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研究成果の概要（和文）：破骨細胞は酸や蛋白分解酵素を分泌し骨を溶解する機能を備え骨リモ

デリングにおいて主要な役割を果たす細胞である。私達はホールセルクランプを用いて破骨細

胞膜にあって酸分泌を担う空胞型 H+-ATPase (V-ATPase)による H+ポンプ電流を個々の細胞

でリアルタイムに捉えることに成功した。この手法を用い様々な細胞内外 pH 環境・膜電位下

での H+ポンプ電流を定量的に解析し、破骨細胞機能の生理的ネガティブフィードバックシグナ

ルである細胞外 Ca による酸分泌制御の実態とその機構を明らかにした。 
 
 
研究成果の概要（英文）：Osteoclasts resolve bone tissues by secreting acids and proteolytic 
enzymes and thus play significant roles in bone remodeling. We succeeded in a real-time 
measurements of proton currents through the plasma membrane vacuolar H+-ATPase 
(V-ATPase) using the whole-cell clamp technique. The V-ATPase current was increased by 
intracellular acidification and depolarization, and inhibited rapidly by exposure to high 
concentrations of extracellular Ca2+, a negative feedback signal for osteoclast functions. 
The underlying mechanisms of the Ca2+-sensing responses were investigated. 
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１．研究開始当初の背景 
無機骨基質（ハイドロキシアパタイト：リン
酸 Ca）は破骨細胞から分泌される酸によっ

て溶解される。骨と接する細胞膜は襞状の構
造が発達し（ruffled membrane）、ここに高
密 度 で 発 現 す る 空 胞 型 H+-ATPase 
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(V-ATPase)が酸分泌の主体となる。一般に普
及している pH 感受性色素による V-ATPase
活性の評価法は定量性に乏しく細胞条件に
よる変動を正確に捉えることができない。私
達はホールセルクランプ法を応用して培養
マウス破骨細胞より細胞膜 V-ATPase を介す
る H+ポンプ電流を検出することに成功した
（Sakai et al., J. Physiol. 2006）。この方法
を用いると、細胞膜 V-ATPase 活性の電位や
細胞内外環境による変動を個々の細胞にお
いてリアルタイムで定量的に解析すること
ができる。細胞膜 V-ATPase 活性は骨吸収機
能に直結している。その制御機構の解明は骨
リモデリングの理解を深め骨粗鬆症を初め
とする骨病態やその治療に寄与すると期待
される。 
 
２．研究の目的 
（１）マウス培養細胞を用いて破骨細胞膜
V-ATPase 電流（ポンプ電流）の解析法を確
立し、さまざまな細胞条件下での電気的特性
を明らかにする。（２）破骨細胞機能抑制刺
激である Ca-sensing 応答を手がかりに 
V-ATPase 活性の制御メカニズムを調べる。
更に骨粗鬆症治療薬や骨基質材料の影響も
検討する。 
 
３．研究の方法 
破骨細胞の培養：RAW-264 細胞あるいはマ
ウス大腿骨骨髄細胞を破骨細胞分化誘導サ
イ ト カ イ ン （ soluble form of receptor 
activator of nuclear factor κB, sRANKL）存
在下に 5-18 日間培養し多核の破骨細胞を分
化させた。ガラス、I 型コラーゲン、アパミ
クロンなど様々な基質条件を検討した。 
ホールセルクランプ法：プロトン（H+）電流
を検出するために、高濃度で存在する他のイ
オン(Na+, K+, Cl-）を NMDG, aspartate で
置換し、更に高濃度 (100-120 mM)の pH 
buffer (HEPES, Mes)を添加し、細胞内外
のpH勾配を-1.8 – 1.8の間で任意にコントロ
ールした。V-ATPase の特異的インヒビター
(Bafilomyicin A1, 200 nM ） を 投 与 し
Bafilomycin-sensitive current として細胞膜
H+ポンプ電流を抽出した。また同時に記録さ
れる容量電流から膜容量を算出し細胞面積
の指標とした。 
共焦点顕微鏡下での蛍光イメージング法：エ
ンドサイトーシスの指標として膜を選択的
に染色する脂溶性蛍光色素（FM1-43, 2.5 
µg/ml）を外液に添加し、10-40 mM Ca 刺激
後の細胞内蛍光強度の時間経過を共焦点顕
微鏡下で検出した。 
 
４．研究成果 
（１）V-ATPase 電流解析法によるポンプ電
流特性の解明 

記録条件の検討：単位細胞面積辺りの H+電
流密度は、マウス骨髄細胞由来破骨細胞と
RAW264 細胞由来破骨細胞との間で有意差
はなかった。培養プレートは、ガラス、コラ
ーゲンコート、プラスチックの順に 1.5 倍程
度電流密度が大きくなる傾向があった。また
単核細胞が多数融合し多核の破骨細胞に分
化する過程で、H+電流の総量は徐々に増加す
るが、電流密度は 3 核以上ではほぼ一定であ
り、V-ATPase の細胞膜へのリクルートメン
トが分化初期に完成していることが明らか
になった。 
V-ATPase 電流の特性：酸分泌を示す外向き
H+電流は脱分極するほど、また細胞内外の
pH 勾配が大きくなるほど増大した。様々な
電位・pH 環境での結果から、イオンチャネ
ルに比べると緩やかではあるが H+の電気化
学ポテンシャルの影響下にあり、これらの要
因の変動に伴って酸分泌能が変化している
ことが示された。一方、pH 勾配を逆転させ
ても細胞内への酸流入は検出できず、骨吸収
窩の強い酸性環境においても酸分泌が維持
されることが明らかになった。 
（２）細胞膜 V-ATPase の Ca-sensing 応答。 
V-ATPase 電流の抑制とエンドサイトーシ
ス：破骨細胞を高濃度（5-40 mM）の細胞外
Ca に暴露すると 5－10 分以内に細胞膜
V-ATPase 活性と細胞膜容量が共に低下した。
細胞によって変動の大きさにはばらつきが
あったが、同一細胞の２つのパラメータの間
には高い相関が見られた。膜容量減少（細胞
面積減少）がエンドサイトーシスによるもの
かどうかを判定するため、膜をラベルする脂
溶性蛍光向色素（FM1-43）を添加したとこ
ろ、刺激後次第に細胞内蛍光が増加した。こ
れらの結果から、細胞外 Ca レベルの上昇に
伴ってV-ATPase活性の減弱と共にエンドサ
イトーシスが促進されることが明らかにな
った。これらの細胞膜応答は細胞内外のイオ
ン組成、ATP 濃度などを変えても生じ Ca へ
の暴露が短時間（10-20 分）であれば可逆的
であった。細胞外 Mg を増加した場合も同様
な結果が得られ、2 価イオンに対する細胞応
答と考えられた。 
エ ン ド サ イ ト ー シ ス の ダ イ ナ ミ ン ・
V-ATPase 依存性：Ca 刺激によって促進され
るエンドサイトーシスは siRNA の導入によ
る dynamin 発現抑制や dynamin の阻害剤
(dynasore, dynamin-inhibitory peptide）で
抑制され、ダイナミン依存性であることが明
らかになった。また V-ATPase の特異的阻害
剤であるbafilomycin A1によっても有意に抑
えられた。更に、細胞膜 V-ATPase 電流振幅
の大きい細胞ほど膜容量減少が大きくなる
ことから、Ca によるエンドサイトーシスの
促進に細胞膜V-ATPaseが積極的に関与する
ことが推測された。 



Ca-sensing 応答の細胞内シグナリング機構： 
破骨細胞にはG蛋白連関のCa-受容体の発現
が報告されている。一般に Ca-受容体の下流
シグナルと考えられている phospholipaseＣ 
(PLC)の関与を検討した。PLC の阻害薬
（U73122）、PLC γ2-subunit の siRNA 
(PLCγ2-siRNA)によって Ca 応答（ポンプ電
流減少とエンドサイトーシス）は抑制された。
また細胞内 Ca を高濃度(0.5-5 µM)に固定、
あるいは逆に Ca キレーター (20 mM 
BAPTA)によって低濃度に固定するとエンド
サイトーシスは強く抑えられた。細胞膜
V-ATPase 電流応答も抑えられたが、その程
度はエンドサイトーシスに比べ少なかった。
更に Ca 応答はカルモジュリンの阻害剤(W7)
やそのモノクローナル抗体(anti-CaM)でも
顕著に抑制された。 

これらの結果から細胞外 Ca 刺激によるエ
ンドサイトーシスのシグナリング経路には、
PLC, 細胞内 Ca、カルモジュリンが関与する
することが示された。細胞膜 V-ATPase 電流
の減少もこれらの経路を共有したが、エンド
サイトーシスに比べるとその影響が少ない
傾向が見られ、異なるシグナリング経路の存
在も示唆された。 
（３）そのほか。 
骨粗鬆症治療薬（ビスフォスフォネート）の
初期効果：第 2 世代ビスフォスフォネートの
1 つであるアレンドロネートを細胞外に投与
すると 2－5 分という早い経過で V-ATPase
電流を抑制したが、細胞内に投与しても早期
の抑制効果は見られなかった。これまでビス
フォスフォネートはエンドサイトーシスで
細胞内に取り込まれメバロン酸代謝経路を
阻害して抑制作用を発揮すると報告されて
きたが、投与初期に細胞外からの直接作用に
よって酸分泌抑制が起こることを初めて明
らかにした。アレンドロネートが細胞内に取
り込まれると逆に初期の直接作用が消失す
る可能性がある。引き続いて起こる代謝を介
する慢性の抑制効果と合わせて 2相性の機能
抑制効果があることが示唆された。 
骨基質代替材料の検討：研究過程で次第にク
ローズアップされたのは、破骨細胞が生体内
で本来持っているはずの細胞極性を如何に
再現させるかという問題である。V-ATPase
の細胞膜へのリクルートメントは機能と密
接に関連する「極性」獲得過程のひとつであ
る。V-ATPase 電流を指標に「極性」の問題
にアプローチできれば、研究の進展に寄与す
ることは間違いない。また破骨細胞を骨基質
の上で分化させるのが望ましい。しかし、光
を透過しない骨スライスを用いると記録中
の細胞の同定や形態変化の確認ができない。
光透過性をある程度維持しながら極性を誘
導しうる基質としての材料を求めて、ハイド
ロキシアパタイト/コラーゲンコート、アパミ

クロンなどを試験中であるが、それぞれに一
長一短があり完成には至っていない、今後も
引き続いて改良を重ね有用な培養基質を開
発していきたいと考えている。 
  
今回の研究の成果は、個々の細胞の細胞膜に
存在するV-ATPaseの機能をリアルタイムで
正確に定量する方法を確立できたことに負
っている。細胞膜 V-ATPase が思いのほか早
い時間経過で変動すること、膜動態とよく連
動すること、細胞外 Ca とビスフォスフォネ
ートなどによる破骨細胞の機能抑制過程の
ごく初期に酸分泌能が消失することなど、細
胞応答に直結したポンプ活性の変動を捉え
ることができた。また、豊富な予備実験によ
って今後の研究の指針を得たことも大きな
成果であった。 
 
以上の結果は国内および国際学会で発表し
た。またその一部は現在投稿中である。 
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