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研究成果の概要（和文）：破骨細胞への分化に伴い、リソソームが形質膜に向かって移動、融合することで、骨吸収に
必要な酵素が分泌される。我々は、リソソームに局在するV-ATPase（液胞型プロトンポンプ）を構成するa3イソフォー
ムが、微小管に沿った小胞輸送を制御するGTP結合タンパク質と特異的に結合することを見出した。a3は活性型（GTP型
）より不活性型（GDP型）の因子と強く結合した。また、リソソームの移動には、この因子が活性型であることが必要
であった。a3遺伝子欠損マウスの破骨細胞では、この因子はリソソームに局在しなかった。a3は、不活性型の小胞輸送
調節因子をリソソームにリクルートしていると考えられる。

研究成果の概要（英文）：During differentiation into osteoclasts, lysosome moves to and fuses with 
plasmamembrane to secrete lysosomal enzymes necessary for bone resorption. We found that a3 isoform of 
V-ATPase on lysosomal membrane binds specifically to a GTP-binding protein that regulates vesicle 
trafficking along microtubules. The a3 showed stronger binding to inactive form of the factor than to 
active form. However, the factor should be active form to transfer lysosome to plasmamembrane. 
Furthermore, the factor was not located on lysosome in osteoclasts from a3 gene knockout mice. These 
results indicate that a3 recruits inactive form of the vesicle trafficking factor into lysosomal 
membrane.

研究分野：生化学、細胞生物学、生物物理学
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１．研究開始当初の背景 
（１） 細胞内外のイオン環境を適切に保
つことは、多くの生命現象において不可欠
である。プロトンポンプである V-ATPase
は、オルガネラ内の pH を調節することで
イオン環境の形成に寄与している。このポ
ンプは、局在する形質膜やオルガネラによ
って構造が少しずつ異なっており、こうし
た構造的多様性が、多様な酸性環境を形成
していると考えられるが、その機構はほと
んど解明されていない。 
 
（２） マウスV-ATPaseの13種のサブユニ
ットのうち、C, E, G, a, d サブユニット
に、細胞あるいはオルガネラに特異的なイ
ソフォームが存在している（下図）。こう
した知見から、申請者は、イソフォームの
組み合わせによって、回転速度やトルクな
どモーターとしての性質が異なる
V-ATPase が、特定のオルガネラに輸送さ
れることで、多様な酸性環境が形成される
という仮説を提唱している。 
 

 
（３） V-ATPase は、V1の ATP 分解活性と
Vo（膜内在性ドメイン）のプロトン輸送活
性を、サブユニットの相対的な回転（DFdc
サブユニットの ABCEGHa サブユニットに
対する回転）によって共役しているナノモ
ーターである。申請者らは、V-ATPase の
サブユニット回転を酵素一分子で観察す
る実験系を確立した。 
 
（４） また、申請者らは、Eサブユニット
をマウスのイソフォーム(E1,E2)で置換し
た酵母 V-ATPase を用いて、イソフォーム
によってVoとV1の会合状態が異なること
を示した。Vo と V1の解離や会合による活
性の制御が考えられる。 
 
（５） V-ATPase とオルガネラ内の pH は、
小胞輸送の調節にも関係している。近位尿

細管上皮細胞の初期エンドソームに局在
しているV-ATPaseのa2およびcサブユニ
ットは、それぞれ低分子 GTPase やその調
節因子と pH 依存に結合して、エンドサイ
トーシスを調節している。こうした知見か
ら、aサブユニットの複数のイソフォーム
が、各オルガネラの輸送を制御すると考え
ている。 
 
（６） 破骨細胞では、分化に伴い a3 イソ
フォームを持つリソソームが形質膜へ移
動し、リソソーム酵素を分泌する。同時に、
a3を含むV-ATPaseが形質膜へ輸送される。
a3 の遺伝子を欠失したマウスは、破骨細
胞の機能不全を伴う大理石病やインスリ
ン分泌異常を発症する。また、このマウス
では、破骨細胞への分化に伴うリソソーム
の形質膜への移動は観察されなかった。こ
うした知見から、a3 が、リソソームの輸
送を制御すると考えている。 
 
２．研究の目的 
 本研究は、V-ATPase の構造の違いによるポ
ンプとしての性質の差異と、各 V-ATPase を
特定の場所に輸送する機構を解析すること
により、多様なイオン環境を形成する基本原
理を解明することを目的としている。さらに、
構造的に多様な V-ATPase が、オルガネラの
輸送に関わると考え、その機構を実証する。
こうした研究により、骨吸収やホルモン分泌
など小胞輸送が重要である生命現象、および、
関連する疾患を分子レベルで理解すること
を目指している。以下に具体的に述べる。 
 
（１）酸性環境形成機構の解明 
①イソフォーム構成の違いによる V-ATPase
のモーターとしての性質の差異を明らか
にする。 
②オルガネラ、あるいは、細胞特異的な
V-ATPase の輸送機構を解明する。 
③VoとV1の会合状態の変化による活性調節
機構を解明する。 
 
（２）小胞輸送における V-ATPase の機能の 
   解明 
①破骨細胞への分化に伴い、リソソームが、
形質膜に向かって移動する分子機構を解
明する。 
②インスリン分泌や、がん細胞の細胞外酸
性化など、V-ATPase の関与が示唆されて
いる小胞輸送に注目し、分子機構を明らか
にする。 



 
３．研究の方法 
本研究は、２つの方向性をもって進める。 
（１）酸性環境形成機構の解明 
①V-ATPase のサブユニット回転を酵素一分
子で観察する実験系を用い、イソフォーム
の組合せによるモーターとしての性質の
違いを明らかにする。 
②破骨細胞に特異的な V-ATPase に注目し、
生化学的、細胞生物学的な手法により、形
質膜に輸送される分子機構を解析する。 
③酵母の V-ATPase を用いて、Vo と V1の会
合状態を簡便に観察する実験系を確立し
た。この系を用いて、Vo と V1の会合状態
に影響を及ぼす要因を同定する。さらに、
Vo と V1の会合状態の調節に関わる領域を
明らかにする。 
 
（２）小胞輸送における V-ATPase の機能の 
   解明 
①免疫沈降や局在の解析により、各
V-ATPase と相互作用する小胞輸送の調節
因子を同定する。 
②破骨細胞からのリソソーム酵素の分泌、
及び、膵臓β細胞からのインスリンの分泌
における V-ATPase の役割を明らかにする。 
 
４．研究成果 
（１）酸性環境形成機構の解明 
①酵母 V-ATPase のサブユニット回転の一分 
 子観察 
 これまでの研究から、c リングと DFd サブ
ユニットが一体となって、他のサブユニット
に対して相対的に回転していることが示さ
れている。我々は、酵母 V-ATPase の回転を
観察する実験系を構築した。c リングにヒス
チジンタグを導入してガラス面に固定し、c
リングに対して相対的に回転するGサブユニ
ットにプローブとして直径100nmの金ビーズ
を導入した。暗視野レーザー顕微鏡と超高速
カメラにより、ATP 添加時のビーズの動きを
観察した。 
 この実験系を用いて、本課題では、回転時
に生じるトルクの大きさや回転速度を測定
した。しかし、イソフォームの違いによる僅
かな回転の違いを解析するには、空間解像度
の改善が必要であった。酵素の調製方法など
の実験条件を検討した結果、サンプルに含ま
れる界面活性剤が回転観察に影響すること
がわかった。そこで、適した界面活性剤の種
類と濃度を決定し、酵素は精製することとし
た。引き続き、プローブを導入するサブユニ

ットやプローブの大きさを検討し、空間解像
度の改善を図る。 
 
②破骨細胞に特異的な V-ATPase の形質膜へ 
 の輸送 
 これまでに、破骨細胞への分化に伴い a3
と d2 イソフォームの発現が誘導され、破骨
細胞に特異的な V-ATPase が形成されること
を示した。この酵素が局在するリソソームは、
分化に伴い形質膜に向かって移動・融合する
ことで、V-ATPase を形質膜へ輸送する。さら
に、a3 遺伝子欠損マウスを用いて、V-ATPase
の形質膜への輸送には、a3が必須であること
も示していた。 
 本課題において、我々は、a3 遺伝子欠損マ
ウスのマクロファージから誘導した破骨細
胞では、アクチンの局在は正常であるが、チ
ュブリンの形質膜近傍の局在が消失するこ
とを見出した。また、野生型の破骨細胞では、
分化に伴いアセチル化されたチュブリンの
割合が増加するが、a3 遺伝子欠損マウスでは、
こうした増加が見られないことを明らかに
した。a3 は、チュブリンのアセチル化を介し
て、破骨細胞に特徴的な形質膜近傍の微小管
の形成を介して、リソソームの輸送に関与し
ていると考えられる。 
 
③Vo と V1の会合状態の変化による活性調節 
 酵母において V-ATPase は、グルコースが
培地中に存在しないと Vo と V1が解離し、活
性が低下することが知られている。我々は、
これまでに、酵母の Eサブユニットをマウス
のものに置換したキメラ V-ATPase の解析に
より、グルコースによる会合状態の変化に、
E サブユニットが関与することを示した。さ
らに変異を導入した酵素を用いて、会合状態
の調節に重要なEサブユニットのアミノ酸を
同定した。 
 本研究課題では、温度によっても会合状態
が変化することを見出した。また、温度によ
る調節において重要な領域を限定し、グルコ
ースによる調節に重要なアミノ酸とは異な
ることを明らかにした。 
 今後は、会合状態が回転に及ぼす影響を、
一分子観察系を用いて詳細に解析し、多様な
構造によりオルガネラ独自の酸性環境が形
成される機構の解明に迫る。 
 
（２）小胞輸送における V-ATPase の機能の
解明 
 破骨細胞への分化に伴い、リソソームが形
質膜へ向かって移動する現象に注目した。こ



れまでに、リソソームの移動には V-ATPase
の a3 イソフォームが必須であることを示し
た。 
 本課題において、まず、a3 欠損マウスの破
骨細胞でリソソームが移動できない原因が、
確かに a3 遺伝子の欠損であることを確認し
た。a3 欠損マウスの脾臓から回収したマクロ
ファージに a3 遺伝子を導入して分化を誘導
したところ、リソソームが形質膜へ移動し、
骨吸収活性のある破骨細胞が形成された。こ
の実験系を用いて、大理石病患者から同定さ
れた変異 a3 の機能解析が可能となった。骨
代謝異常症の発症機構の解明へと発展する
成果である。 
 V-ATPase の阻害剤であるバフィロマイシ
ン A1 を用いて、リソソームの移動には、
V-ATPase が形成する酸性環境が必要である
ことを示唆した。また、a3 に FLAG タグを導
入した免疫沈降法により、a3 と相互作用する
小胞輸送の調節因子を探索した。その結果、
微小管上の輸送を制御するGTP結合タンパク
質である Rab7 と結合することを見出した。
しかし、バフィロマイシン存在下でも結合が
検出されたことから、a3 と Rab7 の結合には
酸性環境は影響しないと考えている。 
 a3 と Rab7 の結合を詳細に解析した結果、
a3 は活性型（GTP 型）よりも不活性型（GDP
型）の Rab7 とより強く結合すること、Rab7
は a3 イソフォームに特異的に結合する（a1, 
a2 イソフォームとは殆ど結合しない）ことを
明らかにした。さらに、a3欠損マウスのマク
ロファージから分化誘導した破骨細胞では、
Rab7 がリソソームに局在しないことを示し
た。また、野生型の破骨細胞に活性型、ある
いは不活性型のRab7を強制発現したところ、
リソソームの形質膜への輸送には、Rab7 が活
性型であることが必要であることがわかっ
た。 
 以上の結果は、破骨細胞への分化の過程で、
a3 が不活性型の Rab7 をリソソームへリクル
ートしていることを示唆している。その後、
Rab7 は活性化されてエフェクターと結合し、
リソソームが微小管上を形質膜へ向かって
輸送されると考えられる。我々は、V-ATPase
が関与する小胞輸送の分子機構の一端を解
明したと考えている。現在は、全容の解明に
向けて、リソソームにおける Rab7 の活性化
機構に注目して研究を進めている。 
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