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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 を組織特

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、四肢の短縮、頭蓋骨の癒合不全が認められた。四肢の短縮の原因は軟骨内骨化の不全に

よるもの、頭蓋骨の癒合不全は早期の石灰化が原因である可能性が示された。 

 
研究成果の概要（英文）：Rac1, a member of the Rho subfamily of small GTPases, is known 
to be a regulator of multiple cellular functions, including cytoskeletal organization, 
cell migration, proliferation, and apoptosis. To investigate the physiological 
function of Rac1 during bone and cartilage formation, we generated tissue-specific 
inactivated Rac1 (Rac1fl/fl;Prx1-Cre) mice. Rac1 conditional knockout mice 
demonstrated short limbs and incomplete fusions of the cranium. Our results infer 
that short limb was caused by abnormal endochondral ossification and incomplete 
fusion of the cranium was due to enhanced mineralization. 
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１．研究開始当初の背景 

 

(1)低分子量 G タンパク質、Rac1 について

RacはRhoファミリーに属する低分子量GTP

結合タンパク質で、細胞外の種々の刺激に

より GTP 結合型に変異し、活性化される。

活性化した Rac は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

イソフォームが存在し、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
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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)）。 

(2)骨・軟骨細胞における Rac1 の作用 

in vitro において、Rac1 は p38 MAP Kinase

を介し、軟骨細胞分化・増殖および細胞死

において重要な役割を果たしている(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))。 

 

２．研究の目的 

 

申請者は Rac1 の四肢形成における機能を

検討するために、主に肢芽間葉系細胞で発

現している Prx1 遺伝子のエンハンサー制

御下で Cre 遺伝子を発現するトランスジェ

ニックマウス(Prx1-Cre Tg)と、Rac1 遺伝

子エクソン１の上流および下流域に loxP

配列を組み込んだマウス(Rac1 flox)を交

配させたコンディショナルノックアウトマ

ウス(Rac1fl/fl;Prx1-Cre)を作成した結果、

以下の表現型が得られた。 

 

３．研究の方法 

 

(1)Rac1fl/fl;Prx1-Cre マウスの四肢・骨格

形成における表現型解析 

①Rac1fl/fl;Prx1-Cre マウスは合指症を呈す

るため、その解析を行う。指間分離期である

胎生 13、14 日の肢芽の切片を作製し TUNEL

染色を行い、指間域におけるアポトーシスを

確認する。また、四肢形成のパターニングに

関与する遺伝子群（BMP、FGF、Hox 遺伝子）

の発現様式を胎生 11、12、13 日において

whole mount in situ hybridization 法を用

い検討する。 

②Rac1fl/fl;Prx1-Cre マウスについて、四肢以

外の表現型が認められるか、骨格標本を作製

し検討する。骨・軟骨組織を Alizarin red

および Alcian blue で染色する。 

 

(2)Rac1fl/fl;Prx1-Cre マウスの骨・軟骨形成

における表現型解析 

Rac1fl/fl;Prx1-Cre マウスは四肢の長管骨が

野生型マウスと比較し、短いことが確認され

たため、骨・軟骨形成における機能解析を行

う。胎生期より順次、骨格標本を作製し、経

時的な骨・軟骨組織の染色状態を実体顕微鏡

を用いて観察する。また同時に四肢長管骨の

切片を作製し、静止軟骨細胞層、増殖軟骨細

胞層、肥大軟骨細胞層、骨化領域の組織的変

化の部位および時期を特定する。軟骨細胞層

の増殖およびアポトーシスを BrdU 染色、

TUNEL 染色を用いて確認する。骨芽細胞およ

び軟骨細胞層のマーカー遺伝子群（Col、Ihh、

Mmp、Runx2、Vegfa 遺伝子）の発現様式を in 

situ hybridization または免疫染色法を用

い検討する。 

 

４．研究成果 

 

(1)Rac1fl/fl;Prx1-Cre マウスは四肢・骨格

形成が異常である。 

①Rac1fl/fl;Prx1-Cre マウスは上肢、下肢とも

に野生型マウスと比較し、短く、指間の癒合

を呈している。 

②Rac1fl/fl;Prx1-Cre マウスの肢芽指間域で

アポトーシスが認められなかった。 

③肢芽指間域のアポトーシスに関与する

Bmp2 および Bmp7 の発現が Rac1fl/fl;Prx1-Cre

マウスでは野生型マウスと比較し、有意に減

少していた。 

④Rac1fl/fl;Prx1-Cre マウスは頭蓋骨、胸骨の

癒合不全が認められた。 

⑤Rac1fl/fl;Prx1-Cre マウスは頭蓋骨の早期

石灰化が認められた。 

(2)Rac1fl/fl;Prx1-Cre マウスは骨・軟骨形

成が異常である。 

①Rac1fl/fl;Prx1-Cre マウスは長管骨におけ

る軟骨内骨化の遅延が認められた。 

②一次骨化中心形成後の Rac1fl/fl;Prx1-Cre

マウスの成長板で肥大軟骨細胞層の肥厚が

認められた。 

③Rac1fl/fl;Prx1-Cre マウスは肥大軟骨細胞

層の早期アポトーシスが認められた。 

④Rac1fl/fl;Prx1-Cre マウスは肥大軟骨細胞

層における Vegfa、Mmp13 の発現低下が認め

られた。 

 

以上の結果から、Rac1 は四肢・骨格形成およ

び骨・軟骨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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