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研究成果の概要（和文）：低分子量RhoファミリーGタンパク質Rac1およびCdc42は細胞外からの様々な情報を細
胞内に伝える分子スイッチとしての役割を果たしている。細胞に関しては、主にアクチン細胞骨格の制御を介し
た様々な生物活性、例えば細胞の増殖、分化、細胞死等を制御していることが知られている。Rac1およびCdc42
の硬組織細胞における機能を、各種阻害剤および活性化剤を用い、Rac1およびCdc42遺伝子の機能に関する研究
を行うことを目的とした

研究成果の概要（英文）：The low molecular weight Rho family G proteins Rac1 and Cdc42 serve as 
molecular switches that transmit various extracellular information into the cell. Regarding cells, 
it is known that various biological activities, such as cell proliferation, differentiation, and 
cell death, are regulated mainly through the regulation of actin cytoskeleton. The purpose of this 
study was to study the functions of Rac1 and Cdc42 genes in hard tissue cells using various 
inhibitors and activators.

研究分野：骨代謝

キーワード： signal transduction

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
Rhoファミリー低分子量Gタンパク質は生体内で様々な機能を有することが細胞レベルおよび生体レベルで知られ
ている。そのため、Rhoファミリー低分子量Gタンパク質中でもRac1およびCdc42の硬組織細胞における機能に関
する研究は本研究分野で非常に社会的意義が大きいと考えられる。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 Rhoファミリー低分子量Gタンパク質は、GTP結合型の活性型とGDP結合型の不活性型をもち、
細胞外からの刺激を細胞内に伝える分子スイッチとしての役割を持つ(Yamada A, J Oral Biosci, 
56, 23-29,2014)。現在、およそ 20種類ほど同定されており、中でも Rac1 と Cdc42 は RhoA と
ともに生体内でユビキタスに存在するため、これまで、様々な組織由来の培養細胞でその機能
が研究されてきた(Burridge K, Cell, 116, 167-179,2004)。その結果、アクチン細胞骨格が関
与する細胞の増殖・分化・細胞死、細胞運動や細胞極性など細胞の機能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(Hall A, Science, 279, 509-514,1998) 。生体にお
ける Rac1 と Cdc42 の機能を知るために、全身で欠損させたノックアウトマウスを作製したとこ
ろ、ともに胎生初期、着床前後で致死となった(Sugihara K, Oncogene, 17, 3427-3433,1998、
Chen F, Curr Biol, 10, 758-765,2000)。そこで、組織および時期特異的コンディショナルノ
ックアウトマウスの作製が必要となった。 
Rhoファミリー低分子量Gタンパク質は、GTP結合型の活性型とGDP結合型の不活性型をもち、
細胞外からの刺激を細胞内に伝える分子スイッチとしての役割を持つ(Yamada A, J Oral Biosci, 
56, 23-29,2014)。現在、およそ 20種類ほど同定されており、中でも Rac1 と Cdc42 は RhoA と
ともに生体内でユビキタスに存在するため、これまで、様々な組織由来の培養細胞でその機能
が研究されてきた(Burridge K, Cell, 116, 167-179,2004)。その結果、アクチン細胞骨格が関
与する細胞の増殖・分化・細胞死、細胞運動や細胞極性など細胞の機能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(Hall A, Science, 279, 509-514,1998) 。生体にお
ける Rac1 と Cdc42 の機能を知るために、全身で欠損させたノックアウトマウスを作製したとこ
ろ、ともに胎生初期、着床前後で致死となった(Sugihara K, Oncogene, 17, 3427-3433,1998、
Chen F, Curr Biol, 10, 758-765,2000)。そこで、組織および時期特異的コンディショナルノ
ックアウトマウスの作製が必要となった。 
 硬組織形成時の Rac1 と Cdc42 の機能を検討するために、以下のコンディショナルノックアウ
トマウスを作製した。 
四肢骨軟骨組織で Rac1、Cdc42を欠損させたコンディショナルノックアウトマウス 

1. Rac1fl/fl;Col2-Creマウス 
四肢の短縮と低体長・低体重が認められた。Frank Beier 博士のグループも同じマウスを用
いた研究結果を発表している (Woods G, Dev Biol, 306, 612-623,2007)。 
2. Cdc42fl/fl;Col2-Creマウス 
生後まもなく致死となる。四肢の短縮と低体長が認められた。大腿骨成長板に異常が認めら
れ、成長板軟骨細胞の形態異常ならびに軟骨細胞分化マーカーの発現が低下していた。また、
申請者は生後、軟骨組織で Cdc42 を欠損させたコンディショナルノックアウトマウス
(Cdc42fl/fl;Col2-CreER マウス)も作製した。 
3. Rac1fl/fl;Prx1-Creマウス 
四肢の短縮と低体長が認められた。合指が認められその原因は胎生期、肢芽指間細胞のアポ
トーシス不全が原因と考えられた。 
4. Cdc42fl/fl;Prx1-Creマウス 
生後まもなく致死となる。上記 3. Rac1fl/fl;Prx1-Cre マウスでは認められなかった口蓋裂を
呈する。Rac1fl/fl;Prx1-Cre マウスと同様に、四肢形成不全と合指が認められた。認められた表
現型は、Rac1fl/fl;Prx1-Cre マウスよりも強く現れた。指骨の形成不全および指骨間の癒合が認
められ、この表現型は Rac1fl/fl;Prx1-Cre マウスでは認められなかった。 
5. Cdc42fl/fl;P0-Creマウス 
頭蓋顎顔面組織を構成する細胞の多くが神経堤を由来とする細胞であると考えられている
(Chai Y, Dev Dyn, 235, 23537-2375,2006)。生後まもなく致死となる。口蓋裂を呈し、哺乳が
できない。顎顔面の骨軟骨形成に異常が認められた。Rac1fl/fl;P0-Cre マウスには口蓋裂の表現
型は認められなかった（未発表データ）。 
上記、ノックアウトマウスの表現型から、Rac1と Cdc42は四肢骨軟骨組織および頭蓋顎顔
面組織の形成に非常に重要であることが示唆された。しかし、認められた表現型の詳細なエビ
デンスの究明は未だ行なわれておらず、また、細胞内外のシグナル伝達など、分子レベルでの
メカニズム解明も行われていない。例えば、これまで様々な組織細胞における Rac1 と Cdc42
のアクチン細胞骨格が関与する細胞内シグナル伝達に関して、Wave, PI3K, Pak および N-Wasp
といった分子を介し、ラメリポディアおよびフィロポディア形成を制御していることが示唆さ
れてきたが(Bishop AL, Biochem J, 348, 241-255,2000)、硬組織における Rac1 と Cdc42 の
細胞内シグナル伝達に関する詳細は不明である。Rac1 および Cdc42 がどのような細胞内シグナ
ル伝達で硬組織形成過程を制御しているのか？との問いを提起した。 
 



２．研究の目的 
Rac1およびCdc42の硬組織細胞における機能を、各種阻害剤および活性化剤を用い、Rac1および
Cdc42遺伝子の機能に関する研究を行うことを目的とした。 
 
３．研究の方法 
骨芽細胞における機能を検討する目的で、in vitro（マウス由来頭蓋骨由来初代培養骨芽細胞）
でRac1とCdc42の機能を阻害する阻害剤、NSC23766およびCasinをそれぞれ作用させた際の細胞内
における遺伝子発現変化の網羅的解析をマイクロアレイ解析により行った。また、軟骨細胞株
ATDC5細胞にRac1およびCdc42の両方のsiRNAを処理したサンプル（Rac1 Cdc42 si）および無処理
のサンプル（Control1）における遺伝子発現様式に関し、NGS(次世代シークエンス)解析による
網羅的解析を行った。 
 
４．研究の成果 
骨芽細胞における機能を検討する目的で、in vitro（マウス由来頭蓋骨由来初代培養骨芽細胞）
でRac1とCdc42の機能を阻害する阻害剤、NSC23766およびCasinをそれぞれ作用させた際の細胞内
における遺伝子発現変化の網羅的解析をマイクロアレイ解析により行った。その結果、
hyaluronan synthaseファミリーの1つHyaluronan synthase 2 (Has2)、Tranforming growth factor 
beta superfamilyに属し頭蓋骨形成に重要な役割を果たしていると考えられているGrowth 
diffrentiation factor 10 (Gdf10)、インスリン様増殖因子結合タンパク質ファミリーの１つ、
Insulin-like Growth factor binding protein 5(Igfbp5)などの遺伝子発現が強力に抑制される
ことが示唆された。 
また、軟骨細胞株ATDC5細胞にRac1およびCdc42の両方のsiRNAを処理したサンプル（Rac1 Cdc42 
si）および無処理のサンプル（Control1）における遺伝子発現様式に関し、NGS(次世代シークエ
ンス)解析による網羅的解析を行った。その結果Control1に比べRac1 Cdc42 siで発現が上昇した
遺伝子は29個、発現が低下した遺伝子は3個であった。Controlに比べRac1 Cdc42 siで発現が上
昇した遺伝子としてはDecorin、Asporin、Osteomodulinなどがあり、発現の低下した遺伝子には
Histone H2Atype1Cがあった。また、本年度は骨芽細胞にRho Rac Cdc42シグナルを活性化させる
活性化剤を作用させたサンプル（RhoRac Cdc42 activator）および無処理のサンプル（Control 2）
における遺伝子発現様式に関しても、cDNAマイクロアレイ法により網羅的解析を行った。その結
果desmin、keratin 7、netrin4などの遺伝子に発現の上昇が認められ、calponin 1、pleiotrophin
などの遺伝子に発現の低下が認められた。軟骨特異的にRac1とCdc42を欠損させたダブルノック
アウトマウスの研究で骨軟骨に様々な表現型が認められたが、阻害および活性化でも様々な遺伝
子の発現に変化が認められたことが示唆された。 
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