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研究成果の概要（和文）： 
イオンチャネルの一つであり、ペースメーカーチャネルと呼ばれるHCN（Hyperpolarization 

activated cyclic nucleotide modulated channel）に着目して研究をすすめてきた。そのサブタ
イプの一つである、破骨細胞の酸放出部位である波状縁に局在しているHCN1の機能をHCN1
遺伝子欠損マウスにて検討した。また、骨芽細胞におけるHCN3の役割の解析をすすめた。 
1、骨形態計測法にて、HCN1 欠損マウスを野生型マウスの海綿骨骨量、骨構造、骨形成・骨
吸収を評価した。HCN1欠損マウスでは、野生型のマウスに比べて、海綿骨骨量が減少し、骨
構造がもろくなっていた。また、骨形成指標と骨吸収指標が増加しており、高代謝回転型の骨

量減少が生じていた。 
2、パッチクランプ法を用いて、HCN により発生する電流(Ih)を成熟破骨細胞にて記録・解析
した。HCN1欠損マウス由来の破骨細胞においても、Ihが同定された。 
3、骨芽細胞においては、HCN3の骨芽細胞機能への関与が認められた。HCN3を過剰発現さ
せたところ、骨芽細胞の増殖が促され、骨芽細胞分化の指標である ALPの増大が認められた。 
4、 破骨細胞の HCN4遺伝子をノックダウンすると、破骨細胞の Ihが大幅に減少した。この
ことから、破骨細胞における Ihは、HCN1と HCN4由来のものと考えられる 
以上の結果から、HCN1 は、骨代謝回転を調節するとともに、破骨細胞の膜電位調節での役
割が示唆された。さらに、HCN3と骨芽細胞機能の関係から、HCN3の骨形成における関与が
考えられる 
 
研究成果の概要（英文）： 
Our study focused on one of ion channels, pacemaker channel (HCN) in bone. HCN1 

is localized around ruffled border area where osteoclast secretes acid. To elucidate the 
role of HCNs, HCN1 deficient mice were hired. The role of HCN3 in osteoblasts was 
investigated. 
1: In HCN1-deficient mice, trabecular bone mass and the structural parameter of 
Trabecular Number were significantly lower, whereas Trabecular Separation was 
significantly higher, in HCN1-KO than in wild type (WT). Histomorphometiric indices 
of bone formation (MAR and BFR/BS) and resorption (Oc.S/BS and Oc.N/BS) were 
increased. 
2: Patch clamp recordings showed that HCN1-deficiency decreased the activation rate 
of the hyperpolarization-activated current although the amplitude was same as WT, 
probably because other HCN subtypes remained intact. 
3: Overexpression of HCN3 by transfecting the gene enhanced proliferation of 
WT-osteoblasts as measured by total cell number. 
4: Osteoclastic Ih was significantly reduced by knockdown of HCN4, suggesteing that 
osteoclastic Ih could be generated from HCN1 and HCN4. 
 The high bone turnover in HCN1-KO was likely to be based on cellular dysfunctions. 
HCN1 could modulate acid secretion and differentiation in osteoclasts. In addition, 
lack of HCN1 upregulated expression of HCN3 in osteoblasts. HCN3 may contribute to 
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osteoblastic bone formation. 
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１．研究開始当初の背景 
老化や閉経に伴う骨粗鬆症患者数は 1000
万人といわれ、高齢化社会をむかえて、そ
の患者数は増加し続けている。この治療・
予防に運動のような力学的負荷は有効であ
ると報告されている。しかしながら、力学
的負荷の強い運動（レジスタンス運動）に
よる骨代謝・骨形態変動についてのメカニ
ズムは明確にされていない。これは、動物
に運動負荷することの難しさによると考え
られる。このメカニズムを検討するために、
ラットが非侵襲的にレジスタンス運動をお
こなうクライミング運動とヒトと同様に直
立運動をおこなうスクワット運動を開発す
ることで本研究の着手を可能とし、力学的
負荷の骨に与える影響から検討を開始した。 
これに関して、神経伝達物質およびそれに
関連するイオンチャネルが関与しているこ
とを明らかにしてきた。 
２．研究の目的 
われわれは、神経伝達物質受容体の一種
AMPA 型サブユニット(GluR2)と小胞性グ
ルタミン酸トランスポーター(DNPI)が骨
組織中に存在し、それは異なる細胞（骨芽
細胞と破骨細胞）に異局在していることを
確認した。さらに、近年クローニングされ
た電位依存性イオンチャネルの一種でペー
スメーカーチャネルと呼ばれる HCN が破
骨細胞の波状縁に豊富に局在しており、骨
代謝機構にとって重要な役割を担っている
ことを明らかにした。これらのことから、
細胞－細胞間の接触を介して骨の細胞間で
脳神経と類似した神経伝達物質・イオンチ
ャネルによる電位変化を伴う情報伝達がお
こなわれていると考えられるが、この伝達
機構はほとんど明らかになっていない。そ
こで、経験に基づいた工学、脳科学および
骨生物学を融合した方法を用いながら、脳

内神経伝達物質・イオンチャネルを介した
力学的刺激による骨代謝機構の解明を目指
す。 
３．研究の方法 
1：細胞間情報間伝達では、伝達物質の放
出部位とその受容体の局在位置は重要な要
素である。また、それに伴う電位変化によ
り開口するイオンチャネルの膜上の配置も
深く関わっている。光学顕微鏡レベルでの
確認後、免疫電顕法にて細胞膜上の局在と
関連分子と共存関係を確認する。 
2：細胞間情報伝達の直接的証拠を得るた
めに、電気生理・パッチクランプ法を用い
る。受容細胞から電流記録をおこない、情
報伝達時におけるイオンチャネル・受容体
の骨芽細胞・破骨細胞における機能を検討
する。 
 
４．研究成果 
イオンチャネルの一つであり、ペースメ
ーカーチャネルと呼ばれるHCN（
Hyperpolarization activated cyclic 
nucleotide modulated channel）に着目
して研究をすすめてきた。初年度では、
そのサブタイプの一つである、破骨細胞
の酸放出部位である波状縁に局在してい
るHCN1の機能をHCN1遺伝子欠損マウ
スにて検討した。また、骨芽細胞におけ
るHCN3の役割の解析をすすめた。具体
的には次の通りである。 
1、骨形態計測法にて、HCN1欠損マウス
を野生型マウスの海綿骨骨量、骨構造、
骨形成・骨吸収を評価した。HCN1欠損
マウスでは、野生型のマウスに比べて、
海綿骨骨量が減少し、骨構造がもろくな
っていた。また、骨形成指標と骨吸収指
標が増加しており、高代謝回転型の骨量
減少が生じていた。 



2、パッチクランプ法を用いて、HCNに
より発生する電流(Ih)を成熟破骨細胞に
て記録・解析した。HCN1欠損マウス由
来の破骨細胞においても、Ihが同定され
た。 
3、骨芽細胞においては、HCN3の骨芽細
胞機能への関与が認められた。HCN3を
過剰発現させたところ、骨芽細胞の増殖
が促され、骨芽細胞分化の指標である
ALPの増大が認められた。 
 以上の結果から、HCN1は、骨代謝回
転を調節するとともに、破骨細胞の膜電
位調節での役割が示唆された。さらに、
HCN3 と骨芽細胞機能の関係から、
HCN3の骨形成における関与が考えられ
る。 
次年度では、HCN サブタイプの一つである、
破骨細胞の酸放出部位である波状縁に局在
している HCN1 と HCN4 の機能を検討した。具
体的には次の通りである。 
1、パッチクランプ法を用いて、HCN により発
生する電流(Ih)を成熟破骨細胞にて記録・解
析した。HCN1 欠損マウス由来の破骨細胞にお
いても、Ih が同定された。これは、HCN の別
のサブタイプ由来のものと考えられ、このサ
ブタイプの同定を試みた。 
2、破骨細胞における別のサブタイプの発現
様式を確認したところ、HCN4 の発現が認めら
れた。 
3、破骨細胞の HCN4 に着目して、研究を進め
た。siRNA により、HCN4 遺伝子をノックダウ
ンすると、破骨細胞のIhが大幅に減少した。
このことから、破骨細胞における Ih は HCN1
と HCN4 由来のものと考えられる。 
 以上の結果から、HCN1 と HCN4 について破
骨細胞の膜電位調節での役割が示唆された。
今後、さらに HCN の破骨細胞機能・酸放出と
の関係を検討する。 
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