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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）にレチノイン酸を経時的に細かく時間

帯を分けて投与し、胎仔に無脾症候群や多脾症候群などの内臓錯位症候群、内臓全逆位、単心

室、単心房、共通房室弁口、左心低形成、総動脈幹症、大動脈-肺動脈窓、両大血管右室起始、

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

雑先天性心疾患モデルを作製することができた。その中でファロー四徴の原因となる二次心臓

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。 
 
 
研究成果の概要：Maternal administration of retinoic acid (E6.5-E9.5) induce wide spectrum 
of congenital heart anomalies including heterotaxy syndrome, situs inversus totalis, 
univentricular heart, common atrioventricular connection, hypoplastic left heart, 
persistent truncus arteriosus, aorto-pulmonary window, complete transposition of the 
great arteries, tetralogy of Fallot, interrupted aortic arch, which are similar to human 
congenital heart disease. We analyzed gene expression of the secondary heart field and the 
cardiac outflow tract of this mouse model by using DNA microarray. We found various sort 
of genes up-regulated and down-regulated at these areas. 
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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、これまでにも我々が報告し

てきた、母胎へのレチノイン酸投与により発

症する複雑先天性心疾患モデルマウスを有

効に利用して、レチノイン酸により異常が発

症 す る 部 位 を 実 態 顕 微 鏡 下 に

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

索した。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重要な

遺伝子の候補を新たに見つけ出す。	 

 
３．研究の方法 
1） これまで行ってきた研究と同様に、母胎

へのレチノイン酸投与マウス胎仔の作成

と先天性心疾患および腹部臓器奇形の診

断を詳細に検討する。	 

a) ICR系妊娠マウス6.5日、6.75日、7.0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、8.75日、9.0日、

9.25日、9.5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による遺伝子発現を検討

する。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に関し

てはreal-time	 PCRを行い、mRNA発現量

の差を定量検定する。	 

	 
４．研究成果	 

6.5 日投与（n=78）では、無脾症候群を中心

とした内臓錯位や共通房室弁口など左右軸

と流入路障害および完全大血管転位、	 両大

血管右室起始、肺動脈閉鎖などの流出路異常

が、6.75 日投与(n=12)の一部では、左側相同

や左心低形成が発症した。7.0-8.0 日ではマ

ウス胎仔は全例胎生致死となった。8.5 日投

与(n＝40)では完全大血管転位や両大血管右

室起始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)投与で総動脈幹

遺残	 、ファロー四徴、大動脈肺動脈窓など

の動脈幹中隔異常が各々28%と 11%、左鎖骨下

動脈起始異常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。	 

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
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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。また神経堤細胞の郵送に重要な役割を果

たす double	 cortin は 2 次心臓領域で強い発

現が認められ、RA 投与群で低下する傾向が見

られた。	 

	 

[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。	 
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（上図）E6.5〜E9.5 でのレチノイン酸投与に

見られた胎仔の先天性心疾患とその頻度	 

	 

（上図）左側決定因子である Lefty,	 Nodal

の in	 situ	 hybridization.	 これらの因子が

RA投与群では左右randomに発現が見られた。	 

	 

	 

	 

（上図）Tbx1,	 myocardin,	 double	 cortin	 の

遺伝子発現（real-time	 PCR）.	 
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（上図）RA 投与による心奇形発症スペクトラ

ムのまとめ。	 
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