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研究成果の概要（和文）：本研究では小脳の特に内側（虫部）において層構造異常を呈するRac1/3ダブルノック
アウトマウスをモデルとして、全身の正中部で種々の奇形を生ずるOpitz G/BBB症候群の病態解明を行った。本
研究機関における主要な成果は、アクチン骨格制御分子Rac1がMid1-mTORC1シグナルを制御するという新規のシ
グナル伝達経路を発見したこと、そして小脳正中部と外側における表現型の違いには、Mid2による代償機構が関
わっている可能性が示されたことである。これらの成果は未だ機序不明である本症候群の病態解明に向けた大き
な一歩であると考えられる。

研究成果の概要（英文）：We analyzed the Rac1/3 double (conditional) knockout mice using histological
 and molecular biological approaches. The mice exhibit layered structural abnormality in cerebellar 
vermis that is similar to Opits G/BBB syndrome characterized by systemic midline malformations. In 
this study, we found that the actin cytoskeleton regulatory molecule Rac1 regulates Mid1-mTORC1 
signaling. And we showed that Mid2 was involved in the migration of cerebellar granule neurons. Mid2
 may contribute to the mediolateral difference in Rac1/3 double knockout mice, and we believe that 
these findings lead to elucidate the pathogenesis of Opitz G/BBB syndrome.
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１．研究開始当初の背景 
Opitz G/BBB症候群は小脳虫部、脳梁、顔面(口

蓋裂)、頸部（喉頭気管食道形成不全）、心臓、

尿生殖器などにおいて、全身の正中部分の形

成不全を呈する症候群である。本症候群は X

連鎖性もしくは常染色体優性の遺伝性疾患

であり、現在までに原因遺伝子として同定さ

れているのは X 染色体に位置する MID1 のみ

である。MID1 は、ホスファターゼ PP2A に対

する E3 ユビキチンリガーゼとして機能する

ことが知られている。しかし、X連鎖性 Opitz 

G/BBB症候群の中でMID1に遺伝子変異が発見

される頻度は 65％程度に止まるとの報告が

あり、また同じ変異型であっても表現型に違

いがあることから、本疾患に関わる遺伝子は

MID1 以外にもあることが予想され、その病態

に関しても未だに解明されていない 

現在までに小脳顆粒細胞における Rac1 の機

能を細胞レベルで報告した論文は散見され

るが、小脳顆粒細胞特異的に Rac1/Rac3 を欠

失させたマウスの報告はない。そこで申請者

は小脳顆粒細胞に発現するAtoh1をプロモー

ターとして、小脳顆粒細胞特異的 Rac1/Rac3

ダブルノックアウトマウス（Rac1/Rac3 DKO

マウス）を作製した。このマウスは生後の歩

行開始時から顕著な失調性歩行を呈し、その

小脳組織を確認したところ、内顆粒層の菲薄

化と消失が認められた。その組織像は非常に

ユニークなもので、小脳全体のサイズは縮小

し、何故か小脳虫部の前葉部分だけ（Lobule

Ⅰ～Ⅶ）顆粒層が消失していた（下図）。 

 

この Rac1/Rac3 DKO マウスの小脳発生過程を

解析した結果、小脳顆粒細胞の分裂増殖能に

は異常がなく、神経突起の伸長が阻害される

ため、内顆粒層への移動が障害されアポトー

シスに陥ることを突きとめた。更に小脳の正

中部だけで顆粒層が消失する原因を究明す

べく、発達段階での小脳正中部から抽出した

mRNAを用いてDNAマイクロアレイを行ったと

ころ、非常に面白い事に Opitz G/BBB 症候群

の原因遺伝子である Mid1 の発現が低下して

いたのである。この事実を確かめるために、

RN46A神経細胞を用いてRac1をノックダウン

させたところ、Mid1 の mRNA が低下すること

を見出した。更に Rac の特異的な阻害因子や

活性化因子を用いた実験でも確証をとり、

Rac1 が Mid1 の発現を制御していることを突

きとめた。更には、2 つの異なるグループか

ら、終脳の神経細胞特異的に Rac1 を欠失さ

せたマウスが報告されており、これらはいず

れも脳梁が低形成となり、終脳においても

Opitz G/BBB 症候群と類似した表現型を呈し

ている。 

これまでに Mid1 をノックアウトさせたマウ

スの報告もあり、Rac1/Rac3 DKO マウスと同

じく小脳虫部の前葉の一部で内顆粒層の形

成不全（LobuleⅠとⅡの一部が消失）がある

ものの、その表現型は Rac1/Rac3 DKO マウス

（LobuleⅠ～Ⅶが消失）よりも軽微であった。

このことは、小脳顆粒層において Rac の標的

因子が Mid1 以外にも存在することを示唆し

ている。そこで我々が着目したのは、Mid1 と

同じドメイン構造を有し、Mid1 と同じく E3

ユビキチンリガーゼとして機能する「Mid2」

である（Buchner et al, 1999）。実際に、培

養細胞レベルで Mid1 と Mid2 に共通する標的

タンパクであるホスファターゼ PP2A との結

合実験の結果から、Mid2 も X連鎖性疾患に関

与する可能性を述べた報告もある（Short et 

al, 2002）。以上の事から申請者は、Opitz 

G/BBB 症候群の病態解明に向け、主に Mid2 に

着目し研究を計画した。 

 

２．研究の目的 

①Mid2 が Rac1 により制御されている事を明

らかにする。 

②Rac1 による Mid1/Mid2 の制御は、小脳正中

部（小脳虫部）と外側（小脳半球）で異なる

のか検証を行う。 

③Mid1/Mid2 のダブルノックアウトマウスを

作製し、その表現型を解析する。 

④終脳における Rac1 ノックアウトマウスの

脳梁欠損に、Mid1/Mid2 が関与するかを検証

する。 

⑤小脳顆粒層において、Mid1 と Mid2 に共通



する結合タンパクを検索する。 

 

３．研究の方法 

申請者はこれまでの研究で、NEPA21 エレクト

ロポレーター（NEPA GENE Co., Ltd.）を用

いてラット神経細胞 RN46A に siRNA をトラン

スフェクションし定量的 PCR により Mid1 の

発現が低下することを見出した。更に Rac1

特異的な阻害因子で処置することで、Mid1 の

mRNA が低下する事、また Rac 特異的な GEF を

トランスフェクションすることで、Mid1 の

mRNA が増加する事を見出し、Rac1 が Mid1 の

発現を制御していることを突きとめた。これ

と同様の手法を用いて、Mid2 も Rac1 により

制御されていることを確認する。 

Rac1/Rac3 DKO マウスの小脳顆粒層が虫部の

前葉でのみ消失している原因として「Rac1

（Rac1+Rac3）による Mid1/Mid2 の制御が、

小脳の部位により異なる」という可能性が考

えられた。これを検証するために、小脳正中

部と小脳外側部を分けて顆粒層を採取し、

Mid1/Mid2 の発現量の違いを定量的 PCR で確

認する。 

既に存在する Mid1 のノックアウトマウスを

譲渡していただき、Mid2 に関しては相同組み

換えされた ES 細胞が入手可能であり、これ

を用いて Mid2 ノックアウトマウスを作製す

る。これらを掛け合わせて、最終的に

Mid1/Mid2 ダブルノックアウトマウスを作製

する。Mid1 と Mid2 はいずれも X 染色体上に

存在するが、お互い離れた位置に存在するた

め、染色体間相同組み換えが期待でき、ダブ

ルノックアウトマウスの作製は可能である

と考えた。 

東京大学の研究室から、終脳特異的 Rac1 KO

マウスが脳梁の低形成を来たすという報告

がされている。この研究室からマウスを供与

していただき、胎生期から生後 1週間にかけ

ての経時的な低形成脳梁を用意し、定量的

PCRによりMid1が変化しているかを検討する。 

最後に Mid1 と Mid2 に共通する結合タンパク

質を検索する。申請者はこれまでに、ヒト神

経芽細胞腫に由来するSHSY5Y細胞を用いて、

FLAG-Mid1 と FLAG-Mid2 のそれぞれを過剰発

現する安定発現株を既に樹立した。今後はこ

の細胞のライセートと抗 FLAG 抗体を用い、

免疫沈降法によってMid1/Mid2と相互作用す

るタンパク質を溶出させる。このタンパク質

を SDS-PAGE により分離し、質量分析により

同定する。 

 

４．研究成果 

平成 28 年度はまず Rac1 による Mid1 転写制

御の程度が、小脳内側と外側で異なっている

ことを確認した。生後 4日目のマウスを用い

て小脳内側と外側を別けてウェスタンブロ

ット法を行ったところ、内側の方が明らかに

Mid1 の発現が低下していることが判明した。

続いて過去に報告された Mid1 KO マウスにお

ける小脳前葉形成不全の障害範囲が、我々の

DKO マウスより軽微であったことから、Rac

の下流に存在する新たなシグナル因子を模

索した。過去に mTORC1 シグナルをダウンレ

ギュレートすることで Mid1 の機能が抑制さ

れるという報告があったことから、

Rac1-Mid1-mTORC1 シグナルについて検証し

た。PC12 ラット神経細胞を用いて Rac1 をノ

ックダウンしたところ、Mid1 の発現が低下し、

更に mTORC1 の標的分子である S6リボソーム

と 4E-BP1 のリン酸化も減少した。同様に DKO

小脳組織においても、Mid1 と mTORC1 関連シ

グナルの発現低下が確認された。これらの結

果から、Rac1 が Mid1-mTORC1 シグナル伝達に

関与することが示された。 

平成 29 年度は内外側の表現型の違いに対す

る Mid2 の関与について検討した。まず内側

と外側を別けて qPCR を行ったところ、DKO 小

脳外側では Mid2 の発現量が内側に比し相対

的に多いことを発見した。さらに小脳外顆粒

層の移植片培養に対して siMid1, siMid2 を

添加することによる細胞移動能の変化を確

認したところ、 siMid1 単独投与群と

siMid1+siMid2 投与群における移動能低下が

認められ、後者においては siMid2 添加によ

る相乗効果が見出された。これらの結果から、

DKO小脳外側ではMid2の発現が相対的に多い

ことで移動能の低下が代償され、内顆粒層が

内側に比べてある程度形成されるのではな

いかと考えられた。 
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