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研究の目的 
 出芽酵母 Saccharomyce cerevisiae の細胞小器官の一つである液胞は，酵母の細胞体

積の 25-50%を占め，各種イオン・中間代謝産物の貯蔵・高分子のリサイクリングに機

能する大きなコンパートメントを形成し，環境変化への対応に中心的な役割を果たす．

そこで液胞の機能を担う分子装置を強化，あるいは新たな機能素子の付与により，環境

適応能力に長けた出芽酵母を創成することが可能であると考えられる．液胞と細胞基質

の間の物質輸送には，低分子を輸送するためのタンパク質からなる各種の能動輸送装置，

あるいは高分子の液胞の取り込みに機能するオートファジー装置など，異なるメカニズ

ムが存在する．これらの中で，とりわけ能動輸送による低分子の液胞への蓄積は細胞外

のイオン環境変化に対する細胞基質の環境変化を調節する重要な機能を持つことが明

らかになっており，液胞コンパートメントを欠く酵母では高濃度の塩やアミノ酸に対す

る抵抗性が著しく低下することが明らかになっている． 

 液胞膜に存在する低分子輸送は，液胞膜を介したH+の電気化学的ポテンシャル差

（∆µH+）が駆動力となっている．∆µH+は液胞膜上のプロトン輸送性V-ATPaseにより，ATP

の加水分解に共役した，エネルギー勾配に逆らったプロトンの液胞内腔への輸送によっ

て形成される．すなわち，V-ATPaseは液胞における物質集積，ひいては細胞基質のイオ

ン環境調節を担う最もファンダメンタルな分子装置であるといえる．V-ATPaseはA, B, C, 

D, E, F, G, H, a, c, c’, c”と多数のサブユニットから構成されるタンパク質であり，

複雑な構造をもつ．出芽酵母の場合，全ゲノムを俯瞰して，それぞれのサブユニットは

aを除いては単一の遺伝子座にコードされていることから，構造上の多様性は限定され

たものであると予想できる．他方，高等動物のV-ATPaseの構造遺伝子を検索すると，a

サブユニットでは４つ，Gサブユニットでは３つの構造遺伝子が存在することが示され，

さらには，スプライシングの差により，それぞれの遺伝子座からバリアントが発現され

ることも明らかにされてきた．したがって高等生物ではV-ATPaseにはサブユニット構成

による多様性が存在することが予想された．哺乳動物液胞型V-ATPaseサブユニット遺伝

子を酵母に組み込み，多様なプロフィールをもつプロトンポンプを液胞膜上に発現させ

耐環境ストレスが増強した酵母を作出することを目的として研究を進めている．これま



でに，温度依存性の異なる，動物－ 酵母ハイブリッドV-ATPaseを液胞膜上に発現するこ

とに成功している． 

 

方法 

 マウス EST databaseを検索して出芽酵母の V-ATPase 各サブユニット構造遺伝子と相

同性を示す cDNA を網羅的に検索した．同定された cDNA は遺伝子バンクより入手，もし

くは手持ちの cDNA ライブラリーより取得してその DNA 配列を再度決定した．構造遺伝

子であると思われるものに関しては，出芽酵母の発現ベクター，pKT10 に組込み，TDH3

プロモータの制御下に酵母内で発現を行った．また，合成ペプチド，もしくは大腸菌内

で発現させたタンパク質を抗原として特異的抗体を作成した．これらの抗体を用いて動

物組織におけるサブユニットイソフォームの発現パターンを免疫抗体法によって明ら

かにした．酵母の液胞はフィコールを用いたステップグラディエント超遠心分画により

調整し，ATPase 活性，プロトン輸送活性を生化学的方法，分光学的方法により測定し

た． 

 

結果 
  V-ATPaseの膜内在部分Voはa， c， c’， c”， dから形成されている．ESTデータベー

スを用いた検索，さらにはサザンハイブリダイゼーションによる検討の結果，ヒトおよ

びマウスでは一つの遺伝子がcサブユニットをコードしていることが示された．c”は酵

母からマウスに至るまで一つの遺伝子によってコードされている． 

 マウスにはa1， a2， a3， a4の４種のイソフォームが存在し，それぞれの別々の遺

伝子によってコードされていた．Northern blotによって調べると，a1， a2， a3のmRNA

はいろいろな臓器に見出されたが，a4は腎臓にのみ発現していた．腎臓のV型ATPaseを

膜分画から可溶化しa4の抗体で免疫沈降すると，c， AなどVoとV-ATPase表在性部位V1

のサブユニットを同定できた．すなわち，a4はV型ATPaseのサブユニットであることが

確認された．さらに詳しく調べると腎臓の中でも集合管のα介在細胞(H+分泌細胞）の

Apical側，β細胞(HCO3
-分泌細胞）のBasolateral側に局在していた．これに対して主細

胞には存在していなかった．以上の結果からV型ATPaseが介在細胞の細胞形質膜に局在

するためのシグナルはa4サブユニットにあると考えられる．V型ATPaseが細胞のどちら

側の形質膜に局在するか，これがどのようにして決められているのかは興味深い問題で

ある． 

 V-ATPase 表在性部位，V1 部分は A，B，C，D，E，F，G，H のサブユニットから形成さ

れている．EST クローンを整理し，cDNA をクローン化することによって，Eサブユニッ



トに 2 種のイソフォームが存在することを見出した．マウスの E1 と E2 の２つのイソ

フォームの間には 70 %のアミノ酸残基の相同性がある．E2 が胎児期から普遍的に多く

の臓器や細胞に発現している．E1 は３週令から精巣に発現し，それも減数分裂後の精

子細胞と精子に限られていた．精子の V 型 ATPase はアクロソームに存在し，a サブユ

ニットのイソフォームのうちで a2 が発現していた．E1 と E2 も対応する酵母の遺伝子

を欠いた vma4 株を相補することができた．しかし E1 を持つ V 型 ATPase は温度感受性

であり，３７度では ATP 加水分解活性を示すがプロトン輸送が行えない，脱共役したポ

ンプであることが示された． 

 これらの特徴的なサブユニットイソフォームに加えて Gサブユニット，Ｃサブユニッ

トにもイソフォーム多様性が存在することを明らかにした．また，V-ATPase の触媒機

構に関して，サブユニット間の回転運動を伴う分子モータであることを酵母 Gサブユニ

ットを用いて明らかにすることができた． 

 

結論 

 本研究の結果，V-ATPase のサブユニットに関して高等動物には極めて多くのイソフ

ォームが存在し，構造のみではなく機能に関しても多様性を付与することが明らかにで

きた．酵母での外来遺伝子発現系も機能することを示し，サブユニットの違いによるポ

ンプ機能の変化も観察することができている．今回，機能増強した酵母を作出すること

はできなかったが，液胞機能の改変において本研究で採用したストラテジーが有効であ

ることを明らかにすることができた．  
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