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研究成果の概要（和文）：新規樹立直腸肛門奇形 100％発症マウス (Sd Skt/+ Skt double 
mutant mouse)を用いることにより、鎖肛の発生過程を解析し鎖肛発症のメカニズムを解
明することをこの研究の目的とした。胎生 11.5-12.5 日の本マウスにおいて cloacal 
plate 背側の短縮がおきると同時に背側の間葉組織の肥厚がおきていることが分かった。
また形態異常を示している部位での Skt の発現を確認できた。この結果から本マウスにお
ける鎖肛発生過程での形態的異常とその時期が判明した。 
 
研究成果の概要（英文）：BACKGROUND AND AIMS: Danforth's short tail (Sd) mutant mice show 
anorectal malformations (ARMs). In our previous study, the co-presence of Skt ( Gt ) 
mutation increased the incidence of ARMs in Sd mutant to 100%. Our aims in this study 
are determining the Skt expression around the cloaca during the anorectal development 
and demonstrating the role of Skt gene in ARMs. METHODS: Embryos, normal controls [+Skt 
( Gt )/+Skt ( Gt )] and ARMs models [Sd Skt ( Gt )/+Skt ( Gt )], from embryonic day (E) 
9.5 to E12.5, were evaluated with X-gal staining. RESULTS: In [Sd Skt ( Gt )/+Skt ( Gt )] 
mutant embryos, the cloacal plates failed to extend proximodistally and, consequently, 
the dorsal part of cloacal plate was defective at E11.5. Skt expressing cells were detected 
in the shortened cloacal plate and in the thickened mesenchyme dorsal to it. CONCLUSIONS: 
We showed the spatial and temporal expression of Skt gene in the cloacal plate formation. 
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１．研究開始当初の背景 
（１）鎖肛、その臨床的問題点 

 直腸肛門奇形（鎖肛）は新生児外科の治療

対象となる先天性疾患のうちで最も頻度の高

い疾患であり、本邦でも毎年平均 350 例以上
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が出生している。直腸盲端の位置により低位、

中間位、高位と分けられることが一般的である

が、病型によりその治療・予後は様々で、直

腸盲端が高位なものほど術後排便コントロー

ルに難渋し、患児の QOL を損ねその後の社

会生活に大きく影響を与えうる。 

 病因は多因子遺伝と云われてはいるが原因

遺伝子として確定されたものは未だ無い。ま

た発生学的研究に関しても、正常の直腸肛

門形成の「ある段階」で阻害されて鎖肛となる

とされるばかりで、鎖肛発生のメカニズム自体

に言明したものはほとんどみられず、その発

生機序に関しては不明のままである。 

 

（２）従来の動物モデルについて 

 従来の鎖肛モデルとしては etretnate や all 

trans-retinoic acid などを用いた薬剤による奇

形誘発マウスと自然発症奇形として発見され

た Danforth’s short tail(Sd)マウスや、筑波大

学大川らが発見した鎖肛ブタが上げられる。 

そのうち Sd マウスは 1930 年 Danforth によ

り報告されたマウスで、全ての homozygotes と

多くの heterozygotes は生後早期に尿路奇形

により死亡する。生き残った heterozygotes の

Sd マウスは概ね良好な経過を辿るのだが、尾

骨欠損などの脊椎奇形を有しており脊椎奇形

マウスとしてよく用いられている。加えて直腸

奇形を有するものも時折みられその表現型は

caudal regression 症候群に類似しており鎖肛

モデルとしても用いられてきた。 

しかしながらそのいずれの動物モデルにお

いても鎖肛の発生頻度はそのうちの何割かで

あり 100%発症モデルは存在しない。 

（３）本モデルについて 

 当院発生研センター臓器形成分野の仙波

らが作製樹立した脊椎奇形モデル Sickle 

tail(Skt)マウス(Semba K et al. Genetics 2006)

と Sd heterozygoutes マウスとの double mutant

マウスを作製したところ、Sd マウスよりも高度な

脊椎奇形を来すマウスが誕生した（論文投稿

中）。その多くは Sd マウスと同様に生後早期

に尿路奇形により死亡するのだが、一方で生

き残ったマウスの多くが生後 2 週前後で死亡

するという二峰性の経過を辿る。その死因を

調べると全例腹部膨満を来しており 100%鎖肛

を合併していることが今までの実験で判明し

ている。（因みに死亡時の両腎欠損率は 40％

弱である） また、胎令 19.5 日の Sd Skt/+ Skt 

double mutant マウスを解析したところ 8 例中 8

例全例で鎖肛を有していることも今までの実

験で確認している。 

 本モデルは薬剤誘発モデルよりも自然発症

に近いモデルであると同時に 100％に鎖肛を

有することから、胎生期における解析が直腸

肛門奇形の発生の各段階を観察していること

になる画期的かつ稀有なモデルである。 

 
２．研究の目的 

 100％に鎖肛を発症する本モデルの鎖肛

形成過程の時間的解析を行ない、鎖肛病型

と骨盤底形成との関係を観察するとともに、い

まだ解明されていない直腸下降停止過程なら

びに直腸盲端と周囲各臓器（膀胱、尿道、子

宮、膣、前庭など）との瘻孔形成過程に、アポ

トーシスや細胞増殖がどう関与しているかを

明らかにする。 

また、鎖肛発生に関与する可能性を有する

分子の発現、局在を解析し直腸肛門奇形発

生の分子機構を明らかにする。100％鎖肛発



症の優位性を生かすことで、それぞれの発現

量や局在的変化が、たとえ軽微な差異であっ

たとしても、正常と比して明らかにできると考え

る。 

 
３．研究の方法 
 本モデルの維持の方法は、Sd/+マウスと

Skt/+マウスを交配させることにより得られる    

Sd Skt/+ +マウスと、Skt/+マウスとSkt/+マウス

を交配させることにより得られる Skt/Skt マウス

を両親とし、IVF(in vitro fertilization)にて受精

させることによってなされる。 

 胎生期各段階（9.5-13.5 日）の Sd Skt/+ 

Skt double mutant マウス胎仔をパラフ

ィン包埋し 8μm連続切片を作製し HE 染

色にて観察する。HE 染色にて鎖肛病型の

観察をするとともに、総排泄腔(cloaca)と総排

泄腔膜(cloacal membrane)、総排泄腔を前後

に分ける尿直腸中隔(urerectal septum)、後に

直腸になる肛門直腸管(anorectal canal)の各

部位における TUNEL 法でのアポトーシスの

時間的解析、PCNA 染色での細胞増殖の時

間的解析を行なう。また X-gal 染色を用いて

の観察も行う。 

 鎖肛発症のメカニズムに関与する分子

を明らかにする目的で、当該時期、同部

位周辺の組織から抽出した DNA の DNA マ

イクロアレイでの解析を行う。in situ 

hybridization 法で Hoxa13、Hoxd13、Cdx2

の発現変動を観察する。 

 
４．研究成果 

胎生期各段階（9.5-13.5 日）の Sd Skt/+ 

Skt double mutant マウス胎仔をパラフィ

ン包埋し 8μm連続切片を作製し HE染色に

て観察した。総排泄腔(cloaca)と cloacal 

plate、総排泄腔を前後に分ける尿直腸中

隔(urerectal septum)の形成を時間的解析

に解析したところ、胎生 11.5-12.5 日の本

マウスにおいて cloacal plate 背側の短縮

がおきると同時に背側の間葉組織の肥厚

がおきていることが分かった。また X-gal

染色した上で観察したところ、形態異常を

示している部位でのSktの発現を確認でき

た。この結果から、本マウスにおける、鎖

肛発生過程での形態的異常とその時期が

判明した。また形態異常を示している

cloacal plate背側周囲での Sktの発現は、

鎖肛発生に cloacal plate 背側の短縮と間

葉組織の肥厚が関与している可能性を示

している。 

次に、鎖肛発症のメカニズムに関与する

分子を明らかにする目的で、当該時期、同

部位周辺の組織から抽出した DNAを DNAマ

イクロアレイにて解析した結果、Hoxa13 と

Hoxd13 の発現上昇と Cdx2 の発現低下がみ

とめられた。In situ hybridization 法で

は、Hoxd13 は胎生 9.5 日に後腸内胚葉背側

に発現、胎生 10.5 日に生殖結節で発現上

昇していた。一方 Cdx2 は胎生 9.5 日に

cloacal plate 周辺組織で発現低下してい

た。この結果から本マウスの鎖肛発症メカ

ニズムに Hoxa13 と Hoxd13、Cdx2 の発現変

動が関与していることが示唆された。 
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