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研究成果の概要（和文）：本研究では、頭蓋における間葉細胞特異的にCdc42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を用いて、膜性骨化におけるCdc42の役割について検討を行った。コンディショナルノ
ックアウトマウスでは頭蓋骨形成不全が認められ、頭蓋骨の形成に関与するIhh、Bmp2、Bmp4の発現減少が認め
られた。さらに、Cdc42の機能が阻害された初代培養骨芽細胞において、骨芽細胞分化に関与するDlx5、Igf1の
発現低下が認められ、IhhおよびBmpシグナルによって制御される頭蓋骨形成において、Cdc42が重要な役割を果
たしていることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：In the present study, we investigated the role of Cdc42 in cranial bone 
development. Our results showed that loss of Cdc42 caused a defect of intramembranous ossification 
in cranial bone tissues which is related to decreased expressions of cranial suture morphogenesis 
genes, including Indian hedgehog (Ihh) and bone morphogenetic proteins (BMPs). Inhibition of Cdc42 
decreased expressions of Dlx5 and Igf1, which are related to osteoblast differentiation, in primary 
cultured mouse osteoblasts. These findings demonstrate that Cdc42 plays a crucial role in cranial 
osteogenesis, and is controlled by Ihh- and BMP-mediated signaling during cranium development.

研究分野：歯周病学

キーワード： Cdc42　頭蓋骨
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研究成果の学術的意義や社会的意義
個体レベルにおけるCdc42と膜性骨化に着目した研究はこれまでほとんどなく、特に頭蓋骨の縫合部でのCdc42の
役割は明らかでなかった。本研究結果から、膜性骨化により形成される頭蓋骨において、Cdc42が重要な役割を
果たしていることが示唆された。今後、Cdc42に着目した効率的な生体材料の作製への応用や骨破壊を伴う疾患
の予防および治療に有用な手法を見出せる可能性がある。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

Rho ファミリーGTP 結合タンパク質（低分子量 G タンパク質）に属する Cdc42 は生体にお
いてユビキタスに発現していると考えられている。Cdc42 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、細胞の様々な高次機能を制
御していることが in vitroでの研究から明らかになっている（①）。しかし、これらの遺伝子を全
身で欠損させたノックアウトマウスは胎生初期に死亡するため、個体レベルにおける機能につ
いては不明な点が多い。これまでの研究から、骨・軟骨の原基となる肢芽間葉細胞特異的にCdc42
遺伝子を欠損させたマウス（Cdc42コンディショナルノックアウトマウス；Cdc42fl/fl; Prx1-Cre
マウス）には頭蓋形成不全の表現型が認められ、Cdc42は個体レベルにおいて、Indian Hedgehog
（IHH）シグナルを介して骨・軟骨形成にも重要な役割を果たすことが示唆されている（②）。 
骨形成や骨創傷治癒の研究では、軟骨内骨化により形成される長管骨が用いられることが多
い。しかし、歯槽骨を含む顔面頭蓋の骨格は膜性骨化により形成されることが知られている。そ
のため、膜性骨化により形成される骨の破壊を伴う疾患に対する研究では、長管骨を用いるだけ
では不十分な可能性がある。頭蓋骨の形成には IHH、Bone Morphogenetic Protein（BMP）シグ
ナルが関与することが報告されているが（③）、膜性骨化における Cdc42の機能については明ら
かになっていない。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、Cdc42 コンディショナルノックアウトマウスを用いて、個体レベルの膜性
骨化における Cdc42の役割の詳細を明らかにすることである。 
 
３．研究の方法 
マウスの各発生段階に沿って、骨・軟骨組織を Alizarin redおよび Alcian blueで染色し、作製
した頭蓋骨格標本の前頭骨、頭頂骨、後頭骨の面積を計測し、比較検討を行った。各骨の間に存
在する前頭縫合、矢状縫合間の距離を計測し、比較検討を行った。また、頭蓋における細胞増殖、
細胞死を PCNAの免疫組織学的染色、および TUNEL染色により検討した。 
頭蓋形成および骨形成に関与する遺伝子群の発現様式を whole mount in situ hybridization法、

real-time PCR法により検討した。 
マウス頭蓋由来の骨芽細胞の培養系に Cdc42の機能を阻害する Casinを添加し、マイクロア
レイ解析により、細胞内シグナル伝達の変化に関して検討した。 
 
４．研究成果 

Cdc42 コンディショナルノックアウトマウ
スの Cre発現部位を確認し、同マウスの頭蓋に
おいて Cdc42 が欠損していることを確認し
た。 
マウス骨格標本を作製し、解析を行ったとこ
ろ、Cdc42コンディショナルノックアウトマウ
スにおける前頭縫合、および矢状縫合部の骨形
成は野性型マウスと比較して有意に減少して
いたが、これらの頭蓋縫合部の細胞増殖および
細胞死マーカーの発現に有意差は認められな
かった（図 1）。このことから、Cdc42 コンデ
ィショナルノックアウトマウスに認められる
頭蓋骨形成不全は、細胞増殖や細胞死の異常で
はなく、Cdc42の欠損により頭蓋の間葉細胞の
骨形成能に異常が生じたことが原因であると
考えられた。 
そこで、Whole mount in situ hybridization法、

real-time PCR法による解析を行ったところ、
Cdc42 コンディショナルノックアウトマウス
の頭蓋縫合部周辺において、頭蓋骨の形成に関
与する Ihh、Bmp2、および Bmp4 の発現低下
が認められた（図 2）。このことから、Cdc42が
Ihh および Bmp シグナルを介して、頭蓋骨形
成の機能を発揮する可能性が示唆された。 
 さらに、マウス頭蓋骨由来の初代培養骨芽細胞にCdc42の機能を阻害するCasinを作用させ、
マイクロアレイ解析を行ったところ、Cdc42 の機能が阻害された初代培養骨芽細胞において、
骨芽細胞分化に関与する distal-less homeobox 5（Dlx5）、insulin-like growth factor 1（Igf1）、骨
芽細胞の分化マーカーである alkaline phosphatase, liver/bone/kidney（Alpl）、骨のリモデリング
に関与するmatrix metallopeptidase 13（Mmp13）の発現低下が認められた。その一方、抗酸化
性タンパク質として知られている Metallothionein1, 2 (Mt1, 2)などは発現の上昇が認められた。
このことから、Cdc42は骨芽細胞の骨形成能を制御する可能性が示唆された。 



 以上の結果から、Ihh および Bmp シグナルによって制御される頭蓋骨形成において、Cdc42
が間葉細胞の骨形成能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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