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「高効率ナノモーターとしてのプロトンポンプの分子機構解明」 

 

１．研究実施の概要 

 プロトンポンプである F-ATPase（ATP 合成酵素）と V-ATPase（液胞型 ATPase）に注目し、

サブユニットの回転を伴うナノモーターであることを実証してきた。現在までの実績を踏ま

え、ATP 加水分解に伴う回転の機構とプロトン輸送の共役、サブユニットのアセンブリーの

機構、マウス V-ATPase の多様な役割、プロトンポンプ活性とホルモン分泌の共役などの解

明に向け研究を進めている。本年度に得られた主な成果は、F-ATPase においてはプロトン輸

送による回転と ATP 加水分解に伴う回転は分離できること、金粒子を用いると高速回転が検

出でき、回転速度には“ゆらぎ”があること、変異を導入し回転の開始と停止に重要なドメ

インを固定できたこと、などである。同時に V-ATPase の a２イソフォームのアミノ末端には

特定のオルガネラ（初期エンドソーム）に局在する為のシグナルがあること、多様な酸性オ

ルガネラに対応して、ユニークなイソフォームがあることなど多くの成果を得た。 

 

２．研究実施内容 

 本研究は、プロトンポンプについて分子レベルの作動機構（反応機構、サブユニットの

回転とプロトン輸送）を明らかにすること、生理的機能を踏まえて細胞生物学的役割（酸

性環境の形成）を解明することを目的としている。プロトンポンプとしては、F-ATPase（ATP

合成酵素）と V-ATPase（液胞型 ATPase）に注目している。2 つの ATPase の基本的な作動

機構、触媒中心、反応機構、プロトン輸送機構は基本的に同じと考えられる。研究代表者

らは F-ATPase および V-ATPase が膜に局在するホロ酵素として、サブユニットの回転を伴

うナノモーターであることを明らかにした。 

 本年度は 2つのATPaseのうちで、F-ATPaseの回転を金粒子をプローブとして解析した。

F-ATPase に導入した直径２００nm から４０nm の金粒子の回転を見たところ、回転速度に

は“ゆらぎ”があり、プローブの直径はゆらぎに影響しなかった。平均速度は粒子の大き

さに伴って減少したが、直径４０nm と６０nm の粒子は同じ速度であった。さらにミリ秒

の時間分解能で観察すると、ほぼ１０％の粒子が回転していた。 

 また、F-ATPase が ATP の加水分解に伴って回転する為に、プロトン輸送残基 cAsp61 およ



び、aArg210 は必須ではないこと、プロトン輸送と ATP 加水分解に伴う回転は反応過程として

分離できることを示した。これに対して、F-ATPase は ATP 合成酵素としてプロトンの電気化

学的ポテンシャルを駆動力に ADP とリン酸から ATP を合成している。ATP 合成酵素としての

作動機構を実証する為には、c サブユニット 10 分子が形成するリングが膜電位、あるいは pH

勾配によって固定子部分（ab2 サブユニット）に対して相対的に回転することを示す必要があ

る。すなわち Fo がプロトンの電気化学的ポテンシャルによって回転するモーターであること

を実証する必要がある。このような研究を進める為の基礎実験を開始した。 

 V-ATPase を F-ATPase と比較すると、c サブユニットの構造、c が構成するリングの構造

とストーク部分のサブユニット構成には大きな差がある。本研究ではマウスの V-ATPase

の G, E, a, d サブユニットにそれぞれイソフォームを見出している。本年度は、膜部分 Vo

を形成するサブユニット a の a２および a3 イソフォームが、V-ATPase を特定のオルガネラ

に局在化させる為のドメインを持っていることを明らかにした。近位尿細管の表層細胞で

はアルブミンをエンドサイトーシスによって細胞内に回収している。この回収機構に関与

している初期エンドソームに a２をサブユニットとする V-ATPase が局在し、エンドソーム

内の酸性 pH を形成し、他のオルガネラと融合すること、a２イソフォームのアミノ末端が

膜融合因子 Arf6 (small GTPase)と ARNO を細胞質からリクルートすることを実証した。また、

破骨細胞の形質膜の V-ATPase は a3 イソフォームをサブユニットとしており、分泌型リソ

ソームが形質膜と融合することによって局在することを示した。さらに、分泌型リソソー

ムは他のリソソームとは異なることを明らかにした。 

 また、本研究では多様なプロトンポンプが果たす生理学的および細胞生物学的な役割に

ついて研究を進めている。同時に、プロトンポンプ・サブユニットと関連するアセンブリ

ー因子を欠失したマウスを系統的に作出するべく実験を進めている。本年度は遺伝子欠失

の為のクローンを迅速に作成する方法を確立した。また、ホルモン分泌機構の解明の一端

として、aサブユニットの a3イソフォームが、インスリン分泌顆粒に局在しているV-ATPase

のサブユニットであることを示し、V-ATPase が分泌顆粒内部を酸性にすることが分泌に必

須であることを証明した。さらに、組織によって多彩な V-ATPase が分布している一例と

して、Epididymis に多様なイソフォームが局在していることを示した。 

 

３．研究実施体制  

「F-ATPase」と「V-ATPase」生化学グループ 

①研究分担グループ長：二井 將光（（財）微生物化学研究会微生物化学センター 二井

特別研究室、特別研究員） 



②研究項目：V-ATPase サブユニットイソフォームと酸性オルガネラ 

V-ATPase および小胞輸送因子の欠失（ノックアウト）マウスと酸性環境の生理

機能の解析 

これら研究項目の１部として Massachusetts General Hospital の D, Brown 教授、

V. Marshansky 教授のグループと共同研究を行っている。 

 

「V-ATPase」ナノモーターの形成と生理学グループ 

①研究分担グループ長：和田 洋 （大阪大学産業科学研究所、教授） 

②研究項目：F-ATPase の ATP 合成／分解に伴う回転の解析、V-ATPase の生理的役割

の解明 

 

４．主な研究成果の発表 

（１） 論文（原著論文）発表 

○ H. Hosokawa, M. Nakanishi, S. Kashiwagi, K. Hayashi, I. Taira, A. Iwamoto-Kihara, Y. 

Wada, and M. Futai,  ATP-dependent rotation in mutant ATP synthases lacking proton 

transport,.  J. Biol. Chem. 280, 2379-23801 (2005) 

○ M. Nakanishi-Matui, S. Kashiwagi, H. Hosokawa, D. J. Cipriano, S. D. Dunn, Y. Wada, M. 

Futai,  High-speed rotation of Escherichia coli ATP synthase F1 sector: ε subunit-sensitive 

rotation,  J. Biol. Chem., 281, 4126-4131 (2006) 

○ C. Pietreman, G.-H. Sun-Wada, M. Mckee, V. Marshansky, D. Brown, M. Futai, and S. 

Bretton,  Specific distribution of V-ATPase subunit isoforms in the rat epididymis,  Biol. 

Reprod., 74, 185-194 (2006 ) 

○  M. Aoyama, K. Agari, G. –H. Sun-Wada, M. Futai, Y. Wada,  Simple and straightforward 

construction of a mouse gene targeting vector using in vitro transposition reactions, Nucleic 

Acids Res. Vol. 33, pp e52 (2005) 

○ A. Hurado, M. Skimmer, J. E. Annan, M. Futai, G.-H. Sun-Wada, S. Bourgoin, J. 

Casanova, A. Wildeman, S. Bechousa, D. A. Ausiello, D. Broun, and V. Marshansky,  

V-ATPase interacts with ARNO and Arf6 in early endosomes and regulates the protein 

degradative pathway  Nature Cell Biol., 8, 124-136 (2006) 

○ M. Nakanishi-Matui and M. Futai, Stochastic proton pumping ATPases: from single 

molecules to diverse physiological roles IUBMB Life, in press, 2006 

○ F. Jouret, C. Auzanneau, H. Debai, G.-H. Sun-Wada, C. Pretto, E. Marbai, FE. Karet, PJ. 

Courtoy, O. Devuyst,  Ubiquitous and kidney-specific subunits of vacuolar H+-ATPase are 

differentially expressed during nephrogenesis. J Am Soc Nephrol. (2005) 16:3235-3246 

○ G.-H. Sun-Wada, H. Tabata, and N. Kawamura,  Selective assembly of subunit isoforms in 

mouse kidney. J. Bioenerg. Biomemb. in press. (2006) 



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /None
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Off
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJDFFile false
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments true
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages false
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages false
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages false
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages false
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages false
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages false
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages false
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile (None)
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /Description <<
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000410064006f006200650020005000440046002065876863900275284e8e9ad88d2891cf76845370524d53705237300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef69069752865bc9ad854c18cea76845370524d5370523786557406300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /FRA <>
    /ITA <>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020ace0d488c9c80020c2dcd5d80020c778c1c4c5d00020ac00c7a50020c801d569d55c002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken die zijn geoptimaliseerd voor prepress-afdrukken van hoge kwaliteit. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /PTB <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents best suited for high-quality prepress printing.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
    /JPN <FEFF9ad854c18cea306a30d730ea30d730ec30b951fa529b7528002000410064006f0062006500200050004400460020658766f8306e4f5c6210306b4f7f75283057307e305930023053306e8a2d5b9a30674f5c62103055308c305f0020005000440046002030d530a130a430eb306f3001004100630072006f0062006100740020304a30883073002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee5964d3067958b304f30533068304c3067304d307e305930023053306e8a2d5b9a306b306f30d530a930f330c8306e57cb30818fbc307f304c5fc59808306730593002>
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /ConvertToCMYK
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /DocumentCMYK
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /DocumentCMYK
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /UseDocumentProfile
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice


