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研究成果の概要（和文）：ヒトをはじめとする高等哺乳動物の発生における組織や器官の形成過

程では、Wnt5aという分泌されるタンパク質とそれと結合し細胞内へ信号を伝えるRor1、Ror2

という細胞膜表面に存在する受容体が重要な役割を担っている。本研究では、Wnt5aがRor2ま

たはRor1に結合することにより、組織・器官における細胞の配置や運動の極性（方向性）が制

御されること、またこれらによる情報伝達の異常が、奇形や癌の浸潤などの病態をもたらす仕

組みの一端を明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）：In mammals, including humans, binding of an secreted protein, Wnt5a, 
to its cognate receptors, the receptor tyrosine kinases, Ror1 and Ror2, elicits 
intracellular signalings that play important roles in the morphogenesis of tissues and 
organs during the developmental processes. In this study, we have shown that 
Wnt5a-Ror1/Wnt5a-Ror2 signalings play important roles in the morphogenesis of tissues 
and organs by regulating cell polarity and migration, and have elucidated the relationship 
between abnormalities in these signalings and developmental anomalies and cancer 
invasion.   
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１．研究開始当初の背景 
 発生過程において重要な役割を担う一群
のタンパク質であるWntファミリー分子の中
で、Wnt5aは平面内細胞極性及び収斂伸長運
動を制御することにより形態形成において
重要な役割を担うことやその発現亢進は癌
の浸潤・転移と関連することが知られていた。
我々は世界に先駆け、Wnt5aの受容体として
機能する Ror1、Ror2を同定し、これらのノ
ックアウトマウスを作製し、これらのノック

アウトマウスにおいては、内耳、骨軟骨系、
心臓、肺・気管支、外生殖器などの組織・器
官の形成過程の異常が見られることを明ら
かにしていた。特に、Ror2については、Ror2
遺伝子が劣性遺伝性Robinow症候群や優性遺
伝性B型短趾症の原因遺伝子であることが報
告され、我々も Ror2ノックアウトマウスが
Robinow症候群の疾患モデルであることを報
告し(Dev. Dyn. 229: 400, 2004)、多くの注
目が集まるようになった。 
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 このような個体レベルでの研究に加え、
我々は各種の培養細胞株や癌細胞株を用い
た解析を行い、Wnt5a-Ror2シグナルが、線維
芽細胞では Wnt5a/JNK (c-Jun N-terminal 
kinase)経路を活性化し、アクチン細胞骨格
を制御することにより、極性を持った細胞運
動を制御することや骨肉腫細胞株では
MMP-13 (matrix metalloproteinase 13)の発
現誘導や浸潤突起(invadopodium)の形成を
亢進させることにより、それらの癌細胞の浸
潤能を増強していること、等を明らかにした。
また、これまでに遺伝学的解析からWntシグ
ナルにおける重要性が指摘されていた
Dishevelled (Dvl)については、Wnt5a-Ror2
シグナルによりDvlがリン酸化を受けること
や細胞質内集積を誘導されること等を見出
し、そのシグナル伝達機構の解析を進めてい
た。一方、Wnt5a, Ror1, Ror2は発生過程の
大脳皮質において、神経幹前駆細胞 (以下、
神経幹細胞)に顕著な発現が認められること
を見出していたが、それらの役割については
不明であった。 
 
２．研究の目的 
 本研究においては、1.に記載した背景を踏
まえて、Wnt5a-Ror1, Wnt5a-Ror2シグナルに
ついて、分子・細胞・組織/器官・個体レベ
ルでの解析を行い、主に以下の(1)〜(4)を明
らかにすることを目的とした。 
(1) Wnt5a-Ror2シグナルによるDvlのリン酸
化・細胞質内集積の機構解析、およびこれら
の機能の解析。 
(2) 骨肉腫細胞株での Wnt5a-Ror2シグナル
によるMMP-13遺伝子の発現誘導機構の解析。 
(3) Wnt5a-Ror1, Wnt5a-Ror2シグナルの異常
と奇形との関連解析。 
(4) 神経幹細胞における Wnt5a-Ror1, 
Wnt5a-Ror2シグナルの機能解析。 
 
３．研究の方法 
(1) Wnt5a-Ror2シグナルによるDvlのリン酸
化・細胞質内集積の機構解析、およびこれら
の機能の解析。 
 Ror2及び Ror1の発現が認められないマウ
ス線維芽細胞であるL細胞にRor2 (野生型及
ぶ各種変異体)と蛍光タンパク質 (GFP)と
Dvlの融合タンパク質を発現させ、Wnt5a刺
激に伴うDvlの細胞質内集積をライブイメー
ジングにより解析した。また、Wnt5a刺激に
伴うDvlのリン酸化については、抗Dvl抗体
による免疫ブロット解析を行い、電気泳動に
おける移動度のシフトを指標に解析を行っ
た。また、この解析の過程で、Ror2の会合分
子として他の細胞膜表面タンパク質である
Frizzled 7 (Fz 7)を同定したので、Ror2-Fz7
の機能解析を行った。さらに、Dvlの下流で
機能するシグナル伝達分子の同定・機能解析

を分子細胞生物学的手法により行った。 
(2) 骨肉腫細胞株での Wnt5a-Ror2シグナル
によるMMP-13遺伝子の発現誘導機構の解析。 
 まずWnt5a-Ror2シグナルによるMMP-13遺
伝子の発現誘導機構を明らかにする目的で、
Wnt5a-Ror2シグナルに応答する MMP-13遺伝
子の上流領域のシスエレメントの検索・同定
を行った。MMP-13遺伝子の上流 3105bp，
1004bpおよび 253bpの領域をそれぞれ
Luc(ルシフェラーゼ)遺伝子に繋いだレポー
ターコンストラクトを作成し、骨肉腫細胞株
SaOS-2に遺伝子導入後，Wnt5aまたは Ror2
の発現をそれぞれに対する siRNAsを用いて
抑制し，ルシフェラーゼ活性を計測し，
Wnt5a-Ror2シグナルに応答する領域を検索
した。次に、Wnt5a-Ror2シグナルに応答する
MMP-13遺伝子の上流領域の中に存在する転
写因子結合候補シスエレメントをデータベ
ースにより検索し、転写因子 AP-1と Runx2
が結合するAP1-binding siteと OSE-2 site
を見出したので、AP1-binding siteまたは
OSE-2 siteに変異を導入したレポーターコン
ストラクトを構築・発現させ、ルシフェラー
ゼアッセイを行った。さらに、AP1-binding 
siteが重要なシスエレメントとして同定さ
れたので、これを含む上流領域についてChIP 
(chromatin-immunoprecipitation)アッセイ
を行い、AP1-binding siteに結合する転写因
子の同定を行った。加えて、生化学的解析に
より、このシグナル伝達経路の詳細な解析を
行った。 
(3) Wnt5a-Ror1, Wnt5a-Ror2シグナルの異常
と奇形との関連解析。 
 Wnt5a, Ror1, Ror2またはこれらのダブル
ノックアウトマウスを作製し、これまでに解
析を行っていないマウス胚の組織・器官につ
いて形態学的・免疫学的解析を行った。 
(4) 神経幹細胞における Wnt5a-Ror1, 
Wnt5a-Ror2シグナルの機能解析。 
 発生過程のマウス大脳皮質より分離した
初代培養系，スフィアアッセイ系，及び個体
レベルでの in-utero electroporation法に
よる Wnt5a，Ror1または Ror2の siRNAを用
いた発現抑制系を行い，神経幹細胞の幹細胞
性維持における Wnt5a-Ror2及び Wnt5a-Ror1
シグナルの役割について分化マーカーを指
標にして解析を行った。 
 
４．研究成果 
(1) Wnt5a-Ror2シグナルによるDvlのリン酸
化・細胞質内集積の機構解析、およびこれら
の機能の解析。 
 Wnt5aによる Dvlのリン酸化・細胞質内集
積には、Ror2が必須の役割を担うことが明ら
かになった。また、その際 Ror2の細胞内領
域は必要がないことが示された。そこで、
Ror2がその細胞外領域または膜貫通領域を



 

 

介して、他の細胞表面タンパク質に会合する
ことが考えられたが、実際 Ror2はその細胞
外システイン・リッチドメインを介して、Fz7
と会合し、Ror2-Fz7がDvlのリン酸化・細胞
質内集積に重要な役割を担うことが明らか
になった。さらに、細胞質内に集積した Dvl
とRhoファミリー低分子量Gタンパク質のメ
ンバーの１つであるRac1が共局在すること、
また Dvl-Rac1を介して転写因子である AP-1
を活性化することが示された。 
(2) 骨肉腫細胞株での Wnt5a-Ror2シグナル
によるMMP-13遺伝子の発現誘導機構の解析。 
 骨肉腫細胞株 SaOS-2において、MMP-13遺
伝子の上流 253bp内に Wnt5a-Ror2シグナル
に応答する転写制御領域が存在すること、及
びその領域内に存在する AP1-binding site
が MMP-13遺伝子の発現誘導において重要な
役割を担うことが明らかになった。また、
ChIPアッセイにより、c-JunとATF2がAP-1
複合体として MMP-13遺伝子プロモーターの
AP1-binding siteに結合することが見出され
た。加えて、Wnt5a-Ror2シグナルによりc-Jun
と ATF2はリン酸化を受けるが，このリン酸
化はJNKによることが明らかとなった。さら
に、生化学的解析から、SaOS-2細胞において
は恒常的に活性化された Wnt5a-Ror2シグナ
ルは，Dvl2やRac1を介してJNKを活性化し，
それによりリン酸化されたc-Jun・ATF2複合
体が MMP-13遺伝子プロモーター内の
AP1-binding siteに結合し，MMP-13の発現
を誘導し浸潤能を亢進させることが示され
た。一方、他の骨肉腫細胞株である U2OS細
胞でも構成的にWnt5a、Ror2が発現し、恒常
的に活性化された Wnt5a-Ror2シグナルが
MMP-13遺伝子の発現を誘導するが、U2OS細
胞の場合には、SaOS-2細胞と異なり、Dvl2
ではなく、Dvl3が重要な役割を担うことが見
出された。このことから、骨肉腫細胞でも異
なる癌細胞株によって、Wnt5a-Ror2シグナル
に関わるシグナル伝達分子が異なることが
示唆された。 
(3) Wnt5a-Ror1, Wnt5a-Ror2シグナルの異常
と奇形との関連解析。 
 Ror2ノックアウトマウスの解析から、
Wnt5a-Ror2シグナルは発生過程の中腸の伸
長過程において重要な役割を担うことが明
らかになった。また、Ror1ノックアウトマウ
スの詳細な検討から、Wnt5a-Ror1シグナルは
骨軟骨系や生殖器の発生に重要であること、
及びマウス胚の成長に重要であることが見
出された。また、Wnt5aノックアウトマウス
胚、Ror1ノックアウトマウス、Ror2ノック
アウトマウス胚及び Ror1, Ror2ダブルノッ
クアウトマウス胚の解析結果から、
Wnt5a-Ror1, Wnt5a-Ror2シグナルは腎・尿管
の発生過程において重要な役割を担うこと
が示された。 

(4) 神経幹細胞における Wnt5a-Ror1, 
Wnt5a-Ror2シグナルの機能解析。 
 発生過程のマウス大脳皮質より分離した
初代培養系，スフィアアッセイ系，及び個体
レベルでの in-utero electroporation法に
よるWnt5a，Ror1またはRor2に対するsiRNA
を用いた発現抑制実験を行ったところ、神経
幹細胞の (対称分裂によると考えられる)神
経幹細胞の維持が阻害され、ニューロン分化
やグリア細胞 (アストロサイト等)分化が亢
進することが明らかとなった。逆に、Ror1, 
Ror2を in-utero electroporation法により
過剰発現させた場合には、神経幹細胞の幹細
胞性が維持され、ニューロン産生が抑制され
た。また、Wnt5a-Ror1, Wnt5a-Ror2シグナル
による神経幹細胞の幹細胞性の維持には、
Wntシグナルにおける重要なシグナル伝達分
子である Dvl2が重要な役割を担うことが明
らかとなった。 
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