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研究成果の概要（和文）：破骨細胞の細胞膜に共存する起電性H+選択的トランスポート分子、V-ATPaseとH+チャネルが
どのように機能的役割を分担しているかを、それぞれのH+電流を同一細胞でリアルタイムに同定し検討した。生理的な
細胞内pH (>7.0)、膜電位（<-20 mV）でV-ATPase優位だが、活性化閾値に達すると直ちにH+チャネル優位に切り替わる
こと、V-ATPaseがH+ channelを抑制的に制御すること、弱塩基やV-ATPaseによる細胞内pH上昇がdynamin依存性endocyt
osisによるH+ channel内胞化を促進することを明らかにし、細胞内H+チャネルプールの存在を提唱した。

研究成果の概要（英文）：Osteoclasts express two types of electrogenic H+-selective transport mechanisms at
 the plasma membrane, that is, vacuolar H+-ATPases (V-ATPases) and voltage-gated proton channels. Identify
ing these H+ currents in single cells under the whole-cell clamp configuration, we showed that V-ATPases w
ere predominant at physiological intracellular pH (>7.0) and membrane potentials (<-20 mV), but that H+ ef
flux via the H+ channels exceeded those of V-ATPases at voltages higher than the activation threshold, sug
gesting that the two mechanisms switch their roles quickly. The increase in intracellular pH via V-ATPases
 inhibited activation of nearby H+ channels, but not vice versa. Elevation of intracellular pH, either by 
weak bases or V-ATPases, facilitated dynamin-dependent endocytic internalization of H+ channels. The data 
presented an idea of the reserving pool for H+ channels and suggested novel mechanisms for interaction bet
ween V-ATPases and H+ channels in osteoclasts.
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１．研究開始当初の背景 
破骨細胞の機能は骨基質の溶解と分解産物
の処理である（骨吸収能）。その機能異常は
骨リモデリングのバランスを崩し、骨粗鬆症、
大理石病・免疫機能障害などさまざまな病態
を引き起こす。形態的・分子生物学的・生化
学的研究に比べ、細胞レベルでの機能調節機
構の研究は立ち遅れており、破骨細胞のリア
ルタイムの行動様式とそのメカニズムの理
解は不十分であった。破骨細胞の細胞膜には
骨溶解に必要な酸分泌の主体となる
V-ATPase（H+ポンプ）に加え、脱分極によっ
て開口しH+を選択的に透過する電位依存性H+

チャネルが発現している。マクロファージ・
好 中 球 な ど で は H+ チ ャ ネ ル が 貪 食
（phagocytosis）を亢進することが知られて
いるが、破骨細胞で H+チャネルが果たす役割
はわかっていない。H+動態は破骨細胞機能と
直結するが、V-ATPase と H+チャネルの H+透過
機構、H+排出機構、活性化条件は大きく異な
っている。V-ATPase と H+チャネルの機能は異
なる条件下で別々に研究されてきたが、両者
がどのように機能的役割を分け合っている
のか、同一細胞でリアルタイムに検討した研
究はなかった。私達は V-ATPase および H+チ
ャネルによる H+電流の性質に精通し、同一細
胞で２種のH+電流を同定する技術を確立して
いる国内外を通じて唯一の研究グループで
あった。 
 
２．研究の目的 
破骨細胞の細胞膜に共存する機構の異なる
起電性 H+選択的トランスポート分子、
V-ATPase と H+チャネルが働く「時、場所、量」
の変化がどのように破骨細胞機能を調節し
ているかを明らかにし、その実験過程で H+動
態の研究に有用な材料・ツールを開発するこ
とを目的とした。当初目指した具体的な目標
は、(１)共通の制御シグナル（pH、電位、温
度、細胞骨格など）に対する V-ATPase と H+

チャネルの応答の切り替えや互いの干渉と
そのメカニズムの解明、(２)破骨細胞の極性
を再現できる骨代替基質と検証法の開発、
(３) H+チャネルの特性を利用した H+モニタ
リングツールの開発であった。研究過程で遭
遇した現象をヒントに、課題の展開に必要と
思われる予備実験も出来る限り行った。結論
に至っていないものもあるが、概ね進展させ
ることができた。 
 
３．研究の方法 
細胞：主にマウスマクロファージ系細胞株
（264.7）からサイトカイン（sRANKL）存在
下で分化させた培養破骨細胞を用いた。一部
の結果は、他のマクロファージ系細胞（ミク
ログリア）や H+チャネル遺伝子を一過性に発
現させた COS7 細胞と比較検討した。 
ホールセルクランプ法：Na+, K+, Cl-を除去し、
高濃度の pH buffer を添加した内外溶液を用
いてホールセルクランプを行い、同一細胞に

共存する V-ATPase と H+チャネルの H+電流の
リアルタイム定量解析を行った。細胞膜近傍
の細胞内 pH は H+チャネルの逆転電位より算
出し、細胞面積の指標としては膜容量を用い
た。 
蛍光プローブを用いた実験：膜マーカーとな
る蛍光プローブ（FM1-43）を外液に添加し
intact な細胞の膜動態を共焦点顕微鏡で検
出した。また膜透過性 pH 感受性色素
（SNARF-1AM）を負荷し細胞内pHを測定した。
貪食行動の可視化および食胞 pH 変動の検出
には蛍光色素（FITC）を結合させた zymosan 
particle を用いた。 
いずれの実験も室温で行った。 
 
４．研究成果 
V-ATPase と H+チャネルの応答切り替えと干
渉：  
V-ATPase の H+排出能は-80 ~ 40 mV, 細胞内
pH 5.6 – 7.8 と広い pH および電位領域で維
持された。H+チャネルの作動領域は限定的で
あったが、閾値より約 20 mV 脱分極すると そ
のH+排出能はV-ATPaseを凌駕した。V-ATPase
を bafilomycin でブロックすると 2/3の細胞
で細胞内 pH の低下と共に H+ channel が増強
し、同時に平均-40 mV の脱分極が起こった。
これらの結果は V-ATPase が細胞内 pH上昇と
過分極を介し近傍のH+チャネルの開閉を抑制
的に制御していること示唆する。この制御効
果は細胞内 pH バッファー濃度を下げると大
きくなった。以上より、V-ATPaseと H+ channel
の役割が pH と電位に依存して切り替わり、
生理的な細胞内 pH (>7.0)、膜電位（<-20 mV）
では V-ATPase 優位であるが、細胞内 pH が低
下し脱分極すると直ちにH+チャネル優位とな
ること、V-ATPase が近傍の H+ channel の機
能を抑制していることが証明できた。 
 
H+チャネルの pH 依存性内胞化メカニズム： 
外液に NH4Cl を投与するとその濃度と投与時
間によって細胞内 pH 上昇の程度と時間を可
逆的にコントロールできる。H+チャネルの逆
転電位より細胞内 pH をリアルタイムでモニ
ターすると、NH4Cl 投与で細胞内 pH 上昇が 5
分以上持続すると、NH4Cl 除去によって pH が
回復してもH+チャネルコンダクタンスは一部
しか回復しなかった。投与する濃度に依存し
て細胞内 pH 上昇および H+チャネルコンダク
タンスの低下は増強したが、細胞内に負荷さ
れる NH3および NH4

+の総和の濃度はほぼ一定
と推定され、NH4Cl の効果はアンモニアの蓄
積ではなく pH 上昇によると考えられた。ま
たH+チャネルコンダクタンスの低下は膜面積
の指標である膜容量の減少を伴っており、
endocytosis が示唆された。Intact な破骨細
胞でも、NH4Cl投与で膜蛍光マーカー（FM1-43）
の取り込みが促進された。以上の結果から、
細胞内 pH が 6.5 以上に 5 分以上曝されると
endocytosis に伴って H+チャネルの内胞化が
始まり pH 7.5 前後まで増強することが明ら



かになった。NH4Cl は外因性の pH 上昇刺激で
ある。内因性の細胞内 pH 上昇機構である
V-ATPase が H+チャネルの内胞化を促進させ
るかどうかを細胞内 pH（SNARF-1）と FM1-43
を用いて調べた。V-ATPase を bafilomycin A1
でブロックすると細胞内 pH の低下と共に
endocytosis が抑制され、破骨細胞の細胞膜
に存在する V-ATPase による細胞内 pH上昇が
endocytosis を促進させる事を確認した。H+

チャネル頻回刺激による細胞内 pH 上昇もチ
ャネルの内胞化を誘起した。外因性、内在性
いずれの pH 上昇刺激による endocytosis 促
進も dynamin に依存した。同様の現象は脳内
マクロファージとして働くミクログリアで
も起こったが、H+チャネル遺伝子を一過性に
発現させた COS7 細胞では見られなかった。
以上の結果より、破骨細胞やマイクログリア
では生理的な細胞内pHでH+チャネルの約40%
は細胞内プールに存在し、刺激に応答して細
胞膜に移動する事が推測された。予備プール
の存在と膜動態（Exocytosis/endocytosis）
を介するリクルートはH+チャネル活性の新し
い調節メカニズムである。 
 
貪食過程におけるＶ-ATPase と H+チャネルの
役割：  
zymosan 粒子を投与すると膜電流が減少した
が、主要イオンを NMDG-aspartate で置換し
たH+電流測定用の溶液では貪食が起こらなか
った。そこで、Ringer 液中の intact 細胞で
の実験を先行させ、pH 感受性の FITC でラベ
ルしたzymosanを破骨細胞に取り込ませて食
胞(phagosome)の pH変動を共焦点顕微鏡下で
経時的に検出した。食胞 pH は徐々に低下し
（pH < 5.6）、bafilomycin A1でブロックさ
れたため、食胞酸性化に V-ATPase が寄与す
ることを確認した。更に観察を続けると食胞
pH の急激な一過性上昇（pH spike と命名）
が生じ、食胞膜の H+濃度勾配を解消する機構
の存在が示唆された。私達は食胞膜と破骨細
胞膜の H+ flux 機構には共通性が高いと推測
している。そこで、現在、破骨細胞膜を pH
＜5.6 に暴露した際に活性化される H+電流と
pH spike を担う食胞膜 H+ flux 機構との関連
を調べている。H+電流と pHの関連を解明する
ためには、H+チャネル逆転電位による細胞膜
近傍 pH, 細胞内 pH および食胞 pH の同時測
定が有力な手段となる。H+電流と蛍光プロー
ブの同時測定を可能にする Photometry 
system を設置し、ピペット内に水溶性の pH
感受性色素（SNARF）を加えた場合の pH 測定
系をほぼ完成した。しかし、安定して測定で
きる細胞の大きさ、適切なピペット内液組成
などは予備実験中である。更に蛍光マーカー
（FITC）をつけた zymosan 貪食胞の pH の測
定系も構築する予定である。これらのシステ
ムを完成し細胞内 pH 動態解析の新規手法と
して確立することを目指している。 
 
破骨細胞の極性を再現できる骨代替基質と

検証法の開発： 
培養破骨細胞を機能解析に用いる場合、念頭
に置かなければならないのは生体内で見ら
れる細胞極性が再現されているとは限らな
いという点である。plastic のカバーガラス
に培養すると極性が生じることは報告され
ているが、前述した V-ATPase と H+チャネル
の干渉は glass でも plastic でも有意な差は
見られなかった。骨切片や Hydroxyapatite
ペレットでは光透過性が低くクランプ下の
細胞を視認できないため、今回の目的には合
致しない。私達は、基質密度の低さを除けば、
現在のところ魚燐がもっとも有望な骨代替
基質であると考えている。金魚あるいは鮭魚
鱗上に破骨細胞を分化させ、V-ATPase および
H+チャネル電流記録に成功した。魚燐上に分
化させた破骨細胞では V-ATPase と H+チャネ
ルの干渉はガラス面に分化させた場合に比
較し少なかった。各分子の抗体を用いて免疫
細胞染色を行ったが、両分子の分布に顕著な
局在は見られなかった。最適な染色条件に至
っていない可能性も否定できないため、明確
な結論には至っていないが、より微小環境で
の干渉機構が存在する可能性も示唆される。
単に分子局在の物理的距離だけでなく、何ら
かの微視的環境が重要なのではないだろう
か。私達はこれを V-ATPase と H+チャネルの
「機能的距離」と捉え、その実態および干渉
の促進・抑止機構を解明したいと考えている。 
 
H+チャネルの特性を利用した H+モニタリング
ツール ： 
 NH4Cl と同様に weak base である局所麻酔
剤（リドカイン、ブピバカイン）を投与する
と H+チャネル電流が可逆的に減少した。リド
カイン、ブピバカインは臨床的に重要な局所
麻酔剤であり、投与時には細胞内外に分配さ
れることが知られているが、細胞内に導入さ
れた薬剤の動態の定量的判定は難しかった。
今回H+チャネルの逆転電位から測定した細胞
内 pH によって、細胞内での薬剤の濃度、除
去過程の時間経過やlipid製剤による除去促
進効果も正確に判定できることが実証でき
た。細胞膜直下の pH を正確にリアルタイム
で測定できるという H+チャネルの特性は、H+
モニタリングツールとして非常に有用であ
ることが示された。 
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