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研究成果の概要（和文）：破骨細胞は骨を吸収する際、細胞骨格および膜構造を変化させ、極性化する。我々は、サイ
トカインWnt5aが破骨細胞に発現する共受容体Ror2を介して、破骨細胞の極性化と骨吸収活性を制御する分子機構につ
いて調べた。
平成25年度から27年度の研究により、Wnt5a-Ror2シグナルが、アダプター分子Daam2を介して、Rho-Pkn3シグナル経路
を活性化することで、破骨細胞の骨吸収を正に制御していることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Polarization of osteoclasts (formation of actin rings and ruffled borders) is 
necessary to resorb bone. We examined the molecular mechanisms regulating osteoclast polarization through 
the cytokine Wnt5a and co-receptor Ror2 in osteoclasts.
We revealed that Wnt5a-Ror2 signaling regulates the bone-resorbing activity of osteoclasts through the 
activation of Rho-Pkn3 pathways, and that Daam2, an adaptor molecule, is involved in activation of Rho 
under the Ror2 signaling.

研究分野： 生化学
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１．研究開始当初の背景 
（１）破骨細胞の骨吸収には、アクチン細胞
骨格の再編成と膜構造の変化を伴う極性化
が必要である。この極性化には、細胞接着に
よるシグナルが必要であること、低分子量 G
タンパク質やチロシンキナーゼである c-Src
が関与することが知られていたが、その分子
機構には不明な点が多く残されていた。 
 
（２）サイトカイン Wnt のシグナルは、b-
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。骨代謝において、Wnt
古典経路が骨芽細胞の分化を促進すること、
破骨細胞の分化と機能を抑制する OPG の産
生を亢進することが報告されていた。しかし、
Wnt 非古典経路が破骨細胞においてどのよ
うな役割を果たすかは不明であった。 
 
（３）我々は、骨芽細胞が Wnt 非古典経路
を活性化するリガンドである Wnt5a を分泌
すること、Wnt5a は、破骨細胞前駆細胞に発
現している共受容体 Ror2 に結合し、JNK を
介して、RANK の発現を亢進させることで、
破骨細胞分化を正に制御することを見出し
ていた。共受容体 Ror2 は成熟した破骨細胞
にも発現していたが、Wnt 非古典経路の破骨
細胞機能に対する役割は不明であった。 
 
２．研究の目的 
破骨細胞の機能（極性化）を Wnt 非古典経
路がどのような分子機構で制御するか、を解
明することを目的とした。その目的を達成す
るため、（１）Wnt5a-Ror2 シグナルの in vivo
における重要性、（２）Ror2 の下流で活性化
される分子（群）、（３）それら分子が in vivo
において破骨細胞機能に関与するか、を明ら
かにすることを計画した。 
 
３．研究の方法 
（１）破骨細胞の形成 
6-8 週齢のマウス大腿骨より骨髄細胞を回収
し、M-CSF 存在下 16-18 時間培養した。その
時点で浮遊している細胞を破骨細胞前駆細
胞（BMM）とした。BMM を M-CSF 存在下で 3日、
その後、M-CSF+RANKL存在下で3日間培養し、
成熟した破骨細胞を得た。 
 
（２）遺伝子発現 
BMM および破骨細胞を TRIzol で処理し、通法
に従い、RNA を抽出した。逆転写により cDNA
を生成した。それを用いて、リアルタイム PCR
（RT-PCR）法により各種の遺伝子発現を調べ
た。 
 
（３）破骨細胞特異的 Ror2 欠損（Ror2 cKO）
マウス 
当研究室で作製した Ror2 floxed マウスを、
カテプシン K Cre マウス（常磐会ときわ病院
の加藤茂明先生および慶応大学の中村貴先
生より供与いただいた）を掛け合わせ、破骨

細胞で特異的に Ror2 を欠損しているマウス
を作製した。 
 
（４）μCTと骨形態計測 
8週齢のオスのマウスに48時間の間隔を空け
てカルセインを 2回投与したのち、大腿骨お
よび血清を採取した。大腿骨を、4％パラホ
ルムアルデヒドで固定後、μCT を用いて撮影
した。再構成後の三次元画像を用いて、骨量
（BV/TV）を測定した。大腿骨をビラヌエバ
骨染色により染色後、樹脂包埋して切片を作
成した。骨形態計測は通法に従い実施した。 
 
（５）血清 CT-X と血清 ALP 
上記マウスより採取した血清を用いて、骨吸
収マーカーである血清 CT-X 濃度を ELISA 法
により、骨形成マーカーであるアルカリホス
ファターゼ活性（ALP）を測定キットにより、
測定した。 
 
（６）Rho および Rac 活性測定 
破骨細胞を低栄養（2% FBS）かつサイトカイ
ンフリー(M-CSF と RANKL を含まない)条件下
で 6-8 時間培養し、リコンビナントの Wnt5a
で 5分刺激した後、サンプルを調製した。低
分子量 Gタンパク質である Rhoおよび Racの
活性測定は、活性型特異的抗体を用いた
G-LISA 法により実施した。 
 
（７）アクチンリングおよび吸収窩形成 
BMM を象牙切片上に播種し、M-CSF と RANKL
を用いて破骨細胞へと分化させた。アクチン
リングの染色は、ローダミン結合ファロイジ
ンを用いて行なった。蛍光顕微鏡を用いて、
アクチンリングの数を計数した。破骨細胞を
除去後、象牙切片をマイヤーのヘマトキシリ
ン液で染色し、吸収窩を可視化した。吸収窩
の面積を、画像解析ソフトである Image J に
より定量した。 
 
（８）アデノウイルスによる遺伝子導入 
GFP、恒常活性型(CA)-RhoA および、CA-Rac1
を発現するためのアデノウイルスは購入し
た。遺伝子をノックダウンするための shRNA
発現のために、必要な配列を組み込んだアデ
ノウイルスを作成した。Pkn3 に Venus(GFP の
変異体:遺伝子は理研から供与された)タグ
を付けた融合タンパク質およびアクチンに
DsRed のタグを付けた融合タンパク質を発現
するために、それぞれの遺伝子を組み込んだ
アデノウイルスを作成した。 
 BMM を M-CSF で 3日間培養後、M-CSF+RANKL
で 60 時間培養した。アデノウイルスを含む
培養液で 2時間振盪培養後、新鮮な培養液に
交換し、36時間後に実験に用いた。 
 
（９）Pkn3 遺伝子欠損（Pkn3 KO）マウス 
Pkn3 KO マウスは神戸大学の向井秀幸先生よ
り供与された。 
 



４．研究成果 
（１）破骨細胞における Wnt の発現 
マウスにおいて、リガンドである Wnt は 19
種類存在することが知られている。そこで、
それらの Wnt の破骨細胞における発現を、
RT-PCR 法により調べた。破骨細胞分化に伴い
最も高発現するのは、Wnt5a であった。すな
わち、骨芽細胞だけでなく、破骨細胞も Wnt5a
を分泌することが明らかになった。興味深い
ことに、Wnt5a 遺伝子欠損マウスから調製し
た破骨細胞は、アクチンリング形成および吸
収窩形成が低下していた。すなわち、破骨細
胞は自身が分泌する Wnt5a により、オートク
ライン的に極性化と骨吸収活性を制御して
いると考えられる。 
 
（２）破骨細胞に発現する Ror2 の in vivo
における役割 
Ror2 cKO マウスの大腿骨をμCT を用いて解
析したところ、コントロールマウスに比べて
骨量が増加していた。骨形態計測により、破
骨細胞の数には有意な差が認められなかっ
たが、骨面に占める骨吸収面の割合が顕著に
低下していた。骨吸収マーカーである血清
CT-X は有意に低下していたが、骨形成マーカ
ーである血清ALPには差が認められなかった。 
 すなわち、Ror2 cKO マウスは、骨吸収の低
下により、骨量が増加していると考えられる。 
 
（３）Wnt5a-Ror2 シグナルによる低分子量 G
タンパク質の活性化 
コントロールマウスおよび Ror2 cKO マウス
から調製した破骨細胞を Wnt5a で刺激し、活
性化 Rho および Rac を定量した。コントロー
ル破骨細胞では、Rho も Rac も活性化された
が、Ror2 cKO 破骨細胞では、活性化が認めら
れなかった。すなわち、Wnt5 は Ror2 を介し
て Rhoおよび Racを活性化していることが明
らかになった。 
 Wnt5a-Ror2 シグナルによる Rhoおよび Rac
の活性化が破骨細胞の極性化および機能に
果たす役割を明らかにするため、Ror2 cKO 破
骨細胞にアデノウイルスを用いてCA-RhoAま
たは CA-Rac1 を発現した。コントロール破骨
細胞と比べて Ror2 cKO 破骨細胞は、アクチ
ンリングと吸収窩の形成が低下していた。
CA-RhoA を発現させるとどちらも回復したが、
CA-Rac1 を発現させても回復しなかった。す
なわち、Wnt5a-Ror2 シグナルは、Rho の活性
化を介して、骨吸収を正に制御していると考
えられる。 
 
（４）Ror2 の下流で Rho 活性化に関与するア
ダプター分子 
Wnt 非古典経路において、Rho が活性化され
る際には、Daam1 というアダプター分子が必
要だということが報告されている。そこで、
破骨細胞における、Daam1 遺伝子の発現を
RT-PCR で調べたところ、発現が認められなか
った。しかし、同じファミリーに属する Daam2

は、破骨細胞分化に伴い高発現することが明
らかとなった。アデノウイルスを用いて、
Daam2 に対する shRNA を破骨細胞に導入し、
Daam2 の発現をノックダウンしたところ、
Wnt5a刺激によるRhoの活性化が抑制された。
また、Daam2 のノックダウンにより、破骨細
胞のアクチンリングおよび吸収窩形成は顕
著に低下した。これらの低下は、CA-RhoA を
同時に発現させることで回復した。すなわち、
Wnt5a-Ror2 シグナルは、Daam2 を介して、Rho
を活性化することで、破骨細胞の骨吸収活性
を正に制御していると考えられる。 
 
（５）Rho の下流で働く分子 
Wnt 非古典経路において、Rho の下流で働く
分子として Rock が知られている。しかし、
Rock の阻害剤を破骨細胞に添加してもアク
チンリングおよび吸収窩の形成は抑制され
なかった。Rho の下流で働くと報告されてい
る分子（Rho エフェクター）は、Rock も含め
て 13 種類ある。そこで、それらの遺伝子発
現をBMMと破骨細胞で調べたところ、protein 
kinase N3 (Pkn3)が分化に伴い高発現するこ
とが明らかになった。 
Venus-Pkn3 と DsRed-アクチンを破骨細胞に
発現し、Pkn3 の局在を調べたところ、Pkn3
はアクチンリングに局在していた。 
Pkn3 KO 破骨細胞は、アクチンリング形成お
よび吸収窩形成が低下していた。これらの低
下は、CA-RhoA を発現しても回復しなかった
が、Venus-Pkn3 を発現すると回復した。 
 
（６）Pkn3 の in vivo における役割 
Pkn3 KO マウスの大腿骨をμCT を用いて解析
したところ、野生型マウスに比べて骨量が増
加していた。骨形態計測により、破骨細胞の
数には有意な差が認められなかったが、骨面
に占める骨吸収面の割合が顕著に低下して
いた。骨形成パラメーターである骨芽細胞数
や石灰化速度には差が認められなかった。 
 すなわち、Pkn3 KO マウスは、骨吸収の低
下により、骨量が増加していると考えられる。 
 Pkn3 の骨吸収における重要性が in vivo に
おいても確認された。 
 
（７）まとめ 
本研究成果の概
略を図に示す。
Wnt5a が Ror2 を
介して、破骨細
胞の骨吸収活性
を正に制御する
分子機構を明ら
か に し た 。
Wnt5a-Ror2 シグ
ナルは、アダプ
ター分子である
Daam2 を介して
Rho を活性化す
る。Rho の下流で
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骨吸収亢進



は、Pkn3 が働いて、骨吸収活性を正に制御し
ている。 
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