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研究成果の概要（和文）： 

破骨細胞の機能における Wnt5a-Ror2系の役割を解析した。(1) Wnt5a 欠損マウスと Ror2欠損
マウスに由来する破骨細胞の骨吸収能は低下していた。(2) Wnt5a は野生型破骨細胞の低分子
量 Gタンパク質 Rhoを活性化したが、Ror2欠損破骨細胞では Rhoを活性化しなかった。(3) Ror2
欠損破骨細胞に恒常的活性型 Rho を過剰発現したところ、骨吸収能は回復した。以上より、
Wnt5a-Ror2系は Rhoを介して破骨細胞の機能を誘導する。 
 
研究成果の概要（英文）： 
The role of Wnt5a-Ror2 signals in osteoclast function was studied. (1) Bone-resorbing 
activities of osteoclasts derived from Wnt5a-deficient mice and from Ror2 deficient mice 
were lower than that of wild-type (WT) osteoclasts. (2) Wnt5a activated Rho, a small G 
protein, in WT osteoclasts but not in Ror2-deficient osteoclasts. (3) When active Rho 
was transfected into Ror2-deficient osteoclasts, the bone-resorbing activity was 
recovered. Thus, Wnt5a-Ror2 signals play important roles in osteoclast function through 
a Rho-dependent mechanism. 
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１．研究開始当初の背景 

 破骨細胞は、明帯（アクチンリング）を介

して骨に密着する。明帯に囲まれた領域には、

波状縁が形成される。これらの構造は酸によ

る骨ミネラルの溶解と骨基質タンパク質の分

解に必須である。明帯は、アクチンを中心と

するタンパク質複合体であるポドソームの再

配置により形成される。また、タンパク分解

酵素を含んだ小胞が一方向に輸送され、明帯

で囲まれた領域に融合することで、波状縁が
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形成される。破骨細胞がこれらの機能構造を

構築するためには、細胞膜や細胞内小器官が

偏りをもって存在する細胞極性化が重要であ

る。インテグリンからの接着シグナルは極性

化の開始シグナルであると考えられるが、破

骨細胞の極性構築の分子基盤は明らかではな

い。 

 我々は、骨芽細胞から分泌されるWnt5aは、

破骨細胞前駆細胞のRor2受容体に作用し、

RANKの発現を上昇させること、これにより、

Wnt5aはRANKLによる破骨細胞形成を亢進する

ことを明らかにした。また我々は、発生過程

において平板内細胞極性を司るWnt5a とその

受容体Ror2が破骨細胞の機能発現に必要であ

ることを示す以下の知見を得ている。（１）

破骨細胞は、Wnt5a とその受容体であるRor2 

を発現している。（２）Wnt5a 遺伝子欠損

(Knockout, KO)マウスまたはRor2 KO マウス

から調製した破骨細胞は、アクチンリング形

成に障害があり、骨吸収活性が著しく低下し

ている。以上の知見は、Wnt5aによるRor2を介

した細胞内シグナルは、破骨細胞の骨吸収活

性（極性化）にも必須なシグナルであること

を示す。本研究では、破骨細胞において

Wnt5a-Ror2シグナルがどのような分子機構で

細胞極性化を制御し、骨吸収を調節するか分

子メカニズムを解明する。 

 
２．研究の目的 

 破骨細胞は、細胞骨格の再編成と細胞膜構

造の変化を伴う極性化（明帯と波状縁形成）

により、骨吸収機能を発揮する。しかし、こ

の破骨細胞極性化がどのように誘導されるか

不明である。我々は、(1)サイトカインWnt5a 

とその受容体であるRor2 が成熟破骨細胞に

発現していること、(2)Ror2 シグナルが阻害

されると、破骨細胞の骨吸収機能が障害され

ることを見いだした。従来、Wnt5a-Ror2 シグ

ナルは平板内細胞極性（Planar cell polarity、

PCP) 経路に関わることが知られる。本研究は、

PCP 経路による破骨細胞極性化制御機構の解

明を目的とした。本研究では、(1) Wnt5a-Ror2 

シグナルにより活性化される新規タンパク質

の同定、(2)Wnt5a-Ror2 シグナルによる波状

縁形成制御機構、の２点の解明を通して、

Wnt5a-Ror2 シグナルがどのような分子機構

で細胞極性化を制御し、骨吸収を調節するか

を明らかにすることを目的とした。 

 
 
３．研究の方法 

(1) 破骨細胞の調製方法 

野生型(WT)マウス、Wnt5a欠損マウス、およ

び Ror2欠損マウスの肝臓よりマクロファー

ジを調製した。これらのマクロファージを

RANKL(receptor activator of NF-kB ligand)

と M-CSF (macrophage colony-stimulating 

factor) の存在下で培養し、破骨細胞に分化

させた。いくつかの実験においては、Ror2 

fl/fl x Cat K Creマウス（破骨細胞特異的

Ror2欠損マウス）の脛骨よりマクロファージ

を調製し、破骨細胞へと分化させた。 

 

(2) 破骨細胞の機能解析 

E18.5の胎児の肝臓または脛骨の骨髄から調

製したマクロファージを象牙切片上に撒き、

RANKL及び M-CSF存在下、破骨細胞へと分化

させた。象牙切片上の破骨細胞が形成するア

クチンリングと吸収窩を観察した。 

 

(3)低分子量 Gタンパク質の活性測定 

低分子量 Gタンパク質である Rhoおよび Rac

の活性測定は、Cytoskeleton社の G-LISA 

activation assay kitを用いて測定した。細

胞を回収し、添付の Lysis bufferにて可溶

化し、遠心後の上清をサンプルとした。 

 

(4)恒常活性型 Rho及び Racの破骨細胞への



 

 

図1 Wnt5a欠損マウスおよびRor2欠損マウス由来の

破骨細胞のアクチンリンと吸収窩形成能

導入 

恒常的活性型の Rho(Q63L)及び Rac(Q61L)を

発現させるためのアデノウイルスとコント

ロール GFP発現用アデノウイルスは、Cell 

Biolabs社より購入した。破骨細胞特異的

Ror2欠損マウス及びその同腹仔であるコン

トロールマウス(Ror2 fl/+ x Cat K Cre)の

脛骨骨髄から調製したマクロファージを象

牙切片上に播種し、M-CSF及び RANKL存在下

で破骨細胞へと分化させた。培養 5.5日目に

少数の多核破骨細胞が形成されていること

を確認し、各種アデノウイルスを添加し、ア

クチンリングを観察した。更に細胞を除去し、

吸収窩を染色した。 

 
４．研究成果 

(1) 破骨細胞の骨吸収能 

Wnt5a欠損胎児マウスの肝臓から調製した破

骨細胞は、吸収窩を形成しなかった。アクチ

ン染色により、この破骨細胞は、アクチンリ

ングを形成していないことが明らかになっ

た。この知見は、破骨細胞が産生する Wnt5a

が自らの活性化に重要であることを示す。

Ror2欠損胎児マウスの肝臓から調製した破

骨細胞も、吸収窩を形成せず、アクチンリン

グも形成していなかった(図１)。成熟破骨細

胞特異的 Ror2欠損マウスの脛骨骨髄から調

製した破骨細胞も吸収窩及びアクチンリン

グを形成しなかった。 

 

(2) 低分子量 Gタンパク質の活性 

WTの破骨細胞において、Wnt5a刺激により Rho

および Racの活性は亢進した。Ror2欠損破骨

細胞では、Wnt5a刺激による Rho及び Racの

活性化は認められなかった。 

 

(3) 恒常活性型 Rho及び Racの発現による破

骨細胞機能への影響 

Ror2欠損破骨細胞に恒常的活性型 Rhoを発現

することで、アクチンリング形成が回復し、

吸収窩も形成された。GFP や恒常活性型 Rac

を発現しても、アクチンリング形成は回復せ

ず、吸収窩も形成されなかった。ウエスタン

ブロット法により、Rho 及び Rac が過剰発現

されていることを確認した。 

以上より、骨芽細胞及び破骨細胞の産生する

Wnt5aが破骨細胞の Ror2に作用し、Rhoを介

してアクチンリング形成と波状縁形成を促

進することが明らかとなった(図 2)。 
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