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研究成果の概要（和文）：破骨細胞に発現するCa2+活性化K+チャネル（Kca）の骨吸収における役割を検討した。成熟
破骨細胞は複数のKCaを発現し、中でもKCa3.1の発現が高かった。Kca3.1のチャネル機能を抑制するとアクチンリング
が消失し、骨吸収活性が抑制された。また、成熟破骨細胞にはTRPM7を含む複数の非選択的陽イオンチャネルが発現し
、これらのチャネル機能を阻害しても骨吸収活性が抑制された。以上の結果より、成熟破骨細胞に発現するKca3.1は非
選択的陽イオンチャネルを介したCa2+流入のレギュレーターとして細胞内Ca2+濃度を調節し、骨吸収に必須のアクチン
リングの形成維持に関与することが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：We investigated the functional role of Ca2+-activated K+ channels (Kca) in 
osteoclastic bone resorption. Mature osteoclasts derived from mouse bone marrow cells abundantly 
expressed Kca 3.1. Pharmacological inhibition of Kca 3.1 led to rapid disappearance of ring-like actin 
conformation (actin-ring) and reduced bone resorption activity. Other Kca blockers had no effect on both 
the actin-ring conformation and the bone resorption activity. Mature osteoclasts also expressed 
non-selective cation channels including TRPM7. Inhibition of these cation channels also reduced the bone 
resorption activity. These results suggest that Kca 3.1 expressed in mature osteoclasts serves as a 
regulator of Ca2+ influx through the non-selective cation channels, which contribute to the formation of 
actin-ring, an essential process for the bone resorption.

研究分野：口腔生理学
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１．研究開始当初の背景 
高齢化が進む中、健康寿命の延伸を図るこ
とは、生活の質の向上とともに医療や介護費
用の削減につながる重要課題である。健全な
骨格を形成し維持することは、ロコモティブ
シンドローム（運動器症候群）を予防し、健
康寿命延伸の根幹となる。そのためにも、骨
粗鬆症や関節リウマチなどの骨破壊性疾患
の原因解明及び新たな治療法の開発は社会
的急務である。骨破壊性疾患の多くは、破骨
細胞による骨吸収が亢進した病態である。従
って、その原因解明と治療法の開発には、破
骨細胞の骨吸収調節機構を統括的に理解す
ることが重要である。 
私たちは、以前より破骨細胞に発現する
様々なイオン輸送体の機能を明らかにして
きた。その一連の研究で、破骨細胞には細胞
内 Ca2+濃度の上昇によって活性化される
Ca2+活性化 K+チャネルが存在することが分
かっていたが、未だその機能は十分に理解さ
れていない。破骨細胞の Ca2+活性化 K+チャ
ネルの機能を解明することは、新規の骨吸収
調節機序及び薬剤の開発基盤となる標的分
子の特定につながる有益な情報を提供でき
る可能性が高い。そこで、本研究では破骨細
胞の Ca2+活性化 K+チャネルの機能解析を行
うこととした。 

 
２．研究の目的 
破骨細胞の分化誘導から骨吸収機能調節
において、細胞内 Ca2+濃度([Ca2+]i)上昇は、
細胞内情報伝達系活性化のトリガーとして
重要な事象である。多くの非興奮性細胞には、
刺激応答の初期に発生する[Ca2+]i 上昇をポ
ジティブフィードバック(正帰還)的に増幅す
る機構が普遍的に存在し、その中心的役割を
担う分子機序として Ca2+活性化 K+チャネル
(Kca チャネル)と非選択的陽イオンチャネル
(TRPチャネル)の機能連関が注目されている。
破骨細胞にも Kcaチャネルと TRPチャネル
が発現しているため、両者の機能連関及び骨
吸収機能との関係を明らかにする意義は大
きいと考えられる。 
本研究では、破骨細胞の骨吸収調節におけ
る Kca チャネルの役割を明確にする目的で、
Kca チャネルと TRP チャネルによる正帰還
[Ca2+]i濃度調節機構の存在を検証し、その機
能的役割と分子機序を調べた。 

 
３．研究の方法 
マウス成熟破骨細胞に発現する Ca2+活性
化 K+チャネル(Kcaチャネル)と TRPチャネ
ルの分子種を明らかにし、Kca チャネルと
TRP チャネルとの機能連関が正帰還[Ca2+]i

制御機構を発動するという仮説を[Ca2+]i 動
態とPatch clamp法によるイオン輸送動態を
解析して立証する。また、Kcaチャネルの機
能阻害による正帰還[Ca2+]i 制御への影響及
び破骨細胞の骨吸収活性に及ぼす影響を検
討する。さらに、正帰還[Ca2+]i制御機構を動

員する骨吸収調節因子を検索する。 
本研究に用いた主な実験法 

(1) 破骨細胞の誘導 
マウスの骨髄細胞をM-CSF (20 ng/ml)存在
下で培養して骨髄マクロファージを誘導し、
RANKL (80 ng/ml)刺激により破骨細胞を誘
導した。また、マウス骨髄細胞と骨芽細胞を
コラーゲンゲルに播種し、PGE2 と活性型ビ
タミン D3 存在下で共培養して破骨細胞を誘
導した。多核（3 核以上）で酒石酸耐性酸性
フォスファターゼ(TRAP)活性を有し、リン酸
カルシウムをコートしたプレート上に吸収
窩を形成する細胞を成熟破骨細胞として実
験に用いた。 
(2) 破骨細胞に発現する Ca2+活性化 K+チャ
ネル(Kcaチャネル)の同定 

Kcaチャネルおよび非選択的陽イオンチャ
ネル(TRP チャネル)の発現を Western blot
法により検出し、分子種を検討した。 
(3) 電気生理学的手法を用いたKcaチャネル
と TRPチャネルのチャネル機能の解析 
 破骨細胞へ Whole-cell patch-clamp 法を
適用し、Kca チャネル及び TRP チャネルを
介して流れるイオン電流を分離して誘導し、
各々のイオンチャネル活性を評価した。K+

電流の誘導には、生理的環境に近い正常電極
内液 (in mM): 100 K aspartate, 40 KCl, 1 
MgCl2, 2 ATP-2Na, 0.1 EGTA, 10 HEPES, 
Tris (pH7.4)及び正常細胞外液：140 NaCl, 6 
KCl, 2.5 CaCl2, 0.5 MgCl2, 10 glucose, 10 
HEPES, Tris (pH7.4)を用いた。TRPチャネ
ルを介する陽イオン電流の誘導には、K+チャ
ネルおよび Cl-チャネルを抑制するため、電
極内液(in mM)：140 Cs methanesulfonate, 8 
NaCl、3 MgCl2, 10 EGTA, 10 HEPES, Tris 
(pH7.4)及び細胞外液：140 NaCl, 6 CsCl, 2.5 
CaCl2, 0.5 MgCl2, 10 glucose, 10 HEPES, 
Tris (pH7.4)を用いた。一部の実験ではMg2+

を除去した電極内液及び細胞外液を用いた。 
(4) 破骨細胞に発現する Kca チャネル及び
TRPチャネルの機能抑制 
Kca チャネル及び TRP チャネルの機能抑制
には選択的チャネル阻害剤を用いた。阻害剤
投与によるチャネル電流、骨吸収活性に及ぼ
す効果を検討した。また、破骨細胞分化に及
ぼす影響についても検討した。さらに、Kca
チャネルの欠損による機能変化を検討する
ために、shRNAによる発現抑制を試みた。 
(5) 骨吸収活性の評価 
破骨細胞の骨吸収活性は酒石酸耐性酸性フ
ォスファターゼ(TRAP)活性及びアクチンリ
ングの有無を指標にして評価した。アクチン
リングは蛍光標識ファロイジン（ローダミン
ファロイジン）でアクチン染色を行い可視化
した。また、破骨細胞をリン酸カルシウムコ
ートしたプレート上で培養し、破骨細胞が分
泌する酸によって形成された吸収窩（リン酸
カルシウムが溶けた痕）の面積を計測して骨
吸収活性を評価した。 
 



４．研究成果 
(1) 破骨細胞に発現するKcaチャネルの分子
種検索 
マウス骨髄細胞を M-CSF により骨髄マクロ
ファージを誘導し、さらに RANKLにて破骨
細胞へと分化させた。この分化過程における
K+チャネルの発現を調べた。Kcaチャネルは
大 き く 3 種 類 、 large-conductance 
Ca2+-activated K+ channel (BK 型 ) 、 
intermediate-conductance Ca2+-activated 
K+ channel (IK 型 )、 small-conductance 
Ca2+-activated K+ channel (SK型)に分類さ
れる。これまでの報告によると、破骨細胞に
は BK型(Sausbier et al., PLoS One. 2011)
と IK型(Kca3.1 (KCNN4) )(Kang et al., Cell 
Rep. 2014)が発現していることが示されてい
る。また、電位依存性 K+チャネル(Kv1.3) 
(Komarova et al., Curr Pharm Des. 2001)の
発現も報告されている。そこで、骨髄細胞、
骨髄マクロファージ、成熟破骨細胞における
これらのチャネルの発現を調べた（図 1）。そ
の結果、Kca3.1（KCNN4）は骨髄細胞には
ほとんど認められなかったが、骨髄マクロフ
ァージおよび破骨細胞に発現していること
が分かった。特に破骨細胞に高発現していた。
また、破骨細胞への分化とともに Kv1.3の発
現が高まった。なお、他の Kv型や BK型は
ほとんど検出できなかった。 
 
 
 
 
 
 

図 1 
 

(2) 破骨細胞に発現するKcaチャネルの電気
生理学的性質 
 BK 型、IK 型、SK 型 Kca チャネルはそれ
ぞれ異なった組織分布、薬理学特性を示し、
様々な細胞機能に関与しているが、いずれも
[Ca2+]i 上昇を感受して活性化されるという
共通の性質を有している。そこで、破骨細胞
から[Ca2+]i 上昇に伴って活性化する K+電流
を記録した（図 2）。 

図 2 
 
先ず、正常電極内液及び細胞外液で
whole-cell 電流を誘導すると、過分極により
活性化される内向き整流性 K+電流（IKin）が
記録された（control）。続いて、細胞外液に
カルシウムイオノフォアである A23187を添

加して[Ca2+]iを上昇させると、外向き電流が
活性化された。この電流は膜電位を陽極側に
保持すると不活性化され、その反転電位
(reversal potential = -72 mV)は理論上の K+

の平衡電位(EK = -80 mV)に近似した。また、 
[Ca2+]i上昇により活性化された電流は、その
大部分が Kca チャネル阻害剤である
tetraethylammonium chloride（TEA）によ
って抑制された。しかしながら、カルシウム
イオノフォア A23187 を添加しなくとも-70 
mV 付近に反転電位もつ電流が自発的かつ間
欠的に活性化されることが分かった（図 3 A a 
b）。その外向き電流成分は膜電位を陽性(0～
+90 mV)に保持しても不活性化されず、この
性質は A23187で誘発された電流と異なった。
A23187は[Ca2+]iを数 μMにまで上昇させる
ため、分子種の異なる複数の Kcaチャネルが
活性化された可能性が考えられる。 

 
 
 
 
 
 
 

図 3 
 
そこで正常イオン環境下（正常電極内液及
び正常細胞外液）で誘導される電流 Icontrolに
IKcaが含まれる可能性を検討した（図 3B）。
Icontrolは TEA により部分的に抑制されたが、
Kca3.1 の選択的阻害剤である ICA-17043 
(Senicapoc)を追加投与すると、外向き K+電
流がさらに抑制され、Icontrolには IKcaが含ま
れていることが明らかになった（図 3B）。 

IKca はすべての破骨細胞で常に観察される
わけではなく、内向き電流の活性化に続いて
数十秒から数分間に渡り観察される例が多
かった（図 4A）。また、膜を過分極させて内
向き電流を誘発させると、外向き電流が活性
化され（図 4B）、Kca3.1 の選択的阻害剤
(Senicapoc)により抑制された。 
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図 4 
 
骨吸収を抑制するカルシトニンやビスフ
ォスフォネートは成熟破骨細胞の Kca チャ
ネル活性に影響しなかった。一方、RANKL



を成熟破骨細胞に投与すると、IKCaが一過性
に活性化したが、その活性化に対する
Senicapoc や他の K+チャネル阻害剤の効果
は検討できなかった。RANKL誘導性に活性
化される IKCaが Kca3.1の活性化によるもの
かどうかは今後の検討課題である。 

 
(3) 破骨細胞形成に対する K+チャネル阻害
剤の効果 
RANKL刺激による破骨細胞誘導系を用いて、
破骨細胞形成に及ぼす種々の K+チャネル阻
害剤の効果を検討した（図 5）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 5 
 
Kca 3.1 を含む IK 型チャネルを阻害する
Senicapoc（100 nM～1 M）は、濃度依存的
に全 TRAP 陽性細胞数、多核 TRAP 陽性細
胞数およびアクチンリングを有する多核細
胞数を減少させた。一方、全 TRAP陽性細胞
に占める単核の TRAP 陽性細胞の数は増加
した。この結果は、Kca 3.1の発現抑制によ
り、単球／マクロファージの細胞融合が抑制
されて多核の破骨細胞が形成されないとい
う報告(Kang et al., Cell Rep. 2014)と一致し
た。Kca1.1, 1.2および Kv1.3の阻害剤であ
るCharybdotoxinはnMオーダーでチャネル
阻害作用を示すが、全 TRAP陽性細胞数、ア
クチンリングを有する多核細胞数に影響し
なかった。また、Kv1.3の阻害剤で Kcaに作
用しないMargatoxinも破骨細胞形成に影響
がなかった。 Kca1.1 の阻害剤である
Iberiotoxin もまた破骨細胞形成に影響しな
かった。 
  
(4) 成熟破骨細胞に対する K+チャネル阻害
剤の効果 
① アクチンリングに及ぼす効果 
コラーゲンゲル上で形成された成熟破骨細
胞をコラゲナーゼ処理により剥離して回収
し、プラスチックディッシュに再度播種した。
細胞が接着した後、アクチンリングに対する
Senicapoc、Charybdotoxin、Margatoxinの
作用を検討した（図 6）。 
播種した多核の TRAP 陽性破骨細胞のうち、
約 75％の細胞が接着後、アクチンリングを形
成したが、Senicapoc を投与により濃度依存

的にアクチンリングの形成が抑制された。し
かし、Charybdotoxin、Margatoxin はアク
チンリングの形成に影響しなかった。 
TRP チャネル阻害剤であるルテニウムレッ
ドおよび TRP チャネルの活性を促進または
抑制する 2-APB は、チャネル阻害作用を示
す濃度（μM オーダー）及び作用時間（投与
後 30 分以内）において、成熟破骨細胞のア
クチンリング形成をわずかに抑制した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 6 

 
② 骨吸収活性に及ぼす効果 
コラーゲンゲル上で形成された成熟破骨細
胞を回収してリン酸カルシウムをコートし
たプレートに再度播種して 24～36 時間培養
した。その後、細胞を除去し吸収窩の面積を
計測した（図 7）。Senicapocは濃度依存的に
吸収窩面積を減少させ、骨吸収活性を抑制し
た。一方、Charybdotoxin、Margatoxin は
骨吸収活性に影響しなかった。 

TRP チャネルを全般的に阻害するルテニ
ウムレッドは骨吸収を抑制した。また、TRPV
チャネルを活性化し、TRPM7 チャネルを抑
制する 2-APB も骨吸収を抑制した。なお、
shRNA による Kca 3.1 の発現抑制を試みた
が、成熟破骨細胞では効果的に発現を抑制で
きなかったため、Kca 3.1欠損による骨吸収
活性への影響は検討できなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 7 

  



(5) 総括 
破骨細胞は単核の前駆破骨細胞が融合し
て多核の破骨細胞が形成される。最近、この
多核化に Ca2+活性化 K+チャネル Kca 3.1が
必要であることが報告された(Kang et al., 
Cell Rep. 2014)。一方、我々は本研究におい
て Kca 3.1は前駆破骨細胞のみならず成熟破
骨細胞にも強く発現し、イオンチャネルとし
て機能することを証明した。また、成熟破骨
細胞に発現する Kca 3.1は骨吸収に関与する
ことを明らかにした。 
成熟破骨細胞に発現する Kca 3.1は、定常
的には活性化されていなかったが、細胞内
Ca2+濃度上昇に連動して間欠的に活性化さ
れると考えられた。また、細胞によっても
Kca 3.1の活性化の程度が異なることが分か
った。 
我々は破骨細胞には非選択的陽イオンチ
ャネルである TRPV2（Kjiya et al., 2010）や
TRPM7（Okamoto et al., 2013）が発現する
こと。TRPM7 は歯牙や骨を構成する非興奮
性細胞に発現し、細胞内 Ca2+シグナルの形成
に寄与していることを報告している。破骨細
胞に発現する Kca 3.1の活性化は細胞膜を過
分極させ、これらの非選択的陽イオンチャネ
ルを介した Ca2+流入の駆動力を形成すると
考えられた。本結果より Kca 3.1 と特に
TRPM7 との機能連関が示唆され、細胞内ス
トアからの Ca2+放出が細胞外からの Ca2+流
入を促進するというポジティブフィードバ
ック（正帰還）制御の分子実体を機能的に明
らかにすることができた。 

Kca 3.1の活性化に伴う細胞内 Ca2+濃度上
昇は、成熟破骨細胞に形成されたアクチンリ
ングの維持に必要であり、Kca 3.1を選択的
に阻害することによって骨吸収活性が効果
的に抑制されることが明らかになった。 
健康寿命の延伸を図る上で、骨粗鬆症、関
節リウマチ、癌の骨転移などの骨破壊性疾患
に対する有効な治療法の確立は急務である。
本研究成果は、成熟破骨細胞に発現する Kca 
3.1 が骨吸収制御における新たな分子として
創薬ターゲットになり得る可能性を示唆す
る。 
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