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研究成果の概要（和文）：細胞内外に存在する局所的な酸性環境のpHは、それぞれの機能に直結する重要な要因
であり、H+ポンプによる酸性化とそれを解消するH+リークのバランスで調節されているが、H+リークの実体の理
解は進んでいない。私達は、骨吸収を担う破骨細胞膜に、酸性環境で活性化される新規のH+リーク機構の存在を
証明した. また、リン酸刺激による電位依存性H+ channelの活性化や、食胞pHのオシレーションなどH+リークに
関わる興味深い現象を発見した。これらの成果は、酸性環境のH+リークによる調節とその破綻のメカニズムの解
明に貢献する。

研究成果の概要（英文）：There are many local acidic spots in both intracellular and extracellular 
spaces. The pH level, intimately related to each specific function, is maintained by balancing 
acidification by proton (H+) pumps and its elimination (alkalization) by H+ leak mechanisms. The 
molecular entity and the property of the H+ leak remain to be clarified. We demonstrated the 
acid-inducible H+ leak in the plasma membrane of osteoclasts which resorb bone tissues by secreting 
massive amounts of acids on the bone surface. We also revealed that inorganic phosphates stimulated 
voltage-gated H+ channels and that the pH in single phagosomes often oscillates, which might 
contribute to H+ leakages in the specific occasions. These findings help us to clarify 
physiological/pathological mechanisms of regulation of acidic environments by H+ leak mechanisms.

研究分野：生理学

キーワード： 生体膜　チャネル　トランスポータ　能動輸送　プロトン

  ２版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
破骨細胞は、骨表面に接する細胞膜（波状
縁 ruffled membrane）から酸（H+）と酸性
環境で活性化されるリソゾーム酵素
（cathepsin Kなど）を分泌し骨基質を分解
する. また、その結果として生じる骨分解産
物を取り込み血中に排出するのも破骨細胞
の役目である。骨吸収窩(pH 4-6.8)へのH+分
泌を担うのは、ruffled membrane に高密度
に発現する H+ポンプ、液胞型 H+-ATPase 
(vacuolar H+-ATPase, V-ATPase)である . 
V-ATPaseは細胞内のリソゾーム、ファゴゾ
ーム、シナプス小胞にも存在し小胞内を酸性
化する. 酸性小胞の pH（4 - 6）は、酵素活
性、proton-motive force 形成、物質輸送、
エネルギー産生など様々な機能に関わって
いる. 細胞内外の酸性環境の pH は、二つ
の相反する機構、酸性化と酸性化の解消の
バランスで決定される. 前者はエネルギ
ーを使って H+勾配を作り出すことのでき
る V-ATPaseであるが、後者の仕組みは古
くから“H+-leak”として仮定されている
にも関わらず、実体はよくわかっていない. 
 破骨細胞膜には V-ATPaseの他に、H+排出
を担う電位依存性H+ channel (Hv channel)
が共存する.では、H+を細胞内に流入させる
H+-leak機構はないのだろうか？もし存在す
れば、これまで骨吸収の制御を新しい視点か
ら見直すきっかけとなる. また、破骨細胞膜
とリソゾーム・ファゴゾーム膜は融合・離散
を繰り返しており、共通の仕組みを備えてい
る可能性もある. 電気生理学的手法で起電
性 H+輸送機構が定量的に測定できる破骨細
胞はH+-leak機構とその生理的・病理的意義
を解明する上で魅力的なモデルである. 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、活発な H+ fluxが生じ
る破骨細胞を主たるモデル細胞として、酸
性 環 境 に お け る 細 胞 膜 お よ び
phagosome/lysosome膜の H+-leak機構を
同定し、その機能的意義を明らかにするこ
とである. 
 
３．研究の方法 
(1) 細胞. 
マクロファージ系細胞株（RAW264）を継代
培養し、適時、サイトカイン RANKL 
(receptor activator for nuclear factor  B 
ligand)を添加し多核の破骨細胞様細胞（以下
RAW-OCL）を分化させた. 実験には破骨細
胞の特性が認められる 3核以上の細胞を用い
た . 一部の実験では、比較検討のため、
RAW264および COS7細胞を用いた. 
 
(2) パッチクランプ法によるH+電流測定. 
個々の RAW-OCLの細胞膜全体を流れるH+

電流をwhole-cell clamp法を用いて記録した. 
H+電流を選択的に且つ安定して測定するた
め、細胞内外溶液の主要なイオン（Na+, K+, 

Cl-）を不透過性の陽イオン(N-methyl- 
D-glucamine, NMDGまたは tetramethyl- 
ammonium, TEA)および陰イオン
（aspartateまたはmethanesulfonate）で置
換し、高濃度の pH buffer (100 – 120 mM 
HepesまたはMes)で pH濃度（3 – 7.8）を
調整した。更に、細胞外液には陰イオンチャ
ネルブロッカー（50 M DIDS）、細胞内液に
は 5 mM ATPを添加した。リン酸添加実験は
細胞外 Na+ (80 mM)存在下で行い、Na+-H+ 
exchangerをブロックするために amiloride 
(100 M)を添加した. 実験は室温で行った. 
 
(3) ファゴゾーム pH (pHv)の測定(real-time 
live-cell imaging） 
蛍光色素（fluorescein, FITC）を結合した

zymosan 粒子を疑似餌として培養液に添加
し約１時間、37 度でインキュベーションし
RAW-OCL に取り込ませた. 共焦点顕微鏡
でファゴゾーム内の単一 zymosan 粒子を追
跡し、2波長励起（514 nm/458 nm）による
蛍光値（500 – 580 nm）からそれぞれの
background 値を差し引いた後、蛍光比
（I514/I458）を継時的に計算した. pH 5 – 7.3
の範囲で、比の値と pHの間に直線関係が得
られた. 実験ごとに、高 K液（pH 5.6と pH 
7.3）中での FITC zymosanの平均蛍光値か
ら検量曲線を得、pHvを算出した. 観察は室
温で行った.  
  
(4) 活性酸素（ROS）測定 
RAW264 cell（2 x 105 cells/cm2）を 96 well 
white-plate に 撒 き RANKL を 加 え て
RAW-OCL を分化させた. 測定直前に、培養
液を活性酸素（ reactive oxygen species, 
ROS）検出用発光色素 L012 (1 mM)を含む
Ringer液に置換し、3分後から 10秒ごとに
発光を測定し、3 wellの平均値を ROS量と
した. 
 
４．研究成果 
(1) 破骨細胞膜に存在する acid-inducible 
H+ leakの特性.  

RAW-OCLを細胞外 pH (pHo) <5.5で刺激
すると内向き整流性H+電流（acid-inducible 
H+ influx current）が生じる. これを酸感受
性H+ leakの実体とし、その特性を解析した. 
内向き整流性. pHo 4.5で活性化される内
向きH+電流について、-90 - -50 mV及び 0-50 
mVの電流電圧曲線の傾きの比、または電流
電圧曲線を微分し、G (コンダクタンス)-V 曲
線から得られる-80 mVと 0 mVの比
（G-80/G0）を整流性の指標（Rectification 
Index: RI）とした. pHiを 7.3から 5.5に低下
させるとH+電流振幅は著しく減少したが RI
値は 2.5 – 4の間で pHiによる有意差は見ら
れなかった。しかし pHiが 4.5では約 1.5と
減少した（p<0.05）. 一方、pHi を 6.5に固
定し、pHoを 4.5から 3.0と下げると、内向
きH+電流は顕著に増加し、RIは 4から３へ



と次第に減少した. H+流入の駆動力が大きく
なると整流性が減少するという結果は、一見、
上述の結果と矛盾するように見えるが、内向
き整流性はH+の平衡電位（EH）から大きく
過分極した電位 (< EH - 100-150 mV)でのみ
観察された. pHo/pHi 3.0/6.5 (EH = 174 mV)
では、RI計算の基準となる G0が既に整流域
にあり、見かけ上 RI値が下がったと考えら
れる. acid-inducible H+ leakの内向き整流性
は、膜電位だけでなくH+の駆動力にも依存
することが示唆された. 
 薬理学的特性：acid-inducible H+-leak に
影響を与える因子を探索した. Na+ (50 mM), 
Cl- (~60 mM), HCO3- (10 mM)は、H+-leak
の振幅に影響を与えなかった. Na+存在下で
内向き整流性は小さかった (pHo/pHi 4.5/6.5
で RI = ~1.2)が, その機序は検討中である. 
破骨細胞膜に存在し H+透過が可能な既知の
イオン透過分子のブロッカーの効果を調べ
た . 陽イオンチャネル (ASIC, TRP, HCN 
channels)阻害剤（amiloride, ruthenium red, 
ZD7288） , H+/Cl-チャネル (ClC7)阻害剤
(DIDS), V-ATPase阻害剤（bafilomycin A1, 
DCCD）, Na+-K+ ATPase阻害剤 (ouabain)、
H+ 脱共役蛋白(UCP)阻害剤（ADP, GDP）, 
NADPH oxidase 阻害剤(DPI), 細胞外 Ca2+ 
(10 mM)に電流振幅および内向き整流性に対
する抑制効果は見られなかった. Hv channel
の阻害剤、ZnCl2は 1 mMで acid-inducible 
H+-leak を約 30%可逆的に抑制したが、Hv 
channel を有意にブロックする濃度(≤ 200 
M) では効果がなかった. 現在のところ、
acid-inducible H+-leak の有効なブロッカー
やエンハンサーは見つかっていない. 

FCCP 電流との比較. ミトコンドリアで同
定された内在性 H+脱共役蛋白、UCPによる
H+電流に整流性が報告されている. H+脱共
役 試 薬 （ FCCP ） に よ る H+ 電 流 と
acid-inducible H+-leak を 比 較 し た . 
V-ATPase, Hv channel, acid-inducible H+ 
などの H+電流が検出されない COS7 細胞で
FCCP 電流を解析した. FCCP (2 M)を添
加すると広い pHo範囲（4.5 - 7.3）に渡って
H+電流が生じた. pHo > pHiでは脱分極側で
外向き整流性、pHo < pHiでは過分極側で内
向き整流性を示した. pHoが 6.5から 4.5と低
下すると RIは有意に上昇し、pHo/pHi 4.5/7.3
での RI値（5-6）は、acid-inducible H+ leak
より有意に大きかった .今回誘導された
FCCP 電流密度は破骨細胞の acid-inducible 
H+ leakの約 5-10倍あり、高い S/N比が RI
値を上昇させた可能性は否定できない . 
acid-inducible H+-leak と FCCPは共に整流
性があるが、活性化機構や薬理学的特性が異
なることが示唆された. 
細胞内外 pH動態. acid-inducible H+ leak
の直接効果はpHoの上昇とpHiの低下である.  
pH 5.5に暴露されたハイドロキシアパタイ
ト顆粒は 3 分で 5％、3時間で約 30%溶解し
た. pHo <5.5なら溶解はより速く起こる。

pHo <5.5で活性化されるH+ leakは酸性環境
を和らげ過剰な骨吸収から保護する役目を
担っていると推察された. また、H+ leakに
よって細胞膜直下の pHiは著しく低下し様々
な細胞内応答に影響を与えると考えられる. 
細 胞 依 存 性 . acid-inducible H+ leak 

(pHo/pHi 4.5/6.5)は、RANKL 非存在下で継
代している RAW264 細胞では破骨細胞に比
べ有意に小さく、COS7細胞では殆ど検出さ
れなかった. ruffled membraneがリソゾー
ムの細胞膜への融合で形成されることから、
H+ leakを担う分子がリソゾーム膜に由来す
る可能性を検討中である. 

 
(2) 細胞外無機リン酸（Pi）による Hv 
channel活性と活性酸素産生の増強. 

PiによるHv channel活性増強. 破骨細胞
によってハイドロキシアパタイトが分解さ
れると、骨吸収窩にはその分解産物、Ca2+と
無機リン酸（inorganic phosphate, Pi）が蓄
積する. その結果、破骨細胞は高濃度の Pi
に暴露される. RAW-OCL に Pi (2.5 – 40 
mM)を投与するとHv channel活性が増加し
た. 主たる要因は開口過程（gating）の促進
であったが、pHi 低下によるコンダクタンス
増加および活性化電位の過分極シフトも加
わり H+排出能が著明に増加した . Na-Pi 
cotransporter を介して細胞内に取り込まれ
たPiがHv channel活性増強の主因と考えら
れた. gating 促進効果は酸性環境(pHo 5.5)
で有意に増強した. 細胞内Mg2+濃度、細胞内
ATP濃度、V-ATPase活性、PI3 kinaseやホ
スファターゼの阻害剤 (LY294002, okadaic 
acid, CD13)では影響がなかったが、プロテイ
ンキナーゼ C（PKC）の阻害剤（GFX, 
staurosporine）で部分的にブロックされた. 
これらの事実から PiによるHv channelの
gating促進にPKCが関与すると考えられた.  
Pi による Hv channel 増強効果および GFX
によるその抑制は、生理的細胞内環境を温存
した perforated-patchでも観察された. 

Pi による ROS 産生増強. 細胞外に Pi を
添加すると NADPH oxidase 依存的に ROS
産生を増強した. 構成的および Pi 刺激によ
る ROS産生は PKC阻害剤、GFXでブロッ
クされ、PKCが ROS産生増強に関与するこ
とが示唆された. また、PKCの強力なエンハ
ン サ ー で あ る phorobol 12-myristate 
13-acetate (PMA)も ROS産生を増強した. 

Hv channelと ROSの相互作用. マクロフ
ァージなど食細胞では、Hv channel が高濃
度のROS産生を維持する役割を果たすこと、
またNADPH oxidaseを介する電子の排出が
Hv channel活性に必要な条件（pHiの低下と
脱分極）を創出することが知られている. 脱
分極は、更なる電子の排出を抑制するが、Hv 
channel の H+排出によって脱分極が軽減す
ると ROS 産生は維持される. PMA による
ROS 産生の増強は ZnCl2で有意に抑制され
た .  また、NADPH oxidase の阻害剤



(diphenyleneiodonium, DPI）で Pi による
Hv channel gating 促進効果が抑えられた. 
これらの結果から、マクロファージ由来の細
胞である破骨細胞においてもHv channelと
NADPH oxidase は相互に補強し合い ROS
産生を維持していると考えられた. 
破骨細胞分化（osteoclastogenesis）におけ
るHv channelとROSの役割. 破骨細胞にお
いて、ROS は RANKL で誘導される分化過
程に必須の細胞内シグナルである. RAW264
の継代培養を反復すると次第に破骨細胞へ
の分化能を失うことが知られている. 継代培
養の初期（1-2か月）と後期（4-5か月）を比
較すると、Hv channelの電流密度、ROS産
生量、および Pi による両者の増強効果は、
後期において有意に減少していた. これらの
結果から、Piは破骨細胞のHv channelおよ
び ROS 産生を促進する内在性シグナルとし
て働き、破骨細胞の分化を促進することが明
らかになった. 酸性環境下では、Pi効果が増
加すると共に、acid-inducible H+ leakによ
り細胞内に流入するH+がH+チャネルの活性
化を促し ROS 産生に貢献する可能性も推測
される.  
 
(3) ファゴゾーム pHのオシレーション.  

FITC-zymosan の取り込みによって形成
された単一ファゴゾーム  pH(pHv)は
V-ATPaseにより徐々に低下し、4.8-5.3で安
定 化 し た . こ の pHv は 細 胞 膜 の
acid-inducible H+ leakの活性化閾値に近く
（<5.5）、細胞膜と同様の H+ leak 機構がフ
ァゴゾーム膜にも存在する可能性が示唆さ
れた. 継続測定で pHvのオシレーションがし
ばしば観察された. オシレーションには速い
一過性の pHv上昇（peak pHv > 6.5：pH spike
と命名）と小さく緩やかな変動（small peak）
があり、PMAや weak base (NH4Cl)で頻度
が増加したが、高 K刺激では特に影響が見ら
れなかった. pH spikeは、ピーク pHvが pHo

に依存し、細胞から単離したファゴゾームで
見られなかったことから、再開口（re-open）
によることが示唆された. small peakの pHv

は pHoに依存しなかった. 私達は先行研究で
Weak base や高 Ca2+がダイナミン依存性に
破骨細胞の endocytosis を促進することを報
告した . 膜のダイナミクスにどのように
pHv が関わるかは今後追求したい課題であ
る. 

 
以上の結果より、破骨細胞に酸感受性 H+ 

leak 機構が存在することが明らかになった. 
H+ leakの分子実体はまだ解明されていない
が、Pi効果を含め酸性環境における破骨細胞
の H+シグナリングに関わる重要な手がかり
である. また、内在性の刺激（Pi）によって
Hv channelが NADPH oxidase活性化状態
で生じる pH勾配を解消する H+-leakの役割
を果たしていることも示された. 本研究課
題および先行研究の成果は、invited review 

(Kuno, 2018)として発表した.  
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