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〈要 約〉
　シグナル伝達タンパク質Wntはβカテニンを介する古典経路と介さない非古典経路とを活性化し骨の恒常性を保っている．しかし，骨吸収におけるWnt非古典経路の役割は明らかではない．Wnt5aはその受容体であるRor2を介し非古典経路を活性化する．筆者らは，骨芽細胞系細胞に発現するWnt5aが破骨細胞前駆細胞に発現するRor2に結合すると，破骨細胞の分化誘導タンパク質RANKLの受容体であるRANKの発現が亢進することを示した．この分子機構によりWnt5aはRANKLによる破骨細胞の分化を亢進した．さらに，Wnt5aのデコイ受容体としてRor2の細胞外領域とグルタチオン-S-トランスフェラーゼとの融合タンパク質を作製し骨破壊を生じる関節炎モデルマウスに投与したところ骨破壊は抑制された．以上より，Wnt5a-Ror2シグナル伝達系は骨疾患の新たな治療標的となる可能性がある．
はじめに

　骨吸収をつかさどる破骨細胞は単球・マクロファージ系の前駆細胞が分化した多核巨細胞である．破骨細胞の分化は骨を形成する骨芽細胞系細胞が分泌するRANKLとCSF1により厳密に制御されている1,2)．RANKLの発現は活性型ビタミンD3など骨吸収刺激因子により誘導される3)．破骨細胞前駆細胞はRANKLの受容体RANKとCSF1受容体を発現する．RANKLとCSF1がこれらの受容体に結合すると破骨細胞への分化が誘導される（図1）．また，骨芽細胞系細胞はRANKLのデコイ受容体であるオステオプロテゲリンを発現し，これはRANKLとRANKとの結合を阻害して破骨細胞の分化を阻害する．筆者らは，RANKを強く発現する破骨細胞前駆細胞が骨芽細胞の近傍に局在することを明らかにしている4)．しかし，なぜ骨芽細胞の近傍の破骨細胞前駆細胞がRANKを強く発現するのか，その分子機構は明らかではない．
　Wntはβカテニンを介する古典経路と介さない非古典経路を活性化する．Wnt古典経路の共受容体であるLRP5の機能喪失型変異体の解析から，Wnt古典経路は骨芽細胞の分化において重要であることが示されている5)．また，骨芽細胞にβカテニンの恒常活性型変異体を発現させると，オステオプロテゲリンの発現が亢進し破骨細胞の分化が抑制されるため骨大理石病を呈することが明らかになっている6)．このように，骨芽細胞におけるWnt古典経路は骨形成と骨吸収の両者を制御している．しかし，骨吸収におけるWnt非古典経路の役割は明らかではない．
1．骨芽細胞に発現するWnt5aはRANKLによる破骨細胞の分化を亢進する

　はじめに，マウスの頭蓋冠に由来する骨芽細胞と骨髄に由来するマクロファージにおけるWntリガンドの発現を解析したところ，マクロファージと比較して骨芽細胞はWnt5aを強く発現した．さらに，免疫蛍光染色法によりWnt5aを発現する細胞は骨芽細胞のマーカーであるアルカリホスファターゼOsterixおよびRunx2を発現することを確認した．これらの結果は，骨組織において骨芽細胞はWnt5aを強く発現することを示していた．また，骨芽細胞から分泌されるWnt5aが骨吸収あるいは骨形成を制御する可能性が示唆された．
　そこで，Wnt5aのノックアウトマウスおよびWnt5aの受容体であるRor2のノックアウトマウス7) の骨組織を解析した．Wnt5aノックアウトマウスおよびRor2ノックアウトマウスは周産期致死のため胎生18.5日齢のマウスを解析した．どちらのノックアウトマウスの骨組織においても破骨細胞の数の著しい減少が認められた．これらの結果は，生理的な状態においてWnt5aとRor2は破骨細胞の分化を制御していることを意味した．
　破骨細胞の分化におけるWnt5aの作用を明らかにするため，つぎの実験を行った．破骨細胞の前駆細胞であるマクロファージをRANKLとCSF1の存在下で培養すると破骨細胞が形成される．この培養系にWnt5aを添加したところ，破骨細胞の形成の亢進が認められた．RANKLの非存在下ではWnt5aは破骨細胞の形成を誘導しなかった．また，破骨細胞前駆細胞はRor1ではなくRor2を発現していた．Ror2ノックアウトマウスに由来するマクロファージを用いた破骨細胞の形成の実験では，Wnt5aによる破骨細胞の形成の促進作用はまったく認められなかった．この結果は，Wnt5aはRor2を介しRANKLに誘導性の破骨細胞の形成を亢進していることを意味した．
2．破骨細胞前駆細胞に特異的なRor2ノックアウトマウスおよび骨芽細胞系細胞に特異的なWnt5aノックアウトマウスは破骨細胞の減少を呈する

　破骨細胞の分化におけるRor2の役割を明らかにするため，破骨細胞前駆細胞に特異的なRor2ノックアウトマウスを作製した．8週齢の破骨細胞前駆細胞に特異的なRor2ノックアウトマウスにおいて，大腿骨の長さは対照のマウスと差が認められなかったが，マイクロX線CT解析により海綿骨量の増加が認められた．組織学的な解析の結果，破骨細胞前駆細胞に特異的なRor2ノックアウトマウスでは破骨細胞の数が有意に減少していた．
　破骨細胞の分化において骨芽細胞から分泌されるWnt5aの役割を明らかにするため，骨芽細胞系細胞に特異的なWnt5aノックアウトマウスを作製した．組織学的な解析の結果，8週齢の骨芽細胞系細胞に特異的なWnt5aノックアウトマウスは破骨細胞前駆細胞に特異的なRor2ノックアウトマウスと同様に，破骨細胞の数の顕著な低下を示した．
3．Wnt5aはJNKを活性化しRANKの発現を増強する

　Wnt5が破骨細胞の形成を亢進する分子機構を明らかにするため，破骨細胞前駆細胞に特異的なRor2ノックアウトマウスの骨組織における破骨細胞関連遺伝子の発現を解析した．破骨細胞前駆細胞に特異的なRor2ノックアウトマウスでは，Ctsk遺伝子（カテプシンK），Calcr遺伝子（カルシトニン受容体），Acp5遺伝子（酒石酸耐性酸ホスファターゼ）の発現の低下にくわえ，RANK遺伝子の発現の低下を認めた．また，RANKを発現する細胞で蛍光を発するRANK-EGFPマウスに由来する骨髄マクロファージの培養においてWnt5aを添加すると，RANKを発現する細胞の著明な増加が認められた．これらの結果は，Wnt5aはRANKの発現を正に制御している可能性を示唆した．
　そこで，2 kbの長さをもつRANK遺伝子のプロモーター領域を解析した．さまざまな長さのプロモーター領域を含むルシフェラーゼベクターを発現させたRAW264.7細胞をWnt5aの存在下で培養しルシフェラーゼ活性を測定した．その結果，転写開始点の5’側の近傍にあるSp1結合領域がWnt5aによるRANK遺伝子のプロモーター活性の誘導に重要であることが明らかになった．この領域を欠失したベクターを発現した細胞ではWnt5aによるプロモーター活性の上昇は認められなかった．さらに，破骨細胞前駆細胞に特異的なRor2ノックアウトマウスに由来するマクロファージにおいてWnt5aによるRANK遺伝子のプロモーター活性の上昇は認められないことを確認した．Wnt5aはRor2を介してc-JunのキナーゼであるJNKを活性化することが報告されている8)．また，Sp1とc-Junとが結合すると転写活性が増強されることも明らかになっている9)．そこで，RANK遺伝子プロモーターのSp1結合領域にSp1およびc-Junがリクルートされているかどうかをクロマチン免疫沈降法により解析したところ，Wnt5aの刺激によりc-JunがSp1結合領域にリクルートされることが明らかになった．以上より，Wnt5aは破骨細胞前駆細胞においてRor2に結合してJNKを活性化し，JNKはc-JunをRANK遺伝子プロモーターのSp1結合領域にリクルートすることでRANKの発現を上昇させていることが明らかになった．
4．Wnt5aのデコイ受容体は関節炎による骨破壊を抑制する

　関節リウマチの滑膜細胞はWnt5aを強く発現することが報告されている10)．関節リウマチにおけるWnt5aの役割を明らかにするため，Wnt5aのデコイ受容体として，Ror2の細胞外領域とグルタチオン-S-トランスフェラーゼとの融合タンパク質を作製した．この融合タンパク質はグルタチオン-S-トランスフェラーゼによるプルダウンアッセイにおいてWnt5aと強く結合し，また，Wnt5aによるRANKL誘導性の破骨細胞の形成の促進作用を抑制した．また，RANK遺伝子のプロモーターアッセイにおいてもWnt5aによる転写活性の誘導を抑制した．つまり，このRor2の細胞外領域とグルタチオン-S-トランスフェラーゼとの融合タンパク質はWnt5aのデコイ受容体として機能することが確認された．そこで，II型コラーゲン誘発性の関節炎モデルマウスにこのWnt5aデコイ受容体を19日間投与した．足背の厚さおよび組織学的な解析において，Wnt5aデコイ受容体を投与した関節炎モデルマウスの炎症の程度は対照と比較して差を認めなかった．しかし，マイクロX線CT解析の結果，Wnt5aデコイ受容体を投与した関節炎モデルマウスでは関節骨の破壊が顕著に抑制されていることが明らかになった．また，Wnt5aデコイ受容体を投与した関節炎モデルマウスの関節ではRANKを発現した細胞の数が有意に減少し，破骨細胞の数が有意に減少することが明らかになった（図2）．
おわりに

　生理的な骨形成と骨吸収の過程において，骨芽細胞系細胞と破骨細胞前駆細胞とのあいだのWnt5a-Ror2シグナル伝達系は破骨細胞前駆細胞におけるRANKの発現を上昇させ破骨細胞への分化を促進させた．Wnt5a-Ror2シグナル伝達系だけでは破骨細胞の分化を誘導できなかったことから，Wnt5aは破骨細胞の分化における新しい共刺激タンパク質であると考えられた．また，関節リウマチにおいて滑膜細胞に発現するWnt5aは過剰な破骨細胞の形成を誘導し関節を破壊する．すなわち，Wnt5a-Ror2シグナル伝達系は関節リウマチや閉経後骨粗鬆症など骨吸収が過剰に進行する疾患の新たな治療標的となるであろう．
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〈図説明〉
図1　破骨細胞の分化におけるWnt5a-Ror2シグナル伝達系の役割

破骨細胞の分化は骨芽細胞から分泌されるRANKLとCSF1により制御されている．骨芽細胞から分泌されるWnt5aが破骨細胞前駆細胞のRor2に結合すると，この細胞におけるRANKの発現が上昇する．RANKを強く発現する破骨細胞前駆細胞は骨芽細胞系細胞から分泌されるRANKLをうけとり破骨細胞へと分化する．
図2　関節炎にともなう骨破壊におけるWnt5aの役割とWnt5aデコイ受容体の作用

関節炎滑膜細胞はWnt5aを強く発現する．この過剰なWnt5aは破骨細胞の異常な分化を誘導し関節を破壊する．Wnt5aの作用を阻害するデコイ受容体としてRor2の細胞外領域とグルタチオン-S-トランスフェラーゼとの融合タンパク質を関節炎モデルマウスに投与すると，このWnt5aデコイ受容体はWnt5aが破骨細胞前駆細胞のRor2と結合するまえに結合しWnt5aの作用を阻害する．このため関節の破壊が抑制されるものと考えられる．
