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研究成果の概要（和文）：破骨細胞による骨吸収には「分泌リソソーム」が必要である。リソソームが形質膜に
向かって輸送されるメカニズムについて、私たちはプロトンポンプであるV-ATPaseがオルガネラ輸送因子である
Rab7をリソソームにリクルートすることを示していた。本課題では、a3がRab7の活性化因子であるMon1-Ccz1を
介してRab7と結合することを明らかにした。また、a2アイソフォームがRab27と結合し、インスリン分泌に関与
することも示唆した。さらに、大理石病患者由来のa3変異体、a1およびa2との比較から、a3が安定に発現してリ
ソソームに局在し、Rab7と十分量結合することが重要であることもわかった。

研究成果の概要（英文）：Osteoclasts require secretory lysosome to resorb bone. We have shown 
previously that a3 isoform of proton-pumping V-ATPase is essential for lysosome trafficking via the 
recruitment of Rab7, one of membrane trafficking factor. In this study, we demonstrated that the a3 
isoform interacts with Mon1-Ccz1, a guanine nucleotide exchange factor (GEF), and that a3 is 
important for Mon1-Ccz1 localization to lysosomes, which mediates Rab7 recruitment to the organelle.
 We also suggest that a2 isoform interacts with Rab27, and that its interaction appears to be 
involved in the trafficking of insulin granules. These results provide a potential to elucidate the 
mechanism of V-ATPase-mediated organelle trafficking. Furthermore, we analyzed four kinds of 
osteopetrosis patient-derived mutation of a3 and other a subunit isoform, a1 and a2 by 
complementation assay using a3-knockout osteoclast, showing that the stability, lysosomal 
localization and the binding to Rab7 of a3 are important for its function.

研究分野：生化学、分子細胞生物学

キーワード： 分泌リソソーム　V-ATPase　Rab　GEF　オルガネラ輸送　破骨細胞

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
分泌リソソームの細胞内輸送の中で、その開始ステップであるRab7のリクルートの詳細を明らかにできた。ま
た、インスリン顆粒でも同様のメカニズムが関わっていることが示唆されたことから、V-ATPaseによるオルガネ
ラ輸送が普遍的である可能性を提示できた。これは、V-ATPaseの構造的多様性の生物学的意義とオルガネラ輸送
の全容解明につながると考える。また、オルガネラ輸送が関わる骨代謝疾患、免疫疾患やがんの治療法開発にも
貢献できる成果である。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

 

 液胞型 ATPase（V-ATPase）は、プロトンを輸送することでオルガネラ内部や特定の細胞外環

境を酸性化する酵素である。V-ATPase は 13 のサブユニットから構成されるが、そのうち 6種に

細胞やオルガネラに特異的なアイソフォームが存在する。アイソフォームの組み合わせが異な

る多様な V-ATPase は、様々な酸性環境の形成に寄与していると考えられている。本研究課題で

注目している a サブユニットには 4 種のアイソフォームがあり、a3 アイソフォームは後期エン

ドソーム・リソソームに局在すること、破骨細胞の

骨吸収に不可欠であることが知られている。a3は膵

β細胞からのインスリン分泌にも関与していると

の報告もある。しかし、複数存在するアイソフォー

ムの生物学的意義・差異は明らかにされていない。

１つの細胞に複数種類のV-ATPaseが存在するため、

対象とする V-ATPase の解析が困難であることが理

由の１つである。私たちは、a3 の欠損により a1 と

a2 があっても破骨細胞による骨吸収ができなくな

ることに着目し、この細胞を用いれば a3 独自の機

能を解析できると考えた。そこで、a3を欠損した破

骨細胞を分化誘導する実験系や、a3欠損破骨細胞に

野生型の a3 を発現させて骨吸収活性が回復する相

補実験系を構築した。 

 破骨細胞は骨を分解する唯一の細胞である。破骨細胞が骨吸収をするためには、通常は細胞内

にとどまっているリソソームが形質膜へ向かって移動し、形質膜と融合する「分泌リソソーム」

が必要である。リソソームが分泌されることで形質膜に運ばれた V-ATPase が骨側の空間を酸性

化して骨のミネラル分を溶解するだけでなく、分泌されたリソソーム酵素を活性化して骨の有

機質を分解するからである。このように重要な役割を果たす分泌リソソームであるが、その細胞

内輸送メカニズムの詳細は不明であったが、私たちは、V-ATPase の a3 アイソフォームがオルガ

ネラ輸送のスイッチとして働く Rab7 をリソソームへリクルートすることを報告した（Matsumoto, 

et al., Sci. Rep., 2018）が、これは V-ATPase が酸性化だけでなくオルガネラ輸送にも関与し

ているという意外な発見であった。しかし、a3アイソフォームがどのように Rab7 をリクルート

するのか、他の分泌リソソームでも同じメカニズムが働いているのかはわかっていない。また、

a1、a2 などの他のアイソフォームがオルガネラ輸送に関与しているのかも興味深い課題として

残っている。 

 

 

２．研究の目的 

 

V-ATPase の a3 アイソフォームが小胞輸送因子である Rab7 をリソソームにリクルートすると

いう知見を起点に、オルガネラ輸送機構の全容解明に発展させることを目的とする。また、リソ

ソームだけでなく、各オルガネラに特有なアイソフォーム構成の V-ATPase が、そのオルガネラ



の輸送にどう関わるのか、アイソフォームの生物学的意義を明らかにすることも目的とする。そ

のために、以下の方向性をもって研究を進める。 

 

① 破骨細胞における a3を介したリソソーム輸送機構の全容を解明する。 

② a3 欠損破骨細胞を用いた相補実験系により、a3 の機能に重要な性質や a1、a2 との差異を明

らかにする。 

③ V-ATPase によるオルガネラ輸送が普遍的なものなのか検討する。 

 

 

３．研究の方法 

 

① a3 を介したリソソーム輸送機構の全容解明 

 Rab7 は低分子量 G タンパク質であり、グアニンヌクレオチドにより活性が調節されている。

a3 と結合するのは GDP 型の Rab7 であることから、GDP 型を GTP 型にするグアニンヌクレオチド

交換因子（GEF）により a3との相互作用が調節されている可能性がある。そこで、破骨細胞にお

いて Rab7 の GEF として働くタンパク質を Rab7 の免疫沈降産物のプロテオーム解析などにより

同定する。同定した GEF について、細胞内局在、a3と Rab7 の相互作用に与える影響、発現抑制

によるリソソーム分泌への影響を調べる。 

 

② a3 の機能に重要な性質や a1、a2 との差異の解明 

 a3 欠損破骨細胞に大理石病患者由来 a3 変異体を発現させて解析し、病因変異が a3 の機能に

与える影響を明らかにすることで、リソソーム輸送において重要な a3の性質を特定する。また、

a1 および a2 を用いた相補実験により、a1、a2 と a3 の差異を明らかにする。 

 

③ オルガネラ輸送の普遍的なメカニズムの解明 

a1、a2 アイソフォームと相互作用する Rab タンパク質を、免疫沈降より網羅的に調べる。a1、

a2 の発現を抑制することにより、局在の変化するオルガネラがないか、そのオルガネラは相互

作用する Rab が局在するか、免疫染色や分画により明らかにする。 

 

 

４．研究成果 

① a3 を介したリソソーム輸送機構の全容解明 

HEK293T 細胞を用いた過剰発現系により、a3 と Mon1-Ccz1 が結合することを見いだした。a3

と Rab7 の結合は Mon1-Ccz1 存在下で亢進すること、Rab7 非依存的に Mon1-Ccz1 は a3 と結合す

ることがわかった。a3と Mon1-Ccz1 の結合領域を調べたところ、a3 は N 末端側の細胞質ドメイ

ンで、Mon1-Ccz1 は Longin ドメインで結合した。野生型破骨細胞ではリソソームに局在する Ccz1

が、a3欠損破骨細胞では細胞質に散在したことから、Ccz1 がリソソームに局在するために a3 が

必須であることも示した。つまり、a3は Mon1-Ccz1 をリソソームに局在させることで Rab7 をリ

クルート・活性化していることが予想され、オルガネラ輸送の開始に関わる重要な知見を得るこ

とができたと考えている。 

 

② a3 の機能に重要な性質や a1、a2 との差異の解明 



＜大理石病患者由来 a3変異体の解析＞ 

a3 の変異により大理石病を発症することが知られているが、その変異が病因となるかは示さ

れていなかった。大理石病が劣性疾患であり、a3 を欠損した破骨細胞でないと変異の影響を検

討できなかったからである。私たちは a3 欠損マウスのマクロファージから破骨細胞を誘導する

系を構築し、a3 変異体の解析を可能にした。a3 変異体を解析することは、大理石病の発症機構

の解明につながるだけでなく、分泌リソソームの輸送において重要な a3 の性質が分かると考え

た。細胞質側にある４種の変異（２種の欠失変異と２種のミスセンス変異）に注目して調べたと

ころ、欠失変異体は破骨細胞において不安定であり、Rab7 はリソソームへリクルートとリソソ

ームの分泌が起きず、骨吸収ができなかった。そのため、これらの欠失変異は病因となることが

示された。一方、ミスセンス変異体は安定に発現し、リソソームが分泌され、骨吸収もできた。

用いた２種のミスセンス変異のみでは病因とはならず、発症には他の変異が必要であることが

示唆された。 

＜a1、a2 との比較＞ 

発現量、a アイソフォームの局在、Rab7 との結合、Rab7 のリソソームへのリクルート、骨吸

収活性を評価したところ、a1 は a2 よりもリソソームに局在するが、Rab7 との結合量が少なかっ

た。a2 はごく一部しかリソソームに局在しなかったが、Rab7 との結合量は a1よりも多かった。

a1と a2 は a3 の４分の１程度しか発現していなかったが、一部の Rab7 をリソソームへリクルー

トし、形質膜近傍へ輸送されるリソソームもあった。しかし、骨吸収活性は、a3 と比較して a1

が 10%、a2 が 0.5%程度であり、形質膜に運ばれた V-ATPase の量を反映していた。これらのこと

から、リソソームの輸送には Rab7 をリクルートできるだけの量と結合力があればよいが、骨吸

収活性には酸性化を担うための V-ATPase として十分な量が必要であることがわかった。 

 

③ オルガネラ輸送の普遍的なメカニズムの解明 

a1 および a2 アイソフォームと各種 Rab の結合を調べたところ、a2 が Rab27 と強く結合する

ことがわかった。膵β細胞で検討したところ、a2 と Rab27 はインスリン分泌に関わっているこ

とが示唆され、V-ATPase によるオルガネラ輸送が普遍的なものである可能性を提示することが

できた。 

 

④ その他の成果 

 本研究では、免疫沈降実験により V-ATPase の会合状態を調べる系を確立できたが、その系を

用いて、細胞の老化に伴い V-ATPase の会合率が低くなっていることを明らかにできた（順天堂

大学との共同研究）。また、破骨細胞への分化を抑制する化合物のスクリーニング系を構築し、

クルクミンよりも分化を抑制する新たな誘導体を見つけることができた。 

 

 以上のことから、V-ATPase が GEF を介して Rab をリクルートすることでオルガネラ輸送を開

始するというメカニズムが強く示唆された。今後はさらに詳細な解析を進め、V-ATPase による

オルガネラ輸送の制御機構の解明につなげたい。また、大理石病などの骨代謝疾患だけでなく、

分泌リソソームの関わる疾患（免疫疾患、がんなど）の治療法の開発に貢献できる結果を得られ

るようにしたい。 
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