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第１章	 序論  
 
	 ヒトは約 200本の骨に支えられ、日々骨のリモデリングにより古い骨から新しい骨

へと代謝されることにより、そのホメオスタシスが維持されている。すなわち、破骨細

胞による骨吸収と骨芽細胞による骨形成のバランスが一定に保たれることが重要であ

り、何らかの理由によりこのバランスが破綻すると様々な重大な疾患へと繋がることが

知られている。例えば、破骨細胞の形成異常や機能障害により骨量が増加する疾患であ

る大理石骨病や、逆に破骨細胞の機能亢進により骨量が減少する骨粗鬆症があげられる

（1）。歯科の領域においても、重度歯周病において、炎症に惹起された破骨細胞の活動

による歯槽骨吸収があげられる（2）。特に骨粗鬆症や歯周病は、多数の罹患者を認め、
生活習慣病の一つとして数えられる。これらの疾患の病因論の理解及びその克服へのア

プローチとして破骨細胞の機能について理解を深めることが重要であると考えられる。 

 
	 破骨細胞は、血球幹細胞由来のマクロファージが分化融合を繰り返し形成された多核

の巨細胞である（3）。マクロファージは、ファゴサイトーシスにより死んだ細胞や細菌、

ウィルスなどを取り込み分解する貪食細胞として知られ、免疫系において重要な役割を

担っている（4）。分化の過程では、Macrophage colony-stimulating factor（MCSF）
と Receptor activator of NF-κB ligand（RANKL）の二つのサイトカインが重要な役

割を果たす（5）。破骨細胞は成熟すると、アクチンリング構造を形成し骨表面に緊密に
結合し、骨吸収を行う（6）。アクチンリングに囲まれたエリアの膜構造は波打った特殊
な構造をしており、波状縁と呼ばれる（7）。破骨細胞は、波状縁から様々なプロテアー

ゼや酸を分泌し、コラーゲンなどの有機質や骨基質を分解する。骨吸収により形成され

た凹んだ部位はハウシップ窩または吸収窩と呼ばれる（8）。メンブレントラフィックと
は、膜に包み込まれた物質を輸送する機構のことであり、オルガネラの移動、オルガネ

ラ間の小胞の輸送、小胞の分泌さらにオートファジー経路を総称したものである。これ

ら破骨細胞分化及び骨吸収の過程で、オルガネラのダイナミックな移動、及びプロテア

ーゼを含んだ小胞の輸送、分泌すなわちメンブレントラフィックが関与していることが

想定される。さらに、マクロファージにおいて細胞外部からファゴサイトーシスにより

取り込まれたものは、エドサイトーシス経路を経てリソソームへ輸送される。以上の点

からマクロファージ/破骨細胞系においてメンブレントラフィックが必要不可欠である

と想像される。過去の報告において、微小管モータータンパクである細胞質ダイニンと

結合し輸送を制御する Lissencephaly-1（LIS1）が Pleckstrin homology domain 
containing family M member 1（Plekhm1）や Rab7と相互作用しリソソームの輸送
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を制御することや、Rab3Dが細胞質ダイニンの軽鎖の構成要素である T-complex 
testis-expressed-1（Tctex-1）と相互作用し分泌小胞輸送を制御するという報告がある
（9、10）。一方でその細部にわたる機構に関する報告は十分でなく、いまだ未知の部

分が大きいのが現状である。 

 
	 メンブレントラフィックのプロセスには、SNAREや ESCRT、Rabなど様々な制御

因子が関与している（11-13）。その中でも、Rabタンパク質は、Rasスーパーファミ
リーに属する低分子量 Gタンパク質でありヒトでは約 60種類存在する（14）。Rabタ
ンパク質は、活性化型の GTP結合型と不活性化型の GDP結合型をサイクルすること

で分子スイッチとして機能し、活性化型の時にエフェクタータンパク質と結合し、メン

ブレントラフィックやオルガネラの生合成、細胞接着など様々な機能発現をする（15）。
また、不活性化型から活性化型への変換には Guanine nucleotide exchange factor

（GEF）が機能し、活性化型から不活性化型への変換には GTPase-activating protein
（GAP）が機能している（16）。それぞれの Rabタンパク質は、特定のオルガネラに局
在し機能し、主なものとしては、Rab5はエンドサイトーシスにより細胞内に取り込ま

れた物質の初期エンドソームへの輸送に働き、Rab7は後期エンドソームからリソソー
ムへの輸送を制御している（15、17）。 

 
	 Rabタンパク質の破骨細胞への関わりについていくつか報告されている。例えば、リ
ソソームの輸送を制御する Rab7は波状縁の形成、骨吸収に関与し、分泌小胞の輸送を
制御する Rab3D KOマウスにおいては、波状縁の形成異常、骨量増加が見られる。さ

らに Lysosome related organelle（以下、LROと略す）や分泌小胞の輸送に関わる
Rab27Aが破骨細胞分化、吸収に関与する。等、報告されている（18-21）。しかしなが
ら、破骨細胞におけるそれぞれの Rabタンパク質遺伝子発現そのものから始まり、そ

の機能の解明はほとんどなされていないのが現状である。そこで本研究では、Rabタン
パク質に注目することで、メンブレントラフィックという観点からマクロファージ及び

破骨細胞の特徴を明らかにすることを目的とした。 
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第２章	 材料および方法  
 
	 ２−１．	 マウス骨髄細胞単離、破骨細胞培養  

 
	 本研究におけるすべての動物実験は、大阪大学大学院歯学研究科動物実験委員会の承

認を得て行った（承認番号：動歯-26-001-0）。 

 
	 8週齢雄性野生型（WT）C57BL6Jマウス（日本 SLC）より大腿骨及び脛骨を採取
し、骨の両端を切断し、60 µg/mlカナマイシン（Wako）含有α-MEM with L-Glutamine 

and Phenol Red（Wako）で骨内を洗い、骨髄細胞を回収した。4℃ 1,200 rpmで 5分
間遠心し、上清を取り除き、赤血球溶解バッファー（150 mM NH4Cl、10 mM KHCO3、

0.1 mM EDTA［pH7.4］）を加え懸濁した。再度 4℃ 1,200 rpmで 5分間遠心をし、

骨髄細胞を単離した。 

 
	 細胞は 37℃ 5％CO2で培養した。培地は 10％ FBS（Biowest）添加α-MEMに 60 

µg/mlカナマイシンを加えたものを用いた。3.5 cmディッシュに 10％ CMG14-12由
来培養上清液含有培地 2 mlを加え、回収した細胞を 1.5×106個播種した（22）。培養
3日後に 0.02％ EDTAを用いマクロファージを回収し、目的のサイズのディッシュに

播きかえた。破骨細胞は、マクロファージを 5日もしくは 6日間 2％ CMG14-12由来
培養上清液および 400 ng/ml GST-RANKLにて刺激を行い、分化誘導した。 

 
	 ２−２．	 プラスミド及びレンチウィルス精製  

 
	 使用したプラスミドは表１に記した。 

	  
	 ベクターおよび PCR増幅断片を制限酵素で切断したものをベクター：インサート
=1：1になるように調整し、2×ligation mix（Takara）を加え室温で 10分間ライゲー

ションさせた。その後、DH5αコンピテントセルをライゲーションミックスに 20 µl加
え、氷上で 30分間静置した後、42℃ 30秒間のヒートショックを行った。再び氷上に
2分間静置したものに 100 µlの LB培地を加え 37℃で 30分間培養し、再懸濁したもの

を全量 LB-amp（Ampicillin Sodium：100 µg/ml）（Wako）プレートにまき、37℃で
一晩培養した。翌日コロニーをピックアップしたものを 1 mlの LB-amp溶液で 37℃、
一晩震盪した。アルカリ抽出法で大腸菌液から目的のプラスミド DNAを抽出した。大
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腸菌液を 1.5 mlマイクロチューブに移し、4℃で 15,000 rpm 1分間遠心した。上清を
取り除き、100 µlの solutionⅠ（25 mM Tris-HCl（pH7.5）、0.1 mM EDTA（pH8.0）、
5 mMスクロース）を加え、ボルテックスした後に、200 µlの solutionⅡ（0.2M NaOH、

1％ SDS）を加え転倒混和し、さらに 150 µlの solutionⅢ（3 M酢酸カリウム、酢酸
115 ml/H2O）を加え転倒混和後 15 µlの TE-RNase（Invitrogen）を加え、氷上に 3
分間静置した。10 µlのクロロホルム（Wako）を加えよく混和し、4℃で 15,000 rpm 3

分間遠心した。上清を 1.5 mlマイクロチューブに移し、等量のイソプロパノール（Wako）
を加え混和した後に、4℃で 15,000 rpm 10分間遠心した。上清を取り除き、1 mlの
70％エタノールでリンスし、乾燥させた後に 50 µlの超純水で懸濁した。 

 
	 プラスミド DNAをトランスフェクションに用いる場合、150 µlの超純水、200 µl
の 5 M NaCl、45 µlの SiO2ソリューション（6 gの Silicon dioxide（Sigma）を 50 ml

の超純水に懸濁しオートクレーブ）を加え、ROTATOR（TAITEC）で 15分間転倒混
和した。5,000 rpm 20秒間遠心し、500 µlの 70％エタノールで 2回リンスした後に
50 µlの超純水を加えボルテックスし、15,000 rpm 1分間遠心し上清を回収した。さら

に、140 µl の solutionⅢとイソプロパノール 600 µlを加え、4℃で 15,000 rpm 10分
間遠心し、上清を取り除き 1 mlの 70％エタノールでリンスし、乾燥させた後に 100 µl
の超純水で懸濁し、トランスフェクションに用いた。 

 
	 レンチウィルス回収のために、Plat-Eを用いた。Plat-Eは、37℃ 5％CO2で培養し、
培地は 10％ FBS（Gibco）添加 D-MEM（High Glucose）with L-Glutamine and Phenol 

Red（Wako）に 1％penicillin/streptomycin（P/S）を加えたものを用いた。3.5 cmデ
ィッシュは、1 mlの 0.01％poly L-Lysine（Sigma）でコーティングをし、5分間室温
で静置後 1 mlの超純水でウォッシュした後、乾燥したものを用いた。3.5 cmディッシ

ュに 1 mlの培地を加え、そこに Plat-E細胞懸濁液を滴下し 37℃で一晩培養した。翌
日、プラスミド DNA 1 µg、VSVGプラスミド DNA 1 µg、Polyethylenimine（1 mg/ml）
（MW 25,000；Polysciences）8 µl、Opti-MEM（Gibco）200 µlを混和し、室温で 20

分間静置した後に、ディッシュに滴下した。37℃で一晩培養後、培地を取り除き、60 
µg/mlカナマイシン、10％ FBS（biowest）添加α-MEM 1.5 mlを加え、トランスフ
ェクション後 48時間および 72時間の 2回レンチウィルスを回収した。 

 
	 ２−３．	 インフェクションによる遺伝子導入  
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	 マクロファージに遺伝子導入する場合、培養 2日目に 3.5 cmディッシュに対して 400 
µlのレンチウィルスを最終濃度 10 µg/mlの Polybrane（Sigma）と共に 3時間培養し
た。細胞選抜を行う場合は、一晩培養した後、最終濃度 2 µg/mlの Puromycin（Sigma）

を添加した。さらに 3日間培養し、培地交換を行い、細胞が十分に増殖するまで培養し
た。 

 
	 ２−４．	 DNA マイクロアレイ法による遺伝子発現解析  

	  
	 培養細胞から全遺伝子の抽出は、QIAzol Lysis Reagent（Qiagen）を用いた。RNA

精製及び DNAマイクロアレイ解析は、大阪大学微生物病研究所感染症 DNAチップ開
発センターに委託した。なお、DNAマイクロアレイ解析キットにはWhole Mouse 
Genome DNAマイクロアレイ 4×44K Ver.2.0 （G4846A）（Agilent Technologies）

を使用し、プレートスキャンには Agilent Microarray scanner G2505Cを用い、スポ
ットの数値化には Feature extraction software（Version10.7.3.1）を用い測定した。 

 
	 ２−５．	 リアルタイム PCR 法による RNA 発現解析  

 
	 培養細胞からの全 RNAの抽出は、TRIsure（BIOLINE）を用いた。抽出した RNA

を鋳型として、iScriptTM cDNA Synthesis Kit（Bio Rad）を用いて逆転写反応を行い、
相補鎖 DNA（以下、cDNAと略す）を作製した。 
	 Real-time PCR法による解析は、cDNAを鋳型として、表２に示す各遺伝子特異的

な Real-time PCR用プライマー（Sigma）を用いて行った。PCR反応は QuantiTect 
SYBR Green PCR（Qiagen）を用いて、StepOnePlus Real-time PCR System（Applied 
Biosystems）にて行った。なお各遺伝子の定量は GAPDHを内在性のコントロール遺

伝子として用いて、同遺伝子の発現量に対する相対量として算出した。 

 
	 ２−６．	 ウェスタンブロット法に用いる細胞抽出液の調整  

 
	 マクロファージは、6 cmディッシュで培養し、細胞抽出液を回収した。ディッシュ
上の細胞を PBS（137 mM NaCl、2.7 mM KCl、10 mM Na2HPO4、1.76 mM KH2PO4、

（pH7.4））で 3回洗浄した後、PBSを 1 ml加えてセルリフター（日本ジェネティッ
クス）を用いて回収した。その細胞懸濁液を 1.5 mlマイクロチューブに移し、4℃で
3,000 rpm 3分間遠心した。上清を取り除き回収した細胞に Lysis buffer（50 mM 
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TrisHCl（pH7.5）、150 mM NaCl、1 mM DDT、1％TritonX-100、Protease inhibitor 
cocktail（Roche））を加えて懸濁した。氷温中に 20分間静置後、4℃で 15,000 rpm 10
分間遠心した上清を 6×SDSサンプルバッファー（300 mM Tris-HCl（pH6.8）、12％ 

SDS、30％ グリセロール、0.006％ ブロモフェノールブルー、0.6 M 2-メルカプトエ
タノール）に懸濁して 3分間ボイルした。 

 
	 RANKL刺激 3日目及び 5日目の細胞は、48 ウェルプレートで 3日間もしくは 5日
間 RANKL刺激を行い培養し、細胞抽出液を回収した。ウェル上の細胞を PBSで 1回
洗浄した後、80 µlの 1×SDSサンプルバッファー（50 mM Tris-HCl（pH6.8）、2％ SDS、

5％ グリセロール、0.001％ ブロモフェノールブルー、0.1 M 2-メルカプトエタノール）
を直接ウェルに加え、1-200 µl Pipette Tip Natural（QSP）を用い細胞抽出液を回収
し、隣のウェルに移し、さらにそのウェルの細胞抽出液の回収を行った。同様の作業を

繰り返し、一度に計 16 ウェルの細胞抽出液を回収した。その後、1.5 mlマイクロチュ
ーブに移し、5分間ボイルした。 

 
	 ２−７．	 タンパク質定量  

 
	 サンプル 1 µlを 20 µlの solution混合溶液（Protein Assay Bicinchonitake kit（ナ

カライテスク））とよく混和し、37℃で 30分間反応後タンパク量を測定した。標準タ
ンパク質溶液として 0〜1.0 µg/µlの BSA溶液を用いた。タンパク質量測定には
NanoDrop-1000（Thermo）を用い、562 nmの波長にて測定した。 

 
	 ２−８．	 ウェスタンブロット法  

 
	 ボイルしたサンプルを 12.5％ポリアクリルアミドゲル、ランニングバッファー（25 
mM Tris-HCl（pH8.3）、191 mM glycine、0.1％ SDS）を用い、SDS-PAGEにて電
気泳動を行った。次に、ブロッキング装置（NA-150：日本エイドー）中で、トランス

ファーバッファー（25 mM Tris-HCl（pH8.3）、192 mM glycine、20％メタノール）
を用いて、PVDF膜（GE Healthcare）に転写した（100 V、130 mA、1時間）。PVDF
膜は 5％スキムミルク（森永乳業）を含む PBS-T（3.2 mM Na2HPO4、0.5 mM KH2PO4、

1.3 mM KCl、135 mM NaCl、0.05％ Tween 20（pH 7.4））を用いて室温で 15分間
ブロッキング処理した。一次抗体を Can Get Signal（TOYOBO） SolutionⅠで希釈し
た溶液と室温で 1時間反応させた後に、PBS-Tで 15分間洗浄を行った。その後、二次
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抗体をCan Get Signal SolutionⅡで希釈した溶液と室温で1時間反応させた後、PBS-T
で 15分間洗浄を行った。洗浄後、ECL SelectTM Western Blotting Detection Reagent
（GE Healthcare）を反応させ、Gene Gnome 5（Syngene）を用いてバンドを検出し

た。各抗体の希釈倍率は以下に示す。一次抗体 anti-Rab32 rabbit（23）：1/1000、
anti-Rab38 rabbit（23）：1/1000、anti-Cathepsin K mouse（Abcam）：1/1000、anti- 
β-actin mouse（Sigma）：1/10000、二次抗体 anti-rabbit IgG HRP（CST）：1/2000、

anti-mouse IgG HRP（Southern biotech）：1/10000 

 
	 ２−９．	 免疫染色法及び顕微鏡観察  

 
 24 ウェルプレートに 13 mmカバーガラスを乗せ、細胞の培養を行った。象牙切片上
で培養する場合は、48 ウェルプレートに Dentin Slice, from Ivory, Thin Type（Wako）

を乗せ、細胞の培養を行った。以下の蛍光プローブを用いる場合は、固定の 2時間前に
次の濃度でそれぞれ添加した。LysoTracker Red DND-99（Thermo）：1 µM、
LysoSensor Blue DND-167（Thermo）：4 µM、MitoTracker Red CMXRos（Thermo）：

500 nM 
また、Magic Red CatB（Immunochemistry Technology, LLC）：1/520、Magic Red 

CatK（Immunochemistry Technology, LLC）：1/520に関しては固定の 30分前に添加

した。また、オルガネラの酸性化を阻害する場合、固定の 24時間前に Bafilomycin A1
（TORONTO RESEARCH CHEMICALS）：50 nMもしくは、Concanamycin A1
（Sigma）：20 nMを上記濃度で培地中に添加した。 

 
細胞は、4％ Paraformaldehyde（ナカライテスク）/PBSを加え、室温で 20分間静

置した。PBSで 3回洗浄し、0.3％ TritonX-100/PBSを用い室温で 2分間透過処理し、

ブロッキングバッファー（1％ BSA、0.1% TritonX-100/PBS）で 3回洗浄後、ブロッ
キングバッファー中に室温で 1時間静置した。次に、ブロッキングバッファーで希釈し
た一次抗体と 4℃で一晩反応させた。0.02％ TritonX-100/PBSで 3回洗浄した後、ブ

ロッキングバッファーで希釈した二次抗体と室温で 1時間反応させ、0.02％ 
TritonX-100/PBSで 3回洗浄した。アクチン染色を行う場合、0.02％ TritonX-100/PBS 
で 1/625に希釈した Acti-stain 555（Cytoskeleton, Inc）と 30分間室温で反応させた。

その後 0.02％ TritonX-100/PBSで 3回洗浄し、1/500に希釈した DAPI（Sigma）を
添加した Slow Fade（Invitrogen）を用いて、カバーガラスをスライドガラスに封入し
た。 象牙切片の観察の場合、直径 8 mmの穴を開けた厚さ 200 µm HEAT SHRINKING 
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PLA-PLATE（TAMIYA）をスライドガラスに接着し、内部に象牙切片を置き、DAPI
（Sigma）を添加した Slow Fade（Invitrogen）を滴下した。カバーガラスで上部を封
鎖し、共焦点レーザー顕微鏡 TSC SP8（Leica）で観察した。対物レンズは HC PL APO 

CS2 63×1.40 OIL（Leica）を使用した。 
	 各抗体の希釈倍率は以下に示す。一次抗体 anti-GM130 mouse（BD Bioscience）：
1/200、anti-LAMP1 rat（Santa Cruz：1D4B）1/200、anti-LAMP2 rat（DSHB）1/100、

anti-Rab32 rabbit（23）：1/250、anti-Rab38 rabbit（23）：1/250、anti-TOM20 mouse
（Sigma）：1/50、anti-EEA-1 rabbit（Cell Signaling）：1/50、anti-Cathepsin K mouse
（Abcam）：1/50、anti-TRAP mouse（Santa Cruz）1/50、二次抗体 anti-Alexa Fluor 

488 anti-rabbit（Thermo）、anti-Alexa Fluor 568 anti-rabbit（Thermo）、anti-Alexa 
Fluor 568 anti-mouse（Thermo）、anti-Alexa Fluor 594 anti-rat（Thermo）：1/5000 

 
	 ２−１０．	 蛍光ビーズ及び蛍光色素取り込みによるエンドサイトーシス解析  

 
	 24 ウェルプレートに 13 mmカバーガラスを乗せ、細胞の培養を行った。蛍光ビー

ズを用いる場合は、固定前のそれぞれのタイムポイントで培地中に蛍光ビーズ：

FluoSpheres Sulfate microspheres 1.0 µm blue fluorescent (365/415) 2% Solids
（Thermo）：1/5000を添加した。固定後、Slow Fadeを用いて、カバーガラスをスラ

イドガラスに封入し、共焦点レーザー顕微鏡 TSC SP8（Leica）で観察した。蛍光色素
デキストランに関しては、培地中に以下の濃度で添加し、固定後蛍光ビーズと同様に封

入し、共焦点レーザー顕微鏡 TSC SP8（Leica）で観察した。Dextran, 

Tetramethylrhodamine, 10,000 MW, Anionic, Fixable（Thermo）：0.25 mg/ml 

 
	 ２−１１．	 電子顕微鏡による構造解析  

 
	 3.5 cm グリッド付きガラスボトムディッシュ（MatTek）を用い細胞の培養を行っ
た。培地を除去し、PBSで 2回洗浄後、4% Formaldehyde, methanol free, ultra pure

（Polyscience, Inc）/0.1 M Phosphate buffer（19 mM NaH2PO4・H2O、81 mM 
Na2HPO4・7H2O（pH7.4））を用い 20分間室温で固定した。その後、4% スクロース
含有 0.1 M Phosphate bufferを用い、5分間計 3回ディッシュを洗浄した。次に、共

焦点レーザー顕微鏡 TSC SP8（Leica）で観察を行い、目的の細胞を撮影し、細胞が位
置する番号を記録した。 
	 次に、2.5% Glutaraldehydeで 60分間前固定を行い、4% スクロース含有 0.1 M 
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Phosphate bufferで洗浄した後、1% Osmium tetroxideと 1.5% Potassium 
ferrocyanide含有 0.1 M Sodium-phosphate buffer（pH7.4）で 60分間後固定を行い、
超純水で洗浄した。さらに、上昇アルコール系列で脱水を行い、EPON812（TAABCO）

を満たした直径 8 mmのプラスチックカップに樹脂包埋した。その後、80 nmの超薄
切片に切り出し、Uranyl acetateと Citrate solutionに浸したのち、超純水で洗浄し、
電子染色を行った。撮影は、透過型電子顕微鏡 JEM-1011（JEOL）、Olympus Veleta 

CCDカメラ（Olympus）を用い 80 kVで行った。なお、切片作成および電子顕微鏡観
察は大阪大学微生物病研究所中央実験室に委託した。 
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第３章	 結果  
	  
	 ３−１．	 アクチンリング内に集積する Rab タンパク質の同定  

 
	 8週齢雄性野生型マウスから採取した血球幹細胞由来のマクロファージに全 55種類
の GFP-Rab1-42をそれぞれレトロウィルスベクターで遺伝子導入し安定発現させ、共

焦点蛍光顕微鏡を用いて、マクロファージにおける GFP-Rabの局在性を観察した（図
１）。図１にはガラス上の培養における全 55種の GFP-Rabの局在性を示す。エンドソ
ーム系オルガネラに局在する Rab4、Rab5、Rab7、Rab22や Rab39、分泌小胞に局在

する Rab3、Rab26と Rab37さらにリソソーム関連オルガネラに局在する Rab27、
Rab32、Rab38さらには局在に関する報告が少ない Rab42がリング状の局在パターン
を示した。その中でもリソソーム関連オルガネラに局在するRabタンパク質は総じて、

一部大きな小胞状の局在を示した。RANKL刺激により破骨細胞に分化誘導を行い、破
骨細胞での局在を観察したが、マクロファージと局在性が大きく変化する Rabタンパ
ク質は認めなかった。 

	 一方でガラス上での培養では、吸収窩が形成されない。そこで、破骨細胞の骨吸収に

おいて機能する可能性のある Rabタンパク質を抽出することを念頭に、象牙切片上の
培養においてアクチンリング内に集積する Rabタンパク質に着目した（図２）。大部分

の Rabタンパク質は、アクチンリング外に局在したが、Rab7、Rab9A、Rab13、Rab32、
Rab35及び Rab38がアクチンリング内に集積する様子が観察された。 

 
	 ３−２．	 破骨細胞分化の過程で Rab38 が発現上昇する  

 
	 次にマウスから採取した血球幹細胞由来のマクロファージを RANKL刺激により破

骨細胞に分化誘導を行った。RANKL刺激前のマクロファージ及び RANKL刺激 6日
目の細胞由来の mRNAを回収し、DNAマイクロアレイ法にて全遺伝子の発現を比較
した。内部標準である GAPDHや β-アクチンは分化の過程で発現量が大きく変化しな

かった一方で、破骨細胞分化にともない発現上昇することが知られている

Tartrate-resistant acid phosphatase（TRAP）やカテプシン K（CatK）、Dendritic 
cell-specific transmembrane protein（DC-STAMP）、Calcitonin receptor（CTR）は、

破骨細胞分化過程での発現上昇率と破骨細胞での発現量が極めて高い値を示すことが

実際に確認された（図 3-A）（24）。Rabタンパク質遺伝子の発現に着目すると、多くの
Rabタンパク質が発現していたが、特に Rab38が他の Rabタンパク質に比較すると極
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めて高い約 40倍程度の発現上昇率を示し、破骨細胞での発現量も大きな値を示した（図
4-A、B）。他には、Rab1A、Rab7、Rab14等が破骨細胞で高い発現量を示した。一方
で、メラノサイトなどの研究から Rab38の機能的ホモログとされる Rab32は、破骨細

胞で高い発現量を認めたものの、分化の過程で発現量が約 0.3倍程度に減少した。
Real-time PCR法により、カテプシン K、CTR、Rab32と Rab38の mRNA発現レベ
ルを個別に確認すると DNAマイクロアレイ法の結果同様の傾向を示し、Rab38は 48

倍に発現量が上昇し、Rab32は約半分に低下した（図 3-B、4-C）。また、Rab32及び
Rab38のエフェクタータンパク質としてVarpとMyosin Vcが報告されているが、Varp
の発現量は分化過程で顕著な変化は認めず、Myosin Vcは発現を認めなかった（25、

26）。すなわち、マクロファージ/破骨細胞系では、既知のエフェクタータンパク質以外
に重要な働きを示すタンパク質が存在する可能性がある。以上の結果から Rab32及び
Rab38（以下、Rab32/38と略す）のマクロファージ及び破骨細胞における役割の解析

を進めることとした。 

 
	 ３−３．	 Rab32 はマクロファージ及び破骨細胞で発現し、Rab38 は破骨細胞

に発現する  

	  
	 はじめに、RANKL刺激前後での内在性の Rab32/38のタンパク質発現をそれぞれの

特異抗体を用いウェスタンブロット法にて検討した（図 5）。その結果、mRNAと同様
に Rab32は RANKL刺激の有無にかかわらず発現していたが刺激後は若干減少し、一
方、Rab38は RANKL刺激前には発現が確認されず、刺激により発現が誘導された。

その発現上昇は、カテプシン Kは 3日目で十分に上昇するのに対し、Rab38は 3日目
で上昇が見られるが、5日目までさらに上昇した。蛍光抗体法でそれらの局在性を調べ
ると、内在性 Rab32は点状、リング状構造を示した（図 6）。これは主にマクロファー

ジに相当する単核細胞及び分化の進行した破骨細胞に相当する多核細胞で同様であっ

たが、多核細胞の方が発現は弱かった。内在性の Rab38は、マクロファージで発現し
ていないことと呼応し、局在は観察されなかった。一方で多核の破骨細胞では点状、リ

ング状構造の局在が観察されたものの、単核破骨細胞では局在は観察されなかった。つ

づいて、GFP-Rab32と GFP-Rab38の細胞内の局在性を改めて詳細に検討した。マク
ロファージに GFP-Rab32/38を遺伝子導入し、RANKL刺激により破骨細胞に分化誘

導を行い、GFP-Rab32/38の局在性を共焦点蛍光顕微鏡で観察を行った（図 7）。ガラ
ス上で培養すると GFP-Rab32と GFP-Rab38は共に点状及びリング状の局在パターン
を示した。また、象牙切片上で培養を行った場合も、同様に点状及びリング状の局在を
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示し、さらに、多核となった破骨細胞ではシグナルがアクチンリング内へ一様に集積が

見られた（図 8）。GFP-Rab32と内在性 Rab38は破骨細胞において大部分が共局在を
示したが、一部 Rab38のみ陽性の構造も存在した（図 9）。同様に GFP-Rab38と内在

性 Rab32は破骨細胞で大部分が共局在を示した。以上のことから、Rab32はマクロフ
ァージ及び破骨細胞で、Rab38は分化の進んだ破骨細胞で、何らかのオルガネラに局
在することが分かった。 

 
	 ３−４．	 Rab32 は、GTP/GDP 結合サイクルに応じてゴルジ体に局在する  

 
	 そこで、Rab32/38と様々なオルガネラとの局在性の検討を行った。まず、マクロフ
ァージにおいて、GFP-Rab32の一部はゴルジ体のマーカーである GM130と共局在を
示した（図 10-A）。一方破骨細胞では、その共局在はあまり顕著ではなかった（図 10-B）。

Rab32の GTP結合型である恒常的活性化型変異体 GFP-Rab32QLと GDP結合型であ
る恒常的不活性化型変異体 GFP-Rab32TNをマクロファージに遺伝子導入し、マクロ
ファージ及び破骨細胞における局在性を観察した（図 11、12）。その結果、

GFP-Rab32QLはマクロファージ、破骨細胞において野生型と同様の点状、リング状構
造の局在性を示したものの、ゴルジ体局在は減弱した。一方で GFP-Rab32TNは、マ
クロファージ、破骨細胞共に細胞質中の点状、リング状構造が消滅し、核近傍のゴルジ

体局在のみ示した。すなわち、Rab32は GDP型のときゴルジ体に局在し、GTP型の
ときその他の局在を示し、それらの間をサイクルしていると考えられる。 

 
	 ３−５．	 マクロファージでは Rab32 陽性オルガネラはエンドサイトーシス経
路で一部が Rab7/LAMP1 陽性になる  

	  
	 マクロファージにおける Rab32陽性オルガネラとリソソームの関係性を検討するた
めに、GFP-Rab32とリソソームマーカーである LAMP1、LAMP2との局在性を免疫
抗体染色法にて観察した結果、LAMP1及び LAMP2陽性のリソソームの他に点状リン

グ状の GFP-Rab32陽性オルガネラがあり、そのうち一部に LAMP1及び LAMP2が局
在した（図 13）。また、別のリソソームマーカーGFP-Rab7もしくは RFP-LAMP1を
遺伝子導入したマクロファージと内在性の Rab32との局在性を観察した（図 14）。そ

の結果、GFP-Rab7や RFP-LAMP1と Rab32は一部共局在を示したものの、Rab32
の多くは別の点状リング状構造として共局在を示さなかった。 
	 次に Rab32陽性オルガネラとエンドサイトーシス経路との関わりを検討した。マク
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ロファージにおいて培地中に蛍光ビーズを添加しファゴサイトーシスにより細胞中に

取り込ませ、共焦点蛍光顕微鏡で観察した。蛍光ビーズは時間経過に従い初期エンドソ

ーム、後期エンドソームの順に運ばれ、最終的には分解を受けずにリソソームに蓄積す

る。期待通り、エンドサイトーシスの経路を構成する初期エンドソームのマーカーRab5
や後期エンドソームのマーカーRab7、リソソームのマーカーである LAMP1内部に蛍
光ビーズが局在したが、それに加えて、蛍光ビーズが GFP−Rab32陽性オルガネラ内部

にも局在する様子が観察された（図 15-A）。同様に、蛍光色素デキストランを添加し液
相のエンドサイトーシスを観察する実験を行った場合においても、GFP-Rab32陽性オ
ルガネラ内部にデキストランが局在した（図 15-B）。Rab7内部のデキストランは明瞭

な輝点ないしはリング状の局在を示すが、Rab32内部に局在するデキストランは、境
界不明瞭な輝点がいくつか認め全体的に拡散した局在を示した。これらのことから、マ

クロファージにおいて、Rab32はエンドサイトーシス経路と関わりがあるオルガネラ

に位置することが示された。次に、各オルガネラマーカー陽性のオルガネラごとにその

内部に局在する蛍光ビーズの割合の変化を調べた（図 16）。その結果、蛍光ビーズ添加
3時間までは GFP-Rab32内部に局在する蛍光ビーズの割合は、GFP-Rab7や

RFP-LAMP1に局在する蛍光ビーズの割合と同様に上昇することが分かった。さらに
培養時間を延長すると、取り込まれた蛍光ビーズのほぼ全てが GFP-Rab7及び
RFP-LAMP1陽性となった。しかし、GFP-Rab32陽性の蛍光ビーズの割合は、3時間

以降減少し、最終的に 20%以下となった。このことから、Rab32は、Rab7/LAMP1陽
性のオルガネラのごく一部である可能性が考えられた。マクロファージで Rab38は発
現していないが、GFP-Rab38でも GFP-Rab32同様の結果が得られた。 

	 以上のことから、マクロファージにおいて Rab32陽性オルガネラは、エンドサイト
ーシス経路で部分的に Rab7/LAMP1陽性となることが示唆された。 

 
	 ３−６．	 破骨細胞の成熟により Rab32/38 陽性オルガネラの大部分はリソソ
ームと別の性質を示す  

 
	 次に、破骨細胞誘導後の Rab32/38陽性オルガネラとリソソームの関係性を検討する
ために、GFP-Rab7を遺伝子導入した破骨細胞と内在性の Rab32/38との局在性を観察
した（図 17）。その結果、GFP-Rab7と Rab32/38は一部共局在したが、多くは共局在

を示さなかった。さらに、マクロファージに GFP-Rab32/38と Strawberry（Str）-Rab7
を二種類同時に遺伝子導入し、破骨細胞へ分化誘導しその局在性を観察すると、それぞ

れ陽性の構造があり、一部のみ共局在を示した（図 18）。一方 RFP-LAMP1と内在性



 14 

Rab32/38は大部分が共局在を示した（図 19）。 
	 続いて、RANKL刺激開始時に蛍光ビーズを添加したのちに、破骨細胞へ分化誘導を
行った（図 20）。その結果、ほぼ全ての蛍光ビーズが、Str-Rab7と RFP-LAMP1内部

に局在を示したが、一部の蛍光ビーズが GFP−Rab32/38陽性オルガネラ内部への局在
を示したものの、大多数のサイズの大きい GFP-Rab32/38陽性オルガネラは蛍光ビー
ズと共局在しなかった。 

	 さらに、リソソームに局在し骨吸収の際、吸収窩に放出されるプロテアーゼであるカ

テプシン Kの局在性を検討した。リソソームに存在するカテプシン Kの活性に応じて
シグナルを発するMagic Red CatKを添加し局在を観察すると、RANKL刺激後の単核

細胞では、多くが GFP-Rab32/38陽性オルガネラ内部に局在を認めたが、多核の破骨
細胞においては大部分の GFP-Rab32/38陽性オルガネラ内部には局在を認めなかった
（図 21-A、B）。カテプシン K抗体を用いて局在性を観察した結果、やはり多核の破骨

細胞において GFP-Rab32/38陽性オルガネラ内部にカテプシン Kの局在が認められな
かった（図 22）。また、Magic Red CatBを添加し局在を観察すると、Magic Red CatK
の局在性と同様に RANKL刺激後の単核細胞では、多くが GFP-Rab32/38陽性オルガ

ネラ内部に局在を認めた。多核の破骨細胞では一部の小さい GFP-Rab32/38陽性オル
ガネラ内部に局在を示したが、大部分の GFP-Rab32/38陽性オルガネラ内部に局在を
示さなかった（図 23-A、B）。さらに、破骨細胞特異的なマーカー酵素である TRAPの

局在性を観察すると同様に RANKL刺激後の単核細胞で多くが GFP-Rab32/38陽性オ
ルガネラ内部に局在を認めた（図 24）。これらのことから、破骨細胞の成熟前の単核細
胞では Rab32/38陽性オルガネラは、カテプシン Kやカテプシン B、TRAPを含むが、

破骨細胞成熟過程でプロテアーゼが失われ、大部分がリソソームとは別の存在である可

能性が大いに示唆された。 
	 以上のことから、破骨細胞が成熟するにつれてRab32/38陽性オルガネラの大部分は、

最終的にリソソームと別の性質を示すことが明らかとなった。 

 
	 ３−７．	 マクロファージで Rab32 陽性オルガネラは様々なオルガネラを分解

している  

 
	 マクロファージ及び破骨細胞において、初期エンドソームのマーカーである EEA-1

との局在性を観察した結果、GFP-Rab32/38は共に共局在を示さなかった（図 25-A、
B）。一方でマクロファージにおいて GFP-Rab32陽性オルガネラ構造の内部に、別の初
期エンドソームのマーカーStr-Rab5Aが一部内包される様子が観察された（図 26）。ま
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た、後期エンドソームのマーカーStr-Rab7が内包される像も観察された。さらにはミ
トコンドリアマーカーである TOM20でさえもが一部内包されることが分かった。そこ
で、Correlative light and electron microscopy（CLEM）：光-電子相関顕微鏡法を用い

てオルガネラ内部の微細構造を観察することとした。GFP-Rab32と Str-Rab5Aを同時
に遺伝子導入したマクロファージにおいて GFP-Rab32内部に Str-Rab5Aが局在する
オルガネラの構造を共焦点蛍光顕微鏡で観察し、その同一視野を透過型電子顕微鏡で観

察した（図 27）。その結果、一重膜構造の大きな Rab32陽性オルガネラの内部に、明
瞭な膜構造が認められない様々な密度のオルガネラが多数認められた。Str-Rab5A局
在相当部は、矢印で示したように膜構造のはっきりしない構造物が認められ、さらに矢

頭で示したラメラ状の典型的な後期エンドソーム構造物が Rab32陽性オルガネラ内部
に取り込まれている様子が観察された。以上の結果から、Rab32陽性オルガネラでは
様々なオルガネラが取り込まれている可能性が示唆された。 

	 次に、GFP-Rab32と Str-Rab5Aを同時に遺伝子導入したマクロファージを RANKL
刺激により破骨細胞に分化誘導を行い、CLEMにて Rab32陽性オルガネラ構造を観察
した（図 28）。その結果、多数の一重膜構造をとった Rab32陽性オルガネラが観察さ

れた。マクロファージと異なり内部の密度は薄く空疎であり、矢印に示すように膜構造

の残骸のような構造物が認められるのみであった。さらに、矢頭で示す GFP-Rab32内
部に Str-Rab5Aが局在するオルガネラでは、オルガネラ内部の密度が高く多数の黒い

点状構造物が認められた。 
	 続いて、酸性オルガネラを染色する LysoTrackerや LysoSensorを添加し Rab32陽
性オルガネラの性質を検討した。GFP-Rab32を遺伝子導入したマクロファージに

LysoTrackerもしくは LysoSensorを添加し、2時間後細胞を固定し、共焦点蛍光顕微
鏡を用いて観察した（図 29、30）。その結果、Rab32陽性オルガネラ内部が染色され、
酸性オルガネラの性質を持つことが示された。 

そこで、V-ATPase阻害剤である Bafilomycin A1や Concanamycin A1を培地中に
添加しオルガネラの酸性化を阻害した。その結果、V-ATPase阻害により蛍光顕微鏡の
観察において、Rab32陽性オルガネラの数が増え、またオルガネラサイズが大きくな

ることが示された（図 31、32）。また、ミトコンドリアマーカーTOM20が内部に局在
するRab32陽性オルガネラは増加し、さらに別のミトコンドリアマーカーMitoTracker
も内部に局在を示すことが分かった（図 33、34）。そこで、GFP-Rab32と Str-Rab5A

を同時に遺伝子導入したマクロファージに Bafilomycin A1を 24時間添加培養し、固
定後 Rab32陽性オルガネラ内部の構造を解析した（図 35）。その結果、蛍光顕微鏡像
に一致して、CLEM像で多数の Rab32陽性オルガネラが認められた。矢印で示すよう
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に一重膜構造のオルガネラ内部には、後期エンドソームを含む様々な形態を示す境界明

瞭な膜構造を維持したオルガネラが多数認められ、しばしば多胞体構造がみられるオル

ガネラを認めた。中には、内包されているオルガネラ内部にさらに膜構造を維持した小

胞が認められた。また、GFP-Rab32内部の Str-Rab5A局在相当部には矢頭で示した多
数の黒い点状構造物が認められることが分かった。また、矢印で示した後期エンドソー

ムが構造を維持した状態で Rab32陽性オルガネラ内に認められた（図 36）。以上の結

果から、Rab32陽性オルガネラ内部では酸性化に依存して分解が行われていることが
示された。 
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第４章	 考察  
 
	 本研究では、Rabタンパク質に注目することでマクロファージ及び破骨細胞の機能

の理解を深めることを目指して、GFP-Rabの遺伝子導入によるその局在性の網羅的ス
クリーニング及び DNAマイクロアレイ法による全 Rabタンパク質遺伝子の発現を調
べた。その結果、Rab38が全 Rabタンパク質の中で破骨細胞分化時に最も高い発現上

昇率を示したこと、さらに Rab38及び Rab38の機能的ホモログとして知られている
Rab32がアクチンリング内に集積したことから、Rab32/38の解析を行った（27）。
Rab32/38は、メラノサイトなどでは特殊なオルガネラである LRO：リソソーム関連オ

ルガネラに局在し、機能する Rabタンパク質として知られている（28）。LROは、酸
性の性質であることやリソソームタンパクを保持するなど既存のリソソームの性質を

一部持ちながらも、細胞種特異的に特殊な機能を持つオルガネラのことである。主な

LROとしては、色素細胞であるメラノサイト特異的なオルガネラであるメラノソーム
や血小板にみられる血小板密顆粒、肺胞上皮細胞Ⅱ型に存在するラメラ体などがあげら

れる（29）。破骨細胞においては、分泌型リソソームやリソソームが輸送され形成され

る波状縁が LROとの関連が指摘されている（30、31）。中でも最も解析が進んでいる
メラノサイトでは、Rab32/38がメラニン合成酵素の輸送を制御し、メラノソームの成
熟に関与し、in vivoに関する報告としては、自然発生の Rab38点変異マウスであるチ

ョコレートマウス（Rab38cht/cht mice）において、色素低下や出血時間延長の所見が報
告されている（27、32、33）。また、ヒトのリソソームや LROの機能障害により白皮
症、出血傾向、肺繊維症などの症状を来す疾患として知られる Hermansky-Pudluk 

Syndromeの原因遺伝子である HPSがコードするタンパク質 Biogenesis of 
lysosome-related organelles complexes-3（BLOC-3）が、Rab32/38の GEFとして機
能している（34、35、36）。 

	 メラノサイトでは、Rab32/38は LROに局在することで機能している。マクロファ
ージで内在性 Rab32や GFP-Rab32は、共焦点蛍光顕微鏡像で特徴的な点状及びリン
グ状構造を示し、GFP-Rab32内部に、細胞に取り込ませた蛍光ビーズないし蛍光色素

が局在したことから、Rab32は膜構造を有するオルガネラに局在し、さらにリソソー
ムタンパクであるLAMP1やLAMP2が一部共局在を示し、LysoTrackerやLysoSensor
によりオルガネラ内部が染色され酸性オルガネラであることから、Rab32陽性オルガ

ネラは LROの性質を持っていることが示された。すなわち Rab32陽性オルガネラはマ
クロファージで機能する LROに関連する新規オルガネラであると考えられる（図 6、7、
13、15、29、30）。またこの Rab32陽性オルガネラは、エンドサイトーシス経路と関
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わりがあることが示唆された。Rab32陽性オルガネラ内部に局在する蛍光ビーズの割
合を時間経過で観察すると、リソソーム内部に局在するビーズの割合よりも増加ペース

は遅れるものの 3時間までは増加するが、さらに長時間観察すると、Rab32陽性オル

ガネラ内部に局在するビーズの割合が減少し、最終的にはほぼ全ての蛍光ビーズを内包

していたリソソームとは異なる傾向を示すことが分かった（図 16）。以上のことから、
Rab32陽性オルガネラは、既知のリソソームと関連するものの異なる働きをしている

可能性が示唆された。 
	 メラノサイトでは、Rab32と Rab38は重複して機能するとされている（27）。今回
の結果から、マクロファージにおいては、Rab32が主に発現することで機能し、破骨

細胞において、Rab32と Rab38が一部共局在を示したことから重複している可能性が
考えられるが、内在性 Rab38陽性オルガネラに GFP-Rab32が局在しない例も観察さ
れ、Rab38がさらに特異的な機能を有する可能性も想定される（図 6、9）。特に Rab38

は RANKL刺激後 6日目まで発現上昇し、より後期に重要である可能性がある（図 5）。
さらに分化の進行初期と考えられる単核細胞ではRab32/38陽性オルガネラ中にカテプ
シン Kやカテプシン B及び TRAPが局在するが、より分化の進んだ多核の破骨細胞で

はカテプシン K及びカテプシン Bは局在しないことから分化が進むことで既知のリソ
ソームとは相異なる分泌型小胞としてより特徴的な機能発現をするのかもしれない（図

21、22、23、24）。 

	 また、Rab32の一部はゴルジ体にも局在し、Rab32恒常的不活性化型変異体である
GFP-Rab32TNでは、点状及びリング状構造の局在が消滅し、核近傍のゴルジ体局在の
み示したことから Rab32は活性化型と不活性化型のサイクルにおいてゴルジ体と

Rab32陽性オルガネラを行き来していると考えられる（図 10、11、12）。このことは
メラノサイトでも同様である（27）。また、蛍光顕微鏡像よりアクチンリング内に集積
する様子が観察されたことから、破骨細胞において Rab32/38陽性オルガネラは、最終

的に波状縁に輸送されている可能性も考えられた（図 8）。カテプシン Kが最終的に吸
収窩に輸送されることもこの可能性を支持している。すなわち、Rab32/38は、ゴルジ
体から輸送され Rab32/38陽性オルガネラを形成し、破骨細胞では波状縁へ輸送されて

いる可能性が示唆された（図 37、38）。 
	 それでは Rab32/38陽性オルガネラの機能は何なのだろうか。今回の研究において、
大変興味深いことに Rab32/38陽性オルガネラ構造内部に初期エンドソーム、後期エン

ドソームさらにはミトコンドリアマーカーでさえもが内包される様子が観察された（図

26）。細胞内のオルガネラや物質をバルク的に分解するオートファジー現象において、
オートファゴソーム内部に他のオルガネラが内包される様子が観察されることが知ら
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れているが、このようにエンドソーム系のオルガネラが他のオルガネラ内部に局在する

現象は非常に稀であると言える（37）。CLEMにより綿密に解析した結果、Rab32陽性
オルガネラ内部に境界不明瞭な膜構造のオルガネラが多数認められ、後期エンドソーム

を含む様々なオルガネラが直接取り込まれている様子が観察され、Bafilomycin A1を
添加しオルガネラの酸性化を阻害すると、Rab32陽性オルガネラ内部に膜構造を維持
した多数のオルガネラの存在が観察されたことから Rab32陽性オルガネラは様々なオ

ルガネラを直接取り込み、内部では分解を行っていることが示された（図 27、35、36）。
この現象は、マクロオートファジー、すなわち一般的なオートファジー現象の可能性で

あることも考えられるが、Rab32陽性オルガネラ内部に様々なオルガネラが直接取り

込まれていることや一重膜構造であることからミクロオートファジー現象の可能性が

より高いと考えられる。このミクロオートファジー現象とは、リソソームへ直接物質を

取り込み分解するシステムであり、酵母において例えばペルオキシソームやミトコンド

リアを分解する過程として知られている（38、39）。近年、オートファジーに関する報
告は年数千報されているが、ミクロオートファジーに関する報告は年十数報しか見られ

ない上に、哺乳類細胞に限るとその知見は極めて乏しく、その現象についてはほぼ未解

明とも言える（40）。近年、マウス胚発生初期にみられる臓側内胚葉と呼ばれる細胞に
存在する頂端液胞という特殊なオルガネラにおいて、ミクロオートファジー現象が起こ

っているという報告がされたが、その現象そのものや生理的意義のほとんどが解明され

ていない（41）。これらの点からも今回 Rab32陽性オルガネラで発見された極めて稀な
現象は、ミクロオートファジー現象の解明への足がかりになると考えている。その役割

として、貪食細胞であるマクロファージは、エンドサイトーシスが活発に行われるため、

通常のエンドサイトーシス経路によりリソソームへ運ぶのみでは細胞内に膜構造が増

大する。これを防ぐために、ミクロオートファジーにより膜構造ごと取り込み分解を行

い、膜量の恒常性の維持に働いている可能性が考えられる。また、破骨細胞では細胞中

の不良オルガネラの分解に働いている可能性を考えている。それと同時に波状縁の形成

にも寄与する可能性もある。 
	 今回、見出した Rab32/38陽性オルガネラは、マクロファージ/破骨細胞系における全

く新規の LROの一種である可能性が高く、今後は、これらの機能を抑制することで破
骨細胞の特有の機能である骨吸収能との関わりを含め、どのような表現型が現れるのか

更なる解明が必要である。また、マクロファージ/破骨細胞系にみられる LRO、Rab32/38

陽性オルガネラとミクロオートファジー現象の関わりについて解析していくことが必

要である。それにより、ミクロオートファジー現象そのものの解明、さらには Rab32/38
が関与するメンブレントラフィック制御機構の解明は、骨代謝が関与する様々な疾患治



 20 

療の新しいアプローチへとつながることが期待される。 
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第７章	 図表  
 
表１	 本研究で使用したプラスミド 

 

プラスミド	 ベクター	 インサート	 制限酵素	 Reference 

pMRX-puro-EGFP 
pMRX-IRES-

puro 
 BamHI-NotI 42 

pMRX-puro-EGFP-
Rab1A 

pMRX-puro-
EGFP 

pEF-BOS-FLAG-
Rab1A 

BamHI-NotI 43	

pMRX-puro-EGFP-
Rab1B 

pMRX-puro-
EGFP 

pEF-BOS-FLAG-
Rab1B 

BamHI-NotI 44	

pMRX-puro-EGFP-

Rab2A 

pMRX-puro-

EGFP 

pEF-BOS-FLAG-

Rab2A 
BamHI-NotI 43	

pMRX-puro-EGFP-

Rab2B 

pMRX-puro-

EGFP 

pEF-BOS-FLAG-

Rab2B 
BamHI-NotI 44	

pMRX-puro-EGFP-
Rab3A 

pMRX-puro-
EGFP 

pEF-BOS-FLAG-
Rab3A 

BamHI-NotI 43	

pMRX-puro-EGFP-
Rab3B 

pMRX-puro-
EGFP 

pEF-BOS-FLAG-
Rab3B 

BamHI-NotI 44	

pMRX-puro-EGFP-

Rab3C 

pMRX-puro-

EGFP 
PCR fragment BamHI-NotI 本研究	

pMRX-puro-EGFP-

Rab3D 

pMRX-puro-

EGFP 

pEF-BOS-FLAG-

Rab3D 
BamHI-NotI 44	

pMRX-puro-EGFP-
Rab4A 

pMRX-puro-
EGFP 

pEF-BOS-FLAG-
Rab4A 

BamHI-NotI 43	

pMRX-puro-EGFP-
Rab4B 

pMRX-puro-
EGFP 

pEF-BOS-FLAG-
Rab4B 

BamHI-NotI 44	

pMRX-puro-EGFP-

Rab5A 

pMRX-puro-

EGFP 

pEF-BOS-FLAG-

Rab5A 
BamHI-NotI 43	

pMRX-puro-EGFP-

Rab5B 

pMRX-puro-

EGFP 

pEF-BOS-FLAG-

Rab5B 
BamHI-NotI 44	
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pMRX-puro-EGFP-
Rab5C 

pMRX-puro-
EGFP 

pEF-BOS-FLAG-
Rab5C 

BamHI-NotI 44	

pMRX-puro-EGFP-

Rab6A 

pMRX-puro-

EGFP 

pEF-BOS-FLAG-

Rab6A 
BamHI-NotI 43	

pMRX-puro-EGFP-
Rab6B 

pMRX-puro-
EGFP 

pEF-BOS-FLAG-
Rab6B 

BamHI-NotI 44	

pMRX-puro-EGFP-
Rab7 

pMRX-puro-
EGFP 

pEF-BOS-FLAG-
Rab7 

BamHI-NotI 43	

pMRX-puro-EGFP-
Rab8A 

pMRX-puro-
EGFP 

pEF-BOS-FLAG-
Rab8A 

BamHI-NotI 43	

pMRX-puro-EGFP-

Rab8B 

pMRX-puro-

EGFP 

pEF-BOS-FLAG-

Rab8B 
BamHI-NotI 44	

pMRX-puro-EGFP-
Rab9A 

pMRX-puro-
EGFP 

pEF-BOS-FLAG-
Rab9A 

BamHI-NotI 43	

pMRX-puro-EGFP-
Rab9B 

pMRX-puro-
EGFP 

pEF-BOS-FLAG-
Rab9B 

BamHI-NotI 44	

pMRX-puro-EGFP-
Rab10 

pMRX-puro-
EGFP 

pEF-BOS-FLAG-
Rab10 

BamHI-NotI 43	

pMRX-puro-EGFP-

Rab11A 

pMRX-puro-

EGFP 

pEF-BOS-FLAG-

Rab11A 
BamHI-NotI 43	

pMRX-puro-EGFP-
Rab11B 

pMRX-puro-
EGFP 

pEF-BOS-FLAG-
Rab11B 

BamHI-NotI 44	

pMRX-puro-EGFP-
Rab12 

pMRX-puro-
EGFP 

PCR fragment 
BamHI/BglII

-NotI 
本研究	

pMRX-puro-EGFP-
Rab13 

pMRX-puro-
EGFP 

pEF-BOS-FLAG-
Rab13 

BamHI-NotI 43	

pMRX-puro-EGFP-

Rab14 

pMRX-puro-

EGFP 
PCR fragment BamHI-NotI 本研究	

pMRX-puro-EGFP-
Rab15 

pMRX-puro-
EGFP 

pEF-BOS-FLAG-
Rab15 

BamHI-NotI 43	

pMRX-puro-EGFP-
Rab17 

pMRX-puro-
EGFP 

pEF-BOS-FLAG-
Rab17 

BamHI-NotI 43	
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pMRX-puro-EGFP-
Rab18 

pMRX-puro-
EGFP 

pEF-BOS-FLAG-
Rab18 

BamHI-NotI 43	

pMRX-puro-EGFP-

Rab19 

pMRX-puro-

EGFP 

pEF-BOS-FLAG-

Rab19 
BamHI-NotI 43	

pMRX-puro-EGFP-
Rab20 

pMRX-puro-
EGFP 

pEF-BOS-FLAG-
Rab20 

BamHI-NotI 43	

pMRX-puro-EGFP-
Rab21 

pMRX-puro-
EGFP 

pEF-BOS-FLAG-
Rab21 

BamHI-NotI 43	

pMRX-puro-EGFP-
Rab22A 

pMRX-puro-
EGFP 

pEF-BOS-FLAG-
Rab22A 

BamHI-NotI 43	

pMRX-puro-EGFP-

Rab22B 

pMRX-puro-

EGFP 

pEF-BOS-FLAG-

Rab22B 
BamHI-NotI 44	

pMRX-puro-EGFP-
Rab23 

pMRX-puro-
EGFP 

pEF-BOS-FLAG-
Rab23 

BamHI-NotI 43	

pMRX-puro-EGFP-
Rab24 

pMRX-puro-
EGFP 

pEF-BOS-FLAG-
Rab24 

BamHI-NotI 43	

pMRX-puro-EGFP-
Rab25 

pMRX-puro-
EGFP 

PCR fragment 
BamHI/BglII

-NotI 
本研究	

pMRX-puro-EGFP-

Rab26 

pMRX-puro-

EGFP 

pEF-BOS-FLAG-

Rab26 
BamHI-NotI 43	

pMRX-puro-EGFP-
Rab27A 

pMRX-puro-
EGFP 

PCR fragment BamHI-NotI 本研究	

pMRX-puro-EGFP-
Rab27B 

pMRX-puro-
EGFP 

pEF-BOS-FLAG-
Rab27B 

BamHI-NotI 44	

pMRX-puro-EGFP-
Rab28 

pMRX-puro-
EGFP 

pEF-BOS-FLAG-
Rab28 

BamHI-NotI 43	

pMRX-puro-EGFP-

Rab29 

pMRX-puro-

EGFP 

pEF-BOS-FLAG-

Rab29 
BamHI-NotI 43	

pMRX-puro-EGFP-
Rab30 

pMRX-puro-
EGFP 

pEF-BOS-FLAG-
Rab30 

BamHI-NotI 43	

pMRX-puro-EGFP-
Rab31 

pMRX-puro-
EGFP 

pEF-BOS-FLAG-
Rab31 

BamHI-NotI 43	
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pMRX-puro-EGFP-
Rab32 

pMRX-puro-
EGFP 

pEF-BOS-FLAG-
Rab32 

BamHI-NotI 43	

pMRX-puro-EGFP-

Rab33A 

pMRX-puro-

EGFP 

pEF-BOS-FLAG-

Rab33A 
BamHI-NotI 43	

pMRX-puro-EGFP-
Rab33B 

pMRX-puro-
EGFP 

pEF-BOS-FLAG-
Rab33B 

BamHI-NotI 44	

pMRX-puro-EGFP-
Rab34 

pMRX-puro-
EGFP 

pEF-BOS-FLAG-
Rab34 

BamHI-NotI 43	

pMRX-puro-EGFP-
Rab35 

pMRX-puro-
EGFP 

pEF-BOS-FLAG-
Rab35 

BamHI-NotI 43	

pMRX-puro-EGFP-

Rab36 

pMRX-puro-

EGFP 

pEF-BOS-FLAG-

Rab36 
BamHI-NotI 43	

pMRX-puro-EGFP-
Rab37 

pMRX-puro-
EGFP 

pEF-BOS-FLAG-
Rab37 

BamHI-NotI 43	

pMRX-puro-EGFP-
Rab38 

pMRX-puro-
EGFP 

pEF-BOS-FLAG-
Rab38 

BamHI-NotI 43	

pMRX-puro-EGFP-
Rab39A 

pMRX-puro-
EGFP 

pEF-BOS-FLAG-
Rab39A 

BamHI-NotI 43	

pMRX-puro-EGFP-

Rab39B 

pMRX-puro-

EGFP 

pEF-BOS-FLAG-

Rab39B 
BamHI-NotI 44	

pMRX-puro-EGFP-
Rab40A 

pMRX-puro-
EGFP 

pEF-BOS-FLAG-
Rab40A 

BamHI-NotI 43	

pMRX-puro-EGFP-
Rab40B 

pMRX-puro-
EGFP 

pEF-BOS-FLAG-
Rab40B 

BamHI-NotI 44	

pMRX-puro-EGFP-
Rab40C 

pMRX-puro-
EGFP 

pEF-BOS-FLAG-
Rab40C 

BamHI-NotI 44	

pMRX-puro-EGFP-

Rab41 

pMRX-puro-

EGFP 

pEF-BOS-FLAG-

Rab41 
BamHI-NotI 43	

pMRX-puro-EGFP-
Rab42 

pMRX-puro-
EGFP 

pEF-BOS-FLAG-
Rab42 

BamHI-NotI 44	

pMRX-puro-EGFP-
Rab32-QL 

pMRX-puro-
EGFP 

pEF-BOS-FLAG-
Rab32-QL 

BamHI-NotI 45	
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pMRX-puro-EGFP-
Rab32-TN 

pMRX-puro-
EGFP 

pEF-BOS-FLAG-
Rab32-TN 

BamHI-NotI 35	

pMRX-puro- 

Lamp1-mRFP 

pMRX-puro-

mRFP 

pEF-BOS-FLAG-

Lamp1 
BamHI-NotI 福田研	

pMRX-bsr-mStr- 
Rab5A 

pMRX-bsr- 
mStr 

pEF-BOS-FLAG-
Rab5A 

BamHI-NotI 46	

pMRX-puro-mStr- 
Rab7 

pMRX-puro-
mStr 

pEF-BOS-FLAG-
Rab7 

BamHI-NotI 福田研	

 
表２	 本研究で使用した Real-time PCR用プライマー 

 

遺伝子	 プライマー	

GAPDH 
5'-AAATGGTGAAGGTCGGTGTG-3' 

5'-TGAAGGGGTCGTTGATGG-3' 

CTSK 
5'-CAGCTTCCCCAAGATGTGAT-3' 

5'-AGCACCAACGAGAGGAGAAA-3' 

CTR 
5'-CGCATCCGCTTGAATGTG-3' 

5'-TCTGTCTTTCCCCAGGAAATGA-3' 

Rab32 
5'-TCGCCCTCAAAGTTCTCAAC-3' 

5'-ATGTTGCCAAACCGTTCCT-3' 

Rab38 
5'-CCAAAACTTCTCCTCGCACT-3' 

5'-TCATGTTTCCAAATCTTTCTTGAC-3' 
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図１−２０　GFP-Rabタンパク質の局在 

　ガラス上に培養したマクロファージをRANKL刺激により破骨細胞へ分化誘導
し、マクロファージ及び破骨細胞におけるGFP-Rabの局在性を共焦点蛍光顕微
鏡で観察した。スケールバーは25 µm。また、GFP-Rab1-42の主な局在性を表
にまとめた。
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図２　アクチンリング内に集積したRabタンパク質 

　象牙切片上に培養したマクロファージをRANKL刺激により破骨細胞へ分化誘
導し、GFP-Rabの局在性を共焦点蛍光顕微鏡で観察した。スケールバーは25 

µm。
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図３　破骨細胞分化マーカーは高い発現上昇率を示す

A．マクロファージ及びRANKL刺激6日目の細胞由来mRNAを用いてDNAマイク
ロアレイ法にて遺伝子発現を解析した。横軸に破骨細胞での発現量、縦軸にマ
クロファージでの発現量を1としたときの破骨細胞での発現量。

B．RANKL刺激3日目とRANKL刺激6日目のカルシトニンレセプター、カテプシ
ンK遺伝子発現をReal-time PCR法で解析。マクロファージでの発現量を1とし
たときの発現変化率を数値化した。
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C.

図４−２　Rab38は破骨細胞分化の過程で高い発現上昇率を示す

A．DNAマイクロアレイ法の結果から、Rabタンパク質に関するデータを抽出し
破骨細胞での発現量及び発現変化率を表にまとめた。

B．DNAマイクロアレイ法の結果から、Rabタンパク質に関するデータを抽出し
ブロット化。横軸に破骨細胞での発現量、縦軸にマクロファージでの発現量を
1としたときの破骨細胞での発現量。

C．RANKL刺激3日目とRANKL刺激6日目のRab32、Rab38遺伝子発現をReal-
time PCR法で解析。マクロファージでの発現量を1としたときの発現上昇率を
数値化した。
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図５　Rab32とRab38は異なる発現パターンを示す

　マクロファージ（RANKL刺激0日目）、RANKL刺激3日目及びRANKL刺激5
日目の細胞を回収した。細胞破砕液をそれぞれの抗体でウェスタンブロットを
行い、Rab32、Rab38及びカテプシンKのタンパク質発現を確認した。
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Mergeactin内在性Rab32

内在性Rab38 actin Merge

図６　内在性Rab32はマクロファージ及び破骨細胞で、内在性Rab38は破骨細
胞で発現する

　RANKL刺激0日目の細胞（マクロファージ）とRANKL刺激により破骨細胞へ
分化誘導を行ったRANKL刺激5日目の細胞をRab32抗体、Rab38抗体で染色
し、共焦点蛍光顕微鏡で観察した。矢印は多核破骨細胞、矢頭は単核破骨細胞
を示す。スケールバーは25 μm。
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A.

MergeactinGFP-Rab32

GFP-Rab38

図７−１　GFP-Rab32/38は点状及びリング状の局在を示す

A．ガラス上で培養しているマクロファージにGFP-Rab32/38をそれぞれ遺伝子
導入し、固定後共焦点蛍光顕微鏡で観察した。スケールバーは25 µm。

B．ガラス上で培養しているマクロファージにGFP-Rab32/38をそれぞれ遺伝子
導入し、RANKL刺激により破骨細胞へ分化誘導を行った。固定後共焦点蛍光顕
微鏡で観察した。スケールバーは25 µm。
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図８−１　GFP-Rab32/38は点状及びリング状の局在を示す

A．象牙切片上で培養しているマクロファージにGFP-Rab32/38をそれぞれ遺伝
子導入し、固定後共焦点蛍光顕微鏡で観察した。スケールバーは25 µm。

B．象牙切片上で培養しているマクロファージにGFP-Rab32/38をそれぞれ遺伝
子導入し、RANKL刺激により破骨細胞へ分化誘導を行った。固定後共焦点蛍光
顕微鏡で観察した。スケールバーは25 µm。



 

	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 61 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

GFP-Rab38 actin

Merge

B.

GFP-Rab32 actin

Merge

図８−２



 62 
 

GFP-Rab32 内在性Rab38
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GFP-Rab38 内在性Rab32

Merge

図９　破骨細胞においてRab32とRab38は大部分が共局在する

　マクロファージにGFP-Rab32もしくはGFP-Rab38を遺伝子導入し、RANKL
刺激により破骨細胞に分化誘導を行った。固定後、Rab38もしくはRab32抗体
で染色し、共焦点蛍光顕微鏡で観察した。矢印は共局在を示す。スケールバー
は25 μm。
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A.
GFP-Rab32 MergeGM130

GFP-Rab38

図１０−１　マクロファージ及び破骨細胞においてRab32/38はゴルジ体と共局
在する

A．マクロファージにGFP-Rab32/38を遺伝子導入した。固定後、ゴルジ体マー
カーであるGM130抗体で染色し、共焦点蛍光顕微鏡で観察した。スケールバー
は25 μm。

B．マクロファージにGFP-Rab32/38を遺伝子導入し、RANKL刺激により破骨
細胞に分化誘導を行った。固定後、ゴルジ体マーカーであるGM130抗体で染色
し、共焦点蛍光顕微鏡で観察した。スケールバーは25 μm。
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GFP-Rab32QL actin

Merge

図１１　Rab32恒常的活性化型変異体は、ゴルジ体及び点状、リング状局在を
示す

A．マクロファージにGFP-Rab32QLを遺伝子導入した。固定後、ゴルジ体マー
カーであるGM130抗体で染色し、共焦点蛍光顕微鏡で観察した。スケールバー
は25 μm。

B．マクロファージにGFP-Rab32QLを遺伝子導入し、RANKL刺激により破骨
細胞に分化誘導を行った。固定後、アクチンで染色し、共焦点蛍光顕微鏡で観
察した。スケールバーは25 μm。
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図１２　Rab32恒常的不活性化型変異体では、点状及びリング状の局在が消滅
する

A．マクロファージにGFP-Rab32TNを遺伝子導入した。固定後、ゴルジ体マー
カーであるGM130抗体で染色し、共焦点蛍光顕微鏡で観察した。スケールバー
は25 μm。

B．マクロファージにGFP-Rab32TNを遺伝子導入し、RANKL刺激により破骨
細胞に分化誘導を行った。固定後、アクチンで染色し、共焦点蛍光顕微鏡で観
察した。スケールバーは25 μm。
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図１３−１
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Merge
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GFP-Rab38 LAMP2

Merge

B.

図１３−２　マクロファージにおいてRab32/38とLAMP1/2は一部共局在する

　マクロファージにGFP-Rab32もしくはGFP-Rab38を遺伝子導入し、固定
後、リソソームマーカーであるLAMP1もしくはLAMP2抗体で染色し、共焦点蛍
光顕微鏡で観察した。矢印は共局在を示す。スケールバーは25 μm。

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 69 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

MergeGFP-Rab7内在性Rab32

RFP-LAMP1内在性Rab32

図１４　マクロファージにおいて内在性Rab32はGFP-Rab7やRFP-LAMP1と一
部共局在する

　GFP-Rab7もしくはRFP-LAMP1を遺伝子導入したマクロファージをRab32抗
体で染色し、共焦点蛍光顕微鏡で観察した。矢印は共局在を示す。スケールバ
ーは25 μm。
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B.

GFP-Rab7 dextran Merge

GFP-Rab32

GFP-Rab38

図１５−２　Rab32/38陽性オルガネラ内部に蛍光ビーズ及び蛍光色素が局在す
る

A．全5種類のウィルスをそれぞれ遺伝子導入したマクロファージ培養液中に蛍
光ビーズを添加し、90分後固定を行い共焦点蛍光顕微鏡で観察した。スケール
バーは10 μm。

B．全3種類のウィルスをそれぞれ遺伝子導入したマクロファージ培養液中に蛍
光色素デキストランを添加し、30分後固定を行い共焦点蛍光顕微鏡で観察し
た。スケールバーは10 μm。
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図１６　Rab32/38陽性オルガネラ内部に局在する蛍光ビーズの割合は3時間以
降減少する

A．B．マクロファージにGFP-Rab7、Rab32、Rab38、RFP-LAMP1をそれぞ
れ遺伝子導入し、固定の15、30、60、90分、3、6、12、24時間前にそれぞれ
培地中に蛍光ビーズを添加した。固定後、共焦点蛍光顕微鏡で観察した。それ
ぞれ10細胞を観察した。縦軸にオルガネラ内部に局在する蛍光ビーズの割合
を、横軸に時間をブロットした。
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図１７　破骨細胞において内在性Rab32/38はGFP-Rab7と一部共局在する

　マクロファージにGFP-Rab7を遺伝子導入し、RANKL刺激により破骨細胞に
分化誘導を行った。固定後、Rab32及びRab38抗体で染色し、共焦点蛍光顕微
鏡で観察した。矢印は共局在を示す。スケールバーは25 μm。
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GFP-Rab32 Str-Rab7

Merge

GFP-Rab38 Str-Rab7

Merge

図１８　破骨細胞においてGFP-Rab32/38とStr-Rab7は一部のみ共局在する

　マクロファージにGFP-Rab32/38とStr-Rab7を二種類同時に遺伝子導入し、
RANKL刺激により破骨細胞に分化誘導を行った。固定後共焦点蛍光顕微鏡で観
察した。矢印は共局在を示す。スケールバーは25 μm。 
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Merge

Merge

図１９　破骨細胞において内在性Rab32/38はRFP-LAMP1と大部分共局在する

　マクロファージにRFP-LAMP1を遺伝子導入し、RANKL刺激により破骨細胞
に分化誘導を行った。固定後、Rab32及びRab38抗体で染色し、共焦点蛍光顕
微鏡で観察した。矢印は共局在を示す。スケールバーは25 μm。

RFP-LAMP1

RFP-LAMP1

内在性Rab32

内在性Rab38
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図２０−１
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GFP-Rab32 actin

Merge

GFP-Rab38 actin

Merge

図２０−２　破骨細胞で一部の蛍光ビーズがGFP-Rab32/38陽性オルガネラ内部
に局在する

　マクロファージに全4種類のウィルスをそれぞれ遺伝子導入し、RANKL刺激
開始時に蛍光ビーズを添加した上で、破骨細胞に分化誘導した。固定後、アク
チンで染色し共焦点蛍光顕微鏡で観察した。スケールバーは25 μm。
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A.　単核破骨細胞

GFP-Rab32

GFP-Rab38

CathepsinK Merge

図２１−１　破骨細胞誘導後のRab32/38陽性オルガネラ内部とカテプシンKの
局在性

A．B．マクロファージにGFP-Rab32/38を遺伝子導入し、RANKL刺激により破
骨細胞に分化誘導を行った。固定の30分前にMagic Red CathepsinKを添加し、
共焦点蛍光顕微鏡で観察した。スケールバーは25 μm。
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B.　多核破骨細胞
図２１−２
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GFP-Rab38
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GFP-Rab32 CathepsinK

Merge

図２２　破骨細胞において、Rab32/38陽性オルガネラ内部にカテプシンKは局
在しない

　マクロファージにGFP-Rab32/38を遺伝子導入し、RANKL刺激により破骨細
胞に分化誘導を行った。固定後カテプシンK抗体で染色し、共焦点蛍光顕微鏡
で観察した。スケールバーは25 μm。
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CathepsinB MergeGFP-Rab32

GFP-Rab38

A.　単核破骨細胞

図２３−１　破骨細胞誘導後のRab32/38陽性オルガネラ内部とカテプシンBの
局在性

A．B．マクロファージにGFP-Rab32/38を遺伝子導入し、RANKL刺激により破
骨細胞に分化誘導を行った。固定の30分前にMagic Red CathepsinBを添加
し、共焦点蛍光顕微鏡で観察した。スケールバーは25 μm。
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GFP-Rab38

Merge

CathepsinB

B.　多核破骨細胞

GFP-Rab32

Merge

CathepsinB

図２３−２
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図２４　RANKL刺激後のRab32/38陽性オルガネラ内部とTRAPの局在性

　マクロファージにGFP-Rab32/38を遺伝子導入し、RANKL刺激を行った。固
定後、TRAP抗体で染色し、共焦点蛍光顕微鏡で観察した。スケールバーは25 
μm。

GFP-Rab32

GFP-Rab38

MergeTRAP
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MergeGFP-Rab32 EEA-1

GFP-Rab38

A.

図２５−１　マクロファージ及び破骨細胞において、Rab32/38は初期エンドソ
ームと共局在しない

A．マクロファージにGFP-Rab32/38を遺伝子導入した。固定後、初期エンドソ
ームマーカーであるEEA-1抗体で染色し、共焦点蛍光顕微鏡で観察した。スケ
ールバーは25 μm。

B．マクロファージにGFP-Rab32/38を遺伝子導入し、RANKL刺激により破骨
細胞に分化誘導を行った。固定後、初期エンドソームマーカーであるEEA-1抗
体で染色し、共焦点蛍光顕微鏡で観察した。スケールバーは25 μm。
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GFP-Rab38 EEA-1

Merge

B.

GFP-Rab32 EEA-1

Merge

図２５−２
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内在性Rab32 Str-Rab5A Merge
A.

Str-Rab7

B.

GFP-Rab32 TOM20 Merge

図２６　マクロファージにおいて、Rab32陽性オルガネラ内部にエンドソーム
系オルガネラ及びミトコンドリアが局在する

A．マクロファージにStr-Rab5AもしくはStr-Rab7を遺伝子導入した。固定後、
Rab32抗体で染色し、共焦点蛍光顕微鏡で観察した。スケールバーは10 μm。

B．マクロファージにGFP-Rab32を遺伝子導入した。固定後、ミトコンドリア
マーカーであるTOM20抗体で染色し、共焦点蛍光顕微鏡で観察した。スケール
バーは10 μm。
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A.

GFP-Rab32
Str-Rab5A

B.

図２７　Rab32陽性オルガネラ内部には様々なオルガネラが内包されている

　CLEMを用いて、マクロファージに見られるRab32陽性オルガネラの内部構
造を解析した。

A．マクロファージにGFP-Rab32とStr-Rab5Aを同時に遺伝子導入した。固定
後、共焦点蛍光顕微鏡で観察し、目的のオルガネラを抽出した。

B．目的としたオルガネラを電子顕微鏡で解析した。緑矢印はRab32陽性オル
ガネラ、赤矢印は内部に局在する構造物、赤矢頭は後期エンドソームを示す。
スケールバ ーは1 μm。

マクロファージ
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A.

GFP-Rab32
Str-Rab5A

B.

図２８　Rab32陽性オルガネラ内部は空疎であり膜構造の残骸を認める

　CLEMを用いて、破骨細胞に見られるRab32陽性オルガネラの内部構造を解
析した。

A．マクロファージにGFP-Rab32とStr-Rab5Aを同時に遺伝子導入し、RANKL
刺激により破骨細胞に分化誘導を行った。固定後、共焦点蛍光顕微鏡で観察
し、目的のオルガネラを抽出した。

B．目的としたオルガネラを電子顕微鏡で解析した。赤矢印は内部に局在する
構造物、赤矢頭はStr-Rab5Aが局在するRab32陽性オルガネラを示す。スケール
バ ーは2 μm。

破骨細胞
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GFP-Rab7

GFP-Rab32

GFP-Rab38

LysoTracker Merge

図２９　Rab32/38陽性オルガネラは酸性の性質を示す

　GFP-Rab7、GFP-Rab32及びGFP-Rab38をそれぞれ遺伝子導入したマクロフ
ァージ培養液中にLysoTracker 1 µM添加した。2時間後固定を行い、共焦点蛍
光顕微鏡で観察した。スケールバーは10 μm。



 90 

 
 
 
 

 
 
 

GFP-Rab7 MergeLysoSensor

GFP-Rab32

GFP-Rab38

図３０　Rab32/38陽性オルガネラは酸性の性質を示す

　GFP-Rab7、GFP-Rab32及びGFP-Rab38をそれぞれ遺伝子導入したマクロフ
ァージ培養液中にLysoSensor Blue 4 µM添加した。2時間後固定を行い、共焦
点蛍光顕微鏡で観察した。スケールバーは10 μm。
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処理なし

50 nM Bafilomycin A1処理

20 nM Concanamycin A1処理

図３１　マクロファージにV-ATPase阻害剤を添加するとRab32陽性オルガネラ
の数が増加する

　マクロファージにGFP-Rab32を遺伝子導入し、50 nM Bafilomycin A1もしく
は20 nM Concanamycin A1を添加し、24時間培養した。固定後、アクチンで染
色し、共焦点蛍光顕微鏡で観察した。スケールバーは25 μm。

GFP-Rab32 actin Merge
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20 nM Concanamycin A1処理

50 nM Bafilomycin A1処理

処理なし

図３２　破骨細胞にV-ATPase阻害剤を添加するとRab32陽性オルガネラのサイ
ズが増大する

　マクロファージにGFP-Rab32を遺伝子導入し、RANKL刺激により破骨細胞
に分化誘導を行った。50 nM Bafilomycin A1もしくは20 nM Concanamycin A1
を添加し、24時間培養し、固定後アクチンで染色し、共焦点蛍光顕微鏡で観察
した。赤はアクチン。スケールバーは25 μm。

GFP-Rab32 Merge
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処理なし

50 nM Bafilomycin A1処理

図３３　マクロファージにV-ATPase阻害剤を添加するとRab32/38陽性オルガ
ネラ内部に局在するミトコンドリアが増加する

　マクロファージにGFP-Rab32、Rab38を遺伝子導入し、50 nM Bafilomycin 
A1を添加し、24時間培養した。固定後、ミトコンドリア抗体であるTOM20で
染色し、共焦点蛍光顕微鏡で観察した。スケールバーは10 μm。

GFP-Rab32

GFP-Rab32

GFP-Rab38

GFP-Rab38

TOM20 Merge
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GFP-Rab32 Merge

GFP-Rab32

GFP-Rab38

GFP-Rab38

MitoTracker

処理なし

50 nM Bafilomycin A1処理

図３４　マクロファージにV-ATPase阻害剤を添加するとミトコンドリアが
Rab32陽性オルガネラ内部に局在する

　マクロファージにGFP-Rab32、Rab38を遺伝子導入し、50 nM Bafilomycin 
A1を添加し24時間培養した。固定の2時間前にミトコンドリアマーカーである
MitoTrackerを添加し、共焦点蛍光顕微鏡で観察した。スケールバーは10 μm。



 

	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 95 
 

N

A.

B.

マクロファージ（Bafilomycin A1添加）

図３５　Rab32陽性オルガネラ内部には膜構造を維持した様々なオルガネラが
認められる

　CLEMを用いて、Bafilomycin A1を添加し培養したマクロファージに見られる
Rab32陽性オルガネラの内部構造を解析した。

A．マクロファージにGFP-Rab32とStr-Rab5Aを同時に遺伝子導入した。50 nM
のBafilomycin A1を培地中に添加し、24時間培養した。固定後、共焦点蛍光顕
微鏡で観察し、目的のオルガネラを抽出した。（N：核）

B．目的としたオルガネラを電子顕微鏡で解析した。赤矢印は内部に局在する
構造物、赤矢頭はStr-Rab5A局在相当部を示す。スケールバ ーは2 μm。

GFP-Rab32
Str-Rab5A
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A.

B.

マクロファージ（Bafilomycin A1添加）

図３６　Rab32陽性オルガネラ内部に膜構造を維持した後期エンドソームが認
められる

　CLEMを用いて、Bafilomycin A1を添加し培養したマクロファージに見られる
Rab32陽性オルガネラの内部構造を解析した。

A．マクロファージにGFP-Rab32とStr-Rab5Aを同時に遺伝子導入した。50 nM
のBafilomycin A1を培地中に添加し、24時間培養した。固定後、共焦点蛍光顕
微鏡で観察し、目的のオルガネラを抽出した。（N：核）

B．目的としたオルガネラを電子顕微鏡で解析した。矢印は後期エンドソーム
を示す。スケールバ ーは1 μm。

N

GFP-Rab32
Str-Rab5A
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ゴルジ体

ミトコンドリア

Rab32陽性オルガネラ

エンドサイトーシス

Rab32
LAMP1

Rab5
Rab7

初期エンドソーム

後期エンドソーム

リソソーム

①

②

図３７　Rab32/38が局在するオルガネラモデル図

① Rab32（Rab38）は、GDP結合型はゴルジ体に、GTP結合型は主にRab32陽
性オルガネラに結合する。

② Rab32/38陽性オルガネラは、初期エンドソーム、後期エンドソームやミト
コンドリアを取り込み、分解を行う。

③ Rab32/38陽性オルガネラは、リソソームの性質を一部備えた新規LROであ
る。


③
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CatK

吸収窩

RB

N N

N
N

N
N

32

32＜38

？

①マクロファージ ②単核破骨細胞 ③多核破骨細胞

図３８　破骨細胞成熟過程におけるRab32/38陽性オルガネラ機能モデル

① マクロファージにおいては、Rab32が発現しRab32陽性オルガネラではミク
ロオートファジーにより様々なオルガネラの分解が起こっている。

② RANKL刺激後、成熟前の単核破骨細胞ではRab32/38が発現し、前記に加え
カテプシンKやTRAPなどのプロテアーゼが内在する。

③ 成熟した多核破骨細胞ではRab38が主に発現機能し、より分解が亢進し、
Rab32/38陽性オルガネラは波状縁に輸送される可能性がある。

N: 核　RB: 波状縁　CatK: カテプシンK


アクチン

CatK
CatK

H+H+
TRAP

TRAP

32＞38


