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研究成果の概要（和文）：CaポンプのEP異性化/Ca輸送では、細胞質側のAドメインが大きく回転して配置を変
え、構造変化が遠く離れた輸送部位に伝達されCa放出する。Aドメインの特異的部位を蛍光ラベルして一分子蛍
光観察し、EP分解過程でその動きをライブ検知し、E2PCa2相当の状態を経由することを示した。CaポンプM4の
Arg324側鎖が脂質頭部と反応段階に応じて結合相手を変える。この結合がEP異性化に重要な役割を持つ多機能性
を示した。
フリッパーゼの類似酵素ATP13A2のクライオ電顕により中間体の原子構造を解明し、E2P加水分解・Pi遊離に伴な
うポリアミン結合と輸送の構造変化、部位特異的変異から輸送機構を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In the EP isomerization / Ca transport of the Ca pump, the A domain on the 
cytoplasmic side rotates greatly and changes its arrangement, and the structural changes are 
transmitted to the transport site far away and Ca is released. The specific site of the A domain was
 fluorescently labeled and observed by a single molecule fluorescence, and its movement was live 
detected during the EP degradation process, indicating that it passes through a state equivalent to 
E2PCa2. The Arg324 side chain of the Ca pump M4 changes the binding partner according to the lipid 
head and reaction stage. This binding has shown multifunctionality that plays an important role in 
EP isomerization.
We elucidated the atomic structure of the intermediate by cryoelectron microscopy of the enzyme 
ATP13A2 similar to flippase, and clarified the transport mechanism from the structural changes in 
polyamine binding and transport associated with E2P hydrolysis and Pi release, as well as 
site-specific mutations.

研究分野：生化学

キーワード： Caポンプ　リン酸化中間体　クライオ電子顕微鏡　エネルギー共役　一分子蛍光観察　ポリアミン　パ
ーキンソン病　脂質

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
CaポンプのEP異性化/Ca輸送；Ca2E1P → Ca2E2P → E2Pでは、Aドメインが駆動する細胞質領域の配置変化が伝
達されCa放出する。Ca2E2Pの存在は未実証であった。Aドメインを蛍光ラベルし、その動きの観察から野生型Ca
ポンプのEP異性化でCa2E2P状態をライブ検知した。CaポンプのArg324側鎖が反応段階に応じて脂質頭部と結合
し、EP異性化に重要な役割を持つことを示した。ポリアミンを輸送するATP13A2はパーキンソン病の原因遺伝子
PARK9である。輸送サイクルの各中間体のクライオ電顕構造を解明し、輸送機構を明らかにした。上記疾患の遺
伝的な原因と治療法の探求に貢献する。

※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 

Ca ポンプを代表とする P 型カチオンポンプは ATP の加水分解に共役してカチオンを輸送する
（図 1）。このファミリーは他にも Na+,K+ポンプ、H+,K+ポンプ、フリッパーゼ、ポリアミン輸送
体などを含み、細胞質ドメインに ATP 分解のための触媒部位、膜貫通ドメインにカチオンなど
の輸送部位をもつ。生化学的研究と中間体（アナログ）の結晶構造解析により、Ca ポンプ輸送
反応サイクルにおいて、3 種の細胞質ドメイン、即ち A（駆動）、P（リン酸化）、N（ヌクレオチ
ド結合）の配置変化と、カチオン結合・輸送にともなう膜貫通ドメインのヘリックスの配置変化
が相互応答して起こる。しかし、それら両ドメイン間の構造変化伝達によるエネルギー共役の仕
組み、具体的にどのような構造因子が如何に構造変化を伝達して輸送反応を進行するかは不明
であった。特に、Ca 輸送の鍵となるリン酸化中間体（EP）異性化/Ca 輸送は（Ca2E1P → Ca2E2P 
→ E2P + 2Ca2+）（図 2）と考えられてきたが、このうち Ca2E2P はその存在が予想されただけの
中間体であり、実証はなかった。この過程では細胞質側の A ドメインが大きく位置を変え（引
用文献 ①-②）ることが引き金となり、膜貫通ドメインへの構造変化を伝達して Ca 放出させる
と考えられる。かねてより筆者は、細胞質ドメイン間、および A ドメインと M1、M2 をつなぐ
ループと M1、M2 それぞれのエネルギー共役の仕組み、それらのはたらきを部位特異的変異導
入と速度論的解析を用いて各反応段階に重要な構造因子を同定してきた（引用文献 ③-⑨）。筆
者はこれらの研究の過程で、A ドメインと M1 をつなぐループが適切な長さであることが内腔側
Ca-gate を開いて Ca 放出に必須であることを示した（引用文献 ④-⑥）。そして、このループを
伸長することにより Ca2E2P を単離することに世界で初めて成功した（引用文献 ⑤）。これによ
り細胞質ドメインの EP 異性化と膜貫通ドメインでの Ca 輸送が分離可能となり、それらが順次
段階的に起こることが分かった。すなわち、EP 異性化で A ドメインが P ドメインに結合すると、
このループに張力が発生し、P ドメインを傾ける。これは P ドメインに繋がるヘリックスの配置
を変え、Ca 輸送部位周辺の構造を変え、Ca 放出を引き起こすと予想した。この Ca2E2P が実在
し、その原子構造と性質が明らかになれば、EP 異性化/Ca 輸送で起こる構造変化の伝達は格段
に鮮明になる。しかも野生型 Ca ポンプで生理的条件での EP 異性化/Ca 輸送において Ca2E2P 状
態を経由するか否かは全く不明であった。また、生きた Ca ポンプを用いて、実際に A ドメイン
の動きをリアルタイムで検知した報告はない。そこで本研究ではこのモニタリングを一分子蛍
光観察により施行した。 

M4 の Arg324 側鎖が脂質ヘッドグループと相互作用し、Ca ポンプ反応サイクルの特異的段階
において相互作用相手を交換することが結晶構造から知られていたが、輸送機構における意味
は不明であった。最近、Ca ポンプを不可逆的な失活をさせないで界面活性剤 C12E8 で可溶化、
精製し、特定の脂質とともに nanodisc に再構成する方法を筆者らの技術開発で可能とした（引用
文献 ⑩）。これにより、Ca ポンプを取り囲む nanodisc 中での脂質環境を目的に応じて変えるこ
とができる。本研究ではこれを利用して、Arg324 側鎖が脂質ヘッドグループと相互作用する意
義について酵素反応速度論の上から明らかにする。この技術と方法は他の P 型 ATPase だけでな
く、広い範囲の膜タンパク質に応用可能と予想される。 

フリッパーゼは特異的脂質を膜の内側から外側の層へ輸送して細胞膜などで脂質構成の非対
称に寄与する。筆者らはその反応サイクルに関する研究を進めている。本研究では、そのファミ
リーに属する類似ポンプとして、ポリアミン輸送 ATPase の ATP13A2 に着目した。その理由と
して、ATP13A2 の反応サイクル、各中間体の原子構造も未解明であり、また大きな輸送基質で
あるポリアミンの認識機構や輸送機構も全く不明であったこと。さらに ATP13A2 はパーキンソ
ン病の原因遺伝子として同定された PARK9 であり、その解明が遺伝的な原因探求と治療法の確
立に大きく貢献すると考えられることである。 

 

２．研究の目的 
以下の 3 つを目的とする。 
①Ca ポンプの輸送反応サイクルにおいて、とくに EP 異性化/Ca 輸送では、A ドメインが大き

く回転することにより細胞質ドメインが配置を変え、これが膜貫通ドメインに伝達されて Ca 放
出の構造変化がおこると予想される。EP 異性化/Ca 輸送の共役メカニズム解明で鍵となる中間
体は Ca2E2P である。そこで A ドメインの動きの 3 次元的な角度変化を検知し、EP 異性化/Ca 輸
送で E2PCa2に相当する状態を経由するか否かを調べる。 

②Ca ポンプの M4 にある Arg324 側鎖が脂質ヘッドグループと相互作用し、反応段階に応じて



相互作用相手を変える。そこで、Ca ポンプ反応サイクルの特異的段階において Arg324 が相互作
用相手を交換することが、Ca 輸送反応サイクルでどのような意義を持つか調べる。 

③フリッパーゼでは E2P の加水分解段階で脂質を輸送する。そこで本研究ではフリッパーゼ
の類似酵素として、まだ原子構造解析の行われていないポリアミン輸送 ATPase の ATP13A2 の
反応中間体の原子構造をクライオ電子顕微鏡により明らかにして、ポリアミンの認識機構や輸
送機構を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
デフォーカス配向イメージングによる単一 Ca ポンプ分子の A ドメインの角度変化検出 

A ドメイン上に蛍光色素 ReAsH で一定の配向性で標識された単一の Ca ポンプ分子をナノデ
ィスクに埋め込み、Ni-NTA ガラス上に固定する。Ca を加えた Ca2E1 状態、およびリン酸アナ
ログの BeF で E2P アナログに固定した状態を固定しデフォーカスイメージングシステムにて蛍
光角度変化を測定し、結晶構造と比較して測定の妥当性を得る。次に、ATP と Ca を加えて EP
形成させ角度変化をその EP 分解過程において、蛍光色素の角度変化を蛍光観察して 1 分子でモ
ニターする。高感度 EM-CCD カメラを用いたデフォーカスイメージングシステムを用いる。 
膜脂質と Ca ポンプの相互作用変化の意味を解明 

Ca ポンプを種々のリン脂質と共に nanodisc に組み込むことができる。この系を用い、nanodisc
に組み込むリン脂質の種類を変えて(POPC、POPE、POPS、または POPG)、Ca ポンプの特異的残
基と膜脂質ヘッドグループの相互作用の静電的および疎水的相互作用の効果についてポンプ機
能を速度論的に調べる。野生型（WT）、R324A、R324E、Y122F）を COS-1 細胞にて発現させ、
ミクロソーム画分を調製し解析に使用した。 
クライオ電子顕微鏡によるヒト ATP13A2 によるポリアミン輸送機構を解明 
ヒト由来の ATP13A2 を対象として、クライオ電子顕微鏡による単粒子構造解析を行った。輸

送サイクルにおける構造変化、および輸送基質の認識機構を明らかにするために、種々の阻害剤、
および基質であるスペルミンを加えた状態で単粒子構造解析を行い、最終的に 4 つの反応中間
体の構造を明らかにした。さらに、得られた構造から明らかになったポリアミン結合に関わるア
ミノ酸残基に対して、部位特異的変異を導入して ATP13A2 のスペルミン依存的な ATPase 活性
に与える影響を評価することで、これらのアミノ酸のスペルミン輸送における役割を評価した。
これらの結果から、ATP13A2 の持つ独自の輸送機構に関して考察を行った。 
 
４．研究成果 
デフォーカス配向イメージングによる単一 Ca ポンプ分子の A ドメインの角度変化検出 
A ドメインの特異的部位に蛍光色素 ReAsH をラベルした Ca ポンプを nanodisc に埋め込み、

His-tag を介して Ni-NTA でコートしたガラスに固定し、一分子蛍光観察を行った（引用文献 ⑪）。
Ca2E1 と E2P 中間体アナログ E2BeF の角度差を測定すると、結晶構造から推察される角度差に
相当する 74±35 度 (n = 59) の角度変化が得られた。これより測定の妥当性を得たため、この方
法を用いてさらに ATP と Ca2+を加えて EP を形成させ、EP 異性化を含む Ca ポンプのサイクル
を回している状態で、ATP 濃度や Ca2+濃度に依存した角度変化の検出を試みた。測定された Ca
ポンプの A ドメインの角度変化は結晶構造の Ca2E1P から E2P 状態に進む際に予想されるもの
に近いオーダーであった。すなわち、ATP と Ca2+が存在する条件下で、角度分布は 2 つの dwell 
state を含む角度変化（角度差は約 60°）であり、 Ca2E1P から E2P への異性化を含む過程を捉え
ることができた。さらに分解能を上げると、蛍光角度分布が 2 つの状態を迅速にかつ頻繁に行き
来する様子が捉えられた。これにより酵素が活きてターンオーバーしている状態で、A ドメイン
の角度変化を世界で初めてライブ観察で捉えた。その結果、EP 異性化ではまず A ドメインが動
くことを明らかにした。2 つの dwell state のうち E2P 相当のものは、生化学的実験で捉えられて
いた Ca2E2P 状態の可能性が高い。筆者は部位特異的変異によって Ca2E2P 状態を固定単離した
が、本研究により、野生型の Ca ポンプがこの Ca2E2P に相当する状態を一分子で実際に経由す
ることが示された。まず細胞質ドメインの配置変化が起こって、それが Ca 輸送部位に伝達され
て膜貫通ドメインの構造変化が起こってエネルギー共役するということが示された。その伝達
に A ドメイン/M1-linker、A ドメイン/M2-linker、および M2 の構造変化が重要であることを示し
た。さらにその鍵となる中間状態 Ca2E2P の存在を示すことで、Ca ポンプのエネルギー共役機構
をより具体的に明確にすることができた。 

本研究で、単一蛍光色素の 3 次元角度測定の精度・確度が評価されたことにより、今後さまざ
まなサンプルに対しデフォーカスイメージング法が適用され、ドメイン構造、配置変化などをラ
イブモニターできると期待する。 

膜脂質と Ca ポンプの相互作用変化の意味を解明 
COS-1 から得られたミクロソームを用いた解析では、変異体 Ca ポンプの細胞質側の Ca2+に

対する親和性はすべて WT と同等であった（引用文献 ⑫）。しかしながら E1Ca2 からの Ca2＋
遊離速度は Arg324-Tyr122 間の水素結合が形成されない R324A 及び Y122F では、水素結合を保
持している WT 及び R324E と比べ遅くなっていた。また E2 からの E1 への転換ステップは WT
と Y122F では同等であったが R324A ではそれより速くなり、R324E ではさらに速くなってい
た。 

次に EP 転換ステップにおける Arg324-リン脂質間の静電的相互作用の寄与を、速度 vs 活量係



数 plot[2]の傾きから定量化した。Arg-リン酸基の静電的相互作用がこのステップに促進的に働く
とすれば、このプロットの傾きは WT＞R324A＞R324E の順になることが期待されるが、ミクロ
ソームでは WT＞R324E＞R324A となり一致しなかった。これに対し酸性リン脂質（PS, PG）を
用いた時、WT＞R324A＞R324E の順になり予測される順番と一致した。また中性リン脂質（PC, 
PE）では R324A＞R324E の順で、WT は R324A と R324E の間に入った。このように単独リン脂
質環境ではミクロソームの結果を再現することはできなかったが、3 種のリン脂質（PC, PE, PS）
を SRV の組成を参考に混ぜた場合にミクロソームの結果が再現された。 

今回 Arg324-Tyr122 間の水素結合は E1 から E1Ca2 が形成する過程を促進し、Arg324-リン脂
質間のリンクは EP 異性化ステップに重要な役割を持つという Arg324 の多機能性を示ことがで
きた。また Ca ポンプがミクロソーム中にあるときに、Arg324-リン脂質間リンクが EP 転換ステ
ップに及ぼす影響の静電的性質は、単一脂質環境では再現することができず、３種のリン脂質混
合環境で初めて再現された。この結果は生理的条件下では Arg324 は複数種類のリン脂質と相互
作用の形成、消失を EP 転換ステップで起こしていることを示唆している。膜タンパクである Ca
ポンプの活性は脂質環境の影響を受ける。今回の結果は、Ca ポンプに対する脂質環境の影響を
解析する際、脂質の種類だけでなく、脂質組成について考慮することの重要性を示している。 

クライオ電子顕微鏡によるヒト ATP13A2 によるポリアミン輸送機構を解明 
細胞質ポリアミンは、有毒な金属カチオンをキレート化し、転写活性を調節し、DNA を保護

することにより、細胞の恒常性を維持する。ATP13A2 は、細胞質へのポリアミン輸送に関与す
るリソソームポリアミン輸出物質として同定され、その機能不全はアルツハイマー病やその他
の神経分解疾患に関連している。ATP13A2 P 型 ATPase ファミリーの P5 サブファミリーに属し
ているが、その中間体構造や輸送メカニズムは不明であった。本研究では、ヒト ATP13A2 のク
ライオ電子顕微鏡構造を 4 つの異なる条件下で解明し、ポリアミン結合と脱リン酸化に関連す
る構造的観点、部位特異的変異の結果から輸送機構を明らかにした（引用文献 ⑬）。ポリアミン
は管腔トンネルで結合し、多数の静電および π カチオン相互作用によって認識され、その幅広い
特異性を説明できた。ATP13A2 固有の N 末端ドメインが脂質膜に固定され、E2P のコンフォメ
ーションが安定化し、E1P から E2P への移行が加速される。ポリアミンの輸送は、E2P に形成さ
れた結合ポケットにポリアミンが結合し、E2P 加水分解後、ポリアミンと無機リン酸が細胞質側
に放出されることが明らかになった（図 3）。これらの知見は、P5-ATPase の明確なメカニズム
を明らかにし、ATP13A2 活性化による神経保護療法への道を開くと期待される。ATP13A2 はパ
ーキンソン病の原因遺伝子として同定された PARK9 である。その反応機構の解明はパーキンソ
ン病の遺伝的な原因探求と治療法の確立に貢献すると考えられる。 
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