
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

３１２０１

基盤研究(C)

2013～2011

一分子観察による植物のプロトンポンプＶ－ＡＴＰａｓｅの細胞内ｐＨ恒常性維持機構

The functional analysis of vacuolar-type proton pump ATPase

４０５５２８９９研究者番号：

岡本　晴子（Haruko, Okamoto）

岩手医科大学・薬学部・講師

研究期間：

２３５７０１７１

平成 年 月 日現在２６   ６ １２

円     4,200,000 、（間接経費） 円     1,260,000

研究成果の概要（和文）：動植物の細胞内pHは、原形質膜および細胞内酸性オルガネラ膜に存在するプロトンポンプAT
Paseによって精密に制御される。本研究では、液胞型V-ATPase複合体の構成分子（サブユニット）がその作動性に関わ
る機構を分子レベルで明らかにした。まず一分子観察法を用いて回転解析を行い、世界で初めて真核生物のV-ATPaseの
回転速度を解明した。また、動植物のEサブユニットに共通のアミノ酸配列が、V-ATPaseの温度依存的触媒活性に関わ
る事を発見した。

研究成果の概要（英文）：The proton (H+) pumping vacuolar-type ATPase (V-ATPase) is a rotary enzyme compris
ing multiple subunits that plays a pivotal role in forming intracellular acidic compartments in eukaryotic
 cells. We have recorded the rotation speed of the V-ATPase using a single molecule analysis system for th
e first time. We have also identified a temperature-sensitive amino acid motif that is conserved in mammal
ian V-ATPase E subunits.
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１．研究開始当初の背景 
	
 液胞型(Vacuolar-type)V-ATPaseは、回
転触媒機構により生体膜の内外にプロトン

を輸送するイオンポンプで、13ものサブユ
ニットが様々な混合比で会合する超複合体

型酵素である。ATP加水分解能を有する膜
表在(V1)およびプロトン輸送を担う膜内在
(Vo)の２つのドメインからなり、主にリソ
ソームや液胞等の細胞内オルガネラ膜に局

在するが、エンドサイトーシスによって形

質膜にも存在し、細胞内外の酸性環境を制

御して生命現象に不可欠な機能を持つ。

V-ATPase の機能の欠損は多くの重篤な疾
患の原因となり、がん細胞の増殖・転移に

も関与することから、重要な創薬ターゲッ

トでもある。多くのサブユニットにより構

成されることから、触媒部位のみならず多

角的に標的に出来る可能性があり、其々の

サブユニットの機能を解析することが必要

とされている。しかしながら、ATP加水分
解およびプロトン輸送に関わるサブユニッ

ト以外については、その機能がほとんど解

明されていなかった。また、その回転触媒

についても、どのくらいの速度で回転する

のか？速度制御機構があるのか?などにつ
いて、全く解明されていなかった。 
 
 
２．研究の目的 
	
 細胞質内 pHの制御は生物のホメオスタ
シスにとって鍵となることから V-ATPase
の機能を制御する機構があると考えられる。 
遺伝子発現や de novoの翻訳および蛋白質
発現のみならず、膜表在、膜内在の V1Vo
ドメインの可逆的な解離による活性制御機

構が報告されており、V-ATPaseのいくつ
かのサブユニットに細胞内環境を感受する

機能が存在する可能性が考えられた。そこ

で、本研究は、まず V-ATPaseの細胞質内
pHの制御機構を分子レベルで明らかにす
ることを目的として、主に膜表在部位のサ

ブユニットに注目して研究を行った。

V-ATPaseの制御は、その回転速度にも及
ぶと考えられる。そこで、本研究では、

V-ATPaseの回転作動機構についても、一
分子観察法を用いて解析した。 
 
 
３．研究の方法 
(1)	
 V-ATPaseの一分子観察法	
 
	
 本研究では、顕微鏡による一分子観察の

方法を用いて、ATP触媒に伴う回転ステッ

プを分解し、阻害剤による回転の動的阻

害機構を解析することで、酵素の回転触

媒機構を解明した。 
	
 具体的には、相同組み換えによって、

V-ATPase のサブユニットにヒスチジン
およびビオチン結合配列を導入する。

V-ATPase をニッケルコートしたガラス
に接着させ、ビオチン化した金ビーズを

付加して ATP を加えた後、下方からレ
ーザー光を照射し、その散乱光を超高速

CCD カメラを用いて暗視野顕微鏡下で
録画した。散乱光の輝点の動きをビーズ

の回転として演算解析し、その回転速度

および角度について解析した。また、

ATP の濃度依存性についても解析して
回転触媒速度を求め、ATPの加水分解に
伴う回転ステップについては、ATPγS
を用いて解析を行った。 
	
 

(2)	
 V-ATPaseの解離制御機構の解析	
 
V-ATPase サブユニット E についてアラ
ニンスキャン、およびアミノ酸置換変異

導入により変異体を作成し、これらの個

体から液胞膜を精製してその V-ATPase
活性およびプロトン輸送活性を測定し、

その機能解析を行った。 
	
 

	
 

４．研究成果	
 

(1)	
 V-ATPaseの回転触媒機構の解析	
 
まず、プローブの粘性抵抗と回転速度の

関係から、V-ATPaseの回転軸のトルク
を算出し、これがおよそ 36pNnm であるこ

とが解った。V-ATPaseの ATPase酵素
触媒活性については、溶液中での Vmax

および Kmが算出されている。本研究に

では一分子観察により演算解析した輝点

の回転最高速度の平均を算出し、Vmaxお

よび Kmを算出したところ、これが溶液

中で得られる活性値とほぼ一致した。一

分子観察から推定される ATP触媒活性
と生化学的に測定した値が、近い事から、

回転速度が実測値に限りなく近いと考え

られた。	
 

	
 

(2)	
 V-ATPase サブユニット特異的な環
境シグナル受容機構の解明	
 

	
 V-ATPase の ATP 触媒エネルギーと
回転運動およびプロトン輸送の共役は、

触媒活性を持つサブユニットの構造変化

により、膜内在のプロトン輸送ドラムと

結合した中心軸サブユニットが回転する



ことで成り立つ。coiled-coil 構造によりロ
ッド状のヘテロ 2 量体を形成する E と G
サブユニットは、ATP触媒活性サブユニッ
トを外側から 3カ所で支えており、これら
の弾性が触媒部位に構造的なゆるみを与え

ることで ATP 触媒エネルギーと回転運動
の効率的な共役を支えている。グルコース

饑餓条件下において、V-ATPaseの ATP触
媒活性部位V1とプロトン輸送部位Voが解
離し、エネルギー共役機能が失われてプロ

トン輸送が停止する。我々は、まず、

V-ATPase の細胞外グルコース濃度依存的
な触媒活性が、E サブユニットに依存する
事を明らかにした。この結果は、すでに

2013年 12月号の JBC（雑誌論文③参照）
に掲載されている。本研究により、E サブ
ユニットの N 末端 E44 のアミノ酸側鎖に
よる構造的柔らかさが、V-ATPase のグル
コース依存的活性制御機構に寄与する可能

性が示唆された。V-ATPase 制御機能のう
ち、特にグルコース依存性は動植物共通に

重要な機構であり、このようなメカニズム

の解明は、分野を越えて大きな波及効果を

もたらすであろう。さらに、動植物の Eサ
ブユニットに特異的なアミノ酸配列に、

V-ATPase の温度依存的な解離会合を制御
するエレメントを発見し、これらのアミノ

酸が温度センターとして働く可能性を見い

だした。 
	
 これらの一連の研究結果と最近の知見を

踏まえ、動植物の V-ATPaseの機能につい
て合わせて 3報の総説を発表した。 
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