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研究成果の概要（和文）：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刺激は有効であると報告されている。本研究
では、力学的刺激・神経系・細胞膜電位変動の関係について検討するために、光作動性膜電位操作分子を骨芽細
胞・破骨細胞に組み入れるとともに、細胞膜電位を指標とした分子スクリーニングにより、数種類の標的分子を
同定した。また、生体内での影響を検討するために、Invivo transfectionもしくは細胞移植をおこない、神経
系による骨力学的刺激伝達機構に神経伝達物質受容体と細胞膜電位変動の関与を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Age-related bone diseases such as osteoporosis are serious problem in an 
aged society. Mechanical stress and resistance exercise is useful for preventing bone loss. To 
investigate the relationships between mechanical stress, nervous system and the changes in membrane 
potential, we overexpressed light-sensitive ion channel and pump in osteoblasts and osteoclasts and 
identified the targeting molecules via molecular screening based on membrane potential. In invivo 
experiments, invivo transfection for light-sensitive molecules and cell transplantation were used 
for investigating bone remodeling. In summary, our results indicate that changes in membrane 
potential and the receptor for neuronal transmitter affect bone mehanosignaling.

研究分野： 骨生物学
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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刺激は有効であると報
告されている。しかしながら、力学的刺激の
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
ることの難しさが一因と考えられる。私は、
このメカニズムを検討するために、ラットが
ヒトと同様に直立運動をおこなうスクワッ
ト運動と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を開発した。また、
神経伝達物質受容体とイオンチャネルの骨
代謝機構における役割を明らかにして、細胞
膜電位変動と骨代謝の関係を検討してきた。 
 
２．研究の目的 
本研究では、現在までの結果に基づいた神経
伝達物質受容体・イオンチャネルを介した細
胞膜電位変化を伴う力学的刺激による骨代
謝機構の解明を目指す。力学的刺激伝達機構
における神経系と細胞膜電位変動の役割を
検討する。 
 
３．研究の方法 
骨芽細胞・破骨細胞に膜電位操作分子を組み
入れて、その機能検討をおこなった。骨芽細
胞・破骨細胞機能の確認は、細胞内イオンイ
メージング、パッチクランプ法を用いて検討
した。力学的刺激は、水流負荷もしくは伸展
負荷を用いた。細胞分化の検討は、分化培地
を用いて標準的方法によりおこなった。細胞
膜電位操作および対象分子同定のために、
FLIPR 法により、分子スクリーニングをおこ
ない、同定した分子機能と光照射による膜電
位操作との関係をあわせて検討した。また、
標的分子を導入したマウスもしくは遺伝子
欠損マウスに力学的負荷をおこない、その影
響を検討した。骨の質は、高精細マイクロ
CT および骨形態計測法・強度試験にて、そ
の構造・強度を測定して評価した。 
 
４．研究成果 
 FLIPR スクリーニングによる力学的刺激
に応答する細胞膜上分子の探索および現在
までに同定している分子の解析をおこなっ
た。FLIPR スクリーニングでは、膜電位の変
動を指標として分子の同定をおこなってい
るが、新たな標的分子 Piezo, HCN, VSCC を
同定して、検証をおこなった。同定した分子
の細胞膜電位との関係を検討するために、骨
関連細胞に光誘導膜電位操作分子 (ChRWR, 
Arch)を導入して、細胞膜電位の役割を検討
するとともに、力学的刺激に応答して変動す
る膜電位の役割をあわせて検討した。力学的
刺激は、伸展刺激を用いた。CRIPSR/CAS9
による遺伝子欠損もしくは siRNA による遺
伝子ノックダウンをおこない、同定した分子

の細胞膜電位および力学的刺激伝達機構に
おける調節機能を認めた。非興奮性細胞にお
ける細胞膜電位変動の重要性も本結果から
明らかとなった。 
 
 次に、同定した標的分子の一つ Piezo1 の
力学的刺激伝達機構・骨代謝における役割を
検討した。CRISPR/CAS9 により Piezo1 の
遺 伝 子 欠 損 さ せ た 骨 芽 / 骨 細 胞 株
(MC3T3/MLOY4)を用いて、力学的刺激（伸
展刺激）を与えたところ、力学刺激反応指標
がコントロール細胞株に比べて大きく減少
した。この原因を検討するために、細胞外カ
ルシウムを除去した後、力学的刺激をおこな
ったところ、コントロール細胞株では力学刺
激反応指標が大きく減少したが、Piezo1 欠損
細胞株では、変化が認められなかった。また、
力学的刺激の細胞膜電位変動を記録したと
ころ、Piezo1 遺伝子欠損では、コントロール
と比較して変動幅が大きく減少した。これら
の結果から、細胞膜電位と Piezo1 の力学的
刺激伝達機構への関与が示唆されたととも
に、細胞外カルシウムの重要性が認められた。 
 
 生体内における力学的刺激・神経系・細胞
膜電位変動の関係について検討するために、
生体力学負荷 (Invivo loading) を用いた。
HCN1 欠損マウスの脛骨に生体力学負荷をお
こない骨量・骨形成を評価した。2 週間の力
学負荷により、海綿骨骨量・骨形成速度とも
に増加したが、遺伝子欠損マウスではその増
加量が低くなっていた。神経系の影響につい
て、Invivo transfection にて、脛骨近位部周
辺の神経伝達物質受容体を遺伝子ノックダ
ウンした後、生体力学的負荷をおこなった。
その結果、遺伝子ノックダウンにより、力学
的負荷により生じる骨形成速度増加が減少
した。また、細胞膜電位変動との関係を検討
するために、光誘導膜電位操作分子を導入し
た骨芽細胞を頭頂骨に移植して、頭頂骨に生
体力学負荷をおこなった。頭頂骨骨量は、光
照射により細胞膜電位変動+力学的負荷をお
こなったマウスにて、大きく増加していた。
神経遮断毒素による力学的刺激の骨力学刺
激反応低下を踏まえると、これらの結果は、
神経系による骨力学的刺激伝達機構に神経
伝達物質受容体の関与を示す。 
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