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研究成果の概要（和文）：本研究は、破骨細胞の分泌リソソームにおけるプロトンポンプV-ATPaseの役割の解明
を目的とした。V-ATPaseのa3イソフォームの遺伝子欠損マウスを用い、分泌リソソームの波状縁への輸送や、小
胞輸送調節因子であるRab7のリソソームへの回収においてa3が不可欠であること、a3は不活性型のRab7と特異的
に結合することなどを示した。Rab7は、a3との結合を介してリソソームへ回収され、活性化後に輸送を開始する
と考えられる。分泌リソソームは、免疫細胞による細胞傷害やがん細胞の転移など多様な生命現象に関与するこ
とから、本成果は、こうした現象や関連疾患の理解を深め、新規治療法の開発へと発展する。

研究成果の概要（英文）：Osteoclast secretory lysosomes move toward the plasma membrane and release 
their enzymes required for bone resorption. We have shown that a3 isoform of proton-pumping V-ATPase
 has an essential role in outward trafficking of secretory lysosomes. The a3 is lysosome-specific 
isoform of the a subunit that forms the proton pathway in V-ATPase. Using a3-knockout mice, we found
 that a3 is indispensable for recruitment of Rab7, a small GTPase involved in lysosome trafficking. 
We also found that a3 specifically interacts with inactivated-form of Rab7. These results suggest 
that a3 recruits Rab7 to secretory lysosomes through their direct interaction. Secretory lysosomes 
are involved in various cell type-specific functions, such as secretion of pore-forming protein from
 cytotoxic T cells and metastasis of cancer cells. Thus, our findings will provide a new insight 
into these functions, and promote development of novel treatments for related diseases.

研究分野：生化学、細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 

 

（１） プロトンポンプであるV-ATPaseは、

細胞内外の pH を調節することで酸性環境

を形成している。このポンプは、局在する

細胞やオルガネラによって構造が少しず

つ異なっており、こうした構造的多様性が、

多様な酸性環境を形成していると考えら

れる。 

 

（２） マウスV-ATPaseの13種のサブユニ

ットのうち、C, E, G, a, d サブユニット

に、細胞あるいはオルガネラに特異的なイ

ソフォームが存在している（下図）。たと

えば、プロトン輸送路を形成している a

サブユニットには 4 種類のイソフォーム

があり、a1 イソフォームは被覆小胞に、

a2 は初期エンドソームやゴルジ装置に、

a3 は後期エンドソームやリソソームにそ

れぞれ局在している。我々は、破骨細胞へ

の分化に伴い、発現が増加する a3 イソフ

ォームに注目し研究を進めた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

（３） 破骨細胞では、分化に伴いリソソー

ムが形質膜へ移動・融合し、リソソーム酵

素を分泌する。「分泌リソソーム」と呼ば

れるこの仕組により、リソソームの

V-ATPase が形質膜へ輸送され、分泌され

た酵素が骨を分解するために適した酸性

環境を形成する。分泌リソソームは、骨吸

収だけでなく、免疫細胞による不要細胞の

除去や、がん細胞の転移にも関与すること

が報告されている。しかし、その分子機構

は充分解明されていない。 

 

（４） われわれは、破骨細胞の分泌リソソ

ームに局在する V-ATPase は、a3 イソフォ

ームと d2 イソフォームを含んでいること

を報告した。また、a3 遺伝子を欠失した

マウスでは、分泌リソソームが形質膜へ向

かって移動できないことを示した。また、

野生型の破骨細胞では、細胞の縁に微小管

の特徴的な集積が見られるが、a3 欠損細

胞では、そうした集積は観察されなかった。

a3 欠損マウスは、こうした破骨細胞の機

能不全により、大理石病を発症しているこ

とを示唆した。以上の知見から、我々は、

a3 がリソソームの輸送において重要な役

割を果たしていると考えた。 

 

２．研究の目的 

 

 本研究は、V-ATPase の a3 イソフォームに

注目し、破骨細胞における分泌リソソームの

分子機構の解明を目的とした。こうした研究

は、骨吸収やホルモン分泌など小胞輸送が関

わる生命現象、および、関連する疾患を分子

レベルで理解することにつながるため、臨床

的な観点からも重要である。 

 

（１） 分泌リソソームにおける a3 の必要

性を実証する。 

a3 が分泌リソソームの移動に必須である

ことについて、多角的に実証し本研究の信

頼性を高める。 

 

（２） a3 が関わる分泌リソソームの分子

機構を解明する。 

分泌リソソームに関与する小胞輸送の調

節因子を同定し、a3 との関わりを明らか

にする。 

３．研究の方法 

 

（１）分泌リソソームにおける a3 の必要性 

  を実証するために 

①我々は、マウス脾臓マクロファージから

in vitro で分化誘導した破骨細胞を用い

て、分泌リソソームが細胞の縁に向かって

移動し集積すること、a3 を欠損した破骨

細胞では、その集積が見られないことを示

した。さらに、免疫電子顕微鏡法を用い、



マウスの生体内で分化した破骨細胞にお

いても同様の結果が得られるか検討した。 

②in vitro で分化誘導した破骨細胞におい

て、リソソームの輸送を定量的に扱う方法

を確立した。 

③複数のリソソーム・マーカーを用いて、

同様の現象が観察されることを確認した。 

④免疫染色法により、リソソーム以外のオ

ルガネラの局在を野生型と a3 欠損細胞で

比較した。 

⑤FITC-デキストランを取込ませることに

より、エンドサイトーシスを野生型と a3

欠損マクロファージで比較した。 

 

（２）a3 が関与する分泌リソソームの分子機 

  構の解明をめざして 

①分泌リソソームの輸送に関わる因子を同

定するために、小胞輸送の調節因子である

Rab タンパク質のドミナント・ネガティブ

な不活性型を破骨細胞に発現させ、リソソ

ーム輸送への影響を検討した。 

②免疫染色法により、①で同定した因子の

局在を、野生型と a3 欠損細胞で比較した。 

③免疫沈降法により、①で同定した因子と

a3 の結合を検討した。 

④大理石病患者の a3 遺伝子について、変異

が見られることが報告されている。骨代謝

異常症の発症メカニズムの解明を目指し

て、欠損細胞に変異 a3 を発現させて、骨

吸収活性や小胞輸送の調節因子との結合

を検討した。 

 

４．研究成果 

 

（１）分泌リソソームにおける a3 の必要性 

①これまでは、マウスの脾臓マクロファー

ジから培養皿上（in vitro）で分化誘導し

た破骨細胞を用いて研究していた。そこで、

マウスの生体内で分化した破骨細胞につ

いても同様に a3 の機能が観察されるか検

討した。リソソームの膜タンパク質である

CD68 の局在を電子顕微鏡で観察したとこ

ろ、野生型マウスの破骨細胞では骨側の形

質膜に局在したが、a3 欠損細胞では形質

膜にほとんど観察されなかった。すなわち、

マウスの生体内においても、分泌リソソー

ムが形質膜へ向かって輸送されるために

a3 が必要であることを示した。 

②分子機構を解明するには、in vitro で分

化誘導した破骨細胞におけるリソソーム

の局在を定量的に扱う必要がある。そこで、

蛍光抗体法で取得した破骨細胞の画像に

ついて、細胞の縁から中心に向かって 16

のセクションに分割し、各セクションにお

ける CD68 の蛍光強度を測定しグラフ化す

ることで、リソソームの局在の定量化が可

能となった。この方法により、リソソーム

の輸送における各 Rab タンパク質の関与

などを明確に比較できるようになった。 

③リソソーム・マーカーとして CD68 を用い

てきたが、他のリソソーム膜タンパク質で

ある LAMP-1 を用いて検討した。CD68 を用

いた場合と同様の結果が得られ、リソソー

ムの輸送に a3 が必要であることが確認さ

れた。 

④免疫染色法により、初期エンドソームと

ゴルジ装置の局在に対する a3 の影響を検

討した。これらのオルガネラの局在は、a3

の欠損により、変化することはなかった。

したがって、a3 はリソソームに特異的に

影響していることがわかった。これは、a3

がリソソームに特異的に局在しているこ

とに一致している。 

⑤細胞内に取り込んだ FITC-デキストラン

の量を比較することにより、エンドサイト

ーシスを比較した。a3 を欠損したマクロ

ファージも野生型とほぼ同量のデキスト

ランを取込んだことから、a3 はエンドサ

イトーシスには影響していないことがわ

かった。 

 

（２）分泌リソソームの分子機構 

①分泌リソソームの輸送に関わる小胞輸送

調節因子を同定した。 

 小胞輸送の調節因子として知られる Rab

タンパク質のうち、Rab7, Rab27A, Rab11B

についてドミナント・ネガティブな不活性

型を破骨細胞に発現させ、分泌リソソーム

輸送への影響を検討した。Rab7 は後期エ

ンドソームやリソソームの輸送に、Rab27A



は破骨細胞において分泌リソソームが形

質膜と融合する過程に、Rab11A はリサイ

クリング・エンドソームの輸送に関わる。

その結果、Rab7 だけが分泌リソソームの

輸送に関わることが示された。 

②免疫染色法により、Rab7 や Rab27A は野生

型の破骨細胞では分泌リソソームに局在

するが、a3 欠損細胞では細胞質に拡散し

ていることを明らかにした。これに対し、

Rab11Aの局在はa3欠損の影響をほとんど

受けなかった。この結果は、Rab7 や Rab27A

の分泌リソソームへのリクルートに a3 が

必要であることを示唆している。 

 さらに、これら Rab タンパク質の活性型

を発現させたところ、活性型であってもリ

ソソームに局在するために a3 が必要であ

ることがわかった。a3 はこれらの Rab タ

ンパク質の活性化や安定したリソソーム

への局在に関与していると考えられる。 

③免疫沈降法により、Rab タンパク質と a3

を含む a イソフォームの結合を検討した

ところ、a3 は不活性型の Rab7 や Rab27A

と特異的に結合した。a3 は不活性型を分

泌リソソームへリクルートしていると考

えられる。 

④骨代謝異常症の発症メカニズムの解明を

目指して、a3 欠損破骨細胞に、大理石病

患者由来の変異を持つ a3 を発現させるこ

とを試みた。その結果、検討した 2種の変

異 a3 は、いずれもタンパク質として検出

されなかった。変異により a3 安定に発現

できないことが原因で、破骨細胞の機能不

全が起きていると考えられる。今後は、報

告されている他の変異についても解析す

る予定である。 

 

 以上の結果により、a3 が分泌リソソームの

輸送に必須の役割を持つこと、また、リソソ

ームに対して特異的にはたらいていること

を実証した。 

 また、a3 が関わる分泌リソソームの分子機

構として、a3が不活性型の Rab7 や Rab27A を

分泌リソソームにリクルートすることを示

唆した。Rab7 と Rab27A は、何らかの因子に

より活性化された後、リソソーム膜に安定し

て局在するようになり、微小管を介したリソ

ソームの輸送や形質膜との融合に関わると

考えられる（下図）。a3 は、これら Rab タン

パク質の活性型と結合しないものの、活性型

がリソソームに留まるために必須である。

我々は、本研究により、分泌リソソームの分

子機構の一端を明らかにした。また、本成果

に基づき、骨代謝異常症の発症機構の解析が

可能となったことは大きな意味を持つ。 

 分泌リソソームは、骨吸収だけでなく、細

胞傷害性 T細胞による不要細胞の除去や、色

素細胞におけるピグメントの形成、がん細胞

の転移などにおいても重要な役割を果たす

ことが知られている。本研究の成果は、こう

した生命現象や関連疾患に対する理解が深

まり、新規治療法の開発につながるため、波

及効果は極めて大きい。 

 本研究成果は、科研費による助成がなけれ

ば、達成し得なかったものである。心より感

謝申し上げる。 
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