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研究成果の概要（和文）：胃プロトンポンプの高分解能構造を決定し、なぜ我々の胃の中が強い酸性になってい
るのかが分子レベルで理解できた(Abe et al., 2018, Nature）。K+結合構造も解析し、輸送するイオンの個数
を明確に決定、限られたエネルギーによって胃に強酸を輸送する仕組みを明らかにした(Yamamoto et al., 
2019, eLife)。
我々はまた、アポトーシスに関わる脂質フリッパーゼの構造解析に成功し(Nakanishi et al., 2020, JBC; 
Nakanishi et al., 2020, Cell Rep)、その分子メカニズムを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We determined high-resolution structures of the gastric proton pump, which 
provide molecular basis of how this pump acidify our gastric juice down to pH 1 (Abe et al., 2018, 
Nature). We also determined K+-bound form of the proton pump to show unequivocally its transport 
stoichiometry (Yamamoto et al., 2019, eLife).
We further determined crystal and cryoEM structures of phospholipid flippase, and revealed its 
molecular mechanisms.  

研究分野： 機能生物化学　構造生物角　

キーワード： 機能生物化学　膜タンパク質　P型ATPase　胃プロトンポンプ

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
少なくともヒトの組織において最大のイオン濃度勾配を作り出すことのできる胃プロトンポンプの最も重要なメ
カニズム『どのようにしてpH1もの強酸（胃酸）に対してH+を輸送することができるのかが明らかになった。
不快な胸焼けを伴う胃炎は、胃の中が強い酸性の為に引き起こされる。胃プロトンポンプの高分解能構造は、現
在臨床利用される胃酸抑制剤の改良や、新たな作用機序をもった薬剤の論理的設計に資する。
脂質フリッパーゼの構造解析によって、イオンポンプと近縁のタンパク質でありながら、どのようにイオンと比
して巨大な基質（リン脂質）を輸送できるのか、その分子メカニズムを明らかにした。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
細胞膜を隔てた物質不均衡とは生命の根幹である。この不均衡は、P-type ATPase に代表される
一次能動輸送体によって形成される。従って P-type ATPase の作動機構の理解は、生命を分子
レベルで理解するために欠くことのできないピースである。 
P-type ATPase は ATP の加水分解と共役した、主としてイオンの能動輸送を触媒する膜タンパ
ク質の一群である。例えば、細胞膜電位は Na+,K+-ATPase によって形成され、筋収縮には SR 
Ca2+-ATPase の駆動が欠かせない。これらの中でも非常に特徴的かつ生理的に重要な分子が『胃
プロトンポンプ』H+,K+-ATPase である。 
胃プロトンポンプは胃酸分泌時の胃内腔を pH1 という強酸性に保つ。この生理現象は食物消化
にとって重要であり、またこの分子が巨大なマーケットを持つ潰瘍治療薬の標的分子となる理
由である。この時、細胞膜を隔てた H+の濃度差は 100 万倍にも達し、これは少なくとも哺乳類
では最大のイオン濃度勾配である。他の ATPase には達成できない巨大なイオン濃度勾配を
H+,K+-ATPase がどのように達成しているかに興味が持たれる。 
申請者はこれまで、胃プロトンポンプを対象とした電子線結晶学による構造機能解析研究を展
開してきた。ここまで幾つかの異なるコンフォメーションを 7Å程度の分解能で解析し、この分
子にユニークなメカニズムを発見してきた。しかしながら、100 万倍の H+濃度勾配を作り出す
メカニズムを理解する為には、高分解能の構造情報が必須である。 
 
２．研究の目的 
細胞膜を隔てたイオンの能動輸送を触媒するP-type ATPaseの中でも『最大のイオン濃度勾配』
を形成できる胃プロトンポンプを理解する為の構造機能研究を行う。これまでに構築してきた
哺乳類イオンポンプの大量発現に最適なシステムを利用し、Ｘ線結晶学により原子モデル構築
を、クライオ電顕単粒子解析によりダイナミックな構造変化に迫る。発現系を利用することによ
り、変異体の構造解析は勿論、H+の代わりに Na+も輸送できる non-gastric プロトンポンプ構
造解析の足掛かりを得る。 
さらに、同じ P 型 ATPase に分類されながら、イオンと比して巨大な脂質よ輸送する脂質フリ
ッパーゼの構造機能解析によって、その分子メカニズムを理解する。 
 
３．研究の方法 
動物細胞発現系 
バクテリアや酵母のオルソログではなく、創薬ターゲットとして直ちに価値を持つヒトのタン
パク質の構造機能解析の為に、動物細胞発現系によって試料を大量に得る 
X 線結晶学 
すでに得られている三次元結晶を最適化し原子分解能へ 
クライオ電顕単粒子解析 
反応中間体の構造を『結晶化』することなく迅速に取得することでダイナミクスの理解へ 
反応速度論解析及び一分子輸送アッセイ 
構造に立脚した変異体のデザインと確立された機能解析による雄弁な検証 
計算機によるメカニズムの検証 
プロトンの配位状態に対して計算科学によって切り込む 
 
４．研究成果 
●胃プロトンポンプの結晶構造解析 
胃プロトンポンプと胃酸抑制剤との複合
体の結晶構造を2.8A分解能で２つ決定し
た。胃酸抑制剤の結合構造が初めて明ら
かとなり、今後の論理的な薬剤設計に道
を開いた。 
また、カチオン結合部位の構造から、胃プ
ロトンポンプが強酸性(pH 1)の胃液に対
してどのようにして H+を排出するかが初
めて分子レベルで説明された（右図、Abe 
et al., 2018, Nature）。 
 
●胃プロトンポンプの K+結合構造 
胃プロトンポンプのイオン輸送化学量論
は当時明らかになっておらず、この問題は ATP の限られたエネルギーをどのように利用するか
という熱力学的な考察と関連することから重要である。そこで結晶構造解析によって結合した
イオンの数を明らかにした。胃プロトンポンプには K+が１つだけカチオン結合サイトに結合し



ており、これは近縁のナトリウムポンプ（２つ
の K+を結合し輸送する）と対照的な結果であっ
た。胃プロトンポンプでは、ナトリウムポンプ
における２つの K+結合部位のうち、１つが H+
の排出に重要なアミノ酸によって占有されて
おり、その為に輸送するイオンの数が制限され
ることが明らかになった（右図、Yamamoto et 
al., 2019, eLife）。 
 
●脂質フリッパーゼの結晶構造 
アポトーシスの際に『Eat me』シグナルとして
働くフォスファチジルセリン（PS）は、脂質フ
リッパーゼ ATP11C がこれを細胞膜外葉から内
葉へと輸送することで、生細胞では細胞膜内葉
に偏在する。死細胞では PSが露出し、マクロフ
ァージがこれを認識して貪食することで、生体
内での不要な炎症を抑えている。アポトーシス
に依存したＰＳの露出は、ATP11C がカスパーゼ
によって切断、失活することで引き起こされ
る。従って ATP11C は『死を司るポンプ』ともい
うべき重要な分子である。このフリッパーゼの
結晶構造解析と補完的に機能解析を組み合わ
せることで、カスパーゼの切断サイトの構造
や、脂質が輸送される通り道を初めて同定した
（右図、Nakanishi et al., 2020, JBC）。 
 
●脂質フリッパーゼの異なる反応中間体の Cryo-EM 構造 
ATP11C の脂質輸送反応を理解する為に、複数のカギとなる反応中間体の構造を CryoEM によって
決定した。脂質を結合した３つの構造を含む、５つの異なる反応中間体の構造、合計６つの構造
解析によって、イオンと比して巨大なリン脂質がどのように細胞膜外葉から取り込まれ、どのよ
うにタンパク質内部に閉塞されるのか、これら一連の構造変化が ATP の加水分解とどのように
共役しているのか、また PSと PC はどのように見分けられるのか等々、様々な重要な問いに回答
を与えた（下図、Nakanishi et al., 2020, Cell Rep）。 
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