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研究成果の概要（和文）： 

 本研究では、Rho ファミリーGTPase の Rac1 および Cdc42 の神経細胞における機能を明らか

にすることを目的に研究を行った。大脳皮質・海馬特異的な遺伝子ノックアウトマウスをおよ

び、スライス培養系を用いて、Rac1 が樹状突起スパインの制御に深くかかわっていることを明

らかにすることができた。本研究成果により、精神遅滞といったヒト疾患の理解が深まること

が期待できる。 

 

研究成果の概要（英文）： 

 In this study, I focused on analysis of neuronal functions of Rho family GTPase, Rac1 and Cdc42.  

We adopted analyses using both region-specific knockout mice and brain slice culture, and revealed that 

Rac1 is involved in the regulation of spine formation and/or morphogenesis in the cerebral cortex and 

hippocampus.  These results may provide insights into human diseases such as mental retardation. 
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１．研究開始当初の背景 

脳は多数の神経細胞によって構成され、そ

れらがネットワークを形成することによっ

て高次機能を発現する。神経細胞のネットワ

ークはシナプスを介して連絡し、シナプスの

伝達効率は、記憶や学習といった外界からの

刺激などの神経活動に依存して可塑的に変

化する。スパインは樹状突起上に形成される

シナプス後部の構造体で、その形態や動態が

シナプス可塑性に深く関与していると考え

られている。実際、単一シナプスにおいて長

期増強とスパインの構造変化が同時に惹起

されることが明らかにされ（Matsuzaki et al., 

Nature, 2004）、自閉症や脆弱 X 症候群におい
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てはスパインの形成不全が見られることが

知られている（Govek et al., Nat. Neurosci., 

2004）。従って、スパインの形成や動態の分

子的基盤の解明は、いかにして神経細胞が活

動依存的にそのネットワークを変化させる

のかという脳神経科学の重要課題であると

ともに、精神遅滞や自閉症といった社会的関

心事の本質の理解につながると期待できる。 

 

２．研究の目的 

申請者は、スパインの形態変化はアクチン

細胞骨格が主に制御していることに着目し

（Bhatt et al., Ann. Rev. Physiol., 2009）、この制

御メカニズムは Rho ファミリーGTPase の遺

伝子改変マウスを用いることによって系統

的に明らかにすることができると考えた。こ

れまでスパインにおける Rho ファミリー

GTPase の機能を in vivo において具体的に検

証した例はわずかであり、ほとんどが培養細

胞実験やドミナントネガティブ体を用いた in 

vitro 解析に依拠するものである。Rho ファミ

リーGTPase は細胞骨格の中心制御因子であ

るため、スパインにおける生理機能を遺伝子

改変マウスを用いて正確に位置づけておく

必要がある。そこで、Rac1 や Cdc42 によるス

パイン制御の分子基盤を遺伝子操作マウス

を用いて生理的に明らかにすることを本研

究の目的とする。 

 

３．研究の方法 

スパインの形成・動態における Rho ファミ

リーGTPase の機能を明らかにするために、長

期スライス培養を行うことによって、経時的

にスパインの形態を観察する。具体的には、

まず floxed-Rac1・floxed-Cdc42 マウスを、終

脳特異的に Cre 組換え酵素を発現するマウス

（Emx1-Cre マウス）と交配することによって、

スパイン形成前の胎生期において、大脳皮質

と海馬の興奮性ニューロンにおいて Rac1・

Cdc42 をノックアウトする。これらのマウス

から脳スライスを作製し、ジーンガンを用い

て GFP を発現するプラスミドを導入し一部

の神経細胞を標識する。その後、スライスを

長期培養することによって、大脳皮質および

海馬 CA1 領域における錐体細胞のスパイン

の形態や数を共焦点レーザー顕微鏡を用い

て経時的に観察・定量化を行う。この解析を

通して、スパインの形成期から定常期に至る

どのステップにおいて、Rac1 および Cdc42

が重要な役割を担っているのかを明らかに

することができる。この解析と同時に、スパ

イン制御に関わると考えられる分子を探索

し、トランスジェニックマウスを用いた分子

機能解析を行う。 

 

４．研究成果 

2011 年度は、遺伝子操作マウスの個体およ

び脳スライスを用いて、脳および神経細胞の

形態形成における低分子量 G タンパク質

Rac1 および Cdc42 の役割について検討した。

具体的にはまず、大脳皮質や海馬において

Rac1 あるいは Cdc42 を欠損したマウスを作

製し、これらのマウスの脳をゴルジ染色する

ことによって、大脳皮質・海馬の神経細胞の

形態を観察した。その結果、Rac1 を欠損した

神経細胞において、スパインの数の減少と形

態の異常が観察された。一方、Cdc42 欠損細

胞においては、コントロールと比較してスパ

インの形態や数に大きな違いは認められな

かった。 

次に、Rac1-flox マウスまたは Cdc42-flox マ

ウスより海馬スライスを作製し、ジーンガン

によって Cre 組換え酵素を遺伝子導入するこ

とによって、一部の神経細胞においてのみ

Rac1 あるいは Cdc42 をノックアウトした。こ

の解析によって細胞自律的な各分子の機能



を明らかにすることができる。海馬スライス

を長期培養した結果、Rac1 を欠損した神経細

胞においてはスパインの形態が非常に細長

く、未熟であった。一方、Cdc42 を欠損した

神経細胞は、コントロールと比較してスパイ

ンの数や形態に大きな違いは認められなか

った。これらの結果より、Rac1 は細胞自律的

にスパインの形成に重要な役割を担ってい

ることが明らかになったと同時に、Rho ファ

ミリーG タンパク質間で神経細胞において機

能的な相違があることが示唆された。Rac1 の

下流分子の PAK は精神遅滞の原因遺伝子で

あり、この疾患においてはスパインの減少や

形態異常が引き起こされることが知られて

いる。このことから、本成果は、ヒトの疾患

メカニズムを明らかにする上で科学的・社会

的に重要であると考えられる。 

2012 年度は、他のスパイン制御に関わるタ

ンパク質の解析を行った。Mammlian target of 

rapamycin (mTOR)は、細胞のエネルギー代謝

において重要な役割を果たす分子で、エネル

ギー消費量の高い神経細胞において重要な

役割を担っていると推定される。実際、mTOR

経路の異常な活性化は結節性硬化症を発症

し、自閉症の原因であることも示唆されてい

る。そこで、大脳皮質の細胞構築およびスパ

イン形成における mTOR シグナルの機能に

ついて明らかにすることを試みた。本研究で

は、細胞外の栄養状態やインスリン刺激に依

存せずに高いキナーゼ活性を維持し続ける

活性化型 mTOR を用いて下記の実験を行っ

た。Cre-loxP 組換え依存的に活性型 mTOR を

発現するトランスジェニックマウスの作製

を試みた。Emx1-Cre マウスを用いて、胎生期

の終脳特異的に活性型 mTOR を発現させた

ところ、成熟マウスにおいて大脳皮質の大き

さが著しく縮小することを見出した。この委

縮は胎生 12 日齢において既に認められ、

cleaved caspase 3 陽性の細胞が数多く観察さ

れた。これらの結果から、胎生期における

mTOR シグナルの活性化は神経前駆細胞のア

ポトーシスを引き起こすことが明らかとな

った。本実験では、mTOR によるスパイン制

御のメカニズムを明らかにするには至らな

かったが、大脳皮質形成における mTOR シグ

ナルの新たな機能を世界で初めて明らかに

することができた。 

今後の展望としては、大脳皮質神経細胞に

活性化型 mTOR を導入したマウスについて

スパインの動態を明らかにする。具体的には

活性化型 mTOR および GFP を子宮内エレク

トロポレーションによって大脳皮質神経細

胞に導入し、大脳皮質スライスの長期培養を

行うことによってスパインの数や成熟過程

をリアルタイムで観察する。また、本年度の

研究によって明らかとなった mTOR による

神経細胞の移動および生存制御に関しては、

mTOR 下流の分子メカニズムを明らかにする

ことを目指す。 
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