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研究成果の概要（和文）：チャネルキナーゼTRPM7に注目し、骨髄間葉系細胞に特異的なTRPM7欠損マウス
（Prx1/cKO）、及びTRPM7キナーゼ変異（KR）マウスを用いて、骨形成におけるTRPM7のミネラル輸送とキナーゼ
活性の機能を検討した。TRPM7は主に成長板軟骨や海綿骨に発現した。Prx1/cKO マウスは長管骨の短縮、海綿骨
量の減少、軟骨の菲薄化や肥大化軟骨の分化に障害を示した。また、骨吸収系マーカーやRANKL発現は増加傾向
にあった。一方、KRマウスでは影響がなく、キナーゼ活性の関与は少ないと考えられた。従って、TRPM7の特に
イオン輸送機能が軟骨分化やそれに続く骨形成機構に重要であることが分かった。

研究成果の概要（英文）：Channel kinase TRPM7 is a unique bi-functional cation channel containing a 
protein kinase domain and highly expressed in teeth. Using mesenchymal cell specific TRPM7 
conditional knock out (Prx1/cKO) mice and TRPM7 kinase mutant (KR) mice, the function of mineral 
transport and kinase activity of TRPM7 in bone formation was investigated. TRPM7 expression was 
mainly observed in growth plate cartilage and trabecular bone. Prx1/cKO mice showed shortened bones 
and impaired trabecular bone formation, and suppression of the growth plate area due to impaired 
differentiation of hypertrophic chondrocyte. Moreover, bone resorption markers and RANKL expression 
tended to be upregulated. No phenotype was observed in KR mice, indicating less involvement in the 
kinase activity. These findings suggest that TRPM7 is critical as a cation channel rather than as a 
kinase in bone development via the regulation of both chondrogenesis and osteoclastogenesis.

研究分野：口腔生理学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
骨の発達や形成を担うミネラル輸送の分子同定や石灰化機構に関しては多くが不明であり解明すべき必須課題で
ある。本研究の学術的意義は、ミネラル輸送とキナーゼ活性を有するTRPM7に注目し、骨髄間葉系細胞に特異的
な遺伝子改変マウスを用いて、骨格形成におけるミネラル輸送分子のシグナル伝達機構や機能との関係、特にin
 vivo実験系における骨格形成への直接的な機能について取組む点である。これらの取組は、骨格形成異常の病
態の理解や骨組織の再生研究へ新しい戦略を提供し、社会的な貢献にもつながると考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
(1) 身体の骨格は膜性骨化や内軟骨性骨化の過程を介して骨髄間葉系細胞から分化した軟骨細
胞や骨芽細胞により形成され、骨格形成後は骨芽細胞による骨形成と破骨細胞による骨吸収が
織りなす骨リモデリングにより骨量や骨質が維持される。骨髄間葉系細胞が骨芽細胞へ分化す
る過程には Runx や Osterix など多くの転写調節因子が関わり、成熟した骨芽細胞が基質小胞や
コラーゲン等の有機成分を分泌し骨基質の石灰化が進む。これらの分化を司るサイトカインシ
グナルには NFATc1 や PLC など細胞内 Ca2+濃度や Mg2+濃度に依存する調節系が多く含まれるばか
りか、石灰化の基盤となる基質小胞の形成や分泌にも細胞内 Ca2+や Mg2+等のミネラルイオンの供
給が必須である。これまで骨形成を支持するミネラル輸送体としては、主に骨芽細胞株を用いた
in vitro 実験系において TRPP1、TRPP2、TRPV2、TRPV4、TRPM3、TRPM4、TRPM7、L-type Ca2+channel、
ATP 感受性チャネル等の発現や一部の電流や細胞内 Ca2+シグナリングについて断片的に報告さ
れている。特に TRPV4 欠損マウスでは軟骨分化に障害があることが報告されている（Muramatsu 
et al. 2007）。しかしながら、骨格形成におけるミネラル輸送分子のシグナル伝達機構や機能と
の関係、特に in vivo 実験系における骨格形成への直接的な機能については、未だ充分かつ総合
的に理解されていないのが現状である。 
 
(2) TRPM7 は TRPM ファミリー（Melastatin 受容体）に属する非選択性の陽イオンチャネルで、
Ca2+や Mg2+に対する透過性が特段に高いことから、細胞内ミネラル恒常性を担う輸送分子として
注目されている。TRPM7 は、その C末側にαキナーゼドメインを持ち酵素活性を有するユニーク
なイオンチャネルで「チャネルキナーゼ」と呼ばれている（図 1 参照）。TRPM7 の発現は全身組
織にユビキタスに分布するが、中でも歯の象牙芽細胞やエナメル芽細胞に極めて高く発現する
ことを我々は発見した。また、この TRPM7 の全身欠損マウスは胎生致死で解析不能あり、生命維
持に必須な分子といえる。チャネルとキナーゼの 2 つのドメインを有する TRPM7 の分子構造に
いて、最近、低温電子顕微鏡を用いて報告され
た（Duan et al. 2018）。この C末領域は PIP2
自身やPI3リン酸がTRPM７の活性化を制御する
と共に、流入 Mg2+により自己リン酸化され下流
シグナルを調節している（Runnels et al. 
2002）。また、Tリンパ球において TRPM７のキナ
ーゼドメインがカスパーゼで切断されアポトー
シスを誘導することが報告された（Dasai et 
al. 2012）。このように TRPM7 はキナーゼ活性型
Ca2+/Mg2+輸送体として、細胞増殖、細胞接着運
動、細胞死、発ガン等の多岐の生命現象に関わ
る必須分子であり、TRPM7 欠損マウスは胎生致
死となる（Jin et al. 2008）。  
 
 (3) 我々は全身でも TRPM7 が歯に高発現することに着目し、歯のエナメル質形成機構における
TRPM7 のミネラル輸送とキナーゼ活性の両方の機能の重要性を検討した。TRPM7 のキナーゼ活性
だけを欠失した TRPM7αキナーゼ変異（KR）マウスは生存する。我々はこの KR マウスを解析し
た結果、切歯にエナメル質形成不全や石灰化異常を認め、チャネル機能に影響を与えずエナメル
芽細胞の分化に重要な BMP シグナルの smad・p38 や CREB のリン酸化が抑制されることを発見し
た(Ogata et al. 2017: 図 11 参照）。従って、TRPM7 のキナーゼ活性は BMP の下流シグナルや
CREB のリン酸化を介してエナメル質形成を担うことを明らかにした。一方、全身で最も多い硬
組織である骨における TRPM7 と骨形成機構との関係については不明である。我々は骨髄間葉系
細胞に特異的な Prx1/cKO マウスを解析した結果、驚いたことに長管骨が著名に短縮する骨格形
成異常を示すことを発見した。従って、TRPM7 が骨格形成においても前述のエナメル質形成と共
通する普遍的な機能、若しくは骨特異的な新規の機能を有する可能性が大いに考えられるが、そ
の骨形成における情報伝達や石灰化との連関機構についてはこれからである。 
 
２．研究の目的 
前述のように、我々は、キナーゼ活性を有するユニークなミネラル透過型陽イオンチャネルであ
る TRPM7 が、歯に高発現しエナメル芽細胞の分化や石灰化を担い歯の硬組織形成に必須の分子
であることを明らかにした。一方の硬組織である骨での機能を検討した結果、骨髄骨間葉系細胞
に特異的な-Cre を用いた TRPM7 コンデョショナル欠損マウスでは、特に長管骨が著名に短縮す
る骨格形成異常を示すことを発見した。本研究は骨形成や骨リモデリング機構における TRPM7 の
イオンチャネルとしてのミネラル輸送機能とキナーゼとしてのリン酸化機能の役割やこれに続
くシグナル伝達機構を、我々が開発した骨髄間葉系細胞や骨芽細胞に特異的な TRPM7 コンデョ
ショナル欠損マウスや TRPM7 キナーゼ変異マウスを用いた in vivo 実験系、及び in vitro 実験
系で解明することにある。これらの取組みは、骨格形成異常の病態解明や骨組織の再生研究へ新
しい戦略を提供すると考えられる。 
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３．研究の方法 
(1) 我々は TRPM7 遺伝子のプロモーター調節下に Cre リコンビナーゼを発現するトランスジェ
ニックマウス（TRPM7-Cre）を作製している。この TRPM7-Cre マウスと赤色蛍光タンパクである
tdTomato 遺伝子発現マウスの交配により TRPM7-Cre/Tomato マウスを作製し、TRPM7 発現を可視
化することで発現動態を解析が可能となった。そこで、この TRPM7-Cre/tdTomato マウスと in 
situ hybridization 法により TRPM7 の遺伝子発現を、また、TRPM7 抗体による免疫染色により
TRPM7 分子の組織や細胞内での局在の解析等に取組んだ。 
 
(2) 骨の形成における TRPM7 のイオンチャネルとしてのミネラル輸送機能とキナーゼとしての
機能の役割をそれぞれ検討するために、下記 3種類の遺伝子改変マウス、及び変異マウスを用い
て in vivo 実験系での機能解析に取組んだ。 
① 骨髄間葉系細胞に特異性の高い Paired related homeobox 1 (Prx1)の Prx1-Cre マウスと
我々が開発したTRPM7-floxマウスとの交配により作成した骨髄間葉系細胞に特異的なTRPM7
コンディショナル欠損マウス 
② 骨芽細胞に特異性の高い Leptin の Prx1-Cre マウスと TRPM7-flox マウスとの交配により作
成した骨芽細胞に特異的な TRPM7 コンディショナル欠損マウス 
③ TRPM7 のαキナーゼ機能を検討するために、キナーゼドメイン部分（K1646R）の点変異によ
り TRPM7 のキナーゼ機能のみを欠失した TRPM7 キナーゼ変異マウス 
 
上記①と③のマウスの骨組織への in vivo 表現型の形態や組織解析を野生型マウスと比較す
ることで、TRPM7 の有するイオンチャネル機能の重要性と TRPM7 キナーゼ活性の骨の成長や形成
過程における役割が in vivo レベルで証明できると考えている。また、上記②のマウスの骨組織
への in vivo 表現型の形態や組織解析を野生型マウスと比較することで、TRPM7 の骨芽細胞にお
ける機能を証明できると考えている。 
具体的には、マイクロ CTを用いた X線形態解析、骨形態パラメーター解析、HE染色、アリザ
リンレッド染色、アルシアンブルー染色、TRAP 染色による破骨細胞解析、免疫組織染色により
RANKL や軟骨マーカーの組織での発現解析等を用いて、in vivo 表現型の形態や組織の解析に取
り組んだ。 
 
（3）上記の各マウスから採集した間葉系細胞等を用いて、real time PCR 法や抗体処理により、
TRPM7、RANKL、OPG 等の重要な細胞マーカーの mRNA やタンパク発現を比較した。 
 
４．研究成果 
(1) 骨組織における TRPM7 発現動態の検討 
我々が独自に開発した TRPM7-Cre/tdTomato マウスや TRPM7 の in situ hybridization 法を
用いた骨組織の解析の結果、主に成長板軟骨や海綿骨において TRPM7 の遺伝子発現が強く認
められた。一方、TRPM7 の各種抗体を用いた免疫組織染色に取組んだが、選択的な TRPM7 抗
体が確認できていない。 
 
(2) 骨髄間葉系細胞に特異的な TRPM7 コンディショナル欠損（Prx1/cKO）マウスを用いた、TRPM7
のイオンチャネルとキナーゼ機能の双方を欠失した表現型の検討 
① Prx1/cKO マウスの in vivo 解析の結果、野生型マウスと比較して長官骨の骨長の著明な短
縮や海綿骨量の減少が認められた（図 2参照）。骨形態計測の解析では骨量（BV / TV）や
骨梁数（Tb.N）などの海綿骨パラメーターや皮質骨面積（Ct.Ar）および皮質骨厚（Ct.Th）
の皮質骨パラメーターも減少していた。 
② Prx1/cKO マウスでは、野生型マウスと比較して
骨形成パラメーターや骨形成率は優位な変化は
認められなかった。一方、成長板軟骨に菲薄化が
認められため軟骨を解析した。その結果、特に肥
大化軟骨細胞の面積や軟骨細胞サイズの減少
し、また、免疫抗体染色により Col2a1、Col10a1、
Mmp13 等の軟骨分化マーカーの発現が野生型マ
ウスと比較してダウンレギュレーションされて
いた。これらの所見は、Prx1/cKO マウスでは軟
骨形成に障害があることを示唆している。 
③ 骨芽細胞への影響を検討するために、骨芽細胞に特異的な Leptin/TRPM7 コンディショナル
欠損（LR/cKO）マウスを解析した。その結果、野生型マウスと比較して骨形成系への表現型
への優位な影響は認められなかった。 
④ Prx1/cKO マウスでは、海綿骨量の減少と共に、成長板軟骨との境界領域に破骨細胞の著明
な集積が認められた。骨吸収系パラメーターは増加傾向にあり、破骨細胞分化因子である
RANKL の発現が上昇していた。また、RANKL 陽性細胞が破骨細胞と共に成長板と海綿骨の境
界領域に蓄積することも確認された。これらの所見は、Prx1/cKO マウスでは破骨細胞を介
する骨吸収が亢進傾向にあることを示唆している。 
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Prx1 / cKO
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(3) TRPM7 キナーゼ変異（KR）マウスを用いた、TRPM7 のキナーゼ機能を欠失した表現型の検
討 
TRPM7 のキナーゼ機能の関与を検討するために、キナーゼドメインの点変異（K1646R）によ
る TRPM7 キナーゼ変異（KR）マウスを解析した。その結果、野生型マウスと比較して表現型
に明らかな影響は認められなかった。従って、骨形成における TRPM7 のキナーゼ活性の関与
は少ないと考えられた。我々はこれまで TRPM7 が歯に高発現し、KRマウスでは歯にエナメル
質形成不全等の障害が生じることを報告している。本研究において、骨組織でキナーゼ活性
の欠失型に影響は認められない理由の一つは、TRPM7 の発現が歯に比べて少なく、実質的な
酵素（キナーゼ）発現量が低いからだと推察される。 
 
(4) 以上のことから、TRPM7 は骨組織においては主に成長板軟骨や海綿骨に発現するチャネル蛋
白であること、また、Prx1/cKO マウスの結果より、TRPM7 は軟骨の分化や形成に重要であること
や、さらに部分的には破骨細胞形成の調節により長骨形成に関与する可能性が明らかとなって
きた。また、この所見は、TRPM7 キナーゼ変異（KR）マウスでは認められないことより、TRPM7 の
陽イオンチャネル機能を介するミネラル輸送が中心となって重要な役割を果たすことが示唆さ
れた。今後は、骨吸収機能への関与の詳細や TRPM7 のイオン電流や Caイメージング法を用いた
イオン輸送の in vitro 解析等も検討し、TRPM7 の軟骨形成や骨成長における多様的な役割をさ
らに解明したいと考えている。 
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