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３ 研究の狙い： 

本研究では細胞内に広く存在している V-ATPase の持つ多彩なサブユニットアイソフォームに

着目し、このアイソフォームの細胞機能への役割を明らかにすると共に、各々のアイソフォームと

相互作用する因子を同定する事で、細胞内での生理的、物理的な相互作用ネットワークを明らか

にして、新たな細胞機能や疾病への関わりを明らかにすることを目的とした。 

 

４ 研究成果： 

１）V-ATPase の新規サブユニットアイソフォームの同定 

異なる細胞における V-ATPase の働きを明らかにするために、新規サブユニットアイソフォーム

の同定を行なった。その結果、腎臓に強く発現するアイソフォームとして d1 及び a4 を明らかにした。

d サブユニットのアイソフォームを酵母の V-ATPase と再構成して、酵素の性質を調べたところ、d

サブユニットのアイソフォームによって V-ATPase の V1 部位で起こる ATP の加水分解活性と Vo

部位でのプロトン輸送との間の共役が変化する事が分かった。これは同一の細胞内の ATP 濃度

でも、異なるアイソフォームを持つ酵素による酸性化の度合いが異なることを示しており、d サブユ

ニットが酸性度の調節サブユニットである可能性を示している。 

 

２）V-ATPase のプロトン輸送機構 

この酵素は膜を介したプロトン輸送を行なう事が分かっているが、その詳細な機構については

よく分かっていなかった。そこで、プロトン輸送路を形成する Vo のサブユニットのトポロジーをシス

テイン変異とビオチンマレイミドを用いて決定した。その結果、c”サブユニットについて新しい４回

膜貫通モデルを提唱した。さらに、新に明らかにした構造と、これまでに同定してきた機能必須残

基の位置情報をもとに、サブユニット間の膜貫通へリックスのプロトン輸送における相互作用を分

子内架橋実験により調べた。その結果、プロトン輸送路を形成する a サブユニットの７番目の膜貫

通ドメインの必須残基である Arg735 を含むへリックスの 1/3 の面と、c’サブユニットの４番目の膜

貫通ドメインでプロトンを結合する Glu145 を含むへリックスの半分が相互作用する事を明らかにし

た。この事は a と c’を含むプロテオリピッドリングの境界面で、へリックスがねじれてプロトンの受

け渡しを行なっている事が示唆された。 

 

５ 自己評価： 

本研究で得られた成果は、当初の目的の初期の段階、アイソフォームの同定とそれらアイソフ

ォームの V-ATPas のプロトン輸送性 ATPaase としての機能への関りを一部のものについて明ら

かにできた。しかし、中心的な課題である新しい機能への関わりと、細胞内の相互作用ネットワー

クの解明については結果が伴わず、全く進展することができなかったため、非常に悔いが残る結

果となった。 

 

６ 研究総括の見解： 

Ｖ－ＡＴＰａｓｅの数多くのサブユニットにおけるアイソフォームの機能解析はかなりユニークな解

析法と独自の戦略で攻めないと泥沼に陥る可能性が大きいと考えられる。所期の目的達成には

遠く至らなかった感があるが、本研究期間に明らかにした新規アイソフォームを足がかりに、今後

の発展を期待する。 
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