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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、情報伝達などに関与し、多彩な機能を果たしている。これらの内

部 はpH 6.5～4.5 になっており、酸性オルガネラと呼ぶにふさわしい。酸性オルガ

ネラの多彩な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（V-ATPase）、イオン・チャネルなどによって、内部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１１年度は次のように研究を実

施した。

V-ATPaseは輸送路部分（V0）および表在性部分（V1）を持ち、それぞれ多数のサ

ブユニットから構成されている。この V-ATPase のモデルとなりうる F-ATPase の反

応機構を検討し、γc サブユニットが複合体として反応中に回転していることを示

した。さらにマウスと線虫を用いて検討し、H+の輸送に関与しているサブユニット

には多彩なイソフォームが存在することを示した。すなわち線虫に２種のｃサブユ

ニットを、マウスには３種の a サブユニット・イソフォーム a1、a2、a3 を同定した。

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ともに集

合し、細胞外を酸性化しているという結果を得た。

マウス受精卵に多数の酸性オルガネラが存在し、ブラストシスト以降に形態的に

大きな変化をすることを見出した。これに対応するように c サブユニット欠失マウ

スは 64 細胞期までは発生したが、子宮壁には着床しなかった。同様に線虫におい

て検討したところ、V-ATPaseがoocytegenesis とgastrutationに必須であった。これら

の結果はV-ATPaseの形成する酸性環境が初期発生にきわめて重要であることを示

唆している。

さらに、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タ

ンパク３種を同定した。

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、ライソソーム、

シナプス小胞、ミクロベジクルなど中央液胞系（細胞内膜系）のオルガネラが存在
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しており、細胞の分化に応じて多彩な機能を果たしている。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、細胞外からの物質取

り込み、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 pH は、6.5～4.5 酸性オルガネラと呼ぶにふさわしい

細胞内コンパートメント（異環境）を形成している。内部酸性 pH は、液胞型 H+ポ

ンプ（V-ATPase）によるH+の輸送、特異的な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ると考えられる。以下に平成１１年度に実施した

研究と得られた成果をまとめた。

まず酸性化に中心的役割を担っている液胞型 H+ポンプ （V-ATPase、Vacuolar-type 

H+-ATPase ）に関して詳細な研究を実施した。本年度は V-ATPase とホモロジーの

高い F-ATPase （F0F1）のF1 部分の γ サブユニット、あるいは F0部分 の c サブユニッ

トが ATP の加水分解反応に伴って回転することを示した。γおよびcサブユニット

は V-ATPase の D および c サブユニットに対応している。したがって上の結果は V-

ATPase のサブユニットも ATP 分解に伴って回転する事を強く示唆している。F-

ATPase（ATP合成酵素）はサブユニット構成から各サブユニット一次構造まで V-

ATPase と類似している。

さらに酵母の液胞にシロイヌナズナのH+輸送性ピロフォスファターゼ（PPase）を

発現させた。PPase によるピロリン酸の分解に伴って H+の電気化学的ポテンシャル

を形成させたところ、液胞に存在する V-ATPase は逆反応であるATP 合成反応を

行った。このように２つのプロトンポンプを持つ液胞を用いて V-ATPase は膜電位

（ΔΨ）によって調節されるが、H+ 濃度によっては調節されないことを示した。

V-ATPaseは膜内在性部分（V0）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る複雑な膜タンパクである。V0を形成しており、H+の輸送とそ

の調節に関与しているサブユニットには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、マウスと線虫について詳細に検討した。その結果、H+ 輸送路を形成

する c サブユニットについて検討したところ線虫では VHA-1 と VHA-2 の２つのイ

ソフォームがあり、アミノ酸配列の60％が同一であった。さらに、もう１つの遺伝

子 vha-3 があり DNA  配列は異なるが、vha-2 と同じ蛋白をコードしていた。これ

らのイソフォームは細胞特異的に発現していた。マウスでは c  サブユニットは１つ

の遺伝子からコードされていた。

さらに a  サブユニットでは線虫に４種、マウスに３種を同定した。マウスのもの

に注目し、対応する cDNA を得た後に a1、a2、a3 と命名した。a1、a2、a3 のアミ

ノ酸配列は約50%の同一性があった。さらに a1、a2、a3 の細胞内の分布、細胞特異

的な発現に関して、詳しい研究を展開した。a3 は破骨細胞の形成に伴って誘導され、

他のサブユニットとともに細胞膜に特異的に局在した。
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普遍的に存在すると考えられる酸性オルガネラは、個体の初期発生過程に必須で

あるのか。この素朴な疑問に答えるべく線虫およびマウスにおいてV-ATPaseを欠失

させた。RNA interference（RNAi）法を用いて線虫に遺伝子が１つしかない Ｃ サブ

ユニット、あるいはV0 部分のvha1 あるいは vha4 を欠失させると、embryo の発生

はcomma stage（200細胞期）で止まってしまった。またdsRNA（二重鎖RNA）を注

入した線虫は24時間後にはsterileとなり、oocytegenesis が阻害された。この結果は線

虫の発生過程に V-ATPase の形成する酸性オルガネラが必須であることを示してい

る。そこで、改めてマウスにおいて、V-ATPase の遺伝子発現が個体発生のどの段

階から必要であるかを検討した。まずマウスの c サブユニット（16kDa ）遺伝子

（PLP）が１種類であることを確認し、欠失させた。PLP-/- のマウスはブラストシス

ト（64 細胞）までは発生したが、子宮壁には着床しなかった。着床できなかった胚

を電子顕微鏡レベルで検討したところ、ゴルジ装置、リソソーム/エンドソームの形

態が著しく変化していた。以上の結果は酸性オルガネラが哺乳動物の初期発生に必

須であることを示している。

オルガネラとしてのリソソーム/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。本年度は酵母の液胞形成変異株を相補するマウ

スの cDNAをスクリーニングし、mVAM 2, mVAM 6, Syntaxin 7 の３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ており、ゴルジ装置

からオルガネラへのトラフィックに重要であることを示した。同様にmVAM2 と 

mVAM6 もエンドソームに存在していることを示した。これらのタンパクが酸性オ

ルガネラ形成機構にどのように関与しているかを明らかにするべく研究を進めてい

る。
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