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論文内容の要旨

液胞型 H+輸送性 ATPase (V -ATPase) は、 ATP の加水分解にともない H+輸送を行い、膜の内外に H+の濃度勾

配を形成する酵素として知られている。リソソームなどのオルガネラ内部は、 V-ATPase や各種のイオン・チャン

ネル等によって固有の酸性 pH に調節されている。 V-ATPase は触媒部位である V 1部分と、 H+輸送に関わる V o部

分からなり、それぞれが複数のサプユニットから形成されている。豊村君はV-ATPase のアセンプリーやソーティ

}ングに関与するとされる V。領域の a サプユニットが pH 調節機構を担っていると考え、このサプユニットに着目し

研究を進めてきた。

【三種の a サプユニット・イソフォームの同定】

マウス EST データベースより V。の a サプユニットについて、酵母・ウシ・ヒトと高い相向性を示す cDNA を三

種類見出した。三種類のクローンから予測される遺伝子産物 (a1、 a2、 a 3) はお互いに50%程度の相同性を示し、

特にカルボキシル末端領域が高く保存されていた。また二次構造予測から、同じ疎水性領域を持つ事も示された。三

種のイソフォームは、様々な組織で発現しており特異性は見られなかったが、組織ごとに発現量に差がみられた。

培養細胞 NIH3T3 を用いて a イソフォームの細胞内局在を調べた。蛍光抗体染色法により観察を行った結果、 a1

は細胞質内全体に粒状に存在していた。 a2 はゴルジ体に強く発現しており、 a3 は後期エンドソーム及びリソソー

ムに局在していた。すなわち、細胞内において三種のイソフォームは局在が異なっていた。

【破骨細胞における a3 イソフォームの発現】

V曲ATPase はオルガネラだけでなく、特異的な細胞や組織において形質膜上に発現していることが知られている。

骨代謝は「造骨」と「破骨」のバランスで成り立っており、前者を骨芽細胞が、後者を破骨細胞が担っているo 破骨

細胞は、形質膜の V-ATPase が細胞外を酸性化し、骨基質を破壊し、骨吸収を行う細胞であるo この特異的な V­

ATPase の局在にどの a イソフォームが関与しているか検討した。

破骨細胞の分化にともない、三種のイソフォームのうち、 a3 の発現が強く誘導された。また、 V-ATPase の親水

性領域 (Vl) を形成している A サプユニットも、 a3 と同様に破骨細胞の分化にともない誘導された。蛍光抗体染

色により、 a3 は形質膜上に強い発現が見られ、微小管に依存した局在も観察された。すなわち、破骨細胞の分化に

ともない a3 イソフォームを構成サプユニットとする V-ATPase の発現が誘導され、微小管を利用して形質膜に輸

送される事が示唆された。
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微小管上を a3 イソフォームを含めた V-ATPase が輸送されるならば、キネシンやダイニンといったモータ一分

子の関与が考えられる。これらの分子は MAPK キナーゼにより活性が調節されていることが知られている。 p38

protein kinase を阻害すると破骨細胞の分化が抑制されることを見出し、その条件下で a3 の局在を観察したところ、

形質膜への移動は全く見られなかった。すなわち、 a3 イソフォームは微小管上をモータ一分子を利用して移動する

事が示唆された。

以上の結果より、マウスには V-ATPase の a サプユニット・イソフォームが三種類存在し、 a3 イソフォームが

破骨細胞で強く発現しており、分化にともない形質膜へと移動することが明らかとなった。

論文審査の結果の要旨

液胞型 ATPase Cvacuolar H+-ATPase) は、リソソームやエンドソームといった多様なオルガネラの内部を特異

的な酸性 pH に保つ酵素である。豊村は、多様な酸性オルガネラの形成に液胞型 ATPase のサプユニット・イソフォー

ムが関わっており、その機能・局在性を調節している、という独創的な視点に基づいて研究を進めた。その結果、マ

ウスにおいて膜貫通タンパクである a サプ‘ユニットが、 a1、 a2、 α3 の三種存在する事を見出した。さらに、破骨

細胞において α3 イソフォームの発現が分化にともない誘導され、細胞内オルガネラから細胞形質膜へと局在を変え

ることを発見した。これは、液胞型 ATPase の局在と特異的 pH の形成とが、密接な関係にあることを明らかにし

たと言えるo これらの成果は、博士(理学)の学位論文として十分価値のあるものと認めるo
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