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研究成果の概要：ヒトをはじめとする多細胞生物の形態形成過程において、複雑かつ精緻に制

御された細胞移動‧細胞極性が重要な役割を担っている。我々は Ror2 受容体チロシンキナーゼ

が、形態形成において重要な役割を担う分泌蛋白質 Wnt5a の受容体として機能することを明ら

かにしていたが、本研究では Wnt5a/Ror2 による細胞移動‧細胞極性を調節する細胞内情報伝達

機構の解析を行うとともに、この情報伝達機構の異常とがん等の病態との関連の解析を行った。 
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１．研究開始当初の背景 
(1) ヒトなどの多細胞生物の形態形成にお
いて、原腸陥入時の収斂伸長(CE: convergent 
extension)運動や平面内細胞極性 (PCP: 
planar cell polarity)が重要な役割を担っ
ているが、これらの過程において発生過程に
おいて分泌される Wnt ファミリー蛋白質、特
に Wnt5aが重要な役割を担うことが知られて
いた。ショウジョウバエを用いた遺伝学的解
析から、Wnt5a の受容体として Frizzled 蛋白
質が報告されていたが、Wnt5a の受容体の実
体については不明な点が多かった。 
(2) 本研究開始前に、我々は新たに Ror2 受

容体チロシンキナーゼが Wnt5aの受容体とし
て機能し、Wnt5a による CE 運動や PCP を制御
することを個体レベル、細胞レベルでの解析
により明らかにしていた。本研究開始当初に
おいて、我々は既に Wnt5a や Ror2 遺伝子の
ノックアウトマウス（以下、変異マウス）の
作製やこれらの変異マウスの表現型解析を
完了しており、個体レベルにおける Wnt5a, 
Ror2 の機能を明らかにするとともに、変異マ
ウス由来の胚性線維芽細胞 (MEFs)や各種の
培養細胞株を用いた解析から、Wnt5a による
細胞移動における Ror2 の重要性を証明して
いた。 



(3) 個体レベル、細胞レベルでの解析から、
Ror2 が Wnt5a による細胞移動‧細胞極性制御
において中心的な役割を担うことが明らか
になる一方、Wnt5a/Ror2 によってどのような
細胞内シグナル伝達経路が作動し、その結果
細胞移動‧細胞極性が制御されるかについて
は不明であった。また、本研究開始当初、
Wnt5a/Ror2 によるシグナル伝達の異常とが
んの浸潤などの様々な病態との関連につい
ても多くの不明な点が残されていた。 
 
２．研究の目的 
本研究においては、Wnt5a/Ror2 による細胞
内シグナル伝達に焦点を絞り、分子‧細胞‧個
体レベルでの機能解析を有機的かつ体系的
に行うことにより、Wnt5a/Ror2 による細胞
移動‧細胞極性制御の分子機構を明らかにす
るとともに、形態形成やがんの浸潤‧転移に
おけるWnt5a/Ror2を介するシグナル伝達の
異常の有無を明らかにすることを目的とし
た。具体的には、主に、以下の(1)~(4)を明ら
かにすることを目標とした。 
(1) Wnt5a により Ror2 の（セリン‧スレオニ
ン）リン酸化に関与する蛋白質キナーゼの検
索‧同定とそのキナーゼの機能解析。 
(2) Wnt5a/Ror2 による細胞移動‧細胞極性制
御のシグナル伝達機構の解析。 
(3) Wnt5a/Ror2 を介するシグナル伝達によ
って発現誘導される標的遺伝子の検索‧同定
とその遺伝子産物の機能解析。 
(4) Wnt5a/Ror2 によるシグナル伝達の異常
とがんの浸潤等との関連解析。 
 
３．研究の方法 
(1) Wnt5a により Ror2 の（セリン‧スレオニ
ン）リン酸化に関与する蛋白質キナーゼの検
索‧同定とそのキナーゼの機能解析。 
① 本研究開始時までの我々の研究成果から、
Wnt5a による Ror2 の（セリン‧スレオニン）
リン酸化に関与する蛋白質キナーゼの候補
分子として、glycogen synthase kinase 3 
(GSK3)、casein kinase Iε (CKIε)等が想定さ
れていた。そこで、まずこれらの候補蛋白質
キナーゼに特異的な阻害剤を用いて、Wnt5a
による Ror2 の（セリン‧スレオニン）リン酸
化に与える影響を検討した。 
② ①における阻害剤を用いた解析から、関
与が予想される蛋白質キナーゼについて、
siRNA を用いて各蛋白質キナーゼの発現を
抑制し、Wnt5a による Ror2 の（セリン‧ス
レオニン）リン酸化に与える影響を検討した。 
③ ①、②において候補蛋白質キナーゼの同
定に成功したキナーゼ阻害剤や SiRNA を用
いて、in vitro wound healing アッセイを行
い、Wnt5a/Ror2 による創傷治癒  (wound 
closure)への影響を検討した。 
(2) Wnt5a/Ror2 による細胞移動‧細胞極性制

御のシグナル伝達機構の解析。 
① in vitro wound healing アッセイを用い
て、細胞の極性化を wound 面におけるアク
チン繊維の集積 (lamellipodial protrusion)、
安定化チューブリンの局在化、微小管形成中
心 (MTOC: microtubule organizing center)
の配向を指標に、また細胞移動を創傷修復 
(wound closure)を指標にして、Wnt5a/Ror2
シグナルの影響を検討した。 
② ①と同様に in vitro wound healing アッ
セイを用いて、Wnt5a/Ror2 により活性化さ
れる MAP キナーゼファミリー分子 (ERK, 
JNK, p38 MAPK)の同定を行った。同定に成
功した MAP キナーゼ分子については、特異
的阻害剤による影響を検討した。 
③ 本研究開始前の我々の研究から、アクチ
ン結合蛋白質であるフィラミン A が
Wnt5a/Ror2 による細胞移動に関与すること
が知られていた。また、フィラミン A はシグ
ナル伝達における足場蛋白質 (scaffold)とし
て機能することが知られているので、上記の
in vitro wound healing アッセイを用いて、
Wnt5a/Ror2 による MAP キナーゼファミリ
ー分子の活性化や極性を持った細胞移動に
おけるフィラミン A の関与を siRNA を用い
た発現抑制実験やフィラミン A の発現を欠
失した培養細胞を用いて検討した。 
(3) Wnt5a/Ror2 を介するシグナル伝達によ
って発現誘導される標的遺伝子の検索‧同定
とその遺伝子産物の機能解析。 
① コントロール siRNA または Ror2 siRNA
で処理した培養細胞（骨肉腫細胞）を用いて、
DNA マイクロアレイ解析を行い、Ror2 の発
現の有無によって変動する遺伝子の発現プ
ロファイリングを行った。 
② ①と同様の手法を用いて、Wnt5a の発現
抑制により変動する遺伝子のプロファイリ
ングを行った。 
③ 上記①、②の解析により、Wnt5a/Ror2 シ
グナルにより発現が変動することが同定で
きた遺伝子について、その発現抑制実験等を
行い、Wnt5a/Ror2 による細胞応答への影響
を検討した（下記 (4)の研究方法を参照）。 
(4) Wnt5a/Ror2 によるシグナル伝達の異常
とがんの浸潤等との関連解析。 
① 上記 (3)の研究内容と関連するが、骨肉腫
細胞 SaOS-2 や U2OS において Wnt5a と
Ror2 が構成的に発現しており、Wnt5a/Ror2
シグナルの恒常的活性化が示唆されたので、
Wnt5a または Ror2 の発現抑制実験を行い、
各分子の発現抑制の骨肉腫細胞の浸潤能へ
与える影響を matrigel invasion アッセイ等
を用いて詳細に検討した。 
②  上記  (3)の研究方法により同定した
Wnt5a/Ror2 シグナルの標的遺伝子について、
その遺伝子産物の発現を siRNA により抑制
し、骨肉腫細胞の in vitro における浸潤能へ



与える影響を検討した。 
③ 生化学的手法、分子細胞生物学的手法を
用いて、上記①、②において同定した
Wnt5a/Ror2 シグナルの標的遺伝子について、
その発現制御の分子機構解析を行った。 
 
４．研究成果 
(1) Wnt5a により Ror2 の（セリン‧スレオニ
ン）リン酸化に関与する蛋白質キナーゼの検
索‧同定とそのキナーゼの機能解析。 
Wnt5a による Ror2 のセリン・スレオニンリ
ン酸化は、LiCl や SB216763 といった
glycogen synthase kinase-3 (GSK-3)特異的
阻害剤により抑制された。また、in vitro リ
ン酸化反応において、精製した GSK-3α及び
GSK-3βが、免疫沈降法により精製した Ror2
をセリン・スレオニンリン酸化すること、及
び培養細胞に GSK-3 (主に GSK-3α)と Ror2
を構成的に発現させると、Wnt5a 刺激に関係
なく Ror2 がセリン・スレオニンリン酸化さ
れることが見出された。さらに、in vitro 
wound healing アッセイにおいて、Wnt5a
による創傷治癒 (wound closure)の亢進が、
SB216763 あるいは GSK-3αまたは GSK-3β
の発現抑制により顕著に抑制されることが
明らかとなった。これらの結果から、Wnt5a
刺激に伴い GSK-3 (GSK-3α、GSK-3β)を介
して Ror2 がセリン・スレオニンリン酸化さ
れ、Wnt5a/Ror2 による極性を持った細胞移
動に GSK-3 が関与することが示された。 
(2) Wnt5a/Ror2 による細胞移動‧細胞極性制
御のシグナル伝達機構の解析。 
Wnt5a/Ror2 による細胞移動・細胞極性制御
機構を解析する目的で Ror2 を内在性に発現
する NIH3T3 細胞を用いて in vitro wound 
healing アッセイを行ったところ、Wnt5a 刺
激依存的に wound 面においてアクチンの集
積による lamellipodium（糸状突起）の形成、
安定化チューブリンの局在化、微小管形成中
心の配向化といった細胞の極性化、ならびに
細胞移動の亢進が認められた。このような
Wnt5a による細胞移動・細胞極性の制御（亢
進）は、siRNA を用いた Ror2 の発現抑制に
より顕著に阻害された。また、in vitro wound 
healing アッセイにおいて、Wnt5a 依存的、
Ror2 依存的、及び wound 刺激依存的に MAP
キナーゼファミリーの中で JNK (c-Jun 
N-terminal kinase)が活性化されることが見
出された。Wnt5a/Ror2 による JNK の活性
化においては、アクチン結合タンパク質フィ
ラミン A が重要な役割を担っており、フィラ
ミン A を欠失した細胞や siRNA によりフィ
ラミン A の発現を抑制した細胞においては、
Wnt5a/Ror2 による JNK の活性化が認めら
れなかった。Wnt5a/Ror2 シグナルによる
JNK の活性化は細胞移動・細胞極性制御に必
須であり、実際 Wnt5a/Ror2 による極性を持

った細胞移動は、 JNK 阻害剤である
SP600125 や JNK inhibitor 1 により阻害さ
れた。また、Par/aPKC (atypical protein 
kinase C)経路が創傷治癒において Wnt5a に
よる微小管の極性化した再編成に関与する
ことが報告されていたので (Schlessinger et 
al., J. Cell. Biol. 178, 355-361, 2007)、
Wnt5a/Ror2 シグナルによる JNK の活性化
における aPKC (PKCζ)の関与を検討したと
ころ、PKCζに対する阻害剤 (PS-ζ)によって
Wnt5a/Ror2 シグナルによる微小管形成中心
の再配向ならびに JNK の活性化が阻害され
ることが見出された。これらの結果から、
Wnt5a/Ror2 シグナルはフィラミン A や
PKCζを介して JNK を活性化し、アクチンや
微小管細胞骨格の再編成を誘導することに
より細胞移動・細胞極性を制御することが明
らかとなった。 
(3) Wnt5a/Ror2 を介するシグナル伝達によ
って発現誘導される標的遺伝子の検索‧同定
とその遺伝子産物の機能解析。 
Wnt5a/Ror2 シグナルにより制御される標的
遺伝子を検索する目的で、Wnt5a, Ror2 とも
に高いレベルで発現している骨肉腫細胞
SaOS-2を用いて、まず siRNAを用いてRor2
遺伝子のノックダウンを行い、それにより発
現が減少する遺伝子群、増加する遺伝子群を
DNA マイクロアレイ解析により検討した。
Ror2 の発現抑制に伴いその発現が減少する
遺伝子群の中に、マトリックスメタロプロテ
アーゼ 13 (MMP-13)遺伝子が見出された。そ
こで、MMP-13 遺伝子が Wnt5a/Ror2 シグナ
ルの標的遺伝子であるかどうかを検討する
目的で、SaOS-2 細胞において siRNA を用い
て Wnt5a 遺伝子のノックダウンを行い、
MMP-13 遺伝子の発現に与える影響を
RT-PCR 法により解析したところ、MMP-13
遺伝子の発現が抑制されることが示され、
MMP-13 遺伝子が Wnt5a/Ror2 シグナルの
標的遺伝子であることが明らかとなった。ま
た、Wnt5a または Ror2 遺伝子のノックダウ
ンにより、MMP-13 タンパク質の発現が減弱
していることも ELISA 法によって確認され
た。MMP-13 は骨形成やがん細胞の浸潤に関
与 す る こ と が 考 え ら れ た の で 、 次 に
Wnt5a/Ror2 シグナルの異常とがんの浸潤と
の関連解析を行った（下記(4)参照）。 
(4) Wnt5a/Ror2 によるシグナル伝達の異常
とがんの浸潤等との関連解析。 
一連の培養細胞におけるWnt5a及びRor2の
発現を解析したところ、浸潤能の高い骨肉腫
細胞株であるSaOS-2細胞やU2OS細胞にお
いて両遺伝子（遺伝子産物）が内在性に高い
レベルで発現していることが見出されたの
で、SaOS-2 細胞、U2OS 細胞では Wnt5a, 
Ror2 の構成的な高発現により Wnt5a/Ror2
シグナルが恒常的に活性化されていること



が示唆された。そこで、これらの骨肉腫細胞
において Wn5a または Ror2 遺伝子の発現を
siRNA を用いてノックダウンし、
Wnt5a/Ror2 シグナルへの影響を検討した。
これらの骨肉腫細胞では構成的に
Wnt5a/Ror2 による non-canonical Wnt シグ
ナル伝達が活性化されており、JNK の活性化
によるその標的分子（基質）である c-Jun の
リン酸化が亢進するとともに、canonical 
Wnt シグナル伝達が抑制されていることが
Tcf/Lef レポーター解析により示された。それ
に対して、これらの細胞において Wnt5a ま
たはRor2の発現を siRNAを用いて抑制する
と、c-Jun のリン酸化が減弱するとともに、
Tcf/Lef レポーター遺伝子の活性化が観察さ
れた。また、in vitro matrigel アッセイにお
いて SaOS-2 細胞（または U2OS 細胞）は明
らかな浸潤能の亢進を示すが、これらの細胞
の浸潤能はWnt5aまたはRor2の発現抑制に
より顕著に減弱することが見出された。 
 上記(3)において記載した MMP-13 遺伝子
は、これらの骨肉腫細胞において
Wnt5a/Ror2 シグナルの恒常的活性化の結果、
高いレベルでの発現が検出されたが、この
MMP-13 遺伝子の発現誘導も Wnt5a または
Ror2 の発現抑制により著しく阻害された。
次に、骨肉腫細胞の浸潤能と MMP-13 の関
連について検討を加えた。まず骨肉腫細胞に
おいて Ror2 と MMP-13 が浸潤突起 
(invadopodia)に共局在することが見出され
た。また、Wnt5a または Ror2 遺伝子のノッ
クダウンにより MMP-13 の発現が減少する
とともに、浸潤突起の形成も阻害され、浸潤
能は減弱した。骨肉腫細胞での MMP-13 遺
伝子の発現を siRNA を用いて抑制した場合
や MMP-13 阻害剤で処理した場合にも、こ
れらの細胞の浸潤突起形成が阻害されると
ともに、in vitro での浸潤能が減弱すること
が明らかとなった。さらに、Wnt5a/Ror2 シ
グナルによる MMP-13 の発現誘導には Src
チロシンキナーゼの活性化が必須であるこ
とが明らかとなった。これらの結果から、骨
肉腫細胞では、Wnt5a と Ror2 の構成的高発
現によりWnt5a/Ror2シグナルが恒常的に活
性化されており、Src の活性化を介した
MMP-13 の発現誘導の結果、これらの細胞の
浸潤能が亢進していると考えられる。 
本研究成果の国内外における位置付け、イン
パクトと今後の展望：本研究により、
Wnt5a/Ror2 シグナルによる細胞移動・細胞
極性制御の分子機構について新しい展開を
得ることが出来、その成果は国内外の
non-canonical Wnt シグナル伝達研究におい
て新規かつ重要なものと考えている。特に、
Wnt5a/Ror2 シグナルとがんの浸潤の明らか
にした点は、今後骨肉腫をはじめとするがん
の診断、予後判定、さらには Wnt5a/Ror2 シ

グナルを標的とした新しい分子標的治療へ
の重要な足掛かりになるものと予想される。
Wnt5a/Ror2 シグナルの異常は、がん細胞の
in vitro での浸潤能の亢進と関連するのみな
らず、in vivo での浸潤や転移と関連すること
が想定されるため、今後ヌードマウス等を用
いたがんの浸潤・転移モデルでの解析を行う
ことが必要であると考えている。 
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