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研究成果の概要（和文）：過去の多くの研究から胎生期のRAシグナルの異常な不足や亢進は様々な先天性奇形を
誘発する事が知られている。その中でも口唇口蓋裂はRAシグナル異常によって引き起こされる事が知られている
代表的な疾患である。今回の我々の研究から胎生期のRAシグナル低下が口唇裂と後鼻孔閉鎖を併発する原因とな
る事、またその病態に至る分子メカニズムが繊維芽細胞成長因子（Fgf）を介するものである事を見出した
（Kurosaka et al. Hum Mol Genet. 2017）

研究成果の概要（英文）：Craniofacial development is a complex process that involves sequential 
growth and fusion of the facial prominences. When these processes fail, congenital craniofacial 
anomalies can occur. For example, choanal atresia (CA) is a congenital craniofacial anomaly in which
 the connection between the nasal airway and nasopharynx is completely blocked. In this study, we 
discovered that mice with mutations in retinol dehydrogenase 10 (Rdh10), which perturbs Vitamin A 
metabolism and retinoid signaling, exhibit fully penetrant CA. Interestingly, we demonstrate Rdh10 
is specifically required in non-neural crest cells prior to E10.5 for proper choanae formation, and 
that in the absence of Rdh10, Fgf8 is ectopically expressed in the nasal fin. Taken together, our 
findings demonstrate that RDH10 is essential during the early stages of facial morphogenesis for the
 formation of a functional nasal airway, and furthermore establish Rdh10 mutant mice as an important
 model system to study CA.
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１．研究開始当初の背景 

顎顔面の発生には様々な顔面突起の適切な
成長及び癒合が必要不可欠である。異常な顔
面突起の成長や癒合は顎顔面形成異常の原
因となり、その中でも口唇口蓋裂や後鼻孔閉
鎖症は最も高頻度で発生する疾患である。こ
れらの疾患は矯正歯科医療領域との関連が
非常に強く、国内外問わず多くの研究者が
様々な分子メカニズムと同疾患の関連性に
ついて研究を行っている。今回我々が着目す
るレチノイン酸（以下 RA）シグナルは上記
疾患との関連が示唆されてはいるものの、双
方の疾患発症のメカニズムを包括的に理解
するには至っていない。RA は生体内にてビ
タミン A（レチノール）を基に様々な酵素に
より生成される事が知られており、その酵素
の中の一つである Rdh10 は RA 生成の初期
過程に必要不可欠な分子である。我々の過去
の研究結果から同遺伝子が正常な顔面発生
に重要な役割を果たす事は知られており
（ Sandell et al. Genes Dev. 2007 May 

1;21(9):1113-24）、興味深い事に Rdh10 の機
能阻害を行ったマウスは過去に報告された
他の RA シグナル分子の機能阻害とは異なる
表現型を示している。よって、その表現型を
詳細に解析する事により今までには得られ
なかった口唇口蓋裂や後鼻孔閉鎖症の新た
な知見が得られる可能性が高い。 

 

２．研究の目的 

口唇口蓋裂や後鼻孔閉鎖症は顎顔面形成異
常の中でも頻度の高い先天性異常である。過
去の基礎研究から RA シグナルがこれらの病
態に関与する事が示唆されているが詳細な
メカニズムは未だ不明である。応募者らは
RA代謝に重要な役割を果たすRdh10遺伝子
を機能阻害したマウスで口唇裂及び後鼻孔
閉鎖症が同時に起こる事を既に見出してお
り、本研究ではこの Rdh10 遺伝子を中心に
口唇口蓋裂や後鼻孔閉鎖症の発症に対する
RA シグナルの詳細な（時期及び組織特異的
な）機能解析を行う。本研究を遂行する事に
より、上記疾患等に対する基礎的理解が深ま
り、予防法や治療法の確立に貢献する結果を
出す事が目的である。 

 

３．研究の方法 

タモキシフェン投与により全身で Cre 遺伝
子を発現するマウス（Ert2Cre マウス）
（ Ventura A et al, Nature. 2007 Feb 

8;445(7128):661-5. Epub 2007 Jan 24）と
Rdh10 の exon2 の両側に loxP site を持つマ
ウス（Rdh10fxマウス）それらのマウスを掛
け合わせ、胎生時期特異的に Rdh10 をノッ
ク ア ウ ト 出 来 る マ ウ ス を 作 製 し た
（Ert2Cre;Rdh10fxマウス）。また同じ方法で 

神経堤細胞特異的（Danielian PS et al, Curr 
Biol. 1998 Dec 3;8(24):1323-6）に Rdh10 を
ノックアウトするマウス(Wnt1Cre;Rdh10fx）

を作製し異なる胎生時期にてマウスを回収
し、Whole mount nuclear fluorescent imaging 

(Sandell LL, Kurosaka H et al, Genesis. 2012 

Nov;50(11):844-50)を用いて観察を行った。
またそれぞれの胎生ステージにおいて組織
切片も作製し組織学的な解析も行った。ま
た、表現型が認められたノックアウトマウ
スについては上顎複合体を摘出し、RNAseq

を用いて網羅的な遺伝子発現解析を行った。
発現に変化が認められた遺伝子群について
は発現パターンを In situ hybridization や免
疫化学染色を用いて解析した。 

 
４．研究成果 
胎生期（E10.5-E12.5）の顎顔面発生時、特
に上顎複合体の前方部において Rdh10 及び
RareLacZ(RA シグナルのレポーター)の強い
発現が認められた（下図）。 

 
 
Rdh10 の機能解析を行う為にコンディショナ
ルノックアウトマウスを作製し、タモキシフ
ェンの投与後に Rdh10が著しく低下する事を
確認した。この事より同マウスは胎生期の
Rdh10 の機能解析を行うのに適したモデルと
なる事が確認された（下図）。 
 

 
胎生 7 日目にタモキシフェンを投与した
Ert2Cre;Rdh10fx マウスにおいて口唇裂と後
鼻孔閉鎖が併発する事を見出した（下図）。 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17251932?dopt=Abstract
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9843687
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9843687


 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
この事は胎生時の Rdh10 が RA シグナルを活
性化させる事が通常の顎顔面を形成する上
で非常に重要である事を示唆する新しい所
見である。 
次に表現型が見られた Ert2Cre;Rdh10fx マウ
スの発生中の上顎複合体を用いて網羅的な
遺伝子発現解析を行った。その結果ノックア
ウトマウスにて著しい発現変動を認める遺
伝子を多数同定した（下図） 

その中でも特に口唇裂と後鼻孔閉鎖の表現
型と関連が深いと考えられる Fgf8 の発現範
囲がノックアウトマウスにて顕著に拡大し
ている事を発見した（下図）。 
 

これらの事は顎顔面の胎生発生時の Rdh10と
Fgf8 の相互作用が口唇や後鼻孔の発生と非
常に密接に関連しており、それらのシグナル
経路が阻害される事で口唇口蓋裂や後鼻孔
閉鎖症を引き起こす可能性がある事を強く
示唆している。また非常に興味深い事に
Rdh10の機能阻害を胎生 8.5日に遅らせた場
合や神経堤細胞特異的に行った場合には口
唇口蓋裂や後鼻孔閉鎖症が起こらない事も
確認した。この事は Rdh10 が口唇や後鼻孔
の発生に深く関与するのは胎生 7.5日以前で
あり、更には胎生上皮における発現が非常に
重要である事を示す新しい所見である（下
図）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

今後はこれらの発見を元に Rdh10 と顎顔面形
成不全を引き起こす事が知られている様々
な環境要因との相互関係を解明していく予
定である。 
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