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研究成果の概要（和文）：破骨細胞に発現する Ca2+透過性陽イオンチャネル TRPM7 の陽イオ

ン輸送動態を捉えアポトーシスとの関連について検討した。TRPM7 は生理的濃度の Mg2+存在

下では不活性化されているが、酸性環境では Mg2+存在下でも細胞内への陽イオン輸送が活性化

された。この性質は酸性環境を形成して骨吸収する破骨細胞において、骨から溶出する Ca2+

や Mg2+の細胞内への輸送に好都合と考えられた。しかし、TRPM7 がアポトーシス誘導に関与

している可能性は薄いと考えられた。 

 
研究成果の概要（英文）：Osteoclasts express TRPM7, a Ca2+- and Mg2+-permeable cation 

channel. However, the functional role of TRPM7 in osteoclasts is unknown. We examined 

the properties of cation transport through TRPM7 in mature osteoclasts and further 

investigated the contribution of TRPM7 to osteoclast apoptosis. Although cation transport 

via TRPM7 was inactive in the presence of physiological concentration of Mg2+, 

extracellular acidification abrogated the Mg2+-dependent blockade. Osteoclasts extrude H+ 

and Cl- and form an acidic compartment to dissolve inorganic component of bone matrix. 

Abrogation of Mg2+-dependent block of cation transport at acidic extracellular milieu is 

convenient for uptake of Ca2+ and Mg2+ eluted from bone during bone resorption. Our 

evidence also showed that TRPM7 was less likely to participate in osteoclast apoptosis. 
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１．研究開始当初の背景 

骨の強度は破骨細胞による骨吸収と骨芽
細胞による骨形成の均衡が保たれることで
維持される。骨破壊性疾患では、この均衡が
崩れ、骨吸収が亢進する。骨吸収の亢進は破

骨細胞の分化亢進、骨吸収機能の亢進および
生存期間の延長によるものに分けられる。従
って、骨破壊性疾患の原因解明と治療法の確
立には、破骨細胞の分化、機能、生存と死を
制御するメカニズムを総括的に理解するこ
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とが大切である。 

近年、破骨細胞の分化と機能の制御につい
ては、分化を誘導する RANKL シグナルの解明
(Takayanagi. et al., 2002)、および、骨吸
収機能を支える H+ポンプや Cl-チャネル分子
の発見と機能解析(Kornak et al., 2001)に
よって飛躍的に理解が深まった。これに対し
て、破骨細胞の life span（寿命）の制御に
ついては、アポトーシスを誘導するデス受容
体(Roux et al., 2005)やミトコンドリアを
介する経路(Oursler et al.,2005)、NF-
や JNK を介する経路(Ikeda et al., 2008) 
(Vaira et al., 2008)が報告されているが、
アポトーシスを含めた細胞死を誘導するシ
グナルの複雑さゆえ、矛盾する見解も多く、
解明すべき点が数多く残されている。その中
でも特に、普遍的なアポトーシス誘導シグナ
ルである細胞内 Ca2+については、その動員機
序および作用機序ともに十分に解明されて
いない。 

Ca2+依存性のアポトーシス経路として、Ca2+

依存性の酵素群（例えばカルパイン、カルモ
ジュリン依存性酵素(CaMK)やカルシニュー
リンなど）を介したカスパーゼ活性化経路と
ミトコンドリアからのチトクローム C放出を
介する経路が示唆されているが、近年、これ
らの経路の活性化に Ca2+透過性陽イオンチャ
ネル（TRP）が関わっている可能性が示唆さ
れている(Anant et al., 2005）。我々は、破
骨細胞に発現する TRPチャネルを検索した結
果、数種類の TRP チャネルサブタイプ（TRPV2
や TRPM7 など）が発現し、サブタイプの発現
様態は前駆破骨細胞から成熟破骨細胞への
分化の進行とともに変化することを見出し
報告している（米国骨代謝学会 2007、日本骨
代謝学会 2008）。これらの知見より、破骨細
胞の分化からアポトーシスに至るまでの寿
命が TRPサブタイプの発現様態によってコン
トロールされている可能性が推察できる。 
 
２．研究の目的 
本研究では、TRP チャネルによる破骨細胞

のアポトーシス制御機序を解明することを
目的とする。そのために、破骨細胞に発現す
る TRP チャネルを検索し、発現の高い TRP チ
ャネル分子を同定する。また、破骨細胞にお
ける陽イオン輸送動態の特徴を明らかにす
る。さらに、同定した TRP の発現抑制によっ
て、陽イオン輸送動態とアポトーシス誘導に
どのような変化が現れるかを明らかにする。 
本研究は、TRP チャネルを標的とした新た

なアポトーシス誘導薬の開発に繋がるもの
と期待できる。 

 

３．研究の方法 

(1)実験に用いる破骨細胞の誘導 
本研究では、マウス骨髄細胞から M-CSF と

RANKL 刺激によって誘導した破骨細胞および
マウス骨髄細胞と骨芽細胞をプロスタグラ
ンジン E2 と活性型ビタミン D3 存在下で共培
養して誘導した破骨細胞を用いた。誘導した
細胞が、酒石酸耐性酸フォスファターゼ
(TRAP)陽性であり、骨吸収活性を有すること
をもって成熟破骨細胞であることを確認し
た。 
 
(2)アポトーシス細胞の検出と判定 
①まず、細胞の生死を判定するために、
Trypan Blue 染色を施し、死細胞と生細胞と
を区別した。 
②アポトーシス細胞の判定には DAPI 染色に
よるクロマチン凝縮を指標に検出した。また、
蛍光標識 Annexin V 染色により、アポトーシ
ス初期にみられる細胞膜構造の変化を検出
した。ネクローシス細胞との区別には
Annexin V 染 色 と 同 時 に Propidium 
iodide(PI)染色を行い、PI で染色された細胞
をネクローシス細胞とみなした。 
 
(3)破骨細胞に発現する TRP チャネルの検索
と発現局在の確認 
破骨細胞における TRP 分子の発現は DNA マ
クロアレイ法、RT-PCR 法および Western blot
法を用いて検討する。また、TRP 分子の発現
局在は、破骨細胞を免疫染色し、コンフォー
カルレーザ顕微鏡を用いて調べた。 
 
(4)電気生理学的手法を用いた陽イオン電流
および Ca2+電流の記録 
 破骨細胞へ Whole-cell Patch clamp 法を
適用し、voltage clamp 下にて TRP を介して
流れる陽イオン電流を誘導した。誘導した電
流成分から Ca2+電流を分離し TRP の Ca2+透過
性を調べた。この電流（膜電流）を指標に TRP
の陽イオン輸送活性を評価した。 
 
(5) 破骨細胞における標的 TRP分子の発現抑
制 
当初の実験計画では、TRP 分子の発現抑制

のため、標的TRPに対するsiRNAまたはshRNA
を作成し、リポソーム法またはエレクトロポ
ーレーション法を用いて破骨細胞へ導入す
る予定であったが、標的とした TRPM7 分子の
発現を効果的に抑制できなかった。そこで、
研究分担者が作出した、破骨細胞特異的
TRPM7 ノックアウトマウスより骨髄細胞を採
取し、TRPM7 を欠損した破骨細胞（TRPM7 KO 
Oc）を誘導した。破骨細胞特異的 TRPM7 ノッ
クアウトマウスは、カテプシン K遺伝子座に
Cre リコンビナーゼをノックインすることに
より作製した破骨細胞特異的 Cre リコンビナ
ーゼ発現マウスと TRPM7 遺伝子座に２つの
loxP 配列を挿入した TRPM7 flox マウスを交
配して、破骨細胞特異的に TRPM7 遺伝子を欠



 

 

損したマウスを作製した。破骨細胞における
標的 TRP 分子（TRPM7）の発現が抑制された
ことは、Western blot 法にて確認した。 
 
(6) 倫理面への配慮 
本研究において、遺伝子組み換え実験に抵

触する実験については、「福岡歯科大学組み
換え DNA 安全委員会」の承認を受けた後、安
全指針に従って行った。また、動物実験につ
いては「福岡歯科大学動物実験委員会」の承
認を受けた後、福岡歯科大学動物実験指針に
沿って行った。 

 
４．研究成果 
(1) 破骨細胞に発現する TRP チャネルの検索 
 マウス骨髄細胞を M-CSFで前駆破骨細胞へ
分化した後、RANKL で破骨細胞へ分化誘導し
た。DNA マイクロアレイを用いて検索した結
果、破骨細胞に特異的な酵素群 MMP9、
cathepsin K、炭酸脱水素酵素Ⅱ、TRAP、 
H+-ATPase とともに、TRPV2 と TRPM7 の発現が
上昇することが分かった（図１A）。また、両
TRP の発現経過を RT-PCR 法により調べると、
発現量は RANKL 刺激後 24 時間以降に有意に
増加することが分かった（図１B）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図１ 
 
我々は、TRPV2 に関しては、破骨細胞分化

のマスター転写因子 NFATc１の活性化に必須
である Ca2+シグナルの形成に係わっているこ
とを明らかにした（Kajiya et al., 2010）。
一方、TRPM7 は Ca2+だけでなく Mg2+に対しても
高い透過性を示し、また、細胞内 C 末領域に
はキナーゼモチーフを有するユニークな膜
輸送タンパクである。多くの細胞に広範に発
現し、分化、増殖、生存、遊走および Mg2+吸
収などに関与することが報告されている。し
かし、破骨細胞における TRPM7 の機能は全く
分かっていない。そこで、本研究では、この
TRPM7 に注目し、アポトーシスとの関連につ
いて検討した。 
 
(2)TRPM7 のイオン輸送体としての機能解析 

RANKL 刺激により誘導した多核の成熟破骨
細胞に Whole-cell Patch clamp 法を適用し

て、まず、TRPM7 のイオン輸送機能を捉える
ことを試みた。TRPM7 の陽イオン輸送活性は
Mg2+による抑制（Mg2+ブロック）を受けること
が知られているため、Whole-cell Patch 
clamp 法には、Mg2+を含まない細胞外液と電極
内液を用いた。また、破骨細胞には ClC7 型
Cl-輸送体を介した Cl-輸送が活発に働いてい
るため（Ohgi et al., 2011）、低 Cl-濃度の
細胞外液と電極内液を使用して Cl-輸送の混
入を極力避けた。 
図２は Mg2+非存在下で誘導した陽イオン電

流を示す。RANKL 刺激により形成された破骨
細胞からは、過分極側で弱い内向き電流が、
脱分極側では強い外向きの電流（外向き整流
性陽イオン電流）が誘発された（図２A(a)）。
膜電位-90 mV と+90 mV にて計測した内向き
電流と外向き電流は、共に RANKL 刺激後 48
時間以降、有意に増大した（図２B(a)）。一
方、RANKL で刺激しなかった細胞（TRAP 陰性
細胞）からは、弱い外向き整流性陽イオン電
流が誘発されたが（図２A(b)）、経時的な電
流の増大は認められなかった（図２B(b)）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図２ 
 

(3)外向き整流性陽イオン電流に対する種々
の TRPM7 modulator およびイオン環境変化の
効果 
破骨細胞から誘導された外向き整流性陽

イオン電流が TRPM7 のイオン輸送活性を反映
しているかどうかを検討する目的で、TRPM7
の活性を修飾する種々の薬剤およびイオン
環境の変化が外向き整流性陽イオン電流に
及ぼす影響を調べた（図３）。Mg2+非存在下で
誘導した外向き整流性電流は、細胞外液への
Mg2+ 添 加 、 2-aminoethoxydiphenyl borate 
(2-APB)、carvacrol、lipoxygenase 阻害剤の
添加によって抑制された。一方、膜透過性の
cAMP（db-cAMP）の投与、また、細胞外液の
酸性化（pHo4）および細胞外液からの２価陽
イオン除去（Mg2+ Ca2+-free）によって活性化
された（図３A）。膜電位-90 mV と+90 mV に
て計測した内向き電流と外向き電流に対す
る効果を図３B に示した。このような破骨細
胞から誘導された外向き整流性陽イオン電
流の性質は、強制発現細胞を用いて報告され



 

 

た TRPM7 の性質と一致した。そこで、以下、
この電流を TRPM7 様電流とよぶ。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図３ 

 
(4)TRPM7様外向き整流性陽イオン電流のMg2+

感受性 
TRPM7 の特徴として Mg2+による抑制（Mg2+

ブロック）を受けることが知られている。そ
こで破骨細胞から誘導した TRPM7 様電流の
Mg2+感受性について調べた（図４）。先ず、電
極内液中の Mg2+を除いた状態で、細胞外液中
の Mg2+濃度を増加させると、濃度依存性に外
向き電流（図４A(a)）と内向き電流が抑制さ
れた（図４A(b)）。外向き電流（膜電位+90 mV
にて測定）と内向き電流（膜電位+90 mV にて
測定）の IC50はそれぞれ 0.05 mM（図４B(a)）
と 0.07 mM（図４B(b)）であり、両者の Mg2+

感受性はほぼ一致した。なお、内向き電流に
は背景電流（細胞外液中の Na+を細胞膜不透
過性の NMDG+に置換した後に残った電流）が
含まれているため、内向き電流の大きさはこ
の背景電流を差し引いて正味の大きさで示
した。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図４ 
 
続いて TRPM7 様電流に対する細胞内 Mg2+の

影響を調べた。その結果、電極内液に Mg2+を
添加（0.001～1 mM）して、細胞内へ投与す
ると、外向き電流と内向き電流は共に濃度依
存的に抑制された。 
体液に含まれるMg2+濃度は、細胞外液で0.5

～1 mM、細胞内液で数 mM であるため、破骨

細胞から誘導される TRPM7 様電流は、生理的
Mg2+濃度の環境下で活性化される可能性は低
いと推察できる。しかし、骨吸収を行う破骨
細胞は、酸を分泌して骨ミネラルを溶解する
ため、自ら酸性環境に暴露されることになり、
酸性領域での TRPM7 様電流の性質を調べる必
要がある。 
 
(5)酸性環境下での TRPM7 様電流の Mg2+感受
性 
図５A は酸性環境下での TRPM7 様電流に対

する細胞外 Mg2+の作用を示す。細胞内へ Mg2+

は投与していない。pHo5.4 の酸性細胞外液環
境下においても、pHo7.4 と同様な外向き電流
に対する Mg2+の抑制作用が認められた(図４
参照)。一方、内向き電流は外液の Mg2+濃度を
1 mM まで上昇させても抑制されなかった。ま
た、酸性細胞外液環境下（pHo5.4 以下）では、
細胞内への Mg2+投与（電極内 Mg2+濃度 1 mM）
によって、外向き電流は抑制されるのに対し
て、内向き電流は抑制されなかった（図５B）。 
生理的 pH と酸性環境下における内向き電

流の Mg2+感受性を図６にまとめた。生理的 pH
（pHo7.4）では、内向き電流は、細胞内およ
び細胞外液に存在する生理的濃度の Mg2+によ
って抑制されているが、酸性環境（pHo5.4）
では、Mg2+による抑制を受け難くなることが
分った。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図５ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図６ 
 
 



 

 

(6)TRPM7 ノックアウト破骨細胞（TRPM7 KO 
Oc）から誘導した陽イオン電流の Mg2+感受性 
 Mg2+非存在下で TRPM7 KO Oc から誘導した
陽イオン電流は、対照の TRPM7 を発現する破
骨細胞（TRPM7 Oc）と異なり外向き整流性を
示さなかった（図７A,B）。また、TRPM7 KO Oc
から誘導した陽イオン電流は、内向き成分と
外向成分ともに細胞外液に加えた Mg2+による
抑制を受けなかった（図７C）。従って、TRPM7 
Oc から誘導した外向き整流性電流は、TRPM7
のイオン輸送活性を反映することが明白に
なった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図７ 
 
(7) 破骨細胞における TRPM7 の欠損がアポト
ーシスに及ぼす効果 
 破骨細胞特異的 TRPM7 ノックアウトマウス
の骨髄細胞より TRPM7 KO Oc を分化誘導した
場合と正常マウスの骨髄から TRPM7 Oc を誘
導した場合の破骨細胞（TRAP 陽性多核細胞）
の形成を比較した（図 8A）。ノックアウトマ
ウスと正常マウス共に、破骨細胞数は RANKL
刺激後 4 日でピークに達し、その後、減少し
た。両マウス間で形成された破骨細胞数に有
意差は認められなかった。 
 破骨細胞数がピークに達した RANKL刺激後
4 日目にアポトーシス誘導刺激を加え、12 時
間後、アポトーシスを起こした細胞を計測し
た。アポトーシス誘導刺激には酸化ストレス
（H2O2）、staurosporine およびゾレドロン酸
を用いた。TRAP 陽性多核細胞の内、核のクロ
マチン凝集を認めた細胞をアポトーシス細
胞とみなし、その細胞数を割合で示した（図
8B）。H2O2、staurosporine、ゾレドロン酸を
投与した群では、投与しない control 群に比
べてアポトーシス細胞の割合は増加傾向を
示した。特に staurosporine は顕著にアポト
ーシスを誘導した。しかし、アポトーシス細
胞の割合は、TRPM7 を発現していない TRPM7 
KO Oc と TRPM7 を発現する TRPM7 Oc との間で
有意な差は認められなかった。同様の結果は
Annexin V を用いたアポトーシス細胞の検出
によっても得られた。 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図８ 
 
(8) 考察 
破骨細胞から誘導した外向き整流性陽イ

オン電流は、その性質および TRPM7 KO Oc と
の比較から、TRPM7 の陽イオン輸送活性を反
映していることが明らかになった。この輸送
は、生理的 pH（pH7.4）環境では、細胞内外
の Mg2+による抑制（Mg2+ブロック）を受けて不
活性化されているが、酸性環境（＜pH5.4）
では、Mg2+ブロックが解除され、細胞内への
陽イオン輸送が活性化されることが明らか
になった。この性質は、骨吸収状態の破骨細
胞が形成する酸性環境での陽イオン輸送に
適した性質と考えられる（図９参照）。 
TRPM7 が破骨細胞のアポトーシスに関与す

る可能性については、TRPM7 の発現の有無が
アポトーシスに影響するという明確な証拠
は認められなかった。TRPM7 は Ca2+透過性を
示す陽イオンチャネルであるが、Mg2+に対し
て高い透過性を示すことが知られている。骨
は Ca2+ともに多量の Mg2+を含んでいる。酸性
環境で活性化される TRPM7 は骨吸収とともに
骨から溶出する Ca2+や Mg2+の細胞内輸送とこ
れに起因した骨吸収機能の制御に関与して
いると考えられる。 
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