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研究成果の概要（和文）：Rho ファミリーに属する低分子量 GTP 結合タンパク質、Rac1 を肢

芽間充織細胞特異的に欠損させたコンディショナルノックアウトマウスを作製したところ、野

性型マウスと比較し、体重の減少、四肢の短縮、胸骨・頭蓋骨の形成不全、および指間の癒合

が認められた。その原因は肢芽指間領域における BMP-2 および BMP-7 の発現低下に伴うプロ

グラム細胞死（アポトーシス）の不全によるものであることが示唆された。 
 
 
研究成果の概要（英文）：To investigate the physiological functions of Rac1, a member of the 
small Rho GTPase family, we generated Rac1 conditional knockout mice (Rac1 cKO mice) 
which are characterized by limb bud mesenchyme-specific inactivation of Rac1. Rac1 cKO 
mice had shorter body length and lower body weight as compared with control mice. Rac1 
cKO mice also showed incomplete fusion of the sternum and cranium. The most striking 
feature of the Rac1 cKO mice fore- and hindlimbs was profound soft tissue syndactyly 
because of a complete absence of interdigital programmed cell death. Furthermore, the lack 
of interdigital programmed cell death and associated syndactyly was related to 
down-regulated gene expression of BMP-2 and BMP-7, which are known to promote 
apoptosis in the interdigital mesenchyme.  
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１．研究開始当初の背景 
 

（１）胎生期における四肢形成について 

四肢は骨・筋肉・血管・皮膚など、多彩な

細胞および組織によって構成される脊椎動

物に固有の器官である。マウス胎児期におけ

る四肢形成は側板中胚葉由来の肢芽間充織

細胞が基部から先端部方向へ伸長すること

からはじまり、①パターン形成期：肢芽間充

織細胞が集合して位置に固有のパターンで

前軟骨凝集塊を形成する、②軟骨細胞の増

殖・分化期：前軟骨凝集塊が位置特異的に増

殖・分化をおこない骨組織の予定領域を占め

る、の 2 つの過程を経てその後、血管侵入と

ともに軟骨内に侵入した骨芽細胞が分化し、

骨形成が進行する(Kaufman M.H.et al. The 

Anatomical Basis of Mouse Development 

93-108)。 

 

（２）肢芽のプログラム細胞死について 

鳥類、哺乳類の多くの種では、肢芽間充織

細胞が決まったタイミングで選択的に死滅

することにより、水掻き部分が消失し、指が

分離する。マウスにおける前肢、後肢はとも

に胎生 12 日から 13 日目、Sub. Apical 

Ectodermal Ridge Marginal Zone (SAMZ)領

域でプログラム細胞死が起こりはじめ、胎生

15 日目までに指間は完全に分離する。指間の

プログラム細胞死を制御する因子として

BMP(Bone Morphogenetic Protein) お よ び

FGF(Fibroblast Growth Factor)ファミリー

タンパク質が知られているが、その詳細につ

いては不明な点が多い (Pajni-Underwood S. 

et al. Development 134, 2359-2368 (2007))。 

 

（３）低分子量 G タンパク質 Rac について 

Rac は低分子量 GTP 結合タンパク質で Rho

ファミリータンパク質に属しており、アクチ

ン細胞骨格系の制御を介した細胞運動を通

して個体発生、発癌、神経細胞のネットワー

クなど、生体の様々な高次機能を制御してい

ることが

知られて

いる。哺

乳類にお

いて、Rac

は３つの

アイソフ

ォーム（Rac1,2,3）から構成されており、そ

の発現様式として、Rac1 はユビキタスに発現

しているのに対し、Rac2、Rac3はそれぞれ造

血細胞および神経細胞で発現している。Rac1

遺伝子を全身で欠損させたマウスは胎生初

期、原始線条体形成不全により胎生 9.5日か

ら 10.5日目以降生存しない (Sugihara K. 

et al. Oncogene 17, 3427-3433 (1998))。 

 

（４）骨・軟骨における Rac1 の機能 

in vitro において、Rac1 遺伝子を強制発

現させた、軟骨細胞株 ATDC5 は軟骨分化が亢

進する(Wang G. et al. J. Bone Miner. Res 

20, 1022-1031 (2005)) 。また、in vivo に

おいて、軟骨細胞特異的に Rac1 遺伝子を欠

損させたコンディショナルノックアウトマ

ウスでは軟骨細胞形成不全により骨格の変

性が起こり、矮小発育症、脊柱後湾症の表現

型が認められる(Wang G. et al. Dev. Biol. 

20, 1022-1031 (2007))。 

 
（５）本研究課題に至った背景 

申請者はバクテリオファージ P1 由来の組

み換え酵素 Cre を Prx1 遺伝子エンハンサー

の制御下で発現させることのできるトラン

スジェニックマウス（Prx1-Cre Tg）と、Rac1

遺伝子エクソン 1 の両側に loxP 配列を挟ん

だマウス（Rec1 flox）を交配させ、主に胎

生期の四肢で rac1 遺伝子が欠損したコンデ

ィショナルノックアウトマウス（ Rac1 

cKO:Rac1 conditional knockout mice）を作

成した。その結果、四肢形成において以下の

表現型を得た。 

 

①四肢形成が異常である。 

軟骨細胞特異的に Rac1 遺伝子を欠損させ

たコンディショナルノックアウトマウスと

同様に、四肢の長さが短く(Wang G. et al. 

Dev. Biol.20,1022-1031 (2007))、また、四

肢の石灰化に異常が認められる場合が多い。 

  

②指間の癒合が生じる。 

 前肢および後肢の指間に癒合が生じる。た

だし、X 線解析の結果から指骨間に癒合は認

められなかった。 

 
２．研究の目的 
（１）Rac1 の四肢形成における機能の解明 

図１Rac1によるアクチン細胞骨格制御



 

 

①胎生期 Rac1 cKO マウス四肢の組織学的解

析を発生段階に沿って詳細に検討する。その

際、四肢形成のパターニングに関与する遺伝

子群および軟骨細胞の分化・増殖に関与する

遺伝子群の発現様式も同時に検討する。 

②Rac1 cKO マウス由来、胎生 12.5 日の肢芽

から培養した初代培養肢芽間充織細胞を用

い、Rac1 遺伝子の肢芽における細胞内シグナ

ル伝達機構について検討する。 

（２）Rac1 の指間におけるプログラム細胞死

制御機能の解明

①胎生 12日から 13日目における、Rac1 cKO

マウス肢芽のプログラム細胞死を検討する。 

②Rac1 cKOマウス由来、胎生 12.5日から 14.5

日における、肢芽のプログラム細胞死に関与

する遺伝子の発現様式を検討する。 

 
３．研究の方法 

（１）Rac1 cKO マウスの表現型解析 

 Rac1 cKO マウスについて、四肢以外にも表

現型が認められるか検討する。 

①胎生期および出生後においてメンデルの

法則に従う遺伝子型となっているか検討す

る。 

②出生後からの体重を経時的に測定する。 

③胎生期および出生後の Rac1 遺伝子が欠損

した組織を、サザンブロッティング法もしく

は PCR 法により Rac1 遺伝子の欠損を、ノー

ザンブロッティング法、定量的 RT-PCR 法お

よびウェスタンブロッティング法により

Rac1 遺伝子の mRNA およびタンパク質の発現

量を、それぞれ検討する。また、組織によっ

て Creの発現する細胞がモザイクになってい

る可能性があるので、免疫染色法もしくは in 

situ hybridization法（whole mount in situ

hybridization法）により Rac1遺伝子の発現

を検討する。必要であれば ROSA26Rマウスを

用い、Prx1-Cre Tg マウスにおける Cre タン

パク質の発現様式を検討する(Soriano P. et 

al. Nat. Genet. 21, 70-71 (1999))。 

（２）Rac1 遺伝子の四肢形成における機能

解析 

①四肢骨格標本を作製する（胎生期、生後１

日齢、生後３週齢）。骨・軟骨組織を Alizarin 

red および Alcian blue で染色する。 

②胎生初期における四肢形成のパターニン

グに関与する遺伝子（BMP、FGF、Hox 遺伝子）

の 発 現 様 式 を Whole mount in situ 

hybridization法を用い、検討する。 

③離乳後の大腿骨および脛骨の石灰化度を

マイクロ CT、ソフト X 線、および pQCT を用

い、解析する。さらに胎生期、生後１日齢、

生後３週齢および離乳後の四肢組織の包埋

切片を作製し、骨芽細胞および軟骨細胞の分

化マーカー遺伝子の発現様式を免疫染色法

もしくは in situ hybridization 法を用い、

検討する。 

④胎生 12.5 日の肢芽から培養した初代培養

肢芽間充織細胞を用い、様々な増殖因子・分

化誘導因子で刺激した際の細胞増殖に対す

る影響、および分化誘導に対する影響を検討

する。 

 

４．研究成果 

（１）Rac1 cKOマウスは骨格形成が異常であ

る。 

①Rac1 cKO(Rac1fl/fl;Prx1-Cre)マウスは出生

後、早期に死亡し、離乳時までの生存率は約

20%であった。 

②Rac1 cKOマウスは野性型(Rac1fl/fl)マウス

と比較し、有意に体重の減少が認められた。 

③Rac1 cKOマウスは四肢、胸骨、頭蓋骨に異

常が認められ、四肢に関しては上肢、下肢と

もに野性型マウスと比較し、短く、指間の癒

合を呈しており（図 2）、また、胸骨、頭蓋骨

では癒合不

全が認めら

れた。 

④Rac1 cKO

マウスは指

骨における

軟骨内骨化

の遅延が認

められた。 

（２）Rac1 

cKO マウス

の肢芽指間

域では BMP

の発現低下

によりプログラム細胞死が起きないことか

ら指間の癒合を呈した。 

①野性型マウスの前肢および後肢の肢芽指

間域は、胎生 12 日から 14日の間でプログラ

ム細胞死が起こり、胎生 15 日までに分離す

る。Rac1 cKO マウスの肢芽指間域でプログラ

ム細胞死が認められなかった。 

②肢芽指間域のプログラム細胞死に関与す

図２ 四肢形成が異常である。
（3週齢、後肢）

Rac1fl/fl Rac1fl/fl

;Prx1-Cre

図３ Bmp2およびBmp7の発現が低下
する。(胎生13.5日齢、肢芽）

Rac1fl/fl Rac1fl/fl

;Prx1-Cre

Bmp7

Bmp2



 

 

る Bmp2および Bmp7の発現が Rac1 cKO マウ

スでは野性型マウスと比較し、有意に減少し

ていた（図 3）。 

以上の結果から、Rac1 は四肢形成に重要

な役割を果たしていることが示唆された。 
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