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１．研究実施の概要 

動物細胞の細胞質には、内部が酸性（pH 6.5～4.5）の各種のオルガネラが存在し、細胞外から

の物質のとりこみ、細胞外への分泌、情報伝達などに関与し、多彩な機能を果たしている。酸性オ

ルガネラの機能を理解すると共に、遺伝子からオルガネラの形成機構と、H+ポンプ（液胞型

ATPase, V-ATPase）およびイオン・チャネルやトランスポーターなどによって、酸性環境が形成さ

れる機構を明らかにすることを本研究の目的としている。平成 13 年度は次のように研究を実施し

た。 

V-ATPase に関して得られた主な成果を以下にまとめる。（１）サブユニット構成および一次構造

から V-ATPase のモデルとなる F-ATPase（FoF1）の反応機構を検討し、γ サブユニットと 10-12 分

子の c サブユニットがひとつの単位として反応に伴って回転していることを膜標品を用いて示した。

（２）マウスのイソフォーム a1、a2、a3、a4 のうち a3 が破骨細胞の形成とともに誘導され、細胞形質

膜に他のサブユニットと同時に V-ATPase として集合する機構を詳しく検討した。またイソフォーム

a4 が腎臓の集合管の介在細胞に特異的に存在することを示した。（３）V-ATPase の C サブユニッ

トに C1, C2、 E サブユニットに E １, E 2, G サブユニットに G 1, G 2, G 3, d サブユニットに d 1, d 2

のイソフォームが存在することを明らかにした。E2 が普遍的な組織に存在するのに対し、E１は精

原細胞と精子のアクロソームに、G1 が普遍的であるのに対し、G2 は神経細胞のシナプス小胞に

局在し、G3 は腎臓の近位尿細管に存在した。いずれも各イソフォームを持つ V-ATPase として局

在することを確認し、同時にイソフォームの機能を解析した。 

さらに、酸性オルガネラとしてのリソソーム/エンドソームの形成に関与する新しいマウス・タンパク

３種（Syntaxin 7, mVam6, Sorting Nexin）について詳しく解析を進め、オルガネラ形成における役

割と同時に個体における役割を明らかにするべく研究を始めた。Syntaxin 7 に関してはノックアウト

マウスを作出した。 

２．研究実施内容 

動・植物細胞の細胞質にはコーテッドベジクル、エンドソーム、リソソーム、ゴルジ装置、シナプス

小胞、ミクロベジクルなどの中央液胞系（細胞内膜系）のオルガネラが存在し、多彩な機能を果たし

ている。酵母にはリソソームに対応するオルガネラとして液胞（Vacuole）が存在している。いずれの



オルガネラもエンドサイトーシス、エキソサイトーシスなどの過程を介し、細胞外からの物質の取り込

み、ホルモンや伝達物質の細胞外への分泌、情報伝達などに関与している。 

中央液胞系オルガネラの内部酸性 pH（6.5～4.5） は、液胞型 H+ポンプ(V-ATPase)による H+

の内部への輸送、特異的なイオンチャネルやトランスポーターによる H+ やアニオンの移動によっ

て形成されている。平成 13 年度に実施した研究と得られた成果をまとめた。 

(1)  オルガネラの内部酸性化に中心的役割を担っている V-ATPase に関して詳細な研究を実施

した。V-ATPase とホモロジーの高い F-ATPase （FoF1）の F1 部分のγサブユニットと Fo 部分の

c サブユニット（10-12 分子よりなるリングを形成している）が一つの機械的な単位として回転して

いることを膜分画を用いて明らかにした。同時に Fo 部分の a サブユニットと c サブユニットが相対

的に回転していることを示した。可溶化や精製操作を全く行っていない膜標品において、これら

の結果が得られたことは重要である。γおよび c サブユニットは V-ATPase のそれぞれ D および c 

サブユニットに対応していることを踏まえ、V-ATPase のサブユニットの ATP 分解に伴なう回転を

実証する系を構築した。 

(2)  V-ATPase は膜内在性部分(Vo)および表在性部分(V1)を持ち、それぞれ多数のサブユニット

からなっている。本研究では Vo を形成し、H+の輸送と調節に関与するサブユニットに多彩なイソ

フォームが存在しているのではないかと考えた。昨年度までに線虫およびマウスともに、a サブユ

ニットには４種のイソフォームがあることを同定した。そこでマウス a1, a2, a3, a4に注目した。a4は

腎臓の集合管のα細胞とβ細胞の形質膜にのみ局在していた。3T3 細胞、Raw 274.6 細胞にお

いて a2 は Golｇi に、a3 はリソソームに局在した。破骨細胞のモデルとなる Raw 274.6 細胞では、

a3 は破骨細胞の形成に伴って、他のリソソーム膜タンパクとともに細胞形質膜に局在した。この

結果はリソソームが直接的に破骨細胞の形質膜の形成に関与することを示唆している。さらに形

質膜への分子集合に関与する情報伝達系に関して詳しく検討した。なお、いずれのイソフォー

ムも V-ATPase のサブユニットであることを示した。 

(3) 多彩な局在を示す V-ATPase には、さらに各サブユニットにイソフォームがあるのではないか、

と考え検討したところ、C サブユニットに C 1 と C 2, E サブユニットに E１ と E2, G に G 1, G 2, G 

3, dにd 1とd 2のイソフォームが存在することを示した。いずれも一つのイソフォーム（C 1, G 1, E 

2, d 1）は Ubiquitous type として普遍的に各組織に分布していた。これに対し C 2 は腎と肺に、

E １ は精原細胞と精子アクロソームに、G 2 は神経細胞のシナプス小胞に、G 3 は腎臓に、d 2

は腎臓に特異的に見出された。 

(4)  アクロソームの V-ATPase は E１と a 2 イソフォームを持っていた。新しく見出したマウス・イソ

フォームは、いずれも酵母において機能した。この系を用いてキメラ V-ATPase を比較すると E 2

のものは温度感受性を示し、E１ と E2 を持つ V-ATPase はいずれも酵母のものに比較し基質

親和性が増加した。 

(5)  リソソーム/エンドソームの形成機構を明らかにすることも本研究の大きな目的の一つである。

昨年度までに酵母の液胞形成変異株【vam 変異(vacuolar morphology mutant)】を相補するマウ

スの cDNA をスクリーニングし、Sorting Nexin, mVAM2, mVam6, Syntaxin 7 の４種のタンパクを



同定した。Syntaxin 7 はリソソーム/後期エンドソームに存在し、ゴルジ装置からオルガネラへの

小胞輸送に重要であることを示した。本年度は mVam2 と mVam6 のオルガネラ形成に於ける役

割を明らかにし、同時に Syntaxin 7 のノックアウトマウスを作出した。また a3 イソフォームを持つ

V-ATPase が破骨細胞の形質膜に Syntaxin 7 とともに移動することを確認した。 

３．研究実施体制 

(1)  分子生物学、構造・機能研究グループ 

グループリーダー：和田 洋（大阪大学産業科学研究所 助教授） 

研究項目：H+ポンプの分子：細胞生物学 

(2)  細胞生物学、生理機能研究グループ 

グループリーダー：孫 戈虹（大阪大学産業科学研究所 助手） 

研究項目：H+ポンプの分子生化学 
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