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研究成果の概要（和文）：泌尿生殖系器官など胎児後端の器官群は、隣接する器官群が相互に関連して発生・成り立っ
ていると考えられる。これはいくつかの先天性疾患で複数の器官群に同時に症状が現れることからも推察されるが、そ
のメカニズムは殆ど明らかになっていなかった。本研究では、臍帯下部領域から外生殖器上部領域への細胞移動現象の
存在を器官培養実験により示した。Hhシグナル関連遺伝子改変マウスでは、この過程に異常を呈する可能性を示唆した
。これらの結果は、臍帯下部領域が細胞を供給することによって外生殖器や膀胱、腹壁といった広範囲の協調的器官形
成に寄与し、またその破綻が先天性疾患へとつながる可能性を示唆する。

研究成果の概要（英文）：Organogenesis in the posterior part of embryos includes a coordinated 
developmental process such that adjacent tissues and structures influence one another’s morphogenesis. 
Several congenital diseases display syndromic abnormalities in the wide range of tissues. Despite the 
importance of the understanding pathogenic mechanisms for such diseases, even the mechanisms of the 
developmental coordination of lower body are unclear. In the current study, we suggested the presence of 
cellular migration from the proximal segment of the umbilical cord (infra-umbilical mesenchyme) toward 
the dorsal part of the genital tubercle by tissue culture experiments. Hedgehog signal-related mutants 
displayed the disturbance of such process. The current study may contribute to understanding the basis 
for such defects.

研究分野：発生医学
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１．研究開始当初の背景 
 
 我々の身体は，一個の細胞である受精卵か
ら増殖・分化を繰り返し，細胞レベル，組織
レベルのそれぞれで厳密に規定された発生
プログラムに従って形作られ成り立ってい
る．その際、内臓等の器官発生は、発生遺伝
学的なプログラムの制御に加えて、胸腔、腹
腔容積の物理的制限にも従うことになる。こ
のように生物の発生過程は複雑な制御を受
けている。発生工学や分子発生学の隆盛によ
り、顔面、四肢形成などのモデル系において、
その形成の分子メカニズムに関する知見が
日々積み重ねられつつある。しかし、このよ
うな身体の協調的な発生について、つまり隣
接する臓器群が器官系を形成するため連携、
又は相互に協調してどのように発生するの
かについて、そのメカニズムの解析は殆どな
されていなかった。 
 胎児の身体が協調的に発生・成長していく
ことは、いくつかの先天疾患で、単独臓器の
みならず複数の臓器系や器官系にわたって
異常が観察されることから推察されてきた。
前腹壁の異常が原因であるとされる先天疾
患である膀胱外反症（Bladder exstrophy, 
OMIM: %600057）や、臍帯ヘルニア–膀胱外反
–鎖肛–脊椎奇形コンプレックス（OEIS 
complex、OMIM: 258040）の患者では、前腹
壁・外生殖器・腹直筋・骨盤など広範囲にわ
たり同時に症状が現れる。（Perovic, ATLAS 
of congenital anomalies of the external 
genitalia,1999）。 
 細胞増殖因子ヘッジホッグ（Hedgehog: Hh）
シグナル関連因子群の遺伝子改変マウスを
用いた先行研究により、Hhシグナルの異所的
導入が前腹壁-骨盤の協調的発生の破綻の遺
伝的要因となる可能性が示唆された
（Matsumaru et al., PLoS ONE. 2011）。し
かし、外生殖器を含めた胎児後部領域の隣接
器官群における形態形成異常はどのような
細胞メカニズムによるものか明らかになっ
ていなかった。 
 
 
２．研究の目的 
 
 本研究では、隣接する器官群の発生に同時
に影響を及ぼす要因の候補として、発生段階
における器官間の細胞移動の影響、器官群に
内包される血管・神経系組織の影響を解析し
た。それぞれについて、Hhシグナル関連因子
群の遺伝子改変マウスを用いて、その表現型、
あるいは他の細胞増殖因子群や転写因子群
とのクロストーク、遺伝子発現の変化を解析
することで、胎児後部器官群の形成にどのよ
うな影響が生じているか明らかにすること
を目的とした。 
 
 
３．研究の方法 

 
 本研究では、協調的発生という概念に基づ
き、複数の器官間に同時に影響を与えうる因
子について遺伝学的アプローチを用いて解
析した。複合遺伝子改変マウスの作製による
表現型の検討、器官培養系を用いた細胞系譜
実験、Cre-loxP システムによる条件付き遺伝
子組換えを利用した Hh シグナル機能獲得型
変異導入実験を行なった。採取した遺伝子改
変マウス群の胎仔組織を用いて、組織切片の
作製、in situ hybridization 法による遺伝
子発現解析、免疫染色によるマーカー分子発
現解析、共焦点顕微鏡を用いたイメージング
解析等を行なった。 
 
 
４．研究成果 
 
⑴ Alx4lstマウスの表現型解析 
 Alx4lst（Strong's luxoid: LstJ）マウスは、
転写因子 Alx4（Aristaless-like homeobox 4）
のホメオボックスをコードする領域に 16 塩
基対の欠損を有する自然変異マウスであり、
前腹壁部位に異常を呈する。Alx4 遺伝子は
Hh シグナルに対し負の影響を与えうること
が示唆されている。先行研究により、Hhシグ
ナルが異所的に導入されることが前腹壁部-
骨盤の協調的器官形成の破綻につながる可
能性が示唆されていた（Matsumaru et al., 
PLoS ONE. 2011）。しかしながら、その外生
殖器形成への影響については詳細な解析は
行なわれていなかった。そこで、Alx4lstマウ
スの外生殖器の表現型を解析し、腹壁部との
関連を解析した。Alx4 の遺伝子発現は外生殖
器原基の隆起以前の胎齢 10.5 日でも観察さ
れた。胎齢 11.5 日では外生殖器背側間葉と
前腹壁に発現しており、胎齢 12.5 日や 13.5
日においても発現は継続した。泌尿生殖器に
おける Alx4lstマウスの表現型は、胎齢 11.5
日には、臍帯下部領域と外生殖器原基背側領
域の間葉の低形成として観察された。低形成
領域は、Alx4 遺伝子の発現領域と重複してい
た。胎児後期の胎齢18.5日においてもAlx4lst

マウスでは外生殖器背側が低形成であった。
次に、Alx4lstマウスにおけるマーカー遺伝子
発現に関して検討した。臍帯下部から外生殖
器背側にかけて発現する遺伝子で、そのノッ
クアウトマウスが前腹壁部に異常を生じる
AP2（Transcription factor AP-2 alpha）
や Pitx1 （ Paired-like homeodomain 
transcription factor 1）遺伝子に関して検
討したところ、どちらも発現が低下していた。
加えて、胎齢 10.5 日、11.5 日胚において
VEGFR2（Vascular Endothelial Growth Factor 
Receptor 2）抗体を用いた免疫組織染色法に
よって血管走行を可視化して検討したが、解
析の範囲内では有為な差は観察されなかっ
た。 
 
⑵ 臍帯下部-外生殖器背側領域における細



胞移動の解析 
 胎齢 18.5 日において臍帯の挿入部位と外
生殖器の間の距離を計測したところ、Alx4lst

マウスでは有為に短かった。ヒト胎児におけ
る臍帯-外生殖器間の距離は、膀胱外反症の
出生前診断に有用である可能性が示唆され
ている。Alx4lstマウスにおいて免疫組織染色
法を用いて細胞外マトリックス（ECM）の構
成要素の一つであるFibronectinの発現解析
を行なったところ、胎齢 12.5 日において発
現が減少していた。Fibronectin の機能とし
て、細胞接着や細胞移動に重要であることが
示唆されているので、その発現の減少は、当
該領域における細胞移動に影響を及ぼして
いる可能性が想起された。先行研究により、
臍帯下部領域を含む総排泄腔周辺の間葉細
胞が外生殖器背側、膀胱間葉に広く分布する
ことが示されている。このため、臍帯下部領
域から外生殖器背側への細胞の流入が起こ
っている可能性を仮定して解析を進めた。ま
ず、正常マウス胚において、臍帯下部・外生
殖器を含む組織片、臍帯下部領域を除去した
外生殖器のみの組織片で培養実験を行なっ
た。その結果、臍帯下部領域を除去した外生
殖器のみの組織片では、外生殖器の上部側の
形態に異常が観察された。次に、蛍光色素 DiI
を用いた組織標識実験を行なった。正常マウ
ス胚では、臍帯下部から外生殖器上部側への
標識細胞の移動が観察されたが、Alx4lstマウ
スではその移動距離が短かった。これらの結
果から、臍帯下部領域から外生殖器背側へ細
胞が移動している事が示唆された。この結果
は、Harvard 大のグループによっても再現さ
れた（Tschopp et al., Nature. 2015）。 
 
⑶ Hh シグナルと前腹壁-外生殖器背側表現
型の関連 
 遺伝子発現解析により Alx4lstマウスでは、
Hh リガンドである Shh（Sonic hedgehog）遺
伝子、Hh 受容体であり Hh シグナルのターゲ
ット遺伝子の一つである Patched1 遺伝子の
発現が増強していた。Hh シグナルが異所的に
導入されることが前腹壁部-骨盤の協調的器
官形成の破綻につながる可能性が先行研究
により示唆されていた（Matsumaru et al., 
PLoS ONE. 2011）。しかし、この影響による
外生殖器の表現型に関しては詳細に解析さ
れていない状況であった。そこで、Hh リガン
ドである Shh の遺伝子改変マウス、Hh シグナ
ル転写因子であり、主として Hh シグナルを
負に制御する Gli3（GLI-Kruppel family 
member 3）の遺伝子変異マウスと Alx4lstマウ
スの複合遺伝子改変マウスを作製し、想定さ
れるHhシグナルの強度と前腹壁-外生殖器領
域の表現型の関連を解析した。その結果、想
定される Hh シグナル量が相対的に高くなる
ほど臍帯-外生殖器間の距離は短くなり、か
つ外生殖器の表現型も重篤となった。この複
合遺伝子改変マウスにShh遺伝子変異がさら
に導入されると、表現型はやや回復した。こ

の結果は、外生殖器背側の異常が Hh シグナ
ルによるものであることを示唆した。Alx4 遺
伝子や Gli3 遺伝子は、基本的には Hh シグナ
ルに対し抑制的な作用を有するとされてい
るのの、それ以外の作用が存在する可能性を
否定できない。このため、異所的な Hh シグ
ナル導入を薬剤投与によって行うことので
きる系を用いた解析を行なった。使用したマ
ウスは、薬剤誘導型 Cre 組換え酵素（CreER）
を有する Cre ドライバーマウスと、Cre によ
る遺伝子組換えにより構成的活性型
Smoothened（SmoM2: Hh リガンドの非存在下
でもシグナルを細胞内に伝達し続ける）を発
現するマウスである。まず、Gli1 遺伝子（Hh
シグナル転写因子であるが、その標的遺伝子
の一つでもある。）の遺伝子座に CreER をノ
ックインしたマウスでの検討を行った結果、
Hh 受容細胞での Hh シグナルの継続的活性化
は膀胱平滑筋の異常増殖を呈したが、外生殖
器形成に異常は観察されなかった。次に、CAG
プロモーターを使用した全身発現性CreERト
ランスジェニックマウスを使用して同様の
実験を行なったところ、変異体マウスは胎仔
後期において外生殖器の背側低形成を示し
た。同マウスが前腹壁部、骨盤の異常を呈す
ることは先行研究により示されている
（Matsumaru et al., PLoS ONE. 2011）。こ
の結果から、Hh シグナルが前腹壁部-外生殖
器背側にかけての異常に関連することが示
された。 
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