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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、Cdc42 を主

に肢芽間充織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を作製したところ、

野性型マウスと比較し、四肢の短縮、胸骨・頭蓋骨の形成不全、口蓋裂、および指間の癒合な

どの表現型が認められた。指間の癒合の原因は中指骨の癒合および肢芽指間領域におけるプロ

グラム細胞死の不全によるものであることが示唆された。 

 
 
研究成果の概要（英文）：Cdc42, 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 Cdc42 during limb development, we generated limb bud 
mesenchyme-specific inactivated Cdc42 (Cdc42fl/fl; Prx1-Cre) mice. Cdc42fl/fl; Prx1-Cre 
mice demonstrated short limbs and body, abnormal calcification of the cranium, cleft 
palate, disruption of the xiphoid process, and syndactyly. Syndactyly in Cdc42fl/fl; 
Prx1-Cre mice was caused by fusion of metacarpals and a failure of interdigital 
programmed cell death (ID-PCD). These results demonstrate that Cdc42 is essential 
for chondrogenesis and ID-PCD during limb development.  
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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 Cdc42について 

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、アクチ
ン細胞骨格の再編成が関与する細胞機能
の制御、例えば、細胞の形態や極性、細
胞接着、細胞運動、細胞質分裂、平滑筋
の収縮、神経軸策の伸展などにおける分
子スイッチとして働いている。Cdc42 を
過剰発現させるとフィロポディアと呼ば
れる特異的なアクチン構造が形成される。 

(2) 骨・軟骨細胞における Cdc42 の作用 

in vitroにおいてCdc42遺伝子を強制発

現させた軟骨細胞株 ATDC5 細胞は、アポ

トーシスの誘導および軟骨分化の促進が起

こることが知られている（Wang G. et al. J. 

Bone Miner. Res. 20, 1022-31(2005)）。 

(3) 本研究課題に至った背景 

申請者は Cdc42 と同じ Rho ファミリ
ーに属する低分子量 G タンパク質、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。 

１. Rac1fl/fl;Prx1-Cre マウスは骨格形成
が異常である。 

①Rac1fl/fl;Prx1-Cre マウスは出生後、早
期に死亡し、離乳時までの生存率は約
20%であった。 

②Rac1fl/fl;Prx1-Creマウスは野性型マウ
スと比較し、有意に体重の減少が認め
られた。 

③Rac1fl/fl;Prx1-Cre マウスは四肢、胸骨、
頭蓋骨に異常が認められ、四肢に関し
ては上肢、下肢ともに野性型マウスと
比較し、短く、指間の癒合を呈してお
り、また、胸骨、頭蓋骨では癒合不全
が認められた。 

④Rac1fl/fl;Prx1-Creマウスは指骨におけ
る軟骨内骨化の遅延が認められた。 

２. Rac1fl/fl;Prx1-Cre マウスの肢芽指間
域では BMP の発現低下によりプログラ
ム細胞死が起きないことから指間の癒

合を呈した。 

①野性型マウスの前肢および後肢の肢芽指

間域は、胎生 12 日から 14 日の間でプログ

ラム細胞死が起こり、胎生 15 日までに分

離する。Rac1fl/fl;Prx1-Cre マウスの肢芽指

間域でプログラム細胞死が認められなかっ

た。 

②肢芽指間域のプログラム細胞死に関与す

る Bmp2 お よ び Bmp7 の 発 現 が

Rac1fl/fl;Prx1-Cre マウスでは野性型マウス

と比較し、有意に減少していた（図 3）。 

以上の結果から、Rac1 は四肢形成に
重要な役割を果たしていることが示唆
された。 

２．研究の目的 

申請者は同じ Rho ファミリーに属す
る低分子量 G タンパク質 Cdc42 の骨・
軟骨形成における作用を検討するため
に、Cdc42 遺伝子欠損マウスの解析が必
要となった。しかし、Cdc42 遺伝子を全
身で欠損させたマウスは Rac1 遺伝子欠
損マウスと同様に胎生初期で死に至る。
そこで、Cdc42 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（Cdc42 flox）を Prx1-Cre Tg と
交配させたコンディショナルノックアウ
トマウス（Cdc42fl/fl;Prx1-Cre）を作成し、
その表現型表現型の解析を行った。 

３．研究の方法 

（1)Cdc42 遺伝子の四肢形成における機
能解析 
①四肢骨格標本を作製する（胎生期およ
び生後１日齢）。骨・軟骨組織を Alizarin 

red および Alcian blue で染色する。 

②胎生初期における四肢形成のパター
ニングに関与する遺伝子（Bmp、Fgf、
Hox、Sox、Shh 遺伝子など）の発現様
式をWhole mount in situ hybridization

法を用い検討する。 

③生後１日齢の大腿骨および脛骨の石
灰化度をソフト X 線およびマイクロ CT

を用い解析する。さらに、四肢組織の包
埋切片を作製し、骨芽細胞および軟骨細
胞の分化マーカー遺伝子（Collagen、Ihh
遺伝子など）の発現様式を免疫染色法も
しくは in situ hybridization 法を用い検
討する。 

（2）Cdc42 遺伝子の口蓋形成における機
能解析      



Cdc42fl/fl;Prx1-Cre マウスの口蓋の
異常（口蓋裂）に関して以下の実験を遂
行する。 
①口蓋形成が始まる胎生 12 日齢以降の
組織標本を経時的に作製する。 

 

４．研究成果 

１. 四肢形成が異常である。 

Cdc42fl/fl;Prx1-Cre マウスは出生後、1

～2 日目で死亡した。Cdc42fl/fl;Prx1-Cre
マウスの四肢は野性型マウスと比較し、
上肢、下肢ともに短く、指の形成が不全
であった（図 1A, C, E）。 

２. 胸骨形成が異常である。 

Cdc42fl/fl;Prx1-Cre マウスの胸骨（胸骨
柄および胸骨片）は野性型マウスと比較
し短く、また、剣状突起が無いもの、も
しくは真ん中で破裂しているなど形成不
全が認められた（図 1B）。 

３. 口蓋形成が異常である。 

Cdc42fl/fl;Prx1-Cre マウスの口蓋におけ

る破裂（口蓋裂）が認められた（図 1D）。 

以上の結果から、Cdc42 は Rac1 と同様に

四肢・骨格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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