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研究成果の概要（和文）：直腸肛門奇形（ARM）マウスでARM発生過程を組織立体再構築の手法を用いて、分子生
物学的発生機構の解明を試みた。Shh染色では口腔側では正常マウスとの明らかな違いを認めたが、直腸側の腸
管においては有意な差は認めなかった。BMP4染色では直腸側腸管に、ARMモデルマウスに発現の上昇を認めた。
これらのことからARMの発生は、単一の主要な遺伝子によるものではなく、BMP4など複数の遺伝子のスプライシ
ング、DNAメチル化、または転写因子の結合を変化させるSNPs（Single Nucleotide Polymorphism）によって、
ARMが誘導されると考えられた。

研究成果の概要（英文）：In this study, we aimed to elucidate the molecular mechanisms underlying 
anorectal malformation (ARM) development in mice using a three-dimensional (3D) histopathological 
reconstruction method. ARM was induced in ICR mice by excess administration of retinoic acid (RA), 
and the presence of abnormalities, such as ARM and abnormal tail morphology, was examined in fetus. 
Using the same model, thin serial sections were processed, stained, and scanned to create a 3D 
histopathological reconstruction model of ARM for further examinations. We developed the ARM murine 
model and created its 3D reconstruction model. Using the 3D model, we identified the presence of 
rectourethral fistula. The model allowed us to observe microscopic changes by enlarging the 
reconstructed images. 

研究分野： 小児外科学

キーワード： 直腸肛門奇形　組織立体再構築　メチル化　エピゲノム解析

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
小児外科領域の先天奇形においてARMは最も頻度の高い疾患のひとつである。また臨床的な面では、ARM患児の術
後経過において排便障害、排尿障害や生殖器障害などQOLの観点から改善が期待できない症例もあり、直腸肛門
領域の神経、筋肉および周辺の泌尿生殖器系、脊椎などについてより詳細な発生学的、解剖学的知識の解明が早
急に望まれている。本研究にてARMマウスをコンピューター処理にて三次元的に拡大視して観察することが可能
となった。消化管のみならず周囲の筋組織など臓器別の病理学的評価も可能となり、免疫組織化学的およびエピ
ゲノム解析へのアプローチの展望がみえてきた。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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1. 研究開始当初の背景 
直腸肛門奇形（ARM）は小児の先天性消化管奇形として最も頻度の高い疾患のひとつであ

る。また臨床的な面では、ARM 患児の術後経過において排便障害、排尿障害や生殖器障害
など QOL の観点から改善が期待できない症例もあり、直腸肛門領域の神経、筋肉および周
辺の泌尿生殖器系、脊椎などについてより詳細な発生学的、解剖学的知識の解明が早急に望
まれている。胎生早期の発生異常がこれらの疾患の病態発生と強い相関があることが示唆
しており、消化管、特に直腸肛門領域の器官形成については、遺伝子レベルの報告も散見さ
れるようになってきたが、それでもなお、未だ十分解明されていないのが現状である。 
 
2. 研究の目的 
ARM モデルマウスを作製し、形態学的な面での発生過程についてより精細な検索を行う

べく ARM の組織の連続スライド切片を作製して、コンピューター処理を行って組織立体再
構築を行う。三次元的に瘻孔の周囲を観察し、臨床病理学的因子との関連について検討する。
ARM の発生過程を解明し、さらには発症予防戦略を講じる上で key になると考えられる。 
本研究で骨盤底筋群の発達や脊髄神経疾患の合併の有無などを予測する分子マーカーを

探索・確認することにより、発症予防治療の探索、もしくは治療後も排便機能障害を有する
ような症例の治療成績向上につながっていくのではないかと考えた。 
 
3. 研究の方法 
催奇形性物質であるレチノイン酸（RA）を妊娠マウスへ、ある時期にある量を投与するこ

とにより ARM モデルマウスを作製する。約 300 枚の連続スライド切片を作成し、等間隔で
染色するスライドを決定する。染色は均一に行われる必要がある。マッソン染色を行った。
染色を終えたスライドをすべてスキャンして、コンピューターソフト AmiraTM（マックスネ
ット, 東京）を用いて三次元構築を行う。この際、1 枚 1 枚のスライドを組織毎にトレース
しておくことにより、臓器別に三次元的組織立体再構築が可能になる。三次元に構築された
ARM マウスの、特に直腸尿道瘻の領域について、立体的にあらゆる角度から観察を行う。
周囲の切片より、免疫組織化学的アプローチとして Sonic hedgehog（Shh）染色、Bone 
Morphogenetic Protein 4（BMP4）染色を行った。 
 
4. 研究成果 



レチノイン酸（RA）を過剰投与して直腸肛門奇形（ARM）マウスを作成することに成功し
た。実体顕微鏡を用いて観察した。続いて、組織のスライド連続切片を作成し、マッソン染
色を行い、スライドをスキャン
してデジタル・データを解析し
た。三次元構築後にそれぞれの
組織ごとに分けて観察を行い
（図 1）、直腸尿道瘻を確認した。
立体的に胎仔の直腸尿道瘻の存
在、ARM の発生を証明した。ま
た、周囲の筋群や脊髄神経につ
いても評価した。脊髄病変を確
認し、やはり、直腸肛門奇形と脊
椎・脊髄の奇形に何らかの相関
があることが示唆された（図 2）。
さらに、細胞の発現や分化を制御す
る Shh や BMP4 といった遺伝子
蛋白の直腸肛門領域での発現につ
いて検討した。今回の研究におい
ては、Shh 染色では口腔側では正
常マウスとの明らかな違いを認め
たが（図 3）、直腸側の腸管におい
ては有意な差は認めなかった（図
4）。BMP4 染色では直腸側腸管に、
ARM モデルマウスに発現の上昇
を認めた（図 5）。これらのことから ARM の発生は、単一の主要な遺伝子によるものでは
なく、BMP4 など複数の遺伝子のスプライシング、DNA メチル化、または転写因子の結合

＜図 1＞ 

＜図 3＞ ＜図 4＞ 

＜図 2＞ 



を 変 化 さ せ る SNPs （ Single Nucleotide 
Polymorphism）によって、ARM が誘導される
と考えられた。2022 年 3 月までのものは別記
しているが、本研究の成果は 2022 年 5 月 19
日に開催された第 59 回日本小児外科学会学術
集会国際セッションにて報告した（Miyagi H, 
Ikeda T, Honda S, Takakuwa E, Ara WM, Ishii 
D, Ishii S, Motoki D, Hirasawa M ： 3D 
histopathological reconstruction in an ARM 
murine model. The 59th Annual Meeting of the 
Japanese Society of Pediatric Surgeons: International Session, Tokyo, 2022. (Oral)）。 
 

＜図 5＞ 
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小児における会陰部腫瘤;Accessory Labioscrotal Foldの観点からの考察

Sacroperineal (Stephens) procedure for anorectal malformations.

気胸を契機に発見されたImflammatory myofibroblastic tumor類似疾患の１例

胎児期に尿管瘤が疑われた重複腸管の１例
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Comparison of surveillance cultures of the umbilical skin between patients who underwent laparoscopic percutaneous
extraperitoneal closure (LPEC) and those receiving umbilical hernia (UH) repair

Results of Kimura’s procedure (Right Colon Patch) for Extensive Aganglionosis
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先天性横隔膜ヘルニアに肺分画症および重複胃を合併した２例

臍部監視培養からみたLPECおよび臍ヘルニア根治術症例に対する比較検討
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