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研究成果の概要（和文）：胃プロトンポンプの複数の胃酸抑制剤の構造を解析（Tanaka et al, 2022, J Med 
Chem）、薬剤結合構造とAIを利用した新規阻害剤の開発に成功した(Abe et al., 2023, Commun Biol)。
輸送イオンの特異性を明らかにする為に、K＋を２つ結合したプロトンポンプを作成し（Abe et al., 2021, Nat
 Comun）、ナトリウムポンプを創り出すことに成功した（Young et al., 2022, Nat Commun）。
死海に生息する川エビの特殊なナトリウムポンプの構造解析に成功した（Artigas et al., 2023, PNAS）

研究成果の概要（英文）：We determined binding mode of several inhibitors/drugs (Tanaka et al., 2021,
 J Med Chem). Using these drug-bound structures as template, we developed De novo inhibitors 
employing AI-driven pratform (Abe et al., 2022, Commun Biol).
To clarify the specificity of cation transport among closely-related isoforms, we generate a mutant 
proton pump in which two K+ is bound (Abe et al., 2021, Nat Cmooun) and a mutant that behave like 
sodium pump (Young et al., 2022, Nat Commun).
We also determined cryo-EM structure of a soium pump isoform expressed in brine shrimp living in 
dead sea (Artigas et al., 2023, PNAS)   

研究分野： 生化学　構造生物学

キーワード： P-type ATPase　membrane protein 　Cryo-EM　gastric proton pump　Flippase　biochemistry　struc
tgural biology

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
構造とAIを駆使したドラッグデザインの枠組みは、胃プロトンポンプだけでなく、薬剤結合構造既知のタンパク
質一般に広く応用が期待される。
プロトンポンプの輸送イオンを変換することに成功したことによって、近縁のカチオンポンプの作動機構の理解
に大きく貢献した。

※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 
『生命』が負のエントロピーを得ることで熱的平衡を逃れ恒常性を維持するものと定義される
のであれば（Schrödinger E., 1948, What is life?）、細胞膜を隔てた物質不均衡とは正に生命の
根幹である。この不均衡は、P 型 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 型 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型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、E1（inward-facing）、
E2（outward-facing）という異なる状態をサイクルすることで達成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である分子が胃プロトン
ポンプ H+,K+-ATPase とリン脂質フリッパーゼ ATP11C である。 
 
２．研究の目的 
H+とリン脂質という対照的な基質の輸送に関わるこれらのポンプが、それぞれが担う顕著な生
命現象（胃酸分泌とアポトーシス）の発露の為に、どのようにユニークに作られていて、一方で
共通の仕組みを持つのか。特異的と共通項を理解することを目的とする。分子の構造、機能から
生命現象を理解する『構造機能生理学』によって、なぜ、これらの能動輸送体はそのようにでき
ていなければならないのか？という本質的な問いに答える。 
 
３．研究の方法 
哺乳類の P型 ATPase に最適化した動物細胞発現系によって、機能解明のカギとなる変異体を発
現、X 線結晶学と Cryo-EM 単粒子解析によって詳細かつダイナミック、また Nanodisc への再構
成によって脂質環境での構造情報を得る。反応速度論、電気生理学、分子動力学によりその機能
を解析・検証する。 
 
４．研究成果 
自身の研究（2019, eLife）によって、胃プロトンポンプは H+:K+ = 1:1 の起電性の無い輸送を
行うことを証明したが、近縁のナトリウムポンプは 2 つの K+を輸送する。そこでナトリウムポ
ンプを模した変異体を作製することで、2つの K+を輸送できるプロトンポンプをエンジニアリン
グできないであろうかという発想に至った。段階的な変異導入、変異体の構造解析を繰り返し、
最終的に2つのK+が結合した胃プ
ロトンポンプ変異体の作成に成
功、これを cryo-EM による構造解
析によって証明した。この研究は、
構造に基づいた論理的な変異導入
によりタンパク質の基質結合数を
変化させた初めての成果であり、
応募者の今後の研究展開の１つの
柱である「創り出すことでそれを
理解する」研究の礎となるもので
ある (Abe et al., 2021, Nat 
Commun)。 
 
プロトンポンプとナトリウムポンプはアミノ酸配列の 60％以上が同一である。にもかかわらず、
これらは H+と Na+を厳密に区別し、輸送カチオンの個数、輸送起電性に関して厳密に異なる性質
を持つ。能動輸送体のアンデンティティーに関わるこれらの違いを化学のレベルで理解するた
めに、プロトンポンプの変異体をデザインしてナトリウムポンプを創り出すことでそれを証明
する必要がある。鍵となる単変異体の構造機能解析を経て、最終的にたった４つの変異導入によ
って、起電性の無い輸送を行うプロトンポンプ（H+:K+ 
= 1:1）を、起電的な輸送（Na+:K+ = 3: 2）を行うナ
トリウムポンプに変換することに成功した。起電的な
対向輸送を電気生理学によって確認し、Na+と K+の結
合数を cryo-EM 構造解析によって証明した。 
この研究は、これまで多くの研究者が挑んで達成でき
なかった一次能動輸送体の基質特異性をタンパク質
の構造に基づいた論理的なデザインによって変換し
た世界で初めての例である(Young et al., 2022, Nat 
Commun)。 
 



胃酸抑制剤は胃酸に起因する疾病に苦しむ多くの人々に利用され、その世界市場規模は２兆円
とも言われる。既存の薬剤はすべてフェノ
タイプスクリーニングによって開発されて
おり（我々の構造解析以前は）それらの結
合構造は未知であった。従って構造情報を
得ることは、論理的なドラッグデザインに
基づいた薬剤開発に繋がる。この研究では、
異なる４つの薬剤/阻害剤の結合構造を解
析し、これらのファーマコフォアを同定し
た。中でも revaprazan は他の化合物結合モ
ードと比してユニークであり、後述の AI を
用いた de novo 創薬のカギとなった
(Tanaka et al., 2022, J Med Chem)。 
 

複数の胃酸抑制剤の構造に基づいて、構造上の望
みの座標に任意のファーマコフォアフィーチャー
を設定することで、それらを満たす新規化学骨格
を計算する機械学習のプラットフォームである
Deep Quartet を駆使することで、de novo 化合物
による新規阻害剤を開発した。実際にこれらを化
学合成し、CryoEM による構造解析を経て、さらな
る親和性の向上を達成することができた(Abe et 
al., 2023, Commun Biol)。この AIｘ有機合成ｘ
ＣｒｙｏＥＭによる薬剤デザインの枠組みは、胃

プロトンポンプだけでなく、薬剤結合構造が既知のタンパク質一般への応用が期待される。 
 
死海に生息する川エビの一種は、周囲の塩濃度の上昇
に合わせて特殊なナトリウムポンプのアイソフォーム
(alpha2KK)の発現量を上昇させることが知られてい
た。Ｃｒｙｏ－ＥＭと電気生理学により、このアイソ
フォームの構造機能を明らかにし、高濃度のＮａ溶液
に対してＮａを排出するメカニズムが明らかになった
(Artigas et al., 2023, PNAS)。 
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