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「酸性オルガネラの形成とその機能の解明」 
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１．研究実施の概要 

動物細胞には内部が酸性のオルガネラ（分泌小胞、被覆小胞、リソソーム、エンドソー

ム、ゴルジ装置、シナプス小胞など）が存在している。また尿細管の表層細胞や骨組織の

破骨細胞は外部に H+を輸送し、酸性コンパートメント（たとえば骨吸収窩）を形成してい

る。これらオルガネラとコンパートメントに密接な関連にあることから、研究代表者らは

両者を合わせて酸性異環境と称することを提唱した。 

本研究では酸性異環境が生体膜に囲まれた細胞学的な構造、および生理学的なイオン環

境として形成される機構を明らかにすること、それぞれの酸性異環境の細胞生物学的な関

連を明らかにすることを基本構想とした。 

 

１）プロトンポンプ V 型 ATPase と作動機構 

酸性異環境は V 型 ATPase（液胞型 ATPase）によるプロトンの輸送とイオンポンプ／チ

ャネルによるイオンの輸送によって形成される。V 型 ATPase は V１（膜表在部分）と Vo

（膜内在部分）からなり、V１は A, B, C, D, E, F, G, H の８種のサブユニット、Vo は a, c”, c’, 

c, d の５種のサブユニットからなっている。同様に多数のサブユニットからなるプロトン

ポンプに F 型 ATPase がある。すなわち F１（α, β, γ, δ, ε）と Fo（a, b, c）のように F 型 ATPase

も膜表在性と内在性部分の合計８種のサブユニットからなっている。２つのプロトンポン

プの異種サブユニット総数は 13 と８のように大きく異なり、アミノ酸配列から対応するサ

ブユニットと考えられるものは５種類程度である。活性中心はそれぞれβと A サブユニッ

トに存在しており、触媒残基は同じと考えられる。そこで２種の ATPase の類似に注目し、

液胞にプロトンの電気化学的ポテンシャル差を形成させ、ADP と Pi（リン酸）を加えると

V 型 ATPase によって ATP が合成された。この結果は動物細胞の V 型 ATPase は ATP を合

成するオルガネラには局在していないが、条件によっては ATP を合成しうることを示して

いる。 

本研究では F 型 ATPase の F１部分を固定し、ATP を加えるとγ サブユニットが回転する

ことを示した。さらに変異を導入して、回転機構に対する一つのモデルを検討した。F 型

ATPase をβサブユニットを介してガラス表面に固定、ATP を添加すると、反応に伴って

γεc10-14 部分が回転することを示した。逆に、c10-14 の部分を固定しておくと、α３β３部分あ

るいは a サブユニットが回転した。すなわち、F 型 ATPase は回転子と固定子が交換可能な

ナノスケールの分子モーターであることを実証した。次に本来の膜に局在している F 型

ATPase のサブユニットが回転することを示した。 

それでは V 型 ATPase のサブユニットも ATP 分解に伴って回転しているのだろうか。こ

の疑問に答えるために、酵母 V 型 ATPase の c サブユニットを固定すると、ATP の加水分

解に伴って V1 部分が回転した。以上の結果は、F 型 ATPase および V 型 ATPase が回転を

伴う作動機構によってプロトンを輸送していることを示唆している。 
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２）多彩な酸性異環境 

幅広い生理学的な役割を考えると、V 型 ATPase は動物個体にとって必須であると推定

できる。 

実際に V 型 ATPase の発現を阻止すると、線虫は予想したとおりに胚性致死になった。

同様に、遺伝子が一つであることを確認し、c サブユニットを欠失させたところ、マウス

胚は着床過程で致死となった。対応して各細胞から酸性オルガネラは消失し、ゴルジ装置

をはじめとして内膜系のオルガネラの構造が大きく変化した。以上の結果は V 型 ATPase

が酸性異環境を形成しており、動物の胚発生に必須であることを示している。 

既に述べたように酸性オルガネラとしてリソソーム、エンドソーム、ゴルジ装置、シナ

プス小胞などが知られている。我々は V 型 ATPase の形成するプロトンの電気化学的ポテ

ンシャル差によって、シナプス小胞のトランスポーターが駆動され、神経伝達物質が取り

込まれることを明らかにした。また、内部酸性オルガネラには脂溶性アミンが取り込まれ、

プロトン化するために蓄積することを示した。さらにサブユニットに対する抗体と V 型

ATPase の特異的な阻害剤であるコンカナマイシン／バフィロマイシンなどを駆使し、新し

い酸性オルガネラを同定した。その一つである松果体細胞の小胞（Microvesicle）は V 型

ATPase の形成するプロトンの電気化学的ポテンシャル差を駆動力としグルタミン酸を蓄

積した。松果体細胞はこのグルタミン酸を開口放出し、メラトニンの生合成を調節してい

る。同様の手法によって他の細胞、組織における新しい酸性異環境を同定し、生理的な役

割を明らかにすることができた。 

 

３）V 型 ATPase と多彩な酸性異環境 

さらに『幅広い組織・細胞やオルガネラに多彩な酸性異環境を形成している V 型 ATPase

が全て同じものとは考え難い』という発想から、cDNA ライブラリーを検索し、V 型 ATPase

のサブユニットの多彩なイソフォームを発見した。線虫では、膜内在のサブユニット a（４

種）および c（２種） のイソフォームが細胞特異的に発現しており、いずれかを欠失させ

ると、線虫は異なる発生時期に致死となった。 

マウスでは a サブユニットに a1, a2, a3, a4 のイソフォームを、さらに膜と活性中心を

つなぐストーク部分を構成する C, E, G, d にもイソフォームを見出した。各イソフォーム

は興味深い組織（細胞）分布を示した。たとえば、G サブユニットでは、普遍的な V 型

ATPaseはG1を、シナプス小胞のものはG2を、尿細管表層細胞のものはG3を持っていた。

さらに E1 と E2, C1 と C2-a, C2-b, d1 と d2 の各イソフォームは、細胞あるいはオルガネラ

に特異的なものと、普遍的に発現しているものがあった。 

これらの結果から、『V 型 ATPase は膜内在部分あるいはストーク部分のイソフォームを

取り換え、細胞あるいはオルガネラにおける局在を変え、特異的な酸性異環境を形成して

いる。』と結論した。さらに、本研究では a3 イソフォームを時期／部位に特異的に欠失す

るマウスを作出した。また、c サブユニットを特定の細胞に於いて欠出させ、酸性オルガ



 －67－

ネラの機能を任意に欠損させる系を作った。これらのアプローチによって、オルガネラの

生理学的な役割を細胞特異的に解析できるマウスの系の完成が間近い。 

 

４）酸性異環境の形成 

さらに特異的なイソフォームを持つ V 型 ATPase には、分化に伴い細胞内の局在を変え

るものがあった。破骨細胞の細胞形質膜には a3 をサブユニットとする V 型 ATPase が局

在した。破骨細胞様に分化する RAW264.7 細胞を調べたところ、a3 を持つ V 型 ATPase は

リソソーム/エンドソームに局在した。また a1, a2, a4 イソフォームを持つ V 型 ATPase も

RAW264.7 細胞の形質膜には存在しなかった。これは破骨細胞の前駆細胞の形質膜には V

型 ATPase が存在しないことを示している。破骨細胞に分化する過程でリソソーム/エンド

ソームが形質膜とその近傍に運ばれ、最終的に a3 を持つ V 型 ATPase が形質膜に局在する

のが見出された。同時にリソソームの膜タンパクである lamp2（Lysosome-Associated 

Membrane Protein 2）も同じ局在を示した。以上の結果は『リソソーム膜が破骨細胞の形質

膜の少なくとも一部を形成する』ことを示す細胞生物学的に重要な発見である。 

このようなオルガネラ間の連関・形成に関与するマウスの因子を明らかにするべく、酵

母を用いて解析を進めた。酵母には著明な酸性オルガネラとして液胞が存在している。液

胞形成変異株（Vam）を相補するマウスの cDNA を検索し、リソソームとエンドソームの

形成に関与する Syntaxin7, mVam2, mVam6, SNX1（Sorting Nexin）等のタンパクを同定した。

さらに Syntaxin7, mVam2, mVam6 のノックアウト・マウスを得て、解析を進めている。 

本研究は大阪大学・産業科学研究所の二井および、和田助教授の研究室を中心に行われ、

以下の４つの研究室が協力した。 

金澤 浩 教授（阪大・理）の研究室は本研究の展開に際してイオン輸送に関連する研

究に協力し、また V 型 ATPase のノックアウトマウスの作成と解析を産業科学研究所の二

井および和田らと共同で行った。山本 章嗣 講師（関西医大）は細胞内膜系のオルガネ

ラ形成に関する研究を展開し、同時に電子顕微鏡による形態観察に協力した。岩本(木原)

昌子 助手（東大・総合文化）は F 型および V 型 ATPase の作動機構の研究に主に変異酵

素の構築と解析の面から協力した。森山 芳則 博士は教授（岡大・薬）昇任後、酸性オ

ルガネラの多様性に関し、解析を進め、本研究をサポートした。 

 

２．研究構想 

本研究を開始した時点では酸性異環境が細胞内に局在する各種のオルガネラとして、あ

るいは細胞外のコンパートメントとして形成される機構を明らかにすることを目的とした。

すなわち、細胞生物学的な膜に囲まれた構造と、同時に内部に生理学的な酸性環境が作ら

れる機構に注目した。したがって、オルガネラ膜および形質膜の形成機構から、プロトン

を輸送するポンプおよび他のイオンポンプが内部イオン環境を形成するまでを対象とした。 

研究の実施は生化学・分子生物学的なアプローチを中心として担当した分子生物学・構
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造機能研究グループ、及び生理学と細胞学・細胞生物学的なアプローチを担当した細胞生

物学、生理機構研究グループの二つのサブグループの緊密な協力によった。学際的な研究

の性質から、ほとんどの場合に研究発表と論文執筆は共同で行った。 

研究の発展によって、酸性異環境を形成する主役であるプロトンポンプが極めて多彩な

サブユニット構成を示すことが発見された。そこで、「どのように、そして、なぜプロトン

ポンプが多彩なのか」を明らかにすることが本研究の新しい目標となった。このような疑

問を解明する過程に於いて、重要な細胞生物学的な知見が得られた。その一つは「破骨細

胞の形質膜がリソソーム膜から形成される」ことをはっきりと示す発見である。 

 

３．研究実施体制 

(1) 体制 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

分子生物学、構造機能研究グループ 

大阪大学 産業科学研究所 生体膜分子学 研究室 

大阪大学 理学部、東大 総合文化研究科 

液胞型 H+ポンプ(V-ATPase)、F 型 ATPase、transporter

等を中心に酸性オルガネラ/酸性環境の分子生物学的研

究を行った。 

細胞生物学、生理機能研究グループ 

大阪大学 産業科学研究所  生体膜分子学 研究室 

関西医科大学 

岡山大学 薬学部  

酸性オルガネラの形成機構/細胞生物学と生理機能に関

して研究を行った。 

研究代表者 

 二井 將光 
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４．研究期間中の主な活動 

(1) ワークショップ・シンポジウム等 

年月日 名称 場所 
参加 

人数 
概要 

平成 14 年 

６月 10 日 
チーム内ミーティング 

関西医科

大学 
５名 

V 型サブユニットの電子顕微

鏡観察の方法について討論し

た 

平成 13 年 

12 月 20 日 
チーム内ミーティング 

大 阪 大

学・産業科

学研究所 

５名 
本研究の方向性を詳しく討論

した 

平成 13 年 

３月16-17日 
CREST Mini Symposium 

大 阪 大

学・銀杏会

館 

200 名 

外国人を招聘してシンポジウ

ムを行った。幸いなことに別件

で来日していた外国人の場合

には旅費は出す必要がなかっ

た。 

平成 12 年９

月 20-21、10

月２日 

チーム内ミーティング 

大 阪 大

学・産業科

学研究所 

６名 

F 型および V 型 ATPase る詳し

い討論をし、両プロトンポンプ

に関する次段階の実験計画を

たてた 

平成 11 年 

２月５日 
チーム内ミーティング 

大 阪 大

学・産業科

学研究所 

８名 

V型ATPaseの Poteolipid遺伝子

を欠くマウスは胚性致死とな

るが、初期発生段階での表現型

と遺伝子型を詳細に検討した

結果、blastocyst の段階までは発

生しうることが示された。この

結果に関してデータの紹介と

討議を行った。 

平成 11 年 

２月 16 日 

 

チーム内ミーティング 

大 阪 大

学・産業科

学研究所 

４名 

初期発生段階において酸性化

コンパートメントが顕著に発

達し、その酸性度がダイナミッ

クに変化することが光学顕微

鏡レベルで示された。そこで電

子顕微鏡観察により、詳細な観

察を行う必要が生じた。野生

型・proteolipid 欠損マウスの両

方の初期胚における酸性コン

パートメントについての詳細

な観察データを討議した 

平成 11 年 

３月 23 日 
チーム内ミーティング 

大 阪 大

学・産業科

学研究所 

４名 

マラリア原虫の電子顕微鏡観

察より、赤血球での寄生膜コン

パートメントは酸性化されて

いることが示された。また、マ

ラリアゲノムの解析から、膜動

態に関与する膜融合因子 NSF
が存在することが明らかとな
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った。これらの結果に関して討

論を行った。 

平成 10 年 

８月１日 
チーム内ミーティング 

千里ライ

フセンタ

ー会議室 

約 

50 名 

酸性オルガネラの形成と多彩

な機能に関する研究の推進の

ため、各研究グループでのこれ

までの成果を交換し、今後の研

究方向に関しての議論を行っ

た。内容：分子生物学、構造機

能グループより、和田、金澤か

ら V 型 ATPase サブユニットの

多様性、誘導型発現制御系の構

築、V 型 ATPase サブユニット

の欠損マウスの表現型につい

て報告があった。また、細胞生

物学、生理機能グループの森

山、山本から内分泌制御におけ

る酸性オルガネラの関与、酸性

オルガネラの形態的多様性、マ

ラリア原虫での酸性オルガネ

ラについて報告があった。各研

究グループの成果を統合した

今後の研究の方向性が二井研

究代表によって示された。 

平成 10 年 

１月 28 日 

 

チーム内ミーティング 

大阪大学

先端的研

究オープ

ンセンタ

ー会議室 

 

約 

40 名 

趣旨：本研究プロジェクトの平

成 10 年度の研究総括を行うた

めに、平成 11 年度の研究結果

の総合的な討論を行った。内

容：岡（二井研）からV型ATPase
の膜内在性サブユニットの多

様性と構造に関する成果、表

（二井研）から F 型 ATPase の

エネルギー共役に関する成果

が発表され、今後の研究方向を

討論した。孫ー和田から V 型

ATPase 欠損マウスの表現型の

解析結果が報告された。中村

（二井研）から酸性オルガネラ

構築に関する分子が報告され

た。井上（金澤研）は高等動物

の遺伝学解析の新しい系の導

入について報告し、森山（岡山

大）は松果体における新しい制

御機構について討論した。山本

（関西医科大）は、高感度免疫

電子顕微鏡観察法を紹介した。 
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５．主な研究成果 

(1) 論文発表 

二井 將光、和田 洋グループ (国内８件、海外 45 件) 

1. H. Yamada, S. Yatsushiro, S. Ishio, M. Hayashi, T. Nishi, A. Yamamoto, M. Futai, A. 
Yamaguchi and Y. Moriyama. Metabotropic glutamate receptors negatively regulate melatonin 
synthesis in rat pinealocytes. J. Neurosci., 18, 2056-2062 (1998). 

2. M. Iida, K. Terada, Y. Sambongi, T. Wakabayashi, N. Miura, K. Koyama, M. Futai and T. 
Sugiyama. Analysis of functional domains of Wilson disease protein (ATP7B) in 
Saccharomyces cereviiae. FEBS Lett , 428, 281-285 (1998).  

3. T. Yoshimizu, H. Omote, T. Wakabayashi, Y. Sambongi and M. Futai. Essential Cys-Pro-Cys 
motif of Caenorhabditis elegans copper transport ATPase. Biosci. Biotechnol. Biochem., 62, 
1258-1260 (1998). 

4. M. Hayashi, A. Yamamoto, S. Yatsushiro, H. Yamada, M. Futai, A. Yamaguchi and Y. 
Moriyama. Synaptic vesicle protein SV2B, but not SV2A, is predominantly expressed and 
associated with microvesicles in rat pinealocytes. J. Neurochem, 71, 356-365 (1998). 

5. M. Futai, T. Oka, Y. Moriyama, and Y. Wada. Roles of single membrane organelles: factors 
establishing the acid lumenal pH. J. Biochem. 124, 259-267 (1998) 

6. T. Oka, R. Yamamoto and M. Futai. Multiple genes for vacuolar-type ATPase proteolipids in 
Caenohabditis elegans: a new gene, vha-3, has a distinct cell-specific distribution. J. Biol. 
Chem. 273, 22570-22576 (1998). 

7. H. Omote, K. Tainaka, K. Fujie, A. Iwamoto-Kihara, Y. Wada, M. Futai. Stability of the 
Escherichia coli ATP synthase FoF1 complex is dependent on interactions between γGln-269 
and the β subunit loop  βAsp-301-  βAsp-305. Arch. Biochem. Biophys., 358, 277-282 (1998)  

8. M. Maeda, K. Hamano, Y. Hirano, M. Suzuki, E. Takahashi, T. Terada, M. Futai and R. Sato. 
Structure of P-type transporting ATPases and chromosomal locations of their genes. Cell 
Structure and Function 23, 315-323 (1998) 

9. T. Wakabayashi, N. Nakamura, Y. Sambongi, Y. Wada, T. Oka and M. Futai Identification of the 
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