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研究成果の概要（和文）：ミクログリアでのHv1が細胞内膜で機能することでアクチン線維の調節を動的に行っ
ていることを明らかにした。下流候補分子も同定し、遺伝子導入実験やノックアウトマウスの解析によりHv1の
下流のシグナル経路を明らかにしつつある。寿命の短いターコイズキリフィッシュについてHv1ノックアウト動
物を作製したところ、寿命の延長が観察され、Hv1が局所pHシグナルを介して長期的な臓器のホメオスタシスに
関わる可能性が示唆された。また休眠時に細胞内pH酸性化すること、さらにこの酸性化が休眠を誘導することを
明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We found cultured microglia has activities of Hv1 on endosomes which were 
revealed by patch clamp analysis and pharmacological experiments.  These activities lead to 
regulation of actin polymerization through pH sensitive mediating proteins. We also found that 
killifish deficient of Hv1 gene has a longer lifespan, suggesting that local pH regulation by Hv1 
might be involved in homeostasis of tissues. In our study of diapause of killifish, we found that 
intracellular pH shifts to an acidic state, and this acidification induces the diapause process.

研究分野： 生理学

キーワード： イオンチャンネル　濃度勾配　遺伝子組換え魚類　糖鎖　pH　エンドソーム　ミクログリア　酸性化

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
pHは、細胞の恒常性や膜を介する電気化学勾配によるエネルギー産生を中心に研究されてきた。岡村らは貪食細
胞の活性酸素産生時のpH制御因子であるHv1がミクログリア細胞内小胞上に発現し局所の「pH場」を形成し、細
胞骨格の動態を調節することを見出した。また魚類の解析を通し発生や老化に伴うpH場の関与が示された。これ
らの成果は、pH場が発生や老化などの時系列現象の理解に繋がり、さらにこれらの変調による病態の解明や制御
の戦略確立につながると期待される。また領域内連携によって有孔虫やサンゴのHv1オルソログ分子を明らかに
し、今後生命環境丸ごとを盛り込んだpH場形成の仕組みと意義の解明へと進むと期待できる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
pH は生存に必須のパラメーターであり、その変化はストレスとなる。細胞内 pH は、従来細胞
機能の恒常性維持や膜を介する電気化学勾配によるエネルギー産生を中心に研究されてきた。
しかし近年 pH の動態がシグナルとして機能することが明らかになってきたが pH の動態による
シグナルの詳細な仕組みと意義は明らかではない。 
 
２．研究の目的 
本研究では、細胞質局所の「pH 場」がもたらす新たなシグナル機構を解明し、細胞質局所「pH
場」の実態を発現系細胞やモデル生物の in vivo 胚などにおいて詳細に明らかにする。また胚発
生や神経機能や老化などのマクロな生物現象での生理的意義を解明することで、従来のホメオ
スタシス調節因子としての細胞内 pH のコンセプトを超えたシグナル調節因子としての細胞内
「pH 場」の概念を確立する。老化に伴う生理機能の変化（糖代謝、高次神経機能）を理解する
とともに、研究分担者の荻沼らが発見した胚発生調節（発生休眠現象 diapause）での細胞質 pH
変化の仕組みと意義を解明する。また領域内の連携によって海洋環境の酸性化にともなう海産
動物の適応機構についてプロトン関連分子からの端緒を得シグナルの足場としての「pH 場」と
いう従来には無い観点から「pH 応答生物学の創成」に貢献する。 
 
３．研究の方法 
研究代表者の岡村らは、貪食細胞の活性酸素産生時の pH 制御因子であるプロトンチャネル Hv1
を解析する過程で、電位依存性プロトンチャネル Hv1/VSOP がミクログリアの細胞内小胞上に
豊富に発現し、細胞質局所の「pH 場」を形成することでアクチン細胞骨格の動態を調節する機
構を見出した。また研究分担者の荻沼らは、胚発生調節（発生休眠現象 diapause）での細胞質
pH 変化を見出した。初年度に相互間での連携体制の構築をおこない、当初計画された時点から
の発展内容も盛り込んで、研究体制のバージョンアップを行った。次年度からは計画に沿って２
つのチームで連携し、さらに他の海産動物の計画班から情報の提供を受け、解析をコヒーレント
に行った。 
 
[研究代表者 岡村] 
（１）MDCK などの発現系細胞に Hv1 を遺伝子導入により強制発現させ、Filament-actin が減少
するかどうかを蛍光抗体法やライブイメージングなどによって解析した。Hv1 について、電流が
出なくなるアミノ酸変異体分子を発現系細胞に強制発現させ上記の結果と比較した。さらに下
流の分子を同定するため BioID 法による網羅的探索を行った。（２）これまでに示された Hv1 ノ
ックアウトマウスにおいて鬱病様症状が緩和されるメカニズムを理解するためWTマウスとKO
マウスの加齢マウスからの脳サンプルについて transcriptome 解析を行い過去のデータベースと
比較した。（３）細胞内膜であるゴルジ装置での pH 調節に関わる可能性を検討するため Hv1 を
安定に発現する細胞株を構築した。（４）サンゴと有孔虫から cDNA 検索を行い、Hv1 のオルソ
ログ分子の探索を行い、配列合成した核酸を発現系細胞に導入し、電気生理学的および薬理学的
性質を解析した。（５）グリコシレーションされるウニ由来 Hv1 に着目し、ER や Golgi での Hv1
の機能や生合成過程を western blot 法により解析した。 
 
[研究分担者 荻沼] 
ターコイズキリフィッシュ胚の休眠時に観察される細胞内の pH 変動が示す意義を解明する為、
（１）共焦点顕微鏡などを用いて休眠胚の分子挙動を観察すべく、エネルギー代謝経路の代謝物
ATP（Queen2m）やオートファジー活性（LC3-GFP）などを可視化するキリフィッシュの構築
を行い、pH の関連を調べた。（２）休眠胚における細胞内 pH 制御機構を明らかにすべく、pH を
制御する Hv1 のオルソログについて、遺伝子発現パターンの検討やアミノ酸配列の相同性など
を検索し、ノックアウト動物の構築をおこなった。 
 
４．研究成果 
（１）ミクログリアでの細胞内膜 Hv1/VSOP の局所 pH シグナルの解析: 
これまで我々は、脳内の免疫細胞であるミクログリアにおいて、Hv1/VSOP を欠損することで
F-actin のシグナルに異常が生じることを明らかにしており、Hv1 が示す新規の役割としてこの
アクチン動態に着目し、その制御機構を明らかにすることを目的とした。 
① 初代培養ミクログリアを用いた内膜 Hv1 機能の同定： 
初代培養ミクログリアにおいて、Hv1 と F-actin の共染色を行い、両者の空間的関係を調べた結



果、Hv1 がエンドソームに存在する様子が観察され、F-actin と密に相互作用を行っている様子
が観察された。また、実際に F-actin の動態を薬理学的に操作することによっても、Hv1 のエン
ドソームの動きに影響をきたすことも観察された。 
実際に Hv1 がエンドソーム上で活性を有しているかを確認するため、野生型及び Hv1 欠損マウ
スより初代培養ミクログリアを調整し、電気生理学的手法によりエンドソーム上で Hv1 活性が
見られるかを検証した。その結果、 野生型由来の細胞のみに電位依存的な H+電流が観察され、
エンドソームにおける Hv1 の機能を実証することができた。 
Hv1 によるアクチン動態の制御には pH シグナルが重要であることは、細胞内の pH を人為的に
操作する nigercin 法を用いて示されたが、細胞膜とエンドソームのどちらの Hv1 由来のシグナ
ルがその制御に重要なのか定かではない。そこで、Hv1 の細胞外からその活性を抑制する亜鉛に
着目した。亜鉛を野生型・Hv1 欠損型マウスのミクログリアに投与することで、この影響に変化
が生じるかを調べた。その結果、亜鉛存在下でも Hv1 欠損による F-actin シグナルの異常は依然
として観察され、細胞膜の Hv1 がその制御に関わっている可能性は否定された。 
② MDCKII 細胞発現系を用いた下流分子の同定： 
Hv1 が具体的にどのような分子メカニズムによって、そのアクチン動態制御を行っているかを
調べるため、発現実験系として、ミクログリアと同様に微細なアクチン構造物を持つ MDCKII に
着目し、Hv1 を強制的に発現させる実験を試みた。その結果、ミクログリアと同様、Hv1 の強制
発現によって F-actin のシグナルに影響が及ぼされた。この現象は H+透過能を持たない Hv1 変
異体では観察されなかったため、Hv1 を介した H+透過が重要であると結論した。 
次に、Hv1 の下流の分子を同定する目的で、MDCKII 細胞に BioID 法を適用し、Hv1 含有エンド
ソームと相互作用する可能性のある複数の候補分子を得た。この中から重要な分子を選定した。
実際に MDCKII において、この候補分子をノックアウトすることで、Hv1 発現による F-actin シ
グナルへの影響が見られなくなったことから、本分子が Hv1 の重要な標的分子であることが示
された。 
③ Hv1 下流のシグナル分子のノックアウトマウスの解析： 
この分子のノックアウトマウスの解析に着手した。しかし、このノックアウトマウスは胎生致死
であるため、ミクログリアや免疫細胞特異的に Cre を発現するマウスと掛け合わせ、コンディ
ショナルノックアウトマウスを作製した。しかし、この条件でも当該マウスの生存率が極めて低
いことが判明した。現在はミクログリアでも発現導入が可能な AAV を入手し、これを用いたコ
ンディショナルなノックアウト方法に切り換えている段階である。本研究が完成することで、エ
ンドソームにおけるイオンチャネル活性とそれによる細胞骨格制御という従来想定されていな
かった新たな機構が明らかになると期待される。 
④Hv1 の欠損による加齢依存的な脳機能への影響： 
Hv1 の脳機能への影響を調べるため、Hv1 欠損マウスを用いた解析を行った。これまでの我々の
研究から Hv1 欠損マウスの脳における加齢に応じた酸化ストレス量の増大が明らかになってい
た。今回、この作用について脳の領域特異性が存在することが新たに分かった。またこの結果に
一致するように、ミクログリアの形態や脳内の遺伝子発現プロファイルのいずれにおいても加
齢依存性・脳領域特異性が見られた。また、行動レベルでも Hv1 欠損マウスでは加齢依存的に
不安様行動に変化が見られることが明らかとなり、生化学・形態学・遺伝学・行動学といった様々
な角度から Hv1 による加齢依存的な制御を実証することが出来た。 
 
（２）Hv1/VSOPによるゴルジ体内腔 pH制御の検証： 
Hv1/VSOP がゴルジ体に発現することから、ゴルジ体内腔および膜近傍局所の pH の制御を通
して糖鎖修飾に関わる可能性を検討するため、正常型 Hv1 とイオンチャネル不活性型
Hv1/VSOP をそれぞれ安定に発現する２種類の細胞株（マクロファージ系培養細胞 RAW264.7
および神経芽細胞 Neuro2A）を作製した。そして、45 種類のレクチンを固相化したレクチン
アレイで糖鎖修飾の違いを比較した（大阪大学大学院医学系研究科・三善博士、高松博士との
共同研究）。しかし、２種類の細胞株に共通した糖鎖修飾の違いは検出されなかった。 
 
（３）ウニ Hv1/VSOPのグリコシル化を契機としたダイマー化による ER停留時間の調節： 
Hv1/VSOP は、イオン透過路を形成するために多量体を形成するイオンチャネルと異なり、ダ
イマーを形成する一方で、プロトンは１つ１つのモノマーを介して輸送される特徴を持つ。こ
れまでダイマー化が電位依存的なプロトン透過路のゲートの調節に必須であることは知られて
いたが、それ以外の生理機能については分かっていなかった。ウニ Hv1/VSOP は哺乳類を含む
他の生物種と異なり、グリコシル化に必須のコンセンサス配列を持つ。これまでの我々の研究
により、Coiled-coil 領域を含む C 末端の細胞質領域を削るとモノマーになることが知られてい
た（Sakata et al., BBA 2016）。今回、我々は、ウニ Hv1/VSOP が ER においてダイマー化さ
れるとグリコシル化され、モノマーではグリコシル化されないことを見出した。グリコシル化



のコンセンサス配列を持たないマウス Hv1/VSOP にウニのグリコシル化配列を移植するとグリ
コシル化される一方で、モノマーはグリコシル化されなかった。すなわち、グリコシル化配列
を移植されたマウス Hv1/VSOP はウニ Hv1/VSOP と同様の表現型を示すことが分かった。モ
ノマー型 Hv1/VSOP に ER 停留時間を延長させるアミノ酸配列(KKXX)を C 末端に付加した結
果、グリコシル化されることが分かった。すなわち、モノマーがグリコシル化されない理由と
して、ER の停留時間が短い可能性が強く示唆された。以上の結果は、Hv1/VSOP のダイマー
化は ER での停留時間を延ばし、グリコシル化を可能にするという、Hv1/VSOP のダイマー化
の新たな生理的機能、すなわち、生合成過程への関与を示唆する。この結果は、Hv1/VSOP と
同じく多量体を形成するが輸送はモノマー単位で行われる CLC クロライドチャネルやアクアポ
リン(水チャネル)の多量体化の生理的意義の理解にもつながると期待できる。 
 
（４）殻をもつ海産生物における Hv1/VSOPの解析―殻形成機構の理解から海洋酸性化問題
の解決を目指して： 
海洋酸性化はサンゴの白化現象に代表されるように殻をもつ生物の多様性を損なう地球規模の
問題として認識されている。海洋酸性化問題の諸問題に対処するためには、殻形成の分子基盤
を理解する必要がある。Hv1/VSOP は細胞内外の pH 制御を通じて、殻形成を制御する可能性
がある。そこで、本学術変革グループが対象とするサンゴと有孔虫に着目し、Hv1/VSOP のオ
ルソログを探索し、機能解析を行った。 
①サンゴ Hv1/VSOP： 
ヒト Hv1/VSOP アミノ酸配列を参照配列として、サンゴ Hv1/VSOP のオルソログの探索を行
った結果、哺乳類と異なり、サンゴには２つの Hv1/VSOP のオルソログの存在が推定された
（type1 と 2）。それぞれの全長配列を合成し、HEK293T 細胞に発現させてパッチクランプ法
による電流計測を行った結果、type1 はプロトンチャネル特有の電流を示す一方で、type2 を発
現する HEK293T 細胞からは電流を記録することができなかった。すなわち、type1 はプロト
ンチャネルとして機能することが分かった。Type2 の電流が機能しない理由として細胞膜ター
ゲットの不全の可能性を検討したが細胞膜にはターゲットしていた。次にどの分子内構造が機
能しない原因であるかを解明するため現在キメラ分子を作製し解析をおこなっている。 
②有孔虫 Hv1/VSOP： 
国立科学博物館久保田博士を通じ海洋研究開発機構の豊福博士・長井博士らの協力のもと、有
孔虫の cDNA ライブラリよりヒト Hv1/VSOP のオルソログの探索から Hv1/VSOP オルソログ
の塩基配列が得られた。cDNA を合成し HEK293T 細胞に発現させてホールセルパッチクラン
プ法により電流を記録した結果、Hv1/VSOP に特徴的な電流が観察され、有孔虫 Hv1/VSOP が
プロトンチャネルとして機能することが分かった。有孔虫の供与を受け、現在細胞内誘導法に
よる膜電位計測を試みている。 
 
（５）キリフィッシュの pHシグナルの解析（研究分担者 荻沼） 
①キリフィッシュにおける Hv1/VSOP の老化における役割： 
これまで岡村らはマウスをモデルとして Hv1/VSOP が pH 制御を通して酸化ストレスを制御す
ることを示してきた。キリフィッシュは休眠、老化研究の新たなモデル動物として注目されて
いることから、酸化ストレスを制御する Hv1/VSOP が休眠、老化を制御する良いモデルとな
る。本学術変革グループの大阪大学微生物学研究所荻沼博士との共同研究により、キリフィッ
シュ Hv1/VSOP のオルソログを RT-PCR によりクローニングし、パッチクランプ法によりプ
ロトンチャネルとして機能することを確認した。次に、Hv1/VSOP ノックアウト(KO)キリフィ
ッシュを作製し、休眠胚や成体、更に老化過程における表現型解析を行い、pH 制御の役割を
調べた。Hv1/VSOP の KO キリフィッシュの成魚において、見かけ上の形態に異常はみられな
かった。一方で、生存曲線を取得したところ、Hv1/VSOP の KO キリフィッシュでは寿命が有
意に延長することが確認された。休眠現象には差が見られなかった。以上の結果から、
Hv1/VSOP は pH 制御を通じてキリフィッシュの老化現象に重要な役割を果たす可能性が示さ
れた。 
②キリフィッシュにおける休眠時における pH シグナル： 
pH レポーターフィッシュを用いて、休眠胚の細胞内 pH の状態を１細胞レベルで解析したとこ
ろ、胚の体幹部の細胞内 pH が通常時に比べ約 0.5 酸性化していた。興味深い事に、胚の周辺部
の細胞内 pH は通常時と変わらず中性であった。さらに、薬剤処理によって人為的に通常発生中
の胚の細胞内 pH を酸性化した結果、休眠胚と似た状態を引き起こすことができた。つまり、休
眠に伴う、能動的な細胞内酸性化が休眠移行に重要な役割を果たす可能性が示された。次に、オ
ートファジー活性を可視化するレポーターフィッシュを樹立し、その挙動を追跡した結果、休眠
に伴う細胞内酸性化が起きている細胞においてオートファジーが強く活性化することを発見し
た。さらに、休眠時の細部内酸性化によってオートファジー受容体である p62 が液滴を形成す



ることも発見した。以上の結果から、休眠に伴う能動的な細胞内酸性化が、p62 の液滴形成を加
速することでオートファジーを活性化し、それのよって休眠胚の健康性が保たれる可能性が示
された。 
③キリフィッシュの高速遺伝子解析法の樹立： 
キリフィッシュは高速老化と発生休眠という特徴的な性質を持ち、これまでのモデル動物では
解析が困難であった休眠や老化過程における pH 変動の役割を調べるのに適した魅力的な新規
モデル動物である。これまでキリフィッシュにおいても CRISPA/CAS9 法を用いたノックアウ
ト個体の作製は行われているが、遺伝子の働きが完全に欠損したホモ個体を得る為には複数回
掛け合わせが必要であり、F2 世代以上で初めて遺伝学的解析が可能である。その為、解析には
長い月日が必要であった。そこで、１つの遺伝子に対して３ヶ所の sgRNA を設計することで F0
世代においても効率よくノックアウトホモ個体を得ることができる高速遺伝子解析法を確立し
た。 
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