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研究成果の概要（和文）：サブユニットの回転を伴うプロトンポンプ ATPase（ATP 合成酵素

F-ATPase とリソソーム型 V-ATPase）の機構を、生理学的条件に於いて生化学的・熱力学的に明

らかにした。一分子ずつ観察すると、F-ATPase が阻害状態に入ることを示した。また、V-ATPase

の小胞輸送と破骨細胞の形質膜形成に於ける役割を明らかにした。さらに、破骨細胞形成と多

核細胞化は、別の情報伝達によることを示した。 

 

研究成果の概要（英文）：We have studied rotary mechanism of F-ATPase (ATP synthase) and 

V-ATPase (lysosome-type ATPase) under the physiological conditions.  Significant 

results were obtained for biochemical and thermodynamic regulatory mechanism.  We also 

studied roles of V-ATPase in vesicle trafficking and formation of osteoclast plasma 

membrane.   Formation of multinuclear cells was studied together with osteoclast 

differentiation. 
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１．研究開始当初の背景 
 

 研究代表者は、プロトンを輸送する ATPase

（F-ATPase と V-ATPase）に関して、国内外

に高く評価される業績を上げてきた。研究開

始当初の特筆すべき成果は、膜酵素としての

F-ATPase と V-ATPase の回転機構の実証、

V-ATPase の多様なイソフォームの同定、

V-ATPase の生理的機能の実証、等である。本

研究は、このような成果の上に計画し、実施

された。 
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２．研究の目的 

 オルガネラ内外に形成されるプロトンの電

気化学的ポテンシャルと内部の酸性pHは、生

物において重要な役割を果たしている。すな

わち、ATP合成、物質輸送、エンドサイトーシ

ス、分泌等にプロトンは関与している。組織

のレベルでは骨吸収、イオン恒常性の維持、

タンパクの再吸収、精子の成熟等に酸性pHが

必要である。 

 このように酸性のpHを考えると、プロトン

を輸送するATPase、F-ATPase(ATP合成酵素)

およびV-ATPase（リソソーム型V-ATPase）が

欠くことができない。 

 代表者らは、F-ATPaseの触媒中心と回転を

伴う機構、V-ATPaseの多様性と生理機能、等

に関して多くの新しい発見をし、国際的に高

く評価されている。 

代表者らは、F-ATPase の 3 種のサブユニッ

トからなる複合体（δεγ）が回転し、反応

を駆動していること、回転速度は確率的なゆ

らぎを伴うこと、βサブユニットのヒンジ部

分が回転を駆動していることを示した。また、

V-ATPase が触媒機構やサブユニットの回転

など、F-ATPase と非常によく似ていること、

多彩な酸性環境に対応して数多くのイソフ

ォームがあること等を示してきた 

具体的には、次の点を明らかにすることを

目的とした。 

１）F-ATPaseによるサブユニットの回転を伴

う機構を明らかにする。系統的に変異を導入

し、高次構造と対比して回転を駆動する領域

を証明し、ATP 加水分解がサブユニットの回

転を駆動する機構を明らかにする。また、マ

ウスV-ATPaseを酵母に於いて発現させ、各イ

ソフォームの回転に於ける役割を明らかに

する。 

 

２）V-ATPaseのオルガネラ膜、形質膜に局在

化する機構を実証する。特に4種のイソフォ

ームがあり、各々が異なるオルガネラに分布

している膜貫通型のaサブユニットに注目し、

V-ATPaseの局在化機構を実証する。β細胞の

インスリン分泌、尿細管表層細胞のタンパク

再吸収、破骨細胞の形成機構に注目して、オ

ルガネラの輸送と膜融合に於けるaサブユニ

ットの役割を明らかにする。同時に、分泌型

リソソームの細胞形質膜への融合機構を明

らかにする。 

３）V-ATPase および F-ATPase の阻害剤を探

索する。特に、特異的イソフォームに注目す

る。阻害剤は二つの ATPase の研究上、重要

である。 
 
３．研究の方法 
 

一般的な生化学・分子生物学的手法に加え

て、一分子観察もとり入れた。蛍光顕微鏡、

共焦点顕微鏡や電子顕微鏡を駆使し、酸性環

境の研究を推進した。回転は金粒子を用い、

レーザー光を照射し暗視野顕微鏡下に観察

した。同時に、F-ATPase と V-ATPase に複数

の変異を導入し、あるいは阻害剤を添加し、

高次構造を推定しながら回転機構に迫るこ

とができた。 
 
４．研究成果 

１）回転を駆動する機構 

 金粒子 40～60nm を用いた一分子観察によ

り、F-ATPase のサブユニットが回転する機構

と調節機構について、新しい成果が得られた。 

 

①γサブユニットは、確率的にゆらぎながら

回転している。速度は、ミリ秒のレベルで変

化している。120℃ずつのステップで回転し

ている。各ステップの活性化エネルギーは低

く、スムーズに回転している。また、ほぼ

1,000 回転すると、阻害状態になる。阻害状

態は約 1 秒間であり、回転を始める活性状態

に入る為の活性化エネルギーは通常の回転

を続けている場合の 2 倍の値となった。 

 

②βサブユニットとの相互作用がγサブユ

ニットの回転に重要であることを示した。γ

の Met23 残基はβサブユニットの DELSEED 部

分に接しており、Met23Lys の変異とこの変異

を抑制する変異の解析により、Met23/DELSED 

β/γ相互作用がスムーズな回転に必須であ

ることを示した。 

βサブユニットのATP結合部位と触媒残基

の形成するヒンジドメインについて、各種変

異を系統的に導入し、回転を解析した。その

結果、スムーズに回転する為にヒンジドメイ

ンの疎水性が重要であることが明らかにな

った。 

F-ATPase の触媒反応と調節機構について

夫々の結果は、4 つの原著論文に発表したが、

加えて反応機構について2つの総説を発表し

た。 

 



③酵母の V-ATPase に注目し、サブユニット

回転機構を解析した。V-ATPase の回転速度は

F-ATPase の 1/4 ほどであり、また、数十回転

すると阻害状態に入る。阻害状態では、

F-ATPase とは異なり、アイドリングをしてい

た。この発見は、論文準備中である。 

マウス V-ATPase のイソフォームの機能を

酵母を用いて解析する系を確立した。その一

例として、酵母の E サブユニットの遺伝子を

欠失させ、これにマウスの E1 あるいは E2 イ

ソフォームの cDNA を導入した。でき上がっ

たハイブリッド ATPase を解析し、a サブユニ

ットとEサブユニットの相互作用が明らかに

なった。原著論文一報を発表し、現在、他の

論文を執筆中である。 

 

④膜小胞の trafficking に於いて、V-ATPase

が積極的な役割を果たしていることを示し

てきたが、総説としてこの考えをまとめ、発

表した。 

さらに、破骨細胞に分化するマクロファー

ジについて検討を加え、細胞の多核化と破骨

細胞への分化が異なる情報伝達系によって

進行することを明らかにした。原著論文を準

備している。 
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