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研究成果の概要（和文）：破骨細胞形成の重要な誘導因子である Receptor Activator of NFκB 

ligand（RANKL）は、Ca2+オシレーションを誘発し、破骨細胞分化に必須な転写調節因子である

Nuclear Factor of Activated T cells 1（NFATc1）を活性化する。この Ca2+オシレーションは

破骨細胞分化に重要なトリガ信号であるにも関わらず、その細胞内 Ca2+流入を担う分子は未だ

不明である。 我々は DNA マイクロアレイを用いてこの遺伝子発現を検索した結果、RAW264.7

細胞（破骨前駆細胞）を RANKL処理することにより、Transient Receptor Potential Vanilloid 

channels 2（TRPV2）が有意に発現上昇することを見いだし、Ca2+オシレーション形成と破骨細

胞分化における TRPV2 の発現と機能について検討した。その結果、破骨前駆細胞における Ca2+

オシレーション発生は、RANKL を介する TRPV2 の発現上昇や活性化、及び、ストア作動性 Ca2+

流入（SOCE）の活性化や Ca2+放出の促進により誘導されることが明らかとなった。そして、TRPV2

による Ca2+オシレーション形成に続く、NFATc1の活性化が破骨細胞形成を促進すると考えられた。 

 

研究成果の概要（英文）：The receptor activator of NFκB ligand (RANKL) induces Ca2+ 

oscillations and activates the Nuclear Factor of Activated T cells 1 (NFATc1) during 

osteoclast differentiation (osteoclastogenesis). Ca2+ oscillations are an important 

trigger signal for osteoclastogenesis, however the molecular basis of Ca2+ permeable 

influx pathways serving Ca2+ oscillations has not yet been identified. Using a DNA 

microarray, we found that Transient Receptor Potential Vanilloid channels 2 (TRPV2) are 

expressed significantly in RANKL-treated RAW264.7 cells (preosteoclasts) compared to 

untreated cells. Therefore, we further investigated the expression and functional role 

of TRPV2 on Ca2+ oscillations and osteoclastogenesis. In conclusion, Ca2+ oscillations 

in preosteoclasts are triggered by RANKL-dependent TRPV2 and SOCE activation and 

intracellular Ca2+ release. Subsequent activation of NFATc1 promotes osteoclastogenesis. 
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１．研究開始当初の背景 

破骨細胞は造血幹細胞を起源として、種々
の制御因子により分化誘導され、破骨前駆細
胞より形成される。近年、この破骨細胞の形
成過程には、マクロファージ形成刺激因子
M-CSF と破骨細胞の分化誘導因子である
receptor activator of NF-κB 
ligand(RANKL)の存在が必須であることが確
立された。また、この RANKL シグナルの下流
で転写因子 Nuclear Factor of Activated 
T-cells 1(NFATc1)が活性化されることが破
骨細胞分化に必須な過程であることが明ら
になった (Takayanagi et al., 2002)。さら
に、この転写因子は Ca2+依存性脱リン酸化酵
素（カルシニューリン）により活性化される
分子であり、Ca2+シグナルが鍵となることも
明らかされた。最近、免疫受容体(OSCAR や
TREM-2)が破骨細胞に発現し、PLCγ のイノシ
トールリン脂質代謝を介して細胞内 Ca2+貯蔵
部位(小胞体)から Ca2+を放出することが明ら
かになり(Koga et al., 2004)、これら受容
体の下流シグナル分子の FcRγと DAP12の遺
伝子欠損マウスでは破骨細胞形成が抑制さ
れ骨大理石病を呈することも報告された 
(Kim et. al. 2005)。これらの報告の中で注
目すべき現象は、単なる一過性の Ca2+シグナ
リングや持続的な Ca2+濃度上昇ではなく、周
期的な細胞内 Ca2+濃度変化（Ca2+オシレーショ
ン）が、NFATc1 の活性化や破骨細胞分化に有
効であることである。この Ca2+オシレーショ
ンの形成には細胞膜を介する Ca2+流入と Ca2+

排出、及び、細胞内 Ca2+貯蔵部位からの Ca2+

放出と Ca2+取込みの連動による細胞内の局所
Ca2+濃度のダイナミックな調節系が関わると
考えられるが、破骨細胞におけるこれらを担
う分子実体や機序に関しては報告がなく、ま
してや、これらの Ca2+濃度の周期的な変動が、
何故、NFATc1 の活性化や破骨細胞の分化に重
要なのかは全く不明である。従って、破骨細
胞分化における Ca2+オシレーションを担う分
子実体を同定し、オシレーションの発生機構
と NFATc1 活性化への仕組みを解明すること
は重要な意義があると考えられる。 
 
２．研究の目的 
これまで、我々は破骨細胞のイオン輸送と

骨吸収機能の調節に関する研究を行い、多く
の成果を発表してきた。その中で、PGE2投与
や細胞膜の伸展刺激、及び、膜電位の過分極
刺激等は、Ca2+透過性を持つ非選択性陽イオ
ンチャネルを活性化し細胞内 Ca2+濃度を上昇

させ、破骨細胞機能を調節することを報告し
て い る (Okamoto et al.2004 ； Kajiya et 
al.2003；Tsuzuki et al.2000)。その後、我々
のグループでは、破骨細胞に発現する Ca2+透
過性陽イオンチャネルの分子検索を行った。
その結果、DNAマイクロアレイ解析において、
Ca2+透過性陽イオンチャネルの一種である
transient receptor potential (TRP)ファミ
リーに属する TRPV2チャネルが RANKL投与に
より破骨前駆細胞に優位に誘導され、破骨細
胞の分化と共に数日で発現量が減衰するこ
とや、TRPV阻害剤により破骨細胞形成が抑制
されることを発見した。従って、TRPV2 が破
骨細胞分化や Ca2+オシレーション発生に関与
する分子実体としての可能性が明らかとな
ってきた。本来、TRPVファミリー（vanilloid
受容体）は痛覚神経の侵害受容器として発見
されたが(Caterina et al.1997) 、その後の
研究で神経以外の細胞にも存在することが
明らかとなり、侵害受容以外の重要な役割が
あることが示唆されている。破骨細胞におけ
る TRP 分子に関しては、TRPV5 が成熟破骨細
胞の骨吸収機能に関与するとの報告がある
が(Bram et al.,2005)、この TRPV5 は破骨細
胞の分化時期には殆ど検出されず、破骨細胞
の分化誘導に関わる Ca2+オシレーション機構
への関与は考えにくい。一方、我々が破骨細
胞で発見した TRPV2分子に関しては、神経系
の細胞において、膜の機械的刺激や熱刺激な
どの侵害刺激により活性化されることや、受
容体に会合する PLCγや PKC 等により活性調
節を受けること等が報告されているが
(Shimosato et al.2005)、神経以外ではその
機能や調節系は不明である。そこで、本研究
では、破骨細胞の分化誘導を担う Ca2+オシレ
ーション形成における TRPV2の役割を分子レ
ベル及び機能レベルの両面から解明するこ
とを目的としている。 
 
３．研究の方法 
(1)マクロファージ細胞株である RAW264.7細

胞に RANKL を作用させ破骨細胞を誘導し
た。そして、RANKL 刺激前と刺激 48時間
後におけるCa2+輸送体の発現変化を DNAマ
イクロアレイ法により比較した。 

 
(2)その結果、Ca2+輸送体の候補となった

TRPV2 の破骨細胞分化過程に伴う発現量
の変化を RT-PCR及び Western blot法を用
いて調べた。 

 



(3) TRPV阻害剤や Tetracycline誘導性 shRNA 
TRPV2-silencing による Ca2+オシレーシ
ョン発生と TRPVを介する非選択性陽イオ
ン電流に対する効果を Fura2 蛍光測定法
及び Patch-clamp 法を用いて検討した。 

 
(4)これらの阻害が最終的な転写調節因子で

ある NFATc1 の発現や核内移行、及び破骨
細胞への分化誘導への効果について調べ
た。 

 
４．研究成果 

まず、DNA マイクロアレイを用いて RANKL
刺激によって発現が上昇する TRP分子を検索
するために、RANKL 刺激により破骨細胞に分
化する RAW264.7 細胞を用いて、RANKL 刺激前
と刺激後 48 時間における遺伝子発現を比較
した（図 1 参照）。 RANKL 刺激により破骨細
胞特有の遺伝子である、MMP9、カテプシン K 
(Ctsk)、炭酸脱水素酵素Ⅱ(Car2)、マーカー
酵素である TRAP、液胞型プロトンポンプ
(Atp6i)、ClC7型 Cl チャネルのメッセージが
顕著に上昇した。 一方、TRP サブファミリー
の中では、特に TRPV2 と TRPM7 の発現が優位
に上昇した。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
今回は、特に Ca2+透過性の高いと考えられ

る TRPV2 に注目し、破骨細胞分化との関連を
検討した。 
次に、RANKL 刺激後の TRPV2 発現の経時的

変化を RT-PCR法にて調べた（図 2 参照）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
RAW 細胞を RANKL 刺激すると TRPV2 の発現

は刺激後 24 時間でピークに達し、その後低
下する一過性の発現上昇が認められた。 
また、マウス骨髄細胞から誘導した破骨細

胞においても、48時間をピークに TRPV2の発
現が一過性に上昇した。さらに、Western blot
法にて TRPV2タンパクの発現を検討したとこ
ろ、同様なパターンで RANKL 刺激後 24 時間
より発現が上昇した。 
また、TRPV2 の発現をコントロールするた

めに、テトラサイクリン誘導性の shRNA発現
ベクターを RAW 細胞へ導入し、テトラサイク
リン依存性の TRPV2 silencing を行った。そ
の結果、テトラサイクリン非存在下で RANKL
刺激した場合、免疫染色と Western blot に
より TRPV2 の発現を確認できたが、テトラサ
イクリン存在下で RANKL 刺激すると、TRPV2
の発現が優位に抑制された。従って、 この
TRPV2 の silencing が有効であることが確認
できた。 
続いて、この TRPV2の silencingを用いて、

破骨前駆細胞に認められる Ca2+オシレーショ
ンに対する TRPV2発現抑制の効果を検討した
（図 3 参照）。テトラサイクリン非存在下で
RANKL 刺激した細胞群では、細胞内 Ca2+濃度
の周期的な上昇、いわゆる Ca2+オシレーショ
ンを自発性に発生するが、テトラサイクリン
誘導性の TRPV2 silencing した細胞群では、
オシレーション頻度が優位に減尐した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
また、パッチクランプ法により Cs＋添加に

より K+電流は抑制した条件下で、TRPV2 を介
する陽イオン電流を検討したその結果、テト
ラサイクリン非存在下で、TRPV2 を発現した
細胞（図 3 下段左側）は、保持電位を 0 mV
から-50 mV に過分極保持すると、自発的な一
過性の内向き電流が活性化された。一方、
TRPV2 silencing した細胞(図 3 下段中側)で
は、内向き電流の量は小さく発生頻度も低か
った。従って、 Ca2+オシレーションの発生と
この電流の活性化には共に TRPV2が関与して
いることが明らかとなった。 

図 1 

図 2 

図 3 



我々は Ca2+オシレーションは RANKL 刺激し
た前駆細胞にのみ発生することを既に確認
しているので、この電流の活性化もまた
RANKL 刺激に依存するかどうかを調べた（図
4 参照）。まず、RANKL 刺激した RAW264.7 細
胞では保持電位-50ｍV にて、内向き電流の活
性化が活発に認められた。一方、RANKL 刺激
をしない細胞では、電流の活性化は殆ど認め
られなかった。従って、この内向き電流もま
た Ca2+オシレーションと同様に RANKL 刺激に
依存することが分かった。また、この内向き
電流の活性化は細胞外液中の Na+を膜不透過
性の NMDG＋に置換すると完全に消失した。図
4 中の左下 a はちょうど内向き電流が活性化
された時の電流－電圧関係を示す。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
次に、TRPV チャネルを全般的に抑制する

ruthenium red（RR）の効果を検討した（図 5
参照）。RAW264.7 細胞における RANKL 刺激で
生じる内向き電流の周期的な活性化は
ruthenium red 投与により、速やかに抑制さ
れ、washout により回復した。RR投与前と投
与後 30 秒における電流の活性化頻度を多数
例で比較した結果、この電流は RR 感受性が
高いことが分かった。また、RANKL 刺激によ
って生じる Ca2+オシレーションに関しても RR
は可逆的な抑制を示した。また、Ca2+オシレ
ーションは外液中の Ca2+除去によって消失し
た。これらの結果は、この内向き電流が TRPV2
の活性化を示し、TRPV2 がオシレーションの
形成に関連している可能性を示唆している。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
また、破骨細胞分化には PLCγ2を介した Ca2

＋動員が関与していることが報告されている。
そこで、先ず、 RAW264.7 細胞を用いて Ca2+

オシレーションに対する PLCの関与を検討し
た（図 6 参照）。その結果、オシレーション
は PLC 阻害剤の inactive analog(U73343)で
は影響を受けないが、引き続き投与した
active analog(U73122)によって抑制された。
次に、RAW264.7 細胞を用いて TRPV2 の活性化
に対する影響を調べた。RANKL 刺激した細胞
を、まず、PLC阻害剤の inactive analog で
前もって約５分間処理した後、保持電位－60
ｍV にて活性化される電流を記録した。
active analog(U73122)投与により数分後に
内向き電流の活性化が優位に減弱した。図 7
右下は inactive analog と active analog で
15 分間前処理した細胞群における、内向き電
流の活性化頻度を多数例で比較した。PLC 阻
害剤により電流活性化が強く抑制されるこ
とが分った。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
次に、store-operated Ca2+ entry (SOCE)を

形成する機能分子であると報告される Stim1 
や Orai1の Ca2+オシレーション形成への関与
を検討した。RANKL 刺激により、経時的に
TRPV2 の発現と共に、Stim1 や Orai1 の発現
上昇が優位に認められた。また、テトラサイ
クリン誘導性に Stim1 及び、 Orai1 を
silencing すると、TRPV2 電流の発生と Ca2+

オシレーション形成がそれぞれ抑制された
（図 7参照）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

図 4 
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図 7 

以上の結果より、TRPV2 は破骨細胞分化を
誘発する Ca2+オシレーションを構築する重要
な機能分子であり、その活性化には PLC系 
や SOCE機構も関与すると考えられた。 
更に、破骨細胞の分化シグナルである転写

因子 NFATc1 の活性化を調べるために、 
NFATc1 の核内移行に対する TRPV2 silencing
の効果を検討した（図 8 参照）。これは RANKL
刺激後 48 時間の RAW264.7 細胞で、緑が
NFATc1、青は核を示し、右側（merge）は両
イメージを重ね合わせたものである。このよ
うに、TRPV2 を silencing していない細胞で
は NFATc1 は核に局在していた。一方、テト
ラサイクリン誘導性に shRNA を発現させて
TRPV2を silencingすると NFATc1は細胞質に
存在し核内移行が抑制された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
最後に、破骨細胞分化における TRPV2 の役

割を検討するために、破骨細胞形成に対する
RRと TRPV2 silencingの効果を調べた。まず、
RAW 細胞を RANKL 存在下で 3 日培養し、TRAP
陽性細胞の数をカウントした結果、破骨細胞
形成は RR により濃度依存的に抑制された。
また、TRPV2 silencing によっても、破骨細
胞形成は優位に抑制された（図 9参照）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

考察 
以上より、(1) 破骨前駆細胞の分化初期に

は RANKL依存性に TRPV2の発現が一時的に上
昇すること。(2) TRPV2 の発現抑制や機能阻
害は、Ca2+オシレーション発生を抑制し、最
終的に NFAT c1の活性化や破骨細胞形成を低
下させること。(3)この TRPV2 の活性化には
PLC系や SOCE機構も関与することが明らかと
なった（図 10参照）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
従って、破骨前駆細胞の分化初期に発現す

る Ca2+オシレーション形成には、 報告された
IP3 受容体からの Ca2+放出だけでなく、TRPV2
を介した Ca2+流入が重要で、TRPV2 はこの Ca2+

オシレーションを構築する重要な機能分子
であると考えられた。また、この TRPV2 自身
を PLC 系や SOCE 機構が直接制御する可能性
があるが、TRPV2 による Ca2+オシレーション
の形成機序との関係については更に詳しく
調べる必要がある。一方、この TRPV2KO マウ
スは胎生致死で解析が困難であるので、今後、
破骨細胞特異的な TRPV2コンディショナル KO
マウスを作成し、in vivo 及び in vitro での
検討を加えていく予定である。また、本研究
から TRPV2だけでなく TRPM7 という TRP分子
も RNKL 依存性に発現が優位に上昇すること
が明らかとなった。この TRP M7 は Ca2+よりも
Mg2+を主として輸送するユニークな分子であ
り、今後は TRP M7 分子のコンディショナル
KO マウスの作成にも取り組み、その機能解析
も進めていく予定である。 
以上の研究より、破骨前駆細胞に発現する

TRP 分子という Ca2+輸送体の機能や役割が明
らかとなってきた。従って、これら機能分子
と破骨細胞の骨吸収機能の関連を解明する
ことは、歯周病やリュウマチ等における病的
骨吸収を制御するために有用なアイデアを
提供し、破骨細胞 TRP分子をターゲットとし
た特異的かつ簡便な制御によって異常骨吸
収に対する新しい薬剤や治療法の開発への
展開が期待され、社会的にも大変意義がある
と考えられる。 
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