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研究成果の概要：妊娠マウス（胎生 6.5 日から 9.5 日）にレチノイン酸を投与し、胎仔に内臓

錯位症候群、単心室、単心房、共通房室弁口、左心低形成、総動脈幹症、完全大血管転位、フ

ァロー四徴症、大動脈離断、大動脈弓異常などの、幅広いスペクトラムの複雑心奇形のモデル

を作製することができた。二次心臓領域および心臓流出路の遺伝子発現のプロファイルを DNA 

マイクロアレイおよびリアルタイム PCR で確認したところ、レチノイン酸投与により心臓流出

路および二次心臓領域で発現が低下および亢進する遺伝子群が明らかとなった。 
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１．研究開始当初の背景 

 先天性心疾患は新生児死亡原因のなかで

最も多い原因の一つで、遺伝的要因、環境要

因、母胎感染、薬物服用など様々な原因によ

って起こりうる。最近の発生工学の発達によ

り、心臓形態形成を制御する転写因子や成長

因子のカスケードがかなり明らかになって

きた。心臓形態形成を理解することは先天性

心疾患の病因を知るにとどまらず、障害され

た心筋組織の再生医療にもつながる重要な

研究分野である。 

 

２．研究の目的 

今回の研究では、レチノイン酸投与により発

症する心奇形モデルマウスを有効に利用し

て、レチノイン酸により異常が発症する部位
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を micro-dissection して、コントロールと

の遺伝子発現の差を DNA microarray を用い

て検索する。また得られた microarray の結

果から、心室流入路および流出路の形成に

critical な遺伝子の候補を新たに見つけ出

す。そのうち形態形成に重要と考えられるも

のを whole-mount in situ hybridization に

よりその発現様式を確認する。これまで報告

されていない遺伝子が見つかれば、マウス胚

外 培 養 法 を 応 用 し て 、 antisense 

oligonucleotide もしくは siRNA を用いて阻

害実験を行ってみる。更に可能であればノッ

クアウトマウスを作製して、in vivo での機

能解析を行う。 

 

３．研究の方法 

平成１９年度 

1） レチノイン酸投与マウスの作成と心奇形

および腹部臓器奇形の診断 

a) ICR系妊娠マウス6.5日齢にレチノイン酸

を15mg/kg腹腔内に投与する。胎生17.5日

に胎仔を取り出し、実態顕微鏡下に腹部臓

器および心臓の奇形を診断する。個体は

150-200解析する。 

b) ICR系妊娠マウス8.5日齢にレチノイン酸

を70mg/kg腹腔内に投与する。胎生17.5日

に胎仔を取り出し、実態顕微鏡下に腹部臓

器および心臓の奇形を診断する。個体は

150-200を目標に解析する。 

全ての胎仔は実態顕微鏡下で解剖し、詳細な

写真を撮り病理診断に供する。 

2） 心臓流出路および二次心臓領域における

DNA microarrayによる遺伝子発現の検討 

胎仔胚（正常コントロール、レチノイン酸投

与）のaortic sac (AS), outflow tract (OFT), 

RV, LV-inflow tract, LA, RA, IVSを各々

dissectionし、すぐさま凍結させる。心臓の

各部分が最低で100個集めてRNAを抽出する。 

3) real-time PCRによる定量化 

Microarrayにより正常コントロールとの間

に有意な発現量の差がみられ、形態形成に重

要と考えられる遺伝子二関してはreal-time 

PCRを行い、mRNA発現量の差が有意なものか

どうか定量検定する。 

 

４．研究成果 

6.5 日投与（n=78）では、内臓錯位や CAVC な

ど左右軸と流入路障害および TGA, DORV, PA

などの流出路異常が、6.75 日投与(n=12)の一

部で HLHS が発症した。8.5 日投与(n＝40)で

は TGA や DORV など動脈幹中隔の螺旋異常が、

9.0 日投与(n=21)と 9.5 日(n＝32)投与で PTA, 

TOF, AP window などの動脈幹中隔異常が各々

28%と 11%、RSCA などの大動脈弓異常が 55%

と 69%、胸腺異常が 55％と 75%発症した。 

（上図）E9.5 でのレチノイン酸投与に見られ

た大動脈-肺動脈窓を伴う肺動脈閉鎖兼心室

中隔欠損の胎仔 

 

流出路における DNAマイクロアレイ遺伝子解

析では、9.5 日投与の流出路では 362 の発現

低下(＜x0.5)と 24 の亢進(＞x2.0)遺伝子が

確認された。また real-time PCR では、Tbx1

は内臓中胚葉-咽頭弓組織(内胚葉を含む)で

高い発現がみられ、この部分では RA 投与群

は対照群に比べて発現が低下(0.67 倍)した。

一方 myocardinは主に心臓流出路で高い発現



 

 

がみられ、この部分では RA 投与群では対照

群に比べてわずかに発現が亢進(1.19 倍)し

た。[結論]妊娠マウスへのレチノイン酸過剰

投与により、ヒトの先天性心疾患に類似した

似した幅広いスペクトラムを作製すること

が可能であった。RA 投与により心臓流出路お

よび二次心臓領域で発現が低下(一部で亢

進)する遺伝子群が明らかとなった。今後さ

らに研究を進め、RA 投与により引き起こされ

る心奇形の責任遺伝子を明らかにしてゆく

予定である。 

 

 

（上図）二次心臓領域(SHF)と咽頭弓(PA) 

 

（上図）心臓流出路(OFT) 

 

（上表）母体へのレチノイン酸投与で胎仔の

心臓流出路において発現が亢進した mRNA 

 

（上表）母体へのレチノイン酸投与で胎仔の

心臓流出路において発現が低下した mRNA 

 

 

（上図）これまでの結果のまとめ 
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