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研究成果の概要（和文）：本研究は，骨代謝における非典型的な Wnt 受容体 Ryk の役割を明らか

にすることを目的とする．Ryk は、古典経路を活性化する Wnt3a および非古典経路を活性化す

る Wnt5a の両方をリガンドとするため，Ryk は異端 (heretical) Wnt 受容体と呼ばれる．破骨

細胞分化系列と骨芽細胞の双方において Ryk が発現しているが，これらの細胞特異的な Ryk 遺

伝子欠損マウスを用いて解析した。 

 

 

研究成果の概要（英文）： 

The purpose of this study is clarifying a role of atypical Wnt receptor Ryk in the bone 

metabolism. Ryk was called a heretical Wnt receptor because of its function and properties 

in both canonical and non-canonical Wnt pathway. Ryk binds to Wnt3a (a canonical ligand) 

and Wnt5a (a non-canonical ligand), and transduces signals to control many biological 

processes. Ryk is expressed in both osteoclast-lineage cells and osteoblasts. We 

generated conditional Ryk knockout mice to delete Ryk gene in these cells. 
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１．研究開始当初の背景 

Wnt シグナルは発生、幹細胞の維持、および

成体における恒常性の維持など多様な生命現

象に関与し、その破綻は様々な病態をもたらす。

Wnt受容体として 7回膜貫通型 Frizzledが 10

種類、1回膜貫通型 LRP5, LRP6, Ror1, Ror2

および Rykが存在する。Wntは、受容体を使

い分けて複雑な生物学的プロセスを精緻に
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制御する。Ryk はその一翼を担っている。Wnt

シグナル伝達様式は古典経路と非古典経路

の 2種類に分類される。古典経路のは骨形成

を促進し（J Cell Biol 157:303, 2002）、非

古典経路の Wnt5a-Ror2 シグナルは、研究協

力者の小林らにより、破骨細胞分化を促進す

ることが見出された(JBMR 22(S1): S43, 

2007)。一方、Ryk シグナルは古典経路にも非

古典経路の双方に関与し、Ryk は異端 Wnt 受

容体と呼ばれる（SciSTKE 2004, pe54）。異

端の Wnt シグナル Ryk の骨代謝における役割

は不明である。Ryk 欠損(Ryk KO)マウスは生

後 1日で死亡する (Nat Genet 25:414, 2000)。

したがって、Ryk KO マウスを用いた骨代謝機

能の解析は不可能であり、申請者が作製した

Ryk cKO マウスを用いてのみ可能である。こ

れまでに Ryk は、神経ガイダンスを調節する

ことが示されている（Nature 439:31, 2006)。

Ryk の生理作用における分子メカニズムは、

神経と骨では異なり、状況に応じて多様であ

る可能性がある。本研究は、骨代謝における

Ryk の生理作用と分子メカニズムの解明を、

国内外において唯一 Ryk cKO を用いて行うも

ので、重要な意味を持つ。 

 
２．研究の目的 

(1) 破骨細胞系列特異的なRyk cKOマウスを

作製し、破骨細胞分化および機能調節

における Ryk の役割を明らかにする。 

(2) 骨芽細胞系列特異的なRyk cKOマウスを

作製し、骨芽細胞分化および機能調節

における Ryk の役割を明らかにする。 

(3) 1 および 2 の実験結果をふまえて Ryk

の下流シグナルの同定を行う 

３．研究の方法 

(1) Cre-loxPシステムによる破骨細胞系列特

異的 Ryk cKO マウスの解析を行う。具体

的には、① 破骨細胞前駆細胞(Ocp)お

よび破骨細胞特異的に Cre を発現する

RANK-Cre KI (Knock in)（Nat Med18:405, 

2012）マウスと Ryk flox マウスを交配

し RANK-Cre, Rykflox/-（Ocp-Ryk cKO）

マウスを作製する．骨組織形態計測、マ

イクロ CT による骨密度測定を行う。 

② 破骨細胞 (Oc)特異的に Cre を発現する

Cathepsine K-Cre KＩマウス（東大分生

研 加藤茂明教授（研究協力者）からご

供与）と Ryk flox マウスを交配し，

Cathepsine K-Cre, Rykflox/-（Oc-Ryk 

cKO）マウスを用いて解析作製する．骨

組織形態計測、マイクロ CT による骨密

度測定を行う。 

(2) Cre-loxP システムによる骨芽細胞系列

特異的 Ryk cKO マウスの解析の解析を行

う。Cre-loxP システムにより、骨芽細胞

(Ob)特異的な Osterix 発現制御下で Ryk

遺伝子を欠損させ、Ob-Ryk cKO マウスを

作製する。Osterix-Cre マウスは Jackson 

laboratory(米国)より購入する．(1)と

同様に組織形態計測、マイクロ CT によ

る骨密度測定を行う。 

(3) Ryk の下流シグナルの同定 

Ocp-Ryk cKO，Oc-Ryk cKO，Ob-Ryk cKO，



 

 

コントロールマウスの骨から，total RNA を

抽出し，マイクロアレイ解析を行い、Ryk 下

流のシグナルカスケードを同定する。 

 

４．研究成果 

(1) ①Ocp-Ryk cKO マウス，②Oc-Ryk cKO マ

ウスの尻尾よりゲノム DNA を抽出し，Ryk 遺

伝子の部分的欠損を確認し，次いで免疫組

織染色にて，破骨細胞前駆細胞および破

骨細胞におけるRyk遺伝子の欠損を確認し

た．すなわち，RANK-Cre, Rykflox/-マウス

の作製に成功した．骨組織形態計測、マイ

クロ CT による骨密度測定を継続中である。 

(2) Ob-Ryk cKO マウスの尻尾よりゲノム DNA

を抽出し，Ryk 遺伝子の部分的欠損を確認

し，次いで免疫組織染色にて，骨芽細胞に

おける Ryk 遺伝子の欠損を確認した．すな

わち，Osx-Cre, Rykflox/-マウスの作製に

成功した．骨組織形態計測、マイクロ CT に

よる骨密度測定を継続中である。 

(3) Ocp-Ryk cKO ， Oc-Ryk cKO ， Ob-Ryk 

cKO，コントロールマウスの骨から，total 

RNA を抽出し，GeneChip Mouse Genome 

430 2.0 Array（Affymetrix）を用いてマイクロ

アレイ解析を行った．Ryk の下流で強く調節

を受けている可能性のある因子がいくつか

存在した。現在，それらの因子について，培

養細胞を用いた過剰発現系およびノックダ

ウン系にて，機能を解析中である． 
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