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研究成果の概要（和文）：液胞型プロトンポンプH+-ATPase (V-ATPase)は、多彩な酸性オルガネラの形成に重要な役割
を持つ。本研究は、生体の血圧や電解質バランスを調節する組織レニン・アンジオテンシン系の活性化に関与する（プ
ロ）レニン受容体（ATP6ap2）が、V-ATPaseのアセンブリーに必須であることを明らかにした。V-ATPaseの機能は、細
胞生物学の分野のみならず、高血圧、糖尿病などの分野でも関心を集めている。さらに、V-ATPaseサブユニット改変マ
ウスを用い、破骨細胞が骨を壊す様子を可視化することに世界で初めて成功し、骨疾患治療薬探索の新たな切り口にな
ると考えている。

研究成果の概要（英文）：The V-ATPases are a family of multi-subunit ATP-dependent proton pumps involved in
 diverse cellular processes, including acid/base homeostasis, receptor-mediated endocytosis, processing of
 proteins and signaling molecules, targeting of lysosomal enzymes, and activation of various degradation e
nzymes.  These fundamental cellular activities are naturally related to higher order physiological functio
ns in multicellular organisms.  V-ATPases are involved in several physiological processes, including renal
 acidification, bone resorption, and neurotransmitter accumulation. We have shown that the Full-length ATP
6ap2 is essential for the assembly of V-ATPase. We also we have identified 2 different populations of matu
re osteoclasts in situ, corresponding with the static &#8211; bone resorptive (R) and moving &#8211; nonre
sorptive (N) fractions, with the transition between these states critically controlled by RANKL and showin
g a strong correlation to the state of cell motility.
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１．研究開始当初の背景 
 細胞内膜系のオルガネラ、すなわち、ゴ
ルジ体、エンドソーム、リソソーム、シナ
プス小胞、貯留小胞などに共通する大きな
特徴の一つは、その内腔の pH が細胞基質
に比して酸性度の高いことが挙げられる。
オルガネラ内腔の酸性異常は、骨粗鬆症、
大理石病、糖尿病、アシドーシス、ガン転
移、感音性難聴、不妊症など、様々な疾病
と密接に関連している。オルガネラの酸性
化に中心的な役割を果たしているのは液胞
型プロトンポンプ H+-ATPase (V-ATPase)で
ある。 
  研究代表者らは、これまで、V-ATPase
の生理機能を解析する研究を進めてきた。
その結果、複数のイソフォームを同定し、
発現様式を明らかにした(Sun-Wada et al., J. 
Biol. Chem., 2002a, 2002b, および 2003)。
V-ATPase サブユニットの欠損変異マウス
の解析から、オルガネラの酸性化は、タン
パク質のプロセンシングや生理活性物質の
蓄積などのオルガネラの機能発現のみなら
ず、膜輸送にも重要であることが示唆され
た（Sun-Wada et al. Dev. Biol., 2000）。また、
V-ATPase のサブユニット a2 が低分子
GTPase Arf6 のグアニンヌクレオチド交換
因子（ARNO）と pH 依存的に結合を示す
ことを見いだし、膜小胞の形成に関与する
ことを示した（Nat Cell Biol., 2006）。さら
に、サブユニット・イソフォーム欠損変異
マウスの解析から、V-ATPaseがプロトンポ
ンプの機能以外に、膜融合を促進する役割
をもつことを明らかにした（Sun-Wada et al. 
J . Cell Sci., 2006, 2009）。Nature Cell Biol.の
News and View、日経産業新聞、J . Cell Sci.
の This Issue等で注目されているように、
本研究の成果の一部は、医学面に於いて、
他の研究者に大きな示唆を与えるものと考
える。最近、生体の血圧や電解質バランス
を調節する組織レニン・アンジオテンシン
系の活性化に関与する（プロ）レニン受容
体が、V-ATPaseのアセンブリーに必須であ
ることを明らかにした（Circ Res., 2010）。
組織レニン・アンジオテンシン系が高血圧
の発症や糖尿病による臓器障害の発症に関
与するので、V-ATPaseの機能は、細胞生物
学の分野のみならず、高血圧、糖尿病など
の分野でも関心を集めている。これらの研
究成果が、ほ乳類液胞型プロトンポンプの
高次生理機能と分子機構を明らかにするこ

とを目的とする本研究の基盤となるもので
ある。V-ATPaseが形成する酸性環境の動物
細胞における生理学的役割に関する研究は、
国内外で断片的に行われているが、本研究
のような分子レベルから哺乳類の個体レベ
ルまで系統的に機能を明らかにしようとす
る研究は未だ行なわれていない。 
 
２．研究の目的 
  本研究は、ほ乳類液胞型プロトンポンプ
の高次生理機能及びその分子機構を明らか
にすることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1)V-ATPase と低分子 GTPase Arf6 およびグ
アニンヌクレオチド交換因子(ARNO)と結合
様式の解析 
 エンドサイトーシスが盛んな腎臓皮質よ
り、エンドソーム膜画分を調製し、V-ATPase
のサブユニット特異的な抗体を用い、免疫沈
降を行う。免疫沈降画分を解析することによ
り、低分子 GTPase Arf6 と ARNO がそれぞれ
どのサブユニットを介して V-ATPase と結合
するかを明らかにする。次に、同定された
V-ATPaseサブユニットおよびそのtruncated 
form を HEK 細胞などに発現し、結合ドメイン
を明らかにする。また、エンドソーム特異的
に局在する a2 サブユニットのみならず、リ
ソソーム特異的に局在する a3、ゴルジ体に特
異的に局在する a1 サブユニットと他の Arf 
family との相互作用も検証する。 
 
(2)オルガネラ内部の酸性化と ARF・GEF の活
性制御に関する解析 
 『V-ATPase と ARF・GEF との相互作用が膜
輸送に必須か？』『オルガネラ内部の酸性化
がこのような相互作用に影響するかどう
か？』を明らかにするために、V-ATPase の阻
害剤である Bafilomycin、concanamycin や、
プロトン勾配の阻害剤である FCCP で処理し
た細胞の FITC-albumin の取り込みを in vivo
で解析する。同時に、ARF・ARNO の V-ATPase
との結合を、エンドソーム画分を調製し、免
疫沈降法を用いて明らかにする。V-ATPase の
assembly factor として機能する（プロ）レ
ニン受容体も腎臓で高発現しており、プロレ
ニン受容体欠損によるエンドソーム内腔の
酸性化、V-ATPase の膜内在性ドメインと表在
性ドメインの assembly の変化が ARF・ARNO
の V-ATPase との結合に影響するかどうかを
検証する。 
 さらに、Arf6 の活性化型および不活性化型
変異体を用い、リクルートされるコートタン



パク質の構成を明らかにする。さらに、
Histidine 残基の pH sensing 機能に着目し、
site-directed mutagenesis より a2サブユニ
ットの C末端およびエンドソーム内の His残
基に置換変異を導入する。変異体の Arf6 と
の pH依存的な結合を検証することによって、
pH sensing domain を同定する。 
 
(3)(プロ)レニン受容体欠損の培養細胞系の
構築 
 (プロ)レニン受容体をノックアウトした
マウスは胎生致死である。一方、イントロン
内に loxP を 導 入 した変異アレル、
ATP6ap2flox は機能を保っており、ホモ接合
でも明らかな表現型を示さない。そこで、
ATP6ap2floxマウスの胎性12.5日目の胚より、
常法に従って胚性繊維芽細胞 (MEF)の初代
培養細胞を調整する。ATP6ap2flox は Cre 
recombinase によって ATP6ap2Δに変換され
る。Cre recombinase を発現する adenovirus 
(AdxCre)を MEF に感染させ、ATP6ap2Δをホ
モでもつ MEF を作成する。Cre recombinase
の活性と loxP 切り出しの効率を検証するた
め、Cre 依存的に Lac Z を発現する ROSA26Sho
をも持たせている。これまでの予備的な解析
の結果、AdxCre を M.O.I = 10-50 程度で感染
させた場合、感染後 24 時間で 90%以上の細胞
がβ-galactosidase positive となり、４日
目でATP6ap2タンパク質が検出限界以下とな
ることが分かっている。 
 
(4)プロレニン刺激による細胞内オルガネラ
の酸性化およびシグナル伝達の解析 
 １で樹立した MEF 細胞を用い、プロレニン
存在下・非存在における V-ATPase の細胞内
局在、アセンブリー状態を膜内在性及び表在
性ドメインのサブユニットの抗体を用いて
蛍光抗体法等で解析する。細胞内オルガネラ
内腔の酸性 pH変化を Lysosensor 染色で測定
する。さらに、プロレニン刺激による ERK リ
ン酸化が報告されているが、ATP6ap2Δ MEF
では、そのシグナル伝達がどのように変化す
るか明らかにする。 
 
４．研究成果 
液 胞 型 プ ロ ト ン ポ ン プ H+-ATPase 
(V-ATPase)は、多彩な酸性オルガネラの形
成に重要な役割を持つ。本研究は、生体の
血圧や電解質バランスを調節する組織レニ
ン・アンジオテンシン系の活性化に関与す
る（プロ）レニン受容体（ATP6ap2）が、
V-ATPase のアセンブリーに必須であるこ
とを明らかにした。V-ATPaseの機能は、細

胞生物学の分野のみならず、高血圧、糖尿
病などの分野でも関心を集めている(PLoS 
One 2013)。さらに、V-ATPase サブユニッ
ト改変マウスを用い、破骨細胞が骨を壊す
様子を可視化することに世界で初めて成功
し、骨疾患治療薬探索の新たな切り口にな
ると考えている（J. Clin. Invest. 2013）。 
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