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研究成果の概要（和文）：　これまで、本申請者は、Wnt5a-Ror2経路が、マクロファージ上のRANKの発現を促進する事
を報告してきた。一方、腫瘍細胞におけるRANKの発現は骨転移を促進するという報告があることから、腫瘍細胞が発現
するWNTは自身に作用しRANKの発現を誘導し骨転移を促進するという仮説が考えられた。
　以上の背景より、骨に親和性のある株化癌細胞を用い実験を行った。その結果、これらの細胞株ではRANKを高発現し
ていた。さらに、Wnt5aやRor1/2の発現も認めた。以上の結果より、腫瘍細胞が発現するWnt5aは自身のRor1/2に作用し
、RANKの発現を誘導し骨転移を促進するという可能性が考えられた。

研究成果の概要（英文）：RANK is a receptor of RANKL which is an essential molecule for osteoclastogenesis.
  Previously, we reported that the Wnt5a-Ror2 pathway enhances the expression of RANK in macrophages. On t
he other hand, another group reported that the expression of RANK in tumor cells enhance bone metastasis. 
 Taken together, these findings suggest that the Wnt expressed by tumor cells affects itself in an autocri
ne manner, and promotes bone metastasis through the induction of RANK expression. 
To test this hypothesis, we performed experiments using cell lines which have affinity for the bone such a
s breast and prostate cancer cell lines. In results these cells highly expressed RANK, Wnt5a and Ror1/2 in
 comparison with control cells. These results indicate that Wnt5a expressed by tumor cells act on Ror2 exp
ressed in itself in an autocrine manner, and enhanced bone metastasis through the induction of RANK expres
sion in tumor cells. 
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１．研究開始当初の背景 
我が国において、悪性腫瘍は 1981 年以後

死亡原因の第 1 位で、現在国民の 3 人に 1 人
はガンで死亡し、さらに増加傾向にある。転
移性骨腫瘍を罹患する患者の大部分は、原発
腫瘍の終末期の状態にあり、その治療法は、
疼痛や麻痺の管理が主体の対症療法しかない
のが実情である。従って、新規治療法の確立
は、終末期の患者のＱＯＬを維持する上でも
急務である。これまで、本申請者は、Wnt 非
古典経路が骨吸収を促進する事を発見し、そ
れを遺伝子欠損マウスを用いた手法で報告し
てきた。そこで、本研究では、転移性骨腫瘍
における Wnt 非古典経路の役割を解析する。 
 
２．研究の目的 
①国内・国外の研究動向及び位置づけ 
Wnt は、胎生期の器官形成から発癌に至るま
で、組織の改造が盛んな時期に機能するサイ
トカインである。Wnt 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
経路の２つに大別される。これまで、哺乳動
物では、Wnt は 19 種類が同定されている。
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。また、短い四肢、鼻、尾お
よび外性器を有する特徴的な表現型を呈する
２）。また、腫瘍細胞における Wnt5a の役割と
して、細胞自身の移動や組織への浸潤に重要
である、と報告されている。一方、受容体型
チロシンキナーゼである Ror2 は、Wnt5a の
受容体である。Ror2 の遺伝子欠損マウスも、
Wnt5a の遺伝子欠損マウスと同様に心肺の
低形成で胎生 18.5 日で致死である。Wnt5a
と同様に、腫瘍細胞における Ror2 の役割と
して、組織への浸潤に重要である、と報告さ
れている。 
②これまでの研究成果を踏まえ着想に至った
経緯 
本申請者は、１)Wnt5a が骨芽細胞、滑膜細

胞より産生される事、２)Wnt5a は破骨細胞の
分化を強力に促進する事、３)破骨細胞前駆細
胞特異的に Ror2 を欠損させたマウス（cKO）
では、骨吸収が低下する事により骨量が著し
く増加する事、４)関節リウマチ（RA）モデ
ルマウスに Ror2 のデコイ受容体を投与する
と関節破壊が顕著に抑制される事を報告して
きた。即ち、Wnt5a-Ror2 経路をターゲット
とした新規骨代謝改善薬の可能性を世界に先
駆け報告した。また、破骨細胞前駆細胞特異
的に Ror2 を欠損させたマウスを用い、骨吸
収が低下した分子メカニズムを解析した。そ
の 結 果 、 破 骨 細 胞 前 駆 細 胞 に お い て
Wnt5a-Ror2 経路は、JNK を介し RANK の
発現を亢進し、骨吸収を促進させるというこ

とが明らかとなった（図 1）。 

(図 1) Wnt5a-Ror2 経路は JNK を介し RANK
の発現を亢進し、骨吸収を促進させる 

(Maeda K. et al. Nat Med.18: 405-412, 2012) 
 
オーストリアの Penninger のグループは、

腫瘍細胞における RANK の発現が腫瘍の骨
転移に重要であると報告している。即ち、腫
瘍細胞の RANK が seed(種)であり、骨芽細胞
上の RANKL が soil（土）であるという説を
発表した（図 2）。 

彼らの説と、我々の実験結果を考え合わせ
ると『①腫瘍細胞に発現する Wnt5a は、オー
トクライン的に働き自身の RANK の発現を
亢進させる。』『②RANK の発現が亢進した腫
瘍細胞は骨へと転移する。』という仮説が考え
られた（図 3）。 

 
３．研究の方法 
骨親和性のある株化癌細胞において、

Wnt5a-Ror2 経路が、RANK の発現を制御す
るかどうかを検討するために以下の実験を行
う。細胞株は、株化乳癌細胞（MDA-MB-231、
Hs578T、MCF-7）、株化前立腺癌細胞（PC3、
LNCaP、DU145）を使用した。これらの細胞
株に RANK が発現しているかどうかを検討
した。さらに、WNT5A や ROR2 が発現して
るかどうかどうかも併せて検討した。さらに、
WNT5A/ ROR2 に対する siRNA 導入による
機能喪失実験を行い、Wnt5a の機能喪失によ
り RANK の発現に影響があるかどうかを検
討する。また、各種阻害剤を添加し、腫瘍細
胞における RANK の発現にどのシグナル経
路が深く関わっているかを検討する。 



 
４．研究成果 
①骨親和性のある株化癌細胞におけるRANK
の発現について 
株化乳癌細胞（MDA-MB-231、Hs578T、
MCF-7）、株化前立腺癌細胞（PC-3、LNCaP、
DU145）より、cDNA を調製し、リアルタイ
ム PCR に供した。その結果、これらの細胞で
は、コントロールの株化大腸癌細胞と比較し
5-40 倍 RANK を発現していることが明らか
となった。 
②骨親和性のある株化癌細胞における Wnt
の発現について 
RANKの検討と同様の実験をWNT5Aについ
て行った。その結果、骨親和性のある株化癌
細胞では、コントロールと比較し 16-2800 倍
WNT5A を発現していることが明らかとなっ
た。 
③骨親和性のある株化癌細胞における ROR2
の発現について 
同様の実験を ROR2 について行った。当初の
仮説に反して、ROR2 の発現上昇を認めた細
胞株は上記の中の 1 種類のみであった。そこ
で、ROR2 と機能的重複が報告されている
ROR1 の発現について検討を行った。その結
果、ROR2 が低発現であった株では、ROR1
が高発現していた。以上の結果より、ROR2
が発現していない細胞では、ROR1 が ROR2
の機能を代償している可能性が示唆された。
また、骨に親和性のあるヒト癌細胞において
WNT5A-ROR1/2 経路が、RANK の発現を制
御し、骨転移に関与する可能性が示唆された。 
現在、siRNA による機能喪失実験や阻害剤を
用いた実験により、さらなる検討を行ってい
る。 
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