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論文内容の要旨

液胞型H+輸送性 ATPase (V-ATPase) は、内膜系オルガネラの膜に存在し、 ATP 加水分解のエネルギーを駆動

力としてH+を輪送し、内腔を酸性に保っている。 V-ATPase はオルガネラの膜だけでなく、分化した細胞において

は形質膜にも存在し、 H+を細胞外に排出して細胞外環境を酸性に保つ役割を果たしている。様々なオルガネラに特

有の酸性環境や、細胞外の酸性 pH の形成には、 V-ATPase の多様性が、活性と局在の両面から寄与している可能性

が高L、。この多様性を担っているのがサプユニット・イソフォームであると考え、私は研究を始めた。

本研究では、 V-ATPase を構成する G サプユニットに着目し、 3 種類のイソフォームが存在することを明らかに

した。さらに細胞とオルガネラにおける 3 種のイソフォームの発現様式について詳細に明らかにした。同時に、各イ

ソフォームと他のサプユニット・イソフォームとの相互作用を明らかにすることを目指した。

マウス V-ATPase の c サプユニットは 1 遺伝子によってコードされており、イソフォームが存在しないことが明

らかにされている。このサプユニットに対する解析を通じて、 V-ATPase が脳および腎臓に極めて多く発現してい

ることを示した。さらに G サプユニット(のちに G1イソフォームとする)の発現量について検討を行い、脳および

腎臓での発現レベルがcサプユニットと対応しないことから、 G サプユニットにイソフォームが存在することを推定

した。

酵母 G サプユニットの VmalOp のアミノ酸配列をもとに EST データベースの検索を行い、マウスの G サプユニッ

トに 3 種類のイソフォームが存在することを明らかにした。これらイソフォームは、広範な組織に発現するもの、脳

特異的に発現するもの、そして腎臓特異的に発現するものであった。それぞれを、 G1. G2 , G3イソフォームとして

同定した。

広範な組織に存在する G1と、脳特異的に存在する G2について、脳での発現様式の違いを詳細に検討した。脳にお

いては、 G1はグリア細胞(アストロサイト、オリゴデンドロサイト)とニューロンの細胞体と樹状突起に発現し、

一方の G2はニューロンだけに存在することを明らかにした。しかも G2はニューロンの細胞体や樹状突起に加え、軸

索内のシナプス小胞に局在することを見出した.同時に、複数のイソフォームが存在することが明らかにされていた

a サプユニットのニューロンに於ける発現様式を調べた。 a1および α2イソフォームがニューロンの細胞体、樹状突起

に発現していたのに対して、 α3はシナプス小胞にも局在していた。これらの結果から、シナプス小胞の酸性化には、

G サプユニットとして G2、 a サプユニットとして a3を持つ V-ATPase がその役割を担っていると結論した。
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腎臓における a サブユニットの発現様式については、 α1が遠位尿細管に、 α2が糸球体および血管系に、。3が近位尿

細管に、そして腎臓特異的に発現する a4は皮質集合管に強く発現することが明らかにされている。本研究では、 G

イソフォームの腎臓における発現について検討した口広範な組織に発現する Glは遠位尿細管、近位尿細管、そして

集合管に、腎臓特異的に発現する G3は皮質集合管においてのみ強く発現していた。したがって、遠位尿細管では al

と Glを、近位尿細管では a3 と Glをサプユニットに持つ V-ATPase が、それぞれH+輸送を担っていると考えられる。

一方、皮質集合管に存在する V-ATPase は、 α4 と Gl もしくは G3を構成サブユニットとして持っていた。

以上の結果より、私が同定した 3 種のイソフォームのうち、 Glは広範な組織で発現し、細胞の基本的な機能維持

に関与していると考えられた。一方、 G2はシナプス小胞の酸性化に、また G3は腎臓皮質集合管におけるH+輸送に重

要な役割を果たしている o このように様々なイソフォームから構成される V-ATPase が、生体内の多様な酸性環境

を形成していることが明らかになった。

論文審査の結果の要旨

液胞型H+輸送性 ATPase (V-ATPase) は、内膜系オルガネラ膜や分化した細胞の形質膜に存在し、酸性環境を

形成している。申請者は、生物における多様な酸性環境の形成には、 V-ATPase のサプユニット・イソフォームが

関わっている、という観点から研究を進めた。マウス V-ATPase を構成する G サプユニットに着目し、 3 種類のイ

ソフォーム (Gl， G2 , G3) が存在することを明らかにした。 Glは広範な組織で発現し、細胞の基本的な機能維持

に関与していると考えられる。一方、脳特異的に発現する G2はシナプス小胞の酸性化に、また腎臓特異的な G3は集

合管において機能することを示唆した。このように様々なイソフォームから構成される V-ATPase が、多様な酸性

環境を形成していることが明らかになった。これらの成果は、博士(理学)の学位論文として十分価値あるものと認

める。
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