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研究成果の概要： 
 破骨細胞はプロトンポンプによるH+分泌とClC7 型Cl-チャネルによるCl-分泌により塩酸を分

泌して骨を溶かして血中Ca2+濃度を調節する。本研究は、これら二つの酸分泌体は機能的、形

態的カップリングをしていることが明かとなった。さらに、ClC7 型Cl-チャネルの調節タンパク質と報告

されているOstm1 (Osteoclast transmembrane protein1)以外に機能的な調節分子が存在する可

能性があることが明らかになった。又常染色体優勢骨大理石病の病因としてClCn7 の点変異がCl-分

泌能を抑制することが明らかになった。 
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１．研究開始当初の背景 
 破骨細胞は骨基質側である波状縁に発現

する液胞型H+-ATPase(V-ATPase)とClC7 型

Cl-チャネル(Clcn7)を介するHCl(酸)分泌に

より骨ミネラルを溶解し血清Ca2+濃度を調

節する。これらイオン輸送体の内、V-ATPase
のサブユニットであるATP6i欠損マウスでは

骨吸収不全により大理石病を呈すること (Li, 

1999)、ヒト悪性乳幼児大理石病や常染色体

劣性大理石病などの重度の骨疾患はこの

ATP6iの変異が原因であるという報告がある

(Taranfa et al., 2003; Michigami et al., 
2002)。一方、Clcn7 に関しても、 KOマウ

スが骨吸収不全により大理石骨病を呈する

こと(Kornak et al., 2001）、さらに、最近で

は常染色体優性大理石病 II型 (Autonomic 
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Dominant Osteopetrosis type II:ADO II)の
患者にClcn7 の点変異が認められることが報

告された (Cleiren et al., 2001)。このように

破骨細胞の酸分泌輸送体に関する解析はKO
マウスやヒトゲノム解析などの分子生物学

的アプローチによって明らかになりつつあ

るが、機能面からの裏付けは未だ少ない。即

ち、V-ATPaseやClcn7 遺伝子欠損由来の破骨

細胞において酸放出能を直接的に機能解析

した報告はなく、これらの構造と活性化、イ

オン選択性及びリン酸化酵素による修飾な

どの調節メカニズムに関する情報が無い。 
 現在まで、我々は破骨細胞のイオン輸送体

と骨吸収能の調節に関する研究を続けてお

り、これらに関して多くの成果を発表してき

た。そして、マウス破骨細胞はClC7 型Cl-チ

ャネル以外に数種のCl-輸送体が発現してい

ること、骨吸収状態では分泌のためのCl-電流

が活性されていること、これらのCl-輸送体阻

害剤やsiRNA投与により骨吸収が抑制され

ることを報告してきた。さらに、私はマウス

及びヒト破骨細胞よりClcn7 をクローニング

し、ClC7 型Cl-チャネルをHEK293 細胞に過

剰発現したところ、外液酸性化で活性化され

る外向き整流性をもつCl-電流の発現が認め

られた。さらに、ADOII患者で報告されてい

る点変異型Clcn7 ではCl-分泌能が低下する

こと、中でも 215 番目のグリシンがアルギニ

ンに置換された点変異体が最もCl-分泌が低

下することが明らかになり、ClC7 型Cl-チャ

ネル構造やその活性化調節メカニズムにつ

いて解析できる可能性が出てきた。 

２．研究の目的 
本研究の目的は酸分泌に関わる機能分子、

Clcn7 遺伝子関連変異マウス(gl/glマウス)と

V-ATPase変異マウス(oc/ocマウス）を用い

H+分泌とCl-分泌の活性化調節メカニズムの

解析を行う。さらに、V-ATPaseとClcn7 の両

輸送体分子は単にイオンカップリングで働

くばかりでなく、これらの発現や活性化を調

節する因子が存在し、これら分子の相互間に

おける機能的クロストークを行うメカニズ

ムや分子が存在すると考えた。そこで、これ

らの酸分泌輸送体相互間のクロストーク調

節及びこれら輸送体に会合し調節する分子

を探索することを目的とした。 

３．研究の方法 
ClC7 型Cl-チャネルを調節する分子報告され

ているOstm1 の点変異を持つgl/glマウスの

骨髄及び脾臓細胞より破骨細胞を分化・誘導

し、骨吸収時におけるHCl分泌能をwhole cell 
patch clamp法、形態染色法及び骨吸収能を

検討した。さらに、RT-PCR法やWestren blot
法によりCl-輸送体発現を野生型、ヘテロ型の

破骨細胞と比較検討した。 
又、V-ATPase のサブユニット ATP6i の点変

異を持つ oc/oc 及び野性型、ヘテロ型マウス

の脾臓細胞より分化・誘導した破骨細胞にお

いて同様な方法を用いて、酸分泌輸送体活性

能を検討した。又、常染色体優性骨大理石病

type II（ADO II）で報告されている Clcn7
の点変異部分に対する抗体を作成し Cl-分泌

能及び骨吸収能への効果について検討した。 
４．研究成果 
ClC7 型Cl-チャネルを調節する分子と報告さ

れているOstm1 の点変異を持つgl/glマウス

由来の破骨細胞における骨吸収能は野生型

及びヘテロ型と比較して時間経過が緩やか

であったものの予想に反して同程度の骨吸

収能を有していた。さらに、破骨細胞の骨吸

収時の特徴的な指標であるactin ringを有す

る細胞形態やその数も野生型及びヘテロ型

と比較して優位な変化は認められなかった。

次にClcn7 の特徴である酸誘発性Cl-電流を

検討したところ、細胞外の酸性化(pH 6.5 以

下)によりどの遺伝子型由来の破骨細胞にお

いてもCl-電流が活性化され、これらの電流量

に大きな違いが認められなかった。さらに、

Cl- 輸 送 体 (Clcn7, K+/Cl- 共 輸 送 体 1 、

Na+/K+/2Cl-共輸送体 1) mRNAやタンパク質

の発現量を比較してもどの遺伝子型由来の

破骨細胞に違いは認められず、相補的な発現

や機能には違いが認められなかった(Figure 
1）。従って、gl/glマウスを用いた解析からは

Ostm1 以外に膜に発現するClcn7 の活性化を

調節する分子が存在する可能性が考えられ

た。以上の結果より、gl/glマウスを用いた解

析からはOstm1 により破骨細胞のCl-分泌が

調節される可能性は少ないと思われた。 

他方、oc/ocマウスの由来の破骨細胞は、H+分

泌能ばかりでなく、Cl-分泌能も同時に抑制さ

れていることが明らかになった。そこで、 

2 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 1: 野性型(WT)とgl/gl由来の破骨細

胞の酸誘発性Cl-電流及び骨吸収能に違いは

なかった。 

野性型の破骨細胞における両輸送体のタン 
パク質相互間結合を免疫沈降法用いて検討

したところ、これら分子は結合可能なことが

明らかになった。また、Clcn7 のポア部分を

担う G215 に対する抗体は Cl-分泌能を有意

に抑制したが、ADO II で報告されている他

の点変異部 P249 及び R286 に対する抗体も

高濃度で有意な抑制が認められた(Figure 2)。 

 
Figure 2: G215 に対する抗体の細胞内投与

により外液酸性化により活性化されるCl-電

流は抑制された。 
さらに P249 及び R286 に対する両抗体は、

骨吸収活性も抑制した。以上結果より、破骨

細胞 V-ATPase と ClCn7 は機能的、形態的カ

ップリングをしている可能性が示唆された。

又 ADO II の病因の１つとして Cl-分泌能の

抑制であることが明らかになった。 
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