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研究成果の概要（和文）：低分子量Gタンパク質Rac1は細胞の増殖、分化、細胞死などに重要な役割がなされて
いることが知られている。本研究ではRac1を肢芽未分化間葉系細胞特異的に欠損させたコンディショナルノック
アウトマウスの肢芽細胞を用いたマイクロマスカルチャー培養を用いることで四肢の軟骨形成に重要な役割があ
ることが示唆された。Rac1ノックアウトマウスを用いた肢芽細胞はコントロールマウスの肢芽細胞と比較して増
殖能の低下が認められた。これよりRac1は四肢の軟骨細胞における増殖能に重要な役割を担っていることが示唆
された。

研究成果の概要（英文）：Rac1 which is a member of the Rho small GTPases are known to be a regulator 
of multiple cellular functions, including cytoskeletal organization, proliferation, and apoptosis. 
Recently, its tissue-specific roles, especially in mammalian limb development, have been revealed 
using limb bud mesenchyme-specific inactivated Rac1 conditional knockout (Rac1 cKO) mice. In the 
present study, we employed in vitro micromass culture assays to define the underlying chondrogenic 
defect in Rac1 cKO mice. Micromass cultures derived from Rac1 cKO mice limbs lacked proliferation of
 chondrocytes compared to those from control mice limbs. These results suggested that Rac1 is 
required for proliferation of chondrocytes during limb development.
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１．研究開始当初の背景 
Rho ファミリータンパク質（Rho, Rac, 

Cdc42 など）に属する低分子量 G タンパ
ク質、Rac1 は細胞内情報伝達における分
子スイッチとして働く。アクチン細胞骨
格が関与する細胞機能、例えば、細胞の
増殖、分化、細胞運動、細胞死、細胞極
性など、それらの機能制御にとって非常
に重要な役割を果たしていることが示唆
されてきた。 
 
２．研究の目的 
肢芽未分化間葉系細胞で特異的にRac1

を欠損させたコンディショナルノックア
ウトマウスの肢芽を用い、in vitro 系で
Rac1の軟骨分化および石灰化の機能に対
する解析を行うことを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 ①肢芽未分化間葉系細胞で特異的に
Rac1を欠損させたコンディショナルノッ
クアウトマウス(Rac1fl/fl; Prx1-Cre; 
Rac1 cKO)を作成し未分化間葉系細胞の
段階（胎生 12 日齢）で四肢の採取を行い
細胞レベルでの検討を行った。採取した
四肢細胞を用いて高密度培養を行い、培
養 0日、3日、5日で細胞の分化・増殖の
検討を行った。その結果コントロール群
（Rac1 をノックアウトしていない細胞）
に対し Rac1 をノックアウトした細胞で
は優位な細胞増殖の低下を認めた。また、
軟骨形成を Alcian blue 染色を用いて確
認したところコントロール群と Rac1 を
ノックアウトした細胞ともに軟骨の形成
を認めた。軟骨分化に対し定量的 PCR 法
を用いて軟骨細胞特異的な遺伝子
（Aggrecan, Col12, Col10, SOX9）の発
現量を検討した結果、分化に違いは認め
なかった。 
 ②細胞培養を 5 日行った後、βグリセ
ロリン酸を添加した石灰化培地に変更し
培養を行った。その結果コントロール群
に対し、ノックアウトした細胞の石灰化
が促進されたことを Von Kossa 染色にて
確認した。また、定量的 PCR 法を用いて
骨芽細胞特異的な遺伝子（ALP, RUNX2, 
OSX）の発現量を検討した結果、Rac1 を
ノックアウトした細胞で有為に発現量が
増加した。 
 ③Rac１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(Rac1fl/fl; 
Prx1-Cre; Rac1 cKO)の四肢長管骨（生後
1 日齢）の成長板における軟骨細胞の増
殖に対し検討した。組織切片を凍結切片
で作成し、EdU により細胞の増殖を検討
した。その結果、EdU 陽性細胞は増殖軟
骨細胞においてコンディショナルノック
アウトマウスで減少している傾向が認め
られた。 
４．研究成果 

 ①、②より肢芽未分化間葉系細胞で Rac
１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 (Rac1fl/fl; 
Prx1-Cre; Rac1 cKO)の肢芽細胞を用いた
培養系では、Rac１は細胞の増殖能を抑制
する因子であることが分かった。また、
軟骨細胞の石灰化の段階においては石灰
化を促進させることが分かった。 
 ③より in vivo の研究においても Rac1
は軟骨細胞の増殖に重要な機能を有する
ことが示唆された。  
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