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研究成果の概要（和文）：破骨細胞が骨を吸収する際に、アクチン細胞骨格の再編成によりアク

チンリングと呼ばれる構造が形成される。サイトカイン Wnt5aの受容体である Ror2を欠損し

た破骨細胞では、アクチンリングが形成されず、骨吸収活性も低下していることを見出した。 

さらに、Ror2の下流でアクチンリング形成に関与するシグナル伝達経路を探索し、Daam2
による低分子量 Gタンパク質 Rhoの活性化が重要であることを明らかにした。 
 

研究成果の概要（英文）：Reorganization of actin cytoskeleton and formation of actin rings in 

osteoclasts are necessary for bone-resorbing activity. Ror2, a receptor of Wnt5a, was 

expressed in osteoclasts. Ror2 deficient osteoclasts failed to form actin rings. Furthermore, 

we revealed that activation of Rho via Daam2 was required for actin ring formation 

downstream of Ror2. 
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１．研究開始当初の背景 

（１）破骨細胞が骨に密着する際、アクチン

骨格の再編成が起こり、明帯（アクチンリン

グ）が形成される。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、すなわち骨吸収に必須である。アクチ

ンリングの形成には、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

置が必要である。アクチンリングの形成には、

インテグリンを介する接着シグナル、Rhoや

Rac、cdc42 といった低分子量 G タンパク質

が関与するという報告があるが、詳細な分子

メカニズムは不明であった。 

（２）近年、骨代謝における、サイトカイン

Wnt の役割が注目されている。Wnt のシグ

ナル伝達は、β―カテニンを介する、古典経

路と介さない非古典経路に分けられる。骨芽

細胞において Wnt 古典経路、非古典経路は

ともに骨形成を促進する役割を持つことが

明らかにされていた。骨吸収に関しては、

Wnt 古典経路が、骨芽細胞における

osteoprotegerin (OPG; RANKL に対するデ

コイ受容体)の発現を亢進させることで負に

制御することが示されていたが、Wnt非古典

経路がどのような役割を果たすかは不明で

あった。我々は、Wnt非古典経路の受容体と

して機能する Ror2 が破骨細胞前駆細胞と成
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熟破骨細胞の双方に発現していることを見

出していた。さらに、破骨細胞前駆細胞にお

いて、Wnt5a が Ror2 を介して JNK を活性

化し、最終的に RANK の発現を上昇させる

ことで破骨細胞への分化を正に制御してい

ることを見出していたが、成熟破骨細胞にお

ける Ror2 を介したシグナルの役割は未解明

であった。 

 

２．研究の目的 

研究の背景（２）で記したように、成熟破

骨細胞に Ror2が発現している。我々は、Ror2

欠損破骨細胞が、アクチンリングを形成でき

ず、骨吸収活性も非常に低いことを見出した。

本研究の目的は、成熟破骨細胞のアクチンリ

ング形成におけるWnt5a-Ror2シグナルの役

割を明らかにすることである。そのために、

Ror2 の下流で働く分子の同定とその分子が

アクチンリング形成に関与するメカニズム

の解明を目指した。 

 

３．研究の方法 

(1)破骨細胞特異的 Ror2 欠損マウスの作製 

Cre-Lox P システムを用いた conditional 

knock-out (cKO) マ ウ ス を 作 製 し た 。

Cathepsin K Cre マウスは、東京大学分子生

物学研究所の加藤茂明先生より供与いただ

いた。Ror2 floxed マウスは当研究室で作製

した。これらのマウスを掛け合わせ、Ror2 cKO

マウスを得た。このマウスの破骨細胞前駆細

胞においては Ror2 発現が正常であること、

成熟破骨細胞において Ror2 の発現が顕著に

低下していることを RT-PCR 法により確認し

た(図 1)。 

 

(2)マイクロ CT による骨量の計測 

8 週齢のマウス大腿骨の遠位骨幹端部をマ

イクロ CT により撮影し、3次元像を構築した

のち、海綿骨量を計測した。 

 

(3)骨髄マクロファージからの破骨細胞形成 

6～10 週齢マウス脛骨から骨髄を採取し、

M-CSF 存在下 16 時間培養した。浮遊細胞を回

収し、プレート又は象牙切片上に播種した。

M-CSF 含有培地で 72 時間培養後、M-CSF と

RANKL を含む培地で 72 時間培養した。 

 

(4)アクチンリング染色及び吸収窩染色 

象牙切片上で形成した破骨細胞を４％パ

ラホルムアルデヒドで固定し、ローダミン－

ファロイジンにてアクチンを染色し、蛍光顕

微鏡にて観察した。その後、綿棒を用いて細

胞を除去し、吸収窩をマイヤーのヘマトキシ

リン液で染色した。 

 

(5)Rac 及び Rho の活性測定 

骨髄マクロファージより形成した破骨細

胞を、サイトカインを含まない培地（FBS 濃

度を 2%に下げたもの）で 8 時間培養した 

(Starvation)。Wnt5a を 100 ng/mL で添加し、

5 分後に cell lysate を回収した。Rac 及び

Rho の活性測定は、Cytoskeleton 社の G-LISA

キットを用い、添付の説明書に従い、行った。 

繊維芽細胞を用いた Rac 及び Rho の活性化測

定においては、Starvation 時間を 16 時間と

するのが通法である。しかし、破骨細胞にお

いて 16 時間の Starvation を行ったところ、

生存している細胞が皆無であったため、4，8，

12 時間の Starvation を検討したところ、8

時間で最も再現性良く測定できることが分

かった。 

 

(6)アデノウイルスの感染による遺伝子発現 

恒常的活性型(CA)の RhoA、Rac1 及びコン

トロールとして用いる GFP発現用のアデノウ

イルスは市販のものを購入した。HEK293 細胞

に感染させて増殖させ、ウイルス液を回収し

た。ウイルス精製キットを用いてウイルス液

を濃縮・精製した後、力価を測定した。得ら

れたウイルス液の力価は 1 x 109 pfu/mL 程度

であった。骨髄マクロファージから破骨細胞

を形成する系において、M-CSF と RANKL を添

加してから 60 時間後にウイルス液を

multiplicity of infection (MOI)100 になる

ように希釈して添加し、36 時間後に各種の実

験に供した。発現効率は 70～80％程度であっ

た。ウイルスを感染させるタイミングを決定



 

 

するため、種々の検討を行った。M-CSF と

RANKLを添加してから48時間後に感染させる

と、破骨細胞分化に対する影響が大きいこと

が分かった。また、M-CSF と RANKL を添加し

てから 72 時間後に感染させると、発現効率

は 50％程度であった。 

 

(7)shRNA 発現用アデノウイルスの作成 

Daam2 ノックダウンのための shRNA は、ク

ロンテック社のウェブサイトにて提供され

ているソフトウェアを使用し、設計した。設

計した shRNA を含むオリゴ DNA をプラスミド

(pSIREN)につないだ。制限酵素処理により切

り出した目的の断片を Adeno X ベクターにつ

なぎ、アデノウイルスベクターを得た。得ら

れたベクターを HEK293 にトランスフェクシ

ョンし、14 日後に感染細胞を回収し、一次ウ

イルス液を得た。その後の増幅、濃縮、精製

は、(6)に記したのと同様である。 

 

４．研究成果 

(1)Ror2 cKO マウスの形質 

マイクロ CT を用いた解析により、Ror2 cKO

マウスの骨量が、コントロールマウスと比較

して、有意に増加していた。骨形成マーカー

である血清中のアルカリホスファターゼを

測定したところ、両群間に有意な差は認めら

れなかった。また、骨組織を詳細に解析した

ところ、破骨細胞数においても、Ror2 cKO と

コントロールとで有意な差は認められなか

った。これらの結果から、Ror2 cKO マウスの

破骨細胞は骨吸収活性が低下している可能

性が考えられた。 

 

(2)Ror2 cKO 破骨細胞の in vitro での形質 

骨髄マクロファージから破骨細胞を形成

した。Ｆ－アクチン染色により、Ror2 cKO 破

骨細胞では、アクチンリングが形成されてい

ないことが明らかになった。この結果と一致

して、骨吸収活性も、Ror2 cKO 破骨細胞では

ほとんど認められなかった。すなわち、

Wnt5a-Ror2 シグナルは、成熟破骨細胞におけ

るアクチンリングの形成に関与することが

示唆された。 

 

(3)Rac、Rho の活性化に対する Ror2 の役割 

コントロールマウス由来の破骨細胞にお

いては、Wnt5a 刺激により、5 分で Rac、Rho

ともに活性化された。Ror2 cKO破骨細胞では、

Wnt5a を添加しても、どちらも活性化されな

かった。Ror2 cKO 破骨細胞においても、M-CSF

で誘導される Rac、Rho の活性化はコントロ

ールと同程度に認められたことから、Ror2 は

Wnt5a 誘導性の Rac、Rho 活性化に特異的に関

わると考えられる。 

 

(4)CA-Rac1及びCA-RhoAの破骨細胞への導入 

コントロール及び Ror2 cKO 破骨細胞に、

CA-Rac1 及び CA-RhoA を発現させた。どちら

のタンパク質も発現が上昇していることを

ウエスタンブロット法により確認した。

CA-RhoA を発現させた場合のみ、Ror2 cKO 破

骨細胞のアクチンリングが形成され、骨吸収

活性も回復した。 

 

(5)破骨細胞における Daam の発現 

こ れ ま で の 報 告 で 、

Dishevelled-associated activator of 

morphogenesis (Daam)1 が Wnt 非古典経路に

おける Rhoの活性化に関与することが報告さ

れている。Daam には、Daam2 というアイソフ

ォームも存在する。そこで、Daam1 及び 2 の

発現を RT-PCR 法を用いて検討した。Daam1 の

発現は、破骨細胞前駆細胞、成熟破骨細胞共

に認められなかった。Daam2 は、破骨細胞前

駆細胞には発現していなかったが、成熟破骨

細胞には高発現していることが明らかとな

った。 

 

(6)Daam2 のノックダウンによる破骨細胞機

能への影響 

破骨細胞における Daam2 の重要性を明らか

にするため、shRNA による Daam2 のノックダ

ウンを行った。タンパク質レベルでの発現低

下をウエスタンブロット法により確認した。

Daam2 ノックダウンにより、Wnt5a 誘導性の

Rho 活性化は完全に抑制された。Rac の活性

化は抑制されなかった。アクチンリング形成

及び骨吸収活性は、Daam2 ノックダウンによ

り有意に減少した。この減少は、CA-RhoA を

発現させることで回復した。 

 

(7)まとめと考察 

破骨細胞において Wnt5a-Ror2 シグナルは、

Daam2 を介して Rho を活性化することで、ア

クチンリング形成及び骨吸収活性を調節し

ていることが明らかとなった(図 2)。今後は、

Rho がどのようにアクチンリング形成を制御



 

 

するかについて検討していく必要がある。 
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