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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は、骨・軟骨形成における低分子量Gタンパク質Cdc42の機能を明らかにするこ
とで、骨軟骨形成不全などの先天性疾患の原因解明とその予防・治療方法の可能性を探ることである。我々は、軟骨特
異的Cdc42遺伝子コンディショナルノックアウトマウスを用い、大腿骨成長板においてCdc42が軟骨細胞の増殖、分化の
制御に重要な役割を担っていることを明らかにした。また、Cdc42の欠損が軟骨形成遺伝子の発現を抑制し、結果とし
て軟骨内骨化に影響を及ぼし、海綿骨の形成不全を引き起こすことを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study, by clarify the function of small G protein Cdc42 in bone 
and cartilage formation, to explore the possibility of probable cause and its prevention and treatment 
method of congenital diseases, such as bone cartilage hypoplasia. We revealed that Cdc42 regulate 
proliferation and development of chondrocyte in growth plate of femur using by Cdc42 conditional knock 
out mice. Furthermore, lack of Cdc42 in cartilage caused low bone mineralization in trabecular bone.

研究分野：骨・軟骨形成

キーワード： Cdc42　軟骨形成
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１．研究開始当初の背景 
Cdc42 は Rho ファミリータンパク質に属す
る低分子量 Gタンパク質で、通常、細胞内で
GDPと結合した不活性型を示すが、Guanine 
nucleotide Exchange factor（GEF）の作用
によって GTP と結合すると活性型として働
くことが知られている。活性化した Cdc42は、
アクチン細胞骨格系の制御を介した細胞の
増殖、文化、細胞運動、細胞死など、細胞機
能にとって重要な分子スイッチとしての役
割を果たしている（図１）。 

２．研究の目的 
本研究の目的は、骨・軟骨形成における低分
子量 G タンパク質 Cdc42 の機能を明らかに
することで、骨軟骨形成不全などの先天性疾
患の原因解明とその予防・治療方法の可能性
を探ることにある。Cdc42の全身性の欠損は
胎生致死（胎生 7.5日）であるため、申請者
は、Cre-loxPシステムを用いて、軟骨特異的
に Cdc42を欠損させた、コンディショナルノ
ックアウトマウス（Cdc42 cKO）を作製した
ところ、低身長と四肢の低下、成長板軟骨の
成熟異常が認められた。このことから、Cdc42
が軟骨形成、ひいては軟骨内骨化による骨形
成にも重要な役割を果たしている可能性が
示唆された。本研究では、Cdc42の骨・軟骨
形成における詳細な機能解析を遂行し、その
作用メカニズムを解明することを目的とし
た。 
 
３．研究の方法 
Cdc42 遺伝子の生体内における軟骨形成への
作用機序を解明するために、（１）〜（４）
の項目を２カ年間に渡り解析する。 
平成 26 年度 
（１）Cdc42 遺伝子コンディショナルノック
アウトマウスの低身長や四肢の短縮、また大
腿骨成長板において増殖軟骨層が短縮、肥厚
していた原因について解明する。 
（２）Cdc42 が軟骨形成、ひいては軟骨内骨
化に及ぼす影響を解明する。 
平成 27 年度 
（３）in vitro での再現性を得るために、軟
骨細胞をGFP標識した新たなコンディショナ

ルノックアウトマウスを作製する。 
（４）Cdc42 を介する軟骨細胞分化制御シグ
ナルの解明 
 
４．研究成果 
（１）Cdc42 遺伝子コンディショナルノック
アウトマウスがコントロールマウスと比較
して低身長で四肢が短縮していたこと、また、
大腿骨成長板において増殖軟骨層が短縮、肥
大軟骨層が肥厚していた原因について解明
するために、生後1日齢Cdc42fl/fl;Col2-Cre
マウスの大腿骨成長板における表現型の組
織学解析を行った。具体的には、組織切片作
製後、PCNA や pH3 などの細胞増殖マーカーの
抗体を用いた免疫染色や、BrdU の取り込みに
より、増殖軟骨層における細胞増殖について
検討を行った。PCNA による免疫染色の結果、
Cdc42 遺伝子コンディショナルノックアウト
マウスではコントロールマウスと比較して、
増殖軟骨細胞の増加が認められた(図２)が、
pH3 の免疫染色では変化が認められなかった。 

（２）Cdc42 が軟骨形成、ひいては軟骨内骨
化に及ぼす影響を解明するために、TRAP 染色
を行い、破骨細胞の局在を確認したところ、
Cdc42 遺伝子コンディショナルノックアウト
マウスでは破骨細胞数の低下が認められた
（図３）。 



また、海綿骨の石灰化を検討したところ、低
石灰化の骨（類骨）の増加が認められた（図
４）。 

（３）これまで得られた結果について、in 
vitro での再現性を得るために、軟骨で Cre
遺伝子を発現するトランスジェニックマウ
ス（Col2-Cre Tg）と、mT/mG二重蛍光 Cre
レポーターマウスとを交配し、Cdc42fl/fl ; 
Col2-Cre ;mTmGマウスを作製した。大腿骨
成長板から軟骨細胞を採取し培養を行った
ところ、GFP 陽性の軟骨細胞を確認できた。
この結果をもとに、Cdc42、Ⅱ型コラーゲン、
Ⅹ型コラーゲン、マトリックスメタロプロテ
アーゼ（MMP）13などの遺伝子発現解析を
定量的PCR法によって解析を行ったところ、
コントロールマウスと比較して Cdc42fl/fl ; 
Col2-Cre ;mTmGマウスでは、各遺伝子の発
現が低下していることが明らかになった（図
５）。 
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