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研究成果の概要（和文）： 

小児外科領域の代表的疾患である直腸肛門奇形に関して、我々は従来から行ってきた妊娠マウ
スに催奇形性物質であるレチノイン酸（RA）を過剰投与して直腸肛門奇形マウスを作成した。
正常マウスの消化管のパターン形成や、直腸肛門奇形マウスの後腸分化のうえで重要な転写因
子発現の誘導を阻害する過程に着目し、RA 受容体の antagonist を投与することで約 4 割にお
いて直腸肛門奇形を rescue させた。 
研究成果の概要（英文）： 
In the embryos administered ATRA only, over 95% demonstrated ARM. In the embryos 

administered both ATRA and LE135, however, 44% of the embryos demonstrated normal 

development of the rectum and anus. Therefore, these findings indicate that RA receptor 

antagonist prevents disturbance of the cell signaling pathway between the epithelium and 

the mesenchyme layers because RA receptor antagonist inhibits RA receptor from forming 

heterodimers with retinoid X receptors. 
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１．研究開始当初の背景 

小児外科領域の先天性消化管奇形におい
て脊椎の異常が合併することは臨床上よく
経験される。直腸肛門奇形では仙・尾骨の形
成異常をしばしば認め、食道閉鎖症では胸椎
の異常を始め、互いの合併奇形症候群
（VACTER 症候群）を認める場合がある。こ
のような病態と対応する体節レベルでの形
成異常の存在は、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

を示唆しており、これらの解明は小児外科領
域における重要な検討課題である。一方、近
年の発生生物学の急速な進歩により、分子生
物学的な手法を用いて発生過程に関わる因
子が次々と明らかにされ、形態形成に関与す
る様々な遺伝子が解明されてきた。しかし、
消化管、特に直腸肛門領域の器官形成につい
ては、形態学的な面での発生過程の報告が散
見されるだけで、遺伝子レベルでは未だ十分
解明されていないのが現状である。また臨床
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的な面では、直腸肛門奇形患児の術後経過に
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
周辺の泌尿器系、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および周辺の泌
尿器系、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。 

 
２．研究の目的 

我々は鎖肛の発生メカニズムを解明する
ため、催奇形物質として RA を用いて 95%以上
の高率で ARM マウスを作成し、直腸肛門領域
の発生過程における遺伝子蛋白の発現の有
無について明らかにしてきた。しかしながら
これらの結果だけでは、本来の器官への分化
誘導を阻害された細胞がどのような運命を
たどったかは示すことができなかった。つま
り、本来の細胞に分化できなかった細胞は、
分化する直前の未分化細胞として生存して
いるのか、それとも細胞死によって除去され
たのか、あるいは他の器官を形成する細胞と
して生存しているのかについての検討は行
われていない。そこで、特に直腸肛門領域の
発生過程における詳細な経過追跡を新たな
発生生物学的な手法を用いて明らかにする
必要性があると考えるに至った。すなわち、
正常マウスの正常の消化管形成や、ARM マウ
スの転写因子発現の誘導を阻害する過程や、
rescue マウスにおいて正常な分化誘導の阻
害を抑制する過程を細胞レベルでどのよう
な経過をたどるか追跡するため、直腸肛門領
域の発生過程における遺伝子蛋白、特に Shh
のシグナルを受容する細胞を遺伝的にラベ
ルする系を作成し、遺伝的組織系譜解析を行
うことで上記に示したような細胞の動態変
化をつきとめることとした。これにより、直
腸肛門形成に必要な骨盤内臓器群が協調発
生するメカニズムについて分子レベルの面
から解明できると考えた。 
  そこで、今回の研究ではまず RA が RA 
Receptor とレチノイド核内受容体を介して
ヘテロダイマーを形成し、シグナル伝達系の
転写制御により様々な細胞分化、形態形成、
細胞死に必要な標的遺伝子の発現を制御す
ることに着目した。これまでの我々の研究で、
RA 過剰投与により RA 受容体の染色性に違い
が生じる事を証明し、後腸のシグナル伝達系
に影響を与えた結果、上皮間葉相互作用が障
害され、直腸盲端での上皮・間葉系および神
経の分化が阻害され本症が発症したと考え
た。そこでへテロダイマーの作用を抑制する
RA Receptor antagonist の LE135 を投与する
ことにより直腸肛門奇形の rescue program
を確立する。さらに神経発生研究の分野で近

年開発されたマウス子宮内胎仔エレクトロ
ポレーション法により Cre遺伝子を取り込ん
だ細胞を挙動追跡できる点に着目した。マウ
ス子宮内胎仔エレクトロポレーション法で
は、胎生期に Cre 遺伝子を取り込んだ Shh を
受容した細胞がラベルされ、ラベル後はマー
カー遺伝子の LacZ（青色）が恒常的に発現す
るため Shh受容細胞がどういった器官に分化
していくかを追跡できる。そこで遠位尿道上
皮近傍の上皮に特異的に発現する Cre遺伝子
を取り込んだ Shh 受容細胞の位置を in vivo
で追跡し、直腸肛門領域のみならず泌尿生殖
系器官も含めどのようにして細胞移動、増殖
を経て性質の異なる複数の器官に分化して
いくかを検討する。以上より、催奇形性物質
である RA の過剰投与により作成される ARM
モデルマウスに RA の投与時期と合わせて拮
抗作用のある LE135 を投与し、ARM を rescue
させ、胎生期におけるこれら一連の直腸肛門
領域の細胞学的動態を in vivo で観察するこ
とは、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 になると考えた。 
 

３．研究の方法 

 従来から行ってきた妊娠 9日目のマウスに
催奇形性物質であるレチノイン酸（RA）を過
剰投与し直腸肛門奇形マウスを作成する。一
方、妊娠 8 日目および妊娠 9 日目に、RA 
Receptor antagonist である LE135 を投与す
る。妊娠 10 日目から 16 日目の胎仔において
直腸肛門奇形や尾の形態異常誘導の可否に
つき検討する。また、発生異常を予防するた
めの至適投与量ならびに至適投与日を検討
する。さらに骨盤内臓器群が協調発生するメ
カニズムについて、マウス子宮内胎仔エレク
トロポレーション法を用いることにより遠
位尿道上皮近傍の上皮に特異的に発現する
Cre 遺伝子を取り込んだ Shh 受容細胞の位置
を in vivo で追跡し、直腸肛門領域のみなら
ず泌尿生殖系器官も含めどのようにして細
胞移動、増殖を経て性質の異なる複数の器官
に分化していくかを検討した。 
４．研究成果 
 RA のみを投与した群(Group A)では全例直
腸肛門奇形を認めた。妊娠 8 日目に LE135 を
投与し、妊娠 9日目に RAを投与した群(Group 
B)では、直腸肛門奇形（ARM）の発生率は 64%
に減尐した。また、LE135 並びに RA を妊娠 9
日目に投与した群(Group C)では、ARM の発生
率は 55%まで減尐した。RA 受容体の
antagonist が RA 核内受容体でのヘテロダイ
マー形成を阻害し RA の作用が抑制され ARM
を伴わないマウスが作成された。 
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