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研究成果の概要（和文）：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Rac1およびCdc42は細胞における様
々な機能、例えば細胞骨格の制御や細胞増殖および細胞死に関して重要な役割を果たしていると考えられている。近年
、Rac1およびCdc42を肢芽間葉系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(Rac1fl/fl; Prx1-Cre;
 Rac1 cKOおよびCdc421fl/fl; Prx1-Cre; Cdc42 cKO)を作製した所、顕著な合指症がともに認められた。本研究では、
Rac1およびCdc42の骨軟骨形成の更なる機能解析を行った。

研究成果の概要（英文）：Rac1 and Cdc42 are Rho small GTPases known to regulate multiple cellular 
functions, including cytoskeletal organization, proliferation, and apoptosis. Recently, their 
tissue-specific roles have been revealed, especially in mammalian limb development, using limb bud 
mesenchyme-specific inactivated Rac1 (Rac1fl/fl; Prx1-Cre; Rac1 cKO) and Cdc42 (Cdc421fl/fl; Prx1-Cre; 
Cdc42 cKO) conditional knockout mice. Both strains demonstrate striking syndactyly of the fore- and 
hindlimbs. That in Rac1 cKO mice is caused by a failure of interdigital programmed cell death, while 
syndactyly in Cdc42 cKO mice is caused by not only a failure of interdigital programmed cell death, but 
also fusion of metacarpals. Also, most of the Cdc42 cKO neonates were viable at birth, though they 
appeared weaker and no milk was found in their stomachs, and died within a few days. In the present 
study, we analyzed mechanisms of Rac1 and Cdc42 functions in bone and cartilage formation.

研究分野：分子生物学

キーワード： コンディショナルノックアウトマウス
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１． 研究開始当初の背景 
 Rac1および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、細胞内情報伝達における分子スイッチ
として働く。アクチン細胞骨格の再編成が
関与する細胞機能、例えば、細胞の増殖、
分化、細胞運動、細胞死、細胞極性など、
それらの機能制御にとって非常に重要な役
割を果たしている。 
 申請者はRac1およびCdc42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遺伝子およびCdc42遺伝子に loxP配
列を組み込んだ floxマウス（Rac1 flox, 
Cdc42 flox）をそれぞれ交配させ、Cre発
現領域で Rac1および Cdc42を特異的に欠
損させたコンディショナルノックアウトマ
ウス（Rac1fl/fl;Prx1-Cre, 
Cdc42fl/fl;Prx1-Cre）を作製した。その結果、
以下の表現型が得られた。 
1. Rac1fl/fl;Prx1-Creマウス 
①Rac1fl/fl;Prx1-Creマウスは四肢、胸骨、
頭蓋骨に形成不全が認められ、離乳期まで
の生存率は野性型と比較し低かった。四肢
は短く、成長板における増殖軟骨層柱状配
列の乱れ、肥大軟骨層の肥厚が認められた。
また、前・後肢の指間に癒合が認められた。 
②野性型マウスの肢芽指間域は、胎生 12
日から 14日にアポトーシスが起こり、そ
の後分離する。Rac1fl/fl;Prx1-Creマウス肢
芽指間域ではアポトーシスした細胞が減少
しており、これが Rac1コンディショナル
ノックアウトマウスの指間における癒合の
原因であると考えられる。また、肢芽指間
域のアポトーシスに関与する BMPファミ
リータンパク質の遺伝子発現が野性型マウ
スと比較し、有意に減少していた。 
2. Cdc42fl/fl;Prx1-Creマウス 
①Cdc42fl/fl;Prx1-Creマウスは四肢、胸骨、
頭蓋骨、口蓋に形成不全が認められ、生後
間もなく死亡する。四肢は野性型マウスと
比較し短く、成長板における増殖軟骨層の
柱状配列の乱れ、肥大軟骨層の肥厚などが
認められた。また、胸骨、頭蓋骨に癒合不
全が認められた。Rac1fl/fl;Prx1-Creマウス
と同様に、肢芽指間域のアポトーシスした
細胞が減少しており、その原因は肢芽指間
域のプログラム細胞死に関与する BMPフ
ァミリータンパク質の遺伝子発現が野性型
マウスと比較し有意に減少していることに
よることが示唆された。 
②Cdc42fl/fl;Prx1-Creマウスは
Rac1fl/fl;Prx1-Creマウスと異なり、口蓋裂
と指骨の石灰化不全が認められた。 
 以上の結果から、Rac1と Cdc42はとも
に、肢芽形成、体肢骨における軟骨内骨化、
頭蓋骨形成に重要な役割を果たしているこ
とが示唆された。一方、in vitroにおいて

機能が重複していると考えられてきた
Rac1と Cdc42は、in vivoにおいて指骨の
形成や口蓋形成において異なる機能を有す
ることが示唆された。 
 
２． 研究の目的 
 Cdc42遺伝子コンディショナルノックア
ウトマウスの表現型から認められた成長板
軟骨分化・成熟の異常による四肢短縮の原
因を他のコンディショナルノックアウトマ
ウスを用い解明する。 
 
３． 研究の方法 
 肢芽間葉系細胞特異的、軟骨細胞特異的、
および神経堤細胞特異的に Cdc42遺伝子
を欠損させるために、Prx1遺伝子プロモー
ター、2型コラーゲン遺伝子プロモーター、
および P0(myelin protein 0)プロモーター
制御下で Creを発現する
Cdc42fl/fl;Prx1-Creマウス、
Cdc42fl/fl;Col2-Creマウス、および
Cdc42fl/fl;P0-Creマウスを用い、以下の研
究を行った。 
① Cdc42fl/fl;Prx1-Cre マウスおよび
Cdc42fl/fl;Col2-Cre マウスの体長お
よび各長管骨の長さを骨格標本作製
後、検討する。 
② Cdc42fl/fl;Prx1-Cre マウスおよび
Cdc42fl/fl;Col2-Cre マウスの増殖層
および肥大軟骨層の長さおよび存在
する軟骨細胞数を検討する。 
③ Cdc42fl/fl;P0-Cre マウスの骨格標本
を作製し、顎顔面形成への影響を検
討する。 
④ Cdc42fl/fl;Prx1-Cre マウスの成長板
における骨芽細胞数および破骨細胞
数を検討する。 
 
４.     研究成果 
Cdc42fl/fl;Prx1-Creマウスおよび
Cdc42fl/fl;Col2-Creマウスは骨格形成不全
が認められ、生後間もなく死亡する。四肢
は野性型マウスと比較し体長および長管骨
が短く、成長板における増殖軟骨層の柱状
配列の乱れ、肥大軟骨層の肥厚などが認め
られた。Cdc42fl/fl;Prx1-Creマウスの成長
板における骨芽細胞数および破骨細胞数は
ともに減少していた。また、
Cdc42fl/fl;P0-Creマウスの骨格標本解析よ
り顎顔面の形成不全が認められた。 
 以上の結果より、Cdc42は軟骨細胞の分
化成熟および顎顔面形成にとって重要な役
割を果たしていることが示唆された。 
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種類： 
番号： 
出願年月日： 
取得年月日： 
国内外の別：  
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