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研究成果の概要（和文）：新生仔マウス歯状回神経細胞の発達におけるRac1、Rac3およびCdc42の機能解析を行
った。In vivoエレクトロポレーションによってRac1の発現を抑制したところ、歯状回神経細胞の局在と分化に
異常が見られた。また、Rac3の発現を抑制した場合は、歯状回神経細胞の局在異常が観察されたが、分化に異常
は見られなかった。Cdc42の発現抑制をした場合にも、歯状回神経細胞の局在異常が観察されたが、Rac1やRac3
の発現を抑制した場合よりも程度は弱かった。以上のことから、Rac1、Rac3およびCdc42は、歯状回神経細胞の
発達を異なった様式で制御していると考えられた。

研究成果の概要（英文）：We tried to clarify the roles of Rac1, Rac3 and Cdc42 small GTPases in the 
development of neonatal dentate gyrus. We introduced knockdown vectors against Rac1 into precursors 
for dentate granule cells at postnatal day 0 using an electroporation-mediated gene transfer method.
 After 21 days, Rac1-deficient cells were frequently mispositioned between the granule cell layer 
and hilus. About 60% of these mislocalized cells expressed a dentate granule cell marker, Prox1. 
Knockdown of Rac3 also resulted in mislocalization of neonatally born dentate granule cells. In 
addition, knockdown of Cdc42 also caused mislocalization of dentate granule cells, although the 
effect was moderate compared to Rac1 and Rac3. Despite the ectopic localization, Rac3- or 
Cdc42-disrupted mispositioned cells expressed Prox1. These results indicate that Rho signaling 
pathways differentially regulate the proper localization and differentiation of dentate granule 
cells.

研究分野： 神経生物学

キーワード： 知的障害　海馬　歯状回　低分子量Gタンパク質

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
知的障害の発症には、様々な脳部位の機能異常が関与していると推測されている。海馬は脳機能の中心を担う領
域の一つである。一方、最近数年の間に、知的障害患者においてRac1、Rac3およびCdc42の遺伝子変異が同定さ
れており、病態との関連を明らかにすることが期待されている。これらのことから、本研究は、海馬発生の分子
機構の一端を明らかにするという基礎生物学的な意義があるだけでなく、知的障害の病態や治療法開発への端緒
となる研究成果であると考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

Rho ファミリー低分子量 GTP 結合タンパク質（Gタンパク質）である Rho、Rac、Cdc42 は、ア
クチン細胞骨格の主要な制御因子であり、細胞分裂、細胞移動などに関与することがよく知られ
ている。中枢神経系細胞では、軸索の伸長、樹状突起形成、樹状突起スパイン形成において重要
な役割を果たしている。これらの神経系細胞における機能と一致するように、低分子量 Gタンパ
ク質情報伝達系の分子異常と知的障害や精神疾患との関連が指摘されている。知的障害や精神
疾患の治療は、根本的治療法が無いため対症療法に終始しているのが現状である。Rho ファミリ
ー低分子量 G タンパク質情報伝達系は、これらの疾患の根治療法開発の一つのターゲットとし
て、その病態との関連の解明が期待されている。 

海馬は記憶・学習における機能が最も研究されている部位である。海馬歯状回は、成体脳に
おいても神経新生が見られる部位としても知られている。近年、成体脳における神経新生の異常
と、知的障害や精神疾患の病態との関連が注目されている。一方、胎生期から新生仔期における
歯状回神経細胞の発達に関する研究は、成体脳における神経新生の研究に比べて知見が少ない。
マウスなどのげっ歯類では、歯状回を構成する主要な神経細胞である顆粒細胞は、胎生 14 日頃
から産生され始め、出生後にその 85％が産生されると推測されている。申請者らは、この性質
に着目し、新生仔マウスを用いた in vivo エレクトロポレーションによる、歯状回顆粒細胞前駆
細胞への遺伝子導入法を独自に確立した。 
 
２．研究の目的 

本研究では、私共が確立した in vivo エレクトロポレーションによる歯状回顆粒細胞前駆細
胞への遺伝子導入法を駆使して、知的障害・精神疾患と関連する Rho 低分子量 Gタンパク質情報
伝達系の、１）新生仔期に産生された歯状回顆粒細胞前駆細胞の顆粒細胞層への移動における機
能、２）歯状回顆粒細胞前駆細胞が顆粒細胞層に配置された後の分化における機能、を多方面か
らの解析により解明する。低分子量 G タンパク質の中でも、特に、Rac1、Rac3 および Cdc42 の
機能を明らかにすることを目指した。 
 
３．研究の方法 
（１）免疫組織染色 

生後 0 日マウスを 4%パラホルムアルデヒド-PBS 溶液で灌流固定した。固定した脳をパラフ
ィン包埋し冠状断切片（6 µm 厚）を作製した。脱パラフィン後に抗原賦活化処理を行い、Rac1
抗体によって染色した。 
 
（２）新生仔マウス脳を用いたin vivo エレクトロポレーションによる遺伝子導入 

GFP 発現プラスミド(pCAG-GFP)、ノックダウンプラスミド（pSUPER）および 0.01%のファスト
グリーンを含む DNA 溶液を、ガラスキャピラリーを用いて新生仔マウスの脳室内に注入した。電
気パルスを与えて遺伝子を導入後、4 日目あるいは 21日目に、4%パラホルムアルデヒド-PBS 溶
液により灌流固定を行った。ビブラトームによって70 µm あるいは 100 µm の切片を作製し、抗
体染色を行った。 
 
（３）歯状回神経細胞の発達の解析 

遺伝子導入後 20-21 日目に脳の標本を作製し、歯状回を顆粒細胞層（GCL）、顆粒細胞層と歯
状回門の境界領域(GCL/hilus)および歯状回門（hilus）の 3 領域に区分し、各領域に局在する
GFP 陽性細胞の歯状回全体に局在する GFP 陽性細胞に対する割合を算出した。 

また、遺伝子導入後 4日目に脳標本を作製し、画像解析ソフト Imaris により、細胞体および
神経突起の表面積および体積を定量した。 

歯状回神経細胞の分化は、分化マーカーである Prox1 の発現を抗体染色により解析した。発
現量の定量には画像解析ソフトImageJ を使用した。 

樹状突起スパインの解析は、画像解析ソフトNeuron Studio により行った。0.3-4 µm の突起
物をスパインとして計測した。スパインのうち、頭部が 0.2 µm 以上で頭部／頸部比が 2.0 以上
のものをマッシュルーム型スパインとして分類した。 
 
４．研究成果 
（１）新生仔マウス海馬における Rac1 の発現 

免疫組織化学法により、新生仔マウス海馬における Rac1 の発現を検討した。その結果、Rac1
は、海馬の錐体細胞および歯状回顆粒細胞で発現が見られた。また、歯状回へ移動中の顆粒細胞
前駆細胞での発現も見られた。 
 
（２）新生仔期マウス脳の歯状回顆粒細胞の発達における Rac1 の機能 

Rac1 の発現を抑制するノックダウンベクターを in vivo エレクトロポレーション法によって
新生仔マウス脳の歯状回顆粒細胞前駆細胞へ遺伝子導入し、21 日後に脳組織標本を作製し形態
学的な解析を行った。その結果、コントロールベクターを遺伝子導入した場合には、多くの細胞
が顆粒細胞層内に局在していたのに対し、Rac1 をノックダウンした場合には、顆粒細胞層と歯



状回門の境界領域に局在する細胞が増加していた（図1）。 
 

図 1．Rac1 の発現抑制による歯状回顆粒細胞の局在異常．白色:GFP, 青色:DAPI（核）．スケール
バー：100 µm． 
 

次に、新生仔期の歯状回顆粒細胞の分化におけるRac1の機能を明らかにするため、歯状回顆

粒細胞のマーカーである Prox1 の発現を解析した。顆粒細胞層に局在する Rac1 ノックダウン細

胞は、コントロール細胞と同様にほとんどの細胞が Prox1 陽性であった。一方、顆粒細胞層と歯

状回門の境界領域に局在する細胞で比較したところ、コントロール細胞ではほとんどの細胞が

Prox1 陽性であったのに対して、Rac1 ノックダウン細胞では、およそ６割程度が Prox1 陽性であ

った。 

また、樹状突起スパイン形態を比較したところ、Rac1の発現が抑制された細胞では、スパイ

ンの密度と成熟したスパインであるマッシュルーム型スパインの減少が観察された(図 2)。 

 

 

図 2．Rac1 の発現抑制による歯状回 

顆粒細胞のスパイン形成異常 

スケールバー: 2 µm． 

 

（３）歯状回へ移動途中の細胞の形態形成におけるRac1 の機能 

Rac1 は、アクチン細胞骨格を介して細胞接着や細胞運動を制御していることがよく知られて

いる。そこで、生後 0日で遺伝子導入し、4日後に脳組織標本を作製し、歯状回へ移動中の Rac1

ノックダウン細胞の形態を解析した。その結果、コントロール細胞に比べて、Rac1 ノックダウ

ン細胞では、神経突起の形成に異常が見られることがわかった（図 3）。 

 

図 3．Rac1 の発現を抑制した幼若神経細胞の 

形態異常．上段;白色:GFP, 青:DAPI（核）．スケ

ールバー: 100 µm．下段;上段の囲み内を拡大．

スケールバー:20 µm. 

 

（４）新生仔期マウス脳の歯状回顆粒細胞の発達

における Rac3の機能 

低分子量 Gタンパク質 Rac には Rac1、Rac2、Rac3

の 3 種類の分子が存在し、Rac1 は広汎な組織で

発現し、Rac2 は主に血球系の組織で発現し、Rac3

は脳組織で発現することが知られている。そこで、 

Rac3 の歯状回顆粒細胞の発達における機能を解

析した。2種類のノックダウンベクターを作製し、

新生仔マウス脳へ遺伝子導入したところ、Rac1を

ノックダウンした時と同様に顆粒細胞層と歯状回門の境界領域に局在する細胞が増加した（図

4）。Rac3 の発現が抑制された局在異常を示した細胞は、コントロール細胞と同様にほとんどが

Prox1 陽性であった。 
 

（５）Rac1 と Rac3 を同時に発現抑制した場合の歯状回顆粒細胞の発達 

Rac1 と Rac3 のノックダウンベクターを同時に遺伝子導入し、歯状回顆粒細胞の発達を検討

した。その結果、生後 21 日目における歯状回顆粒細胞の局在は、Rac1 および Rac3 を単独で発

現抑制した場合と比べて、顆粒細胞層と歯状回門の境界領域に局在する細胞が多くなる傾向が

見られたが統計学的に有意な差はなかった。また、Prox1 の発現については、Rac1 を単独で発現

抑制した場合と同程度に、Prox1 陽性細胞の割合が減少していた。 
 



 

図 4．Rac3 の発現抑制による歯状回顆粒細胞の局在異常．白色:GFP, 青色:DAPI（核）．スケール
バー：100 µm. 
 

（６）新生仔期マウス脳の歯状回顆粒細胞の発達における Cdc42 の機能 

生体マウス脳の歯状回において、Cdc42 は神経前駆細胞の増殖、神経細胞の樹状突起形成や

樹状突起スパインの成熟を制御していることが知られている。しかしながら、新生仔期マウス脳

の歯状回顆粒細胞の発達における機能については不明である。そこで、新生仔マウス脳に Cdc42

のノックダウンベクターを遺伝子導入し、歯状回顆粒細胞の発達を解析した。歯状回顆粒細胞の

局在を解析したところ、コントロールに比べて顆粒細胞層に局在する細胞が減少していたが、そ

の作用は、Rac1 あるいは Rac3 をノックダウンした場合に比べて弱い傾向にあった（図 5）。ま

た、局在異常を示した細胞の Prox1 の発現を解析したところ、ほとんどの細胞で Prox1 陽性であ

った。 

図 5．Cdc42 の発現抑制による歯状回顆粒細胞の局在異常．白色:GFP, 青色:DAPI（核）．スケー
ルバー：100 µm. 
 

以上の結果から、Rac1、Rac3 および Cdc42 は、新生仔期マウスの海馬歯状回顆粒細胞の発達を

異なった様式によって制御していると考えられた。 
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