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研究成果の概要（和文）：　本申請者は、受容体型チロシンキナーゼRor2の下流で、Wnt5aにより活性化される
Wnt非古典経路が、RANKLによる破骨細胞分化を促進することを報告した。さらに、それを阻害することで関節リ
ウマチに対する新規治療薬の可能性を報告してきた。今回、Wnt非古典経路を阻害する事を目標としてRor2受容
体を阻害する薬剤の作製を試みた。
　Ror2を過剰発現するCHO細胞を大量に培養しタンパク質を回収し、抗体作製を試みたが計画通りにいかなかっ
た。このため、方針を転換しWnt非古典経路を阻害する低分子化合物の検索を行った。その結果、ある転写因子
を阻害する化合物はWnt5aが促進する破骨細胞分化を抑制した。

研究成果の概要（英文）：　I reported that Wnt5a enhances RANKL-induced osteoclastogenesis through 
noncanonical Wnt signaling which is the downstream of receptor tyrosine kinase Ror2, previously.  
Furthermore, we reported the possibility of the novel therapeutic target   for rheumatoid arthritis 
by inhibiting it.  In this study, we try to generate Ror2 inhibitor to inhibit Wnt noncanonical 
pathway. 
To try to generate the neutralizing antibody, we collected Ror2 protein using Ror2 overexpressing 
CHO cells, but failed. 　Because of this, we search for the low molecular compounds for inhibition 
of Wnt noncanonical pathway.  As a result we found that the compound which inhibits some 
transcriptional factor suppressed wnt5a-enhanced osteoclastogenesis. 

研究分野：整形外科
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

（１）Wnt とシグナル伝達経路 

Wntは分子量約4万の分泌型の糖蛋白であ

り、個体発生、形態形成および発癌など生命

現象の様々な局面に関与するサイトカイン

である。線虫から哺乳類まで種を超えて保存

されており、ヒトでは 19 種類のホモログが

同定されている。そのシグナル経路は、-カ

テニンを介する古典経路と介さない非古典

経路に大別される。その中でも、Wnt5a は、

非古典経路を活性化する Wnt として知られ

ている。Wnt5a の遺伝子欠損マウスは、心肺

の低形成で胎生 18.5 日で致死である。一方、

Ror2 は、受容体型チロシンキナーゼであり、

Wnt5a の受容体と考えられている。 Ror2 の

遺伝子欠損マウスも、やはり心肺の低形成で

胎生 18.5 日で致死である。 

（２）Wnt 非古典経路と関節リウマチ 

そのような背景から、私たちは、組織特異

的 Wnt5a 欠損マウス、組織特異的 Ror2 欠損

マウスを作出し、その硬組織を解析した。そ

の結果、１)Wnt5a が骨芽細胞、滑膜細胞よ

り産生されること、２)Wnt5a は破骨細胞の

分化を強力に促進すること、３)破骨細胞前駆

細胞特異的に Ror2 を欠損させたマウスでは、

骨吸収が低下することにより骨量が著しく

増加することを報告した。さらに当時、

Wnt5a は、関節リウマチ(RA)の滑膜に多く発

現しているという報告が散見された。このこ

とから、RA 滑膜に発現する Wnt5a が骨破壊

に関与するのではないかという仮説を立て、

RA モデルへの Ror2 デコイ受容体を投与す

る実験を行った。その結果、RA モデルへの

Ror2 デコイ受容体を投与は、骨関節破壊を

著しく抑制した（図１）。以上より、RA の病態

において、Wnt5a は骨関節破壊に関与すると

いうことが明らかとなった。 

 

２．研究の目的 

（１）骨吸収・骨形成への Wnt5a の役割 

in vitro において、Wnt5a は破骨細胞分化を促

進する。このことから、Wnt5a 遺伝子ヘテロ

欠損マウスは、破骨細胞の分化が抑制される

ことにより骨量が増えることが予想された。

しかしながら、予想に反し Wnt5a 遺伝子ヘテ

ロ欠損マウスは、骨量の減少が観察された。

骨形態計測により Wnt5a は、骨吸収のみなら

ず骨形成も抑制されることが明らかとなっ

た（図２）。以上の結果より、Wnt5a は骨吸収、

骨形成をともに促進する分子ということが

考えられた。一方、Ror2 遺伝子欠ヘテロ損マ

ウスでは、骨形成は障害されず骨吸収のみ障

害された。 

（２）治療標的としての Ror2 

このことは、破骨細胞分化において、Wnt5a

は Ror2 を受容体とするが、骨芽細胞分化に

おいては、Wnt5a は他の受容体を必要とする

ことを示唆している（図３）。即ち、Ror2 をタ

ーゲットとすれば、骨吸収のみ抑制する創薬

が可能になると考えた。そこで、本研究では

Wnt 非古典経路を阻害し、破骨細胞分化を抑

制する目的で Ror2 受容体を抑制する薬剤の

作製を試みた。 

Control 群  治療群  

（図 1）Ror2 のデコイ受容体の投与は 
RA による骨関節破壊を抑制する 

（図２）Wnt5aのヘテロ欠損マウスは
骨吸収・骨形成ともに障害される 

（図３）Wnt5aは破骨細胞分化ではRor2受容体を介し
骨芽細胞分化では他の受容体を介する 



 

３．研究の方法 

（１）Ror2 タンパクの精製・純化 

Ror2 を過剰発現する CHO 細胞を樹立、培養

し、タンパク質を回収する。tag タンパクに

対する抗体で免疫沈降し、Ror2 タンパクを大

量に精製・純化する。 

（２）Ror2 中和抗体の作製 

上記①で得られた Ror2 タンパク質を用い、

Ror2 に対する抗体を作製する。 

（３）in vitro 実験 

作製した抗 Ror2 抗体を破骨細胞培養系に添

加し、Wnt5a の破骨細胞分化促進作用を阻害

できるかどうかを検討する（図４）。 

 
４．研究成果 

Ror2 を過剰発現する CHO 細胞を樹立した

（図５）。大量に培養しタンパク質を回収し、

抗体作製を試みたが計画通りにいかなかっ

た。このため、方針を転換し Wnt 非古典経

路を阻害する低分子化合物の検索を行った。

マウス骨髄マクロファージに、M-CSF と

RANKL で誘導する破骨細胞培養系へ、

Wnt5a を添加すると破骨細胞分化が促進す

る。本培養系に Wnt 非古典経路を阻害する

可能性のある低分子化合物を各種添加した。

その結果、ある転写因子を阻害する化合物Ａ

は Wnt5a が促進する破骨細胞分化を仮説通

り抑制した。しかし、意外なことに、同じ分

子を阻害する化

合物Ｂは、破骨

細胞分化を促進

した。なぜこの

ような違いが生

じたのかを明らかにしようと試みたが、その

原因を特定するまで至らなかった。現在、も

う一度立ち戻り、その分子が破骨細胞分化に

本当に必要かどうか、阻害剤実験のみならず、

RNA 干渉法を用い機能喪失実験検討を行う

ことを考えている。 
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