊に何らかの関連がある
可能性がある。 
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図 3.1. EPCAM と SMA の発現パターンの解析 
A. qRT-PCR による E12.5、E13.5、E14.5、E15.5、E16.5、E17.5、E18.5、P0、

P2、P7、P14、P21、P28、成体の胃組織全体における EPCAM と SMA の遺
伝⼦発現変化（n=3、mean±SD、*P<0.05、**P<0.01、***P=0.001）。 

B. E12.5、E13.5、E14.5、E15.5、E16.5、E17.5、E18.5、P0、P2、P7、P14、
P21、P28、成体の胃体部における EPCAM と SMA の免疫蛍光染⾊(スケー
ルバー；100μm) 

C. E12.5、E13.5、E14.5、E15.5、E16.5、E17.5、E18.5、P0、P2、P7、P14、
P21、P28、成体の幽⾨部における EPCAM と SMA の免疫蛍光染⾊(スケー
ルバー；100μm) 

 

C 
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3.2 SOX9 と SOX2 の発現パターンの解析 
 SOX2 は原始腸管の領域化が開始する発⽣初期から胃となる領域の上⽪細胞
で発現する転写因⼦であり、成体の胃体部では主細胞で、成体の幽⾨部では峡部
幹細胞で発現することが知られる。SOX９は発⽣期の胃上⽪細胞で発現する転
写因⼦であり、成体の胃体部では副細胞で、幽⾨部では底部粘液細胞で発現す
る。 
 

3.2.1 定量的 PCR による Sox9 と Sox2 の発現変化の解析 
 Sox9 は E16.5 で⼀過的に発現が上昇することが⽰された。また、P7 から P28
で発現が上昇する傾向があることが⽰された。 
 Sox2 の発現は E14.5 から E17.5 にかけて上昇する傾向があるが、その後 E18.5
で急激に発現が減少していることが明らかとなった。また E18.5 から P7 にかけ
て発現が上昇する傾向にあるが、P7 から P21 にかけて SOX２の発現は減少し、
P21 以降は上昇していた。 
 

3.2.2. 胃体部における SOX9 と SOX2 の抗体染⾊結果 
 胃体部における SOX2 は、E12.5 から E18.5 で上⽪の全体で発現していたが、
E15.5 から E18.5 にかけて、胃腺の表層部で強く、底部で発現が弱いことが⽰さ
れた。P0 以降は胃腺の表層部での発現が消失し、P14 から成体で胃腺の中央上
部から底部に発現していた。 
 SOX9 は E12.5 から E17.5 で上⽪の全体で発現するが、E18.5 では胃腺の表層
部での発現が消失する。このため、E18.5 では胃腺の表層部で強く SOX2 が発現
し、底部では SOX９が特異的に発現するといった、SOX2 と SOX9 の発現が相
反する様⼦が観察された。E18.5 以降 P21 までは胃腺の中央から底部で発現す
るが、P28 以降から成体では底部での発現が消失し、胃腺の中央から中央下部に
発現している様⼦が⾒られた。 
 

3.2.3. 幽⾨部における SOX9 と SOX2 の抗体染⾊結果 
 幽⾨部において SOX9 は E12.5 では上⽪の全体で発現するが、E13.5 になる
と上⽪の中底部で強く発現し、表層部で発現が消失する。胃腺の陥⼊が開始する
E14.5 から E18.5 では胃腺の中央から底部に限局して発現し、P0 から成体では
胃腺の底部で発現する様⼦が観察された。SOX2 は E12.5 から E18.5 にかけて
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上⽪の全体で発現していたが、胃腺の表層部で発現が強く、底部では弱く発現す
る。このため、E13.5 から E18.5 にかけて胃腺の表層部で SOX2 の発現が強く、
底部では SOX9 が特異的に発現するといった、SOX2 と SOX9 の発現が相反す
る様⼦が観察された。その後 SOX2 は、P7 と P14 で発現が減弱するが、P21 以
降は胃腺の中央上部から底部に発現する。 
 

3.2.4. 結果のまとめ 
 抗体染⾊の解析から、発⽣後期において SOX9 と SOX2 は胃腺の上下で相反する発現パ

ターンを⽰すことが明らかになった。幽⾨部では E13.5 から表層部での SOX9 の発現が消
失し SOX2 との相反する発現パターンが明確になるが、胃体部では E18.5 で SOX9 の発現
が表層部で消失しており、幽⾨部と胃体部で細胞分化の進⾏速度に違いがある可能性が⽰
唆された。 
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図 3.２. SOX9 と SOX2 の発現パターンの解析 
A. qRT-PCR による E12.5、E13.5、E14.5、E15.5、E16.5、E17.5、E18.5、P0、

P2、P7、P14、P21、P28、成体の胃組織全体における SOX9 と SOX2 の遺
伝⼦発現変化（n=3、mean±SD、*P<0.05、**P<0.01、***P=0.001）。 

B. E12.5、E13.5、E14.5、E15.5、E16.5、E17.5、E18.5、P0、P2、P7、P14、
P21、P28、成体の胃体部における SOX9 と SOX2 の免疫蛍光染⾊(スケール
バー；100μm) 

C. E12.5、E13.5、E14.5、E15.5、E16.5、E17.5、E18.5、P0、P2、P7、P14、
P21、P28、成体の幽⾨部における SOX9 と SOX2 の免疫蛍光染⾊(スケール
バー；100μm) 

C 
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3.3 Ki67 と SOX9 の発現パターンの解析 
Ki67 は分裂細胞のマーカーであり、発⽣期の未分化な細胞で広く発現する。成
体では峡部幹細胞に限局して発現する。 
 

3.3.1 定量的 PCR による Ki67 の発現変化の解析 
 Ki67 は、E12.5 から E15.5 まではほとんど発現量が変化しないが、それ以降
成体にかけて発現が減少する傾向があることが⽰された。 
 

3.3.2 胃体部における Ki67 と SOX9 抗体染⾊結果 
 胃体部において Ki67 は E12.5 から E17.5 で上⽪の全体で発現していたが、
E18.5 以降では胃腺の表層部での発現は消失する。SOX9 との共染⾊の結果から、
E12.5 から E18.5 における Ki67 の発現は SOX9 の発現パターンと相似すること
が⽰された。E18.5 以降 P14 までは胃腺の中央上部から中央下部に散在して発
現するが、P21 以降は胃腺の中央上部に限局した発現が⾒られた。 
 

3.3.3 幽⾨部における Ki67 と SOX9 の抗体染⾊結果 
 幽⾨部において Ki67 は、E12.5 では上⽪の全体で発現するが、E13.5 から
E15.5 にかけて胃腺の表層部での発現が減弱する。E16.5 から E18.5 では胃腺の
表層部での発現が消失し、胃腺の中央から底部に限局して発現する様⼦が⾒ら
れた。P0 から P7 では引き続き胃腺の底部に発現するが、P14 から胃腺の中央
下部(峡部)での発現が強くなり、P21 以降は胃腺の中央下部(峡部)に限局して発
現することが明らかになった。 
 

3.3.4 結果のまとめ 
 胃体部・幽⾨部ともに、E12.5 で上⽪細胞全体に発現していた Ki67 の発現が、
発⽣が進むにつれて胃腺の下部に限局する様⼦が⾒られた。この時期の Ki67 の
発現は SOX9 の発現と相似しており、SOX9 が未分化性の維持を制御する可能
性が⽰唆された。また、胃体部では E18.5 から、幽⾨部では E13.5 から胃腺の
表層部で Ki67 の発現が消失することから、胃腺の表層部の細胞は発⽣後期から
分化を開始する可能性が⽰された。また、⽣後から P14 までは胃腺の下部で散
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在した発現を⽰すが、P28 では峡部に限局することから、P28 までに成熟を終
える可能性が⽰唆された。 
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図 3.３. SOX9 と Ki67 の発現パターンの解析 
A. qRT-PCR による E12.5、E13.5、E14.5、E15.5、E16.5、E17.5、E18.5、P0、

P2、P7、P14、P21、P28、成体の胃組織全体における SOX9 と Ki67 の遺伝
⼦発現変化（n=3、mean±SD、*P<0.05、**P<0.01、***P=0.001）。 

B. E12.5、E13.5、E14.5、E15.5、E16.5、E17.5、E18.5、P0、P2、P7、P14、
P21、P28、成体の胃体部における SOX9 と Ki67 の免疫蛍光染⾊(スケール
バー；100μm) 

C. E12.5、E13.5、E14.5、E15.5、E16.5、E17.5、E18.5、P0、P2、P7、P14、
P21、P28 成体の幽⾨部における SOX9 と Ki67 の免疫蛍光染⾊(スケールバ
ー；100μm) 

C 
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3.4 ATP4B の発現パターンの解析解析 
 ATP4B はプロトンポンプを構成するタンパク質であり、胃酸を分泌する壁細
胞のマーカー因⼦である。(ATP4B の機能についての詳細は、序論に記載した。) 
 

3.4.1 定量的 PCR による Atp4b の発現変化の解析 
 Atp4b は E17.5 から発現を開始し、その後 P28 にかけて発現が上昇する傾向
にあることが⽰された。P28 から成体にかけて発現は減少していた。 
 

3.4.2 胃体部における ATP4B と Ki67 の抗体染⾊結果 
 胃体部において ATP4B は E17.5 から胃腺の表層部を除く領域で発現を開始
していた。E17.5 から P7 まで ATP4B を発現する細胞は胃腺の中央上部から底
部に点在していたが、しだいにその数を増やし、P28 では胃腺の表層部を除く領
域全体に整列している様⼦が⾒られた。また、Ki67 との共染⾊の結果から、E17.5
以降の ATP4B 発現細胞では Ki67 の発現は⾒られないことが⽰された。 
 

3.4.3 結果のまとめ  
 以上の結果より壁細胞は E17.5 で胃腺の表層部を除く領域で分化を開始して
いる可能性が⽰唆された。また、胃腺の特定の領域で分化が開始するわけではな
く、胃腺の中央部から底部にかけて点在して分化が開始することが⽰された。ま
た、ATP4B を発現する細胞は Ki67 の発現と⼀致していなかったことから前駆
細胞ではないことが明らかとなった。ATP4B を発現する壁細胞が、常に未分化
な細胞から分化してその数を増やすのか、それとも壁細胞の前駆細胞が形成さ
れ、それが分裂することで数を増やすのかについては、さらに他の壁細胞マーカ
ーと Ki67 の共染⾊を⾏う必要がある考えられる。 
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図 3.４. Atp4b と Ki67 の発現パターンの解析 
A. qRT-PCR による E12.5、E13.5、E14.5、E15.5、E16.5、E17.5、E18.5、P0、

P2、P7、P14、P21、P28、成体の胃組織全体における Atp4b と Ki67 の遺伝
⼦発現変化（n=3、mean±SD、*P<0.05、**P<0.01、***P=0.001）。 

B. E16.5、E17.5、E18.5、P0、P2、P7、P14、P21、P28、成体の胃体部におけ
る Atp4b と Ki67 の免疫蛍光染⾊(スケールバー；100μm) 
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3.5 PGC の発現解析 
PGC(Pepsinogen)はタンパク質分解酵素ペプシンの前駆体であり、胃体部に存
在する主細胞のマーカー因⼦である。 
 

3.5.1. 定量的 PCR による Pgc の発現変化の解析 
 Pgc の発現は P14 から発現を開始し、P21 で発現が劇的に上昇することが⽰
された。 
 

3.5.2. 胃体部における PGC と Ki67 の抗体染⾊結果 
 胃体部において PGC は P7 では発現していないが、P14 から胃腺の中央で発
現を開始していた。P21 以降は胃腺の底部でも発現を開始し、中央部から底部に
にかけて広く発現していた。 
 

3.5.3. 結果のまとめ  
 以上の結果より主細胞は P14 で胃腺の中央部から分化を開始し、P21 以降で
胃腺の底部でも分化を開始する可能性が⽰唆された。主細胞は離乳の時期に劇
的に分化が進⾏すると考えられる。 
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図 3.5. Pgc と Ki67 の発現パターンの解析 
A. qRT-PCR による E12.5、E13.5、E14.5、E15.5、E16.5、E17.5、E18.5、P0、

P2、P7、P14、P21、P28、成体の胃組織全体における Pgc と Ki67 の遺伝⼦
発現変化（n=3、mean±SD、*P<0.05、**P<0.01、***P=0.001）。 

B. P7、P14、P21、P28、成体の胃体部における Pgc と Ki67 の免疫蛍光染⾊(ス
ケールバー；100μm) 

 

3.6 GKN2 の発現解析 

GKN2 は表層粘液の構成タンパク質であり、表層粘液細胞のマーカーである。 
 

3.6.1 定量的 PCR による Gkn2 の発現変化の解析 
Gkn2 は E18.5 から発現を開始しする。P21 で急激に発現上昇するが、その後は
発現が減少する傾向が⽰された。 
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3.6.2 胃体部における GKN2 と Ki67 の抗体染⾊結果 
 胃体部において GKN2 は P0 から発現を開始する。P0 から P14 では胃腺の表
層部のみで発現しており、GKN2 を発現する細胞の数はそれほど増加していな
い。P21 以降は胃腺の表層部だけでなく中央上部にかけて発現する。Ki67 との
共染⾊より、P14 までは Ki67 発現細胞と GKN2 発現細胞が離れて存在するが、
P21 以降から両細胞が近接することが⽰された。 
 

3.6.3 幽⾨部における GKN2 と Ki67 の抗体染⾊結果 
幽⾨部における GKN２は P0 から P7 では胃腺の表層部のみに発現する。P14

以降、胃腺の中央上部でも発現を開始し、成体にかけて胃腺の表層部から中央に
発現する様⼦が⾒られた。また、Ki67 との共染⾊により、P21 以降で Ki67 発現
細胞と GKN2 発現細胞が近接することが⽰された。 
 

3.6.4 結果のまとめ 
 以上の結果より、表層粘液細胞は胃体部、幽⾨部ともに P0 で分化を開始して
いる可能性が⽰唆された。また、P21 以降で GKN2 を発現する細胞が急激に増
加することから、離乳のタイミングで表層粘液細胞への分化が促進することが
⽰唆された。 
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図 3.6. Gkn2 と Ki67 の発現パターンの解析 
A. qRT-PCR による E12.5、E13.5、E14.5、E15.5、E16.5、E17.5、E18.5、P0、

P2、P7、P14、P21、P28、成体の胃組織全体における Gkn2 と Ki67 の遺伝
⼦発現変化（n=3、mean±SD、*P<0.05、**P<0.01、***P=0.001）。 

B. P0、P2、P7、P14、P21、P28、成体の胃体部における Gkn2 と Ki67 の免疫
蛍光染⾊(スケールバー；100μm) 

C. P0、P2、P7、P14、P21、P28 成体の幽⾨部における Gkn2 と Ki67 の免疫
蛍光染⾊(スケールバー；100μm) 
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3.7 SST (Somatostatin)の発現パターンの解析 

 

3.7.1 定量的 PCR による Sst の発現変化の解析 
 Sst は、E17.5 から発現を開始していた。その後、P21 にかけて SST の発現は
上昇する傾向にあるが、P21 から P28 にかけて減少していることが⽰された。 
 

3.7.2 胃体部における SST と Ki67 の抗体染⾊結果 
 SST は胃体部において E17.5 の胃腺の底部で発現を開始していた。発⽣後期
から⽣後の成熟過程にかけて、⼀つの胃腺あたりの SST 発現細胞の数はほとん
ど変化しないことが⽰された。 
 

3.7.3 結果のまとめ  
以上の結果より、内分泌(D)細胞は E17.5 で分化を開始している可能性が⽰唆

された。また、SST を発現する細胞は Ki67 の発現と⼀致していなかったことか
ら、これらの細胞は前駆細胞として機能するわけではないことが⽰唆された。 
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図 3.７. Somatostatin と Ki67 の発現パターンの解析 
A. qRT-PCR による E12.5、E13.5、E14.5、E15.5、E16.5、E17.5、E18.5、P0、

P2、P7、P14、P21、P28、成体の胃組織全体における Somatostatin と Ki67
の遺伝⼦発現変化（n=3、mean±SD、*P<0.05、**P<0.01、***P=0.001）。 

B. E16.5、E17.5、E18.5、P0、P2、P7、P14、P21、P28、成体の胃体部におけ
る Somatostatin と Ki67 の免疫蛍光染⾊(スケールバー；100μm) 
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3.８ GAST(Gastrin)の発現解析 
 

3.８.1 定量的 PCR による Gast の発現変化の解析 
 胃組織全体における Gast の遺伝⼦発現は E15.5 か検出された。P2 と P14 で
発現が⼤きく上昇し、それ以降の発現はほとんど⼀定であった。 
 

3.8.2 幽⾨部における GAST と Ki67 の抗体染⾊結果 
幽⾨部において GAST は E13.5 から発現を開始していた。E13.5 から E14.5 で

Gastrin は上⽪の底部でのみ発現しているが、E15.5 から P2 では胃腺に点在し
て発現する。さらに P7 以降は胃腺の底部でのみ発現している様⼦が⾒られた。 
 

3.8.3 結果のまとめ 
以上の結果より、内分泌(G)細胞は E13.5 で分化を開始している可能性が⽰唆

された。3.7 章に記載したように内分泌(D)細胞は E17.5 から分化を開始してお
り、G 細胞と D 細胞は分化開始時期が異なることが⽰された。また、Gastrin を
発現する細胞は Ki67 の発現と⼀致していなかったことから前駆細胞ではないこ
とが明らかとなった。 
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図 3.8. Gastrin と Ki67 の発現パターンの解析 
A. qRT-PCR による E12.5、E13.5、E14.5、E15.5、E16.5、E17.5、E18.5、P0、

P2、P7、P14、P21、P28、成体の胃組織全体における Gastrin と Ki67 の遺
伝⼦発現変化（n=3、mean±SD、*P<0.05、**P<0.01、***P=0.001）。 

B. E12.5、E13.5、E14.5、E15.5、E16.5、E17.5、E18.5、P0、P2、P7、P14、
P21、P28、成体の胃体部における Gastrin と Ki67 の免疫蛍光染⾊(スケール
バー；100μm) 
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図 3.9 全体の結果のまとめ 
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図 3.9. 結果のまとめ 
A,  胃体部の成熟。E12.5 の胃体部において E12.5 から E17.5 にかけて Sox2
と Sox9、Ki67 は上⽪の全体で発現し、E17.5 で壁細胞のマーカーである
Atp4b と内分泌(D)細胞のマーカーである Somatostatin が胃腺の中央上部
から底部にかけて点在していた。E18.5 では表層部から Sox2 と Sox9、Ki67
の発現が消失し、P0 で粘液分泌細胞のマーカーである Gkn2 が表層部で発
現を開始していた。P14 では、主細胞のマーカーである Pgc の発現が胃腺の
中央から開始され、Ki67 の発現は胃腺の中央上部から底部にかけて発現し
ていたが、P21 では Ki67 は胃腺の中央上部に限局した発現が⾒られ、Pgc
は胃腺の中央から底部にかけて発現していることが明らかとなった。このと
き、機能性上⽪細胞マーカーは成熟した胃腺と同じ位置で発現していた。 
B,  幽⾨部の成熟。幽⾨部において SOX9 は E12.5 では上⽪の全体で発現す
るが、E13.5 になると上⽪の中底部で強く発現し、表層部で発現が消失して
いた。E13.5 では、上⽪の底部に内分泌(G)細胞のマーカーである Gastrin が
発現を開始し、E14.5 から E18.5 では胃腺の表層部から底部にかけて発現し
ている様⼦が⾒られた。P0 になると表層部に粘液分泌細胞マーカーである
Gkn2 が発現を開始し、それと同時にガストリンは表層部においての発現が
消失していた。P7 ではガストリンを発現する細胞は胃腺の底部に限局して
おり、Ki67 の発現もまた底部で発現していた。P14 から P21 にかけて Ki67
は胃腺の中央下部で発現している様⼦が⾒られた。このとき、機能性上⽪細
胞マーカーは成熟した胃腺と同じ位置で発現していた。 
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4. 考察 
4.1. 内分泌細胞の分化開始時期と、多様な上⽪細胞分化に

おける役割 
 成体の胃腺には、Gastrin を分泌する G 細胞、Somatostatin を分泌する D 細
胞、Ghrelin を分泌する X/A 細胞、Histamine を分泌する ECL 細胞、Serotonin
を分泌する EC 細胞の 5 種類の内分泌細胞が存在する。これら内分泌細胞は
ASCL1 を発現する共通の前駆細胞から分化することが知られており、前駆細胞
から G 細胞への分化には NKX6-3、PDX1、ARX、D 細胞への分化には PAX4 が
必要である。私の解析結果から G 細胞のマーカーである Gastrin は幽⾨部にお
いて E13.5 から発現を開始し、D 細胞のマーカーである Somatostatin は胃体部
において E17.5 から発現を開始することが明らかとなった。これらの結果は共
通の前駆細胞を持つ内分泌細胞がそれぞれ異なる時期に出現することを⽰唆し
ている。また、壁細胞のマーカーである ATP4B は胃体部において E17.5 から発
現を開始する。成体の胃では、G 細胞から分泌される Gastrin によって、壁細胞
からの SHH や HB-EGF などの細胞増殖・分化因⼦の分泌が促進されることが
知られている。これらの結果から、E17.5 から発現開始する Gastrin が、壁細胞
から分泌される細胞増殖・分化因⼦の分泌を促進し、胃腺におけるその他の上⽪
細胞への分化に関与している可能性が考えられる。過去の⽂献から、Gastrin ノ
ックアウトマウスの成体胃組織において、壁細胞と ECL 細胞の細胞数が減少し、
副細胞の数が増加することが報告されているが、成熟過程における変化につい
ては解析されていない。今後、Gastrin ノックアウトマウスを⽤いて 胃腺の成
熟過程を解析することで、壁細胞、内分泌細胞などの機能性上⽪細胞が出現時期
に変化がおこるかどうか確かめる必要がある。 
 
 

4.2.  発⽣後期過程における上⽪細胞の分化 
 私の抗体染⾊の解析結果から、E12.5 から E18.5 までの発⽣後期過程における
SOX9 と SOX2 の発現はダイナミックに変化することが明らかとなった。幽⾨
部では、E12.5 で SOX9 と SOX2 はともに胃の上⽪全体で発現していたが、E13.5
で上⽪の表層部における SOX９の発現は消失し、SOX2 を強く発現する表層部
と SOX9 を強く発現する底部の 2 層にわかれていた(図 3.2)。胃腺構造が形成さ
れ始めた E14.5 以降は、引き続き SOX9 は胃腺の中央から底部に限局した発現
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を⽰し、SOX2 は胃腺の中央から表層部に発現していた。⼀⽅胃体部では、E12.5
から E17.5 にかけて SOX9 は上⽪全体で発現し、SOX2 は表層部でやや強く発
現している様⼦が⾒られたが、E18.5 になると胃体部の表層部における SOX9 の
発現が消失し、SOX2 を発現する表層部と SOX9 を発現する底部の２層構造が
明確になった。また、Ki67 と SOX9 の共染⾊結果から、Ki67 と SOX9 の発現は
相似することが⽰された(図 3.3)。このことから、発⽣後期過程において SOX2
陽性細胞は分化を開始しており、SOX9 陽性細胞は未分化な分裂細胞であること
が⽰唆された。また、幽⾨部では E13.5 から、胃体部では E18.5 からこのよう
な 2 層構造が明確になることから、幽⾨部と胃体部では分化を開始する時期に
違いがある可能性が⽰唆された。さらに SOX９の発現が消失した位置には、胃
体部・幽⾨部において P0 で粘液分泌細胞マーカーである GKN2 が発現してい
た。以上のことから表層部で SOX2 を発現していた細胞は、粘液分泌細胞の前
駆体へと分化していた可能性が⽰唆された。また、胃体部では SOX9 を発現す
る領域から ATP4B を発現する壁細胞が分化を開始しており、SOX9 は分裂促進
だけでなく、細胞分化を制御する可能性もある。今後、発⽣後期の胃における
SOX9 の役割を明らかにするためには、胃組織特異的な SOX9 ノックアウトマ
ウスを作製したり、SOX9 を発現する細胞がどのように分化するのか追跡する必
要がある。 
 過去の⽂献から、発⽣後期の肺上⽪細胞において SOX9 をノックアウトする
と細胞の分裂抑制や細胞移動の異常を⽰すことが明らかとなっている。また、
SOX9 の過剰発現は分裂抑制や扁平上⽪への分化を阻害することが知られてい
る【26】。⼀⽅、発⽣後期の⼩腸では、SOX9 が分裂細胞に発現することが知ら
れている。⼩腸では SOX9 発現細胞が WNT シグナルで制御されているが、肺
では WNT シグナルの制御を受けないことが⽰されており、胃の SOX9 発現細
胞がどのようなシグナルの制御を受けるかについてはさらに解析する必要があ
る。 
 

4.3. 胃の機能性上⽪細胞の分化 
 発⽣後期から成体までの胃組織のプロテオーム解析を⾏った過去の⽂献から、
E12.5 から E16.5 はスプライソソーム、RNA 輸送、DNA 複製、細胞周期、ピリ
ミジン代謝などの経路に豊富なタンパク質が多く発現していることから細胞分
裂が盛んな期間であり、E17.5 から 2 週齢にかけて胃のサイズと質量が増加す
る期間である可能性が⽰唆されている。また、3 週齢から成体にかけて胃が代謝
機能を獲得している可能性が⽰唆されている【27】。このように、胃組織成熟過
程における、おおまかなタンパク質発現変化の解析は⾏われていたが、胃組織切
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⽚を⽤いて、いつ・どの領域から機能性上⽪細胞の分化が開始するのか、その詳
細な解析はなされていなかった。私の抗体染⾊の解析結果から、E13.5 で内分泌
(G)細胞のマーカーである Gastrin が発現を開始し、E17.5 で壁細胞マーカーで
ある ATP4B と内分泌(D)細胞マーカーである Somatostatin が発現を開始し、
P0 で表層粘液細胞マーカーである GKN2 が発現を開始し、P14 で主細胞マーカ
ーである PGC の発現が開始することが⽰された。これらの結果から、機能性細
胞の分化開始時期は、種類ごとに⼤きく異なることが⽰された。P14 から主細胞
が分化を開始し、P21 で主細胞、表層粘液細胞、壁細胞の数が⼤きく増加するこ
とから、離乳の段階で⾷物を受け⼊れる準備として胃腺を構成する機能性上⽪
細胞への分化が⼀気に促進される可能性が⽰唆された。近年、成体の表層粘液細
胞において発現する SIDT1 を介して胃で⾷物由来のマイクロ RNA が吸収され
ることが⽰されている【28】。摂取した⾷物が胃の細胞分化を制御するかどうか
も興味深い点である。 
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