
 

様式Ｃ－１９ 

 

科学研究費助成事業（科学研究費補助金）研究成果報告書 
平成 25年 5月 15日現在 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要（和文）： 

ABCトランスポータ・CFTRチャネルの ATP依存性ゲーティングの動態を詳解することにより、
ATP 結合ドメインにおける ATP 加水分解の可否を決定づけている新規の中間状態の存在を明ら
かにし、さらに加水分解される ATP分子数と外に対して行う仕事量が１動作サイクルごとに変
化している可能性を示した。この結果は ATPの加水分解が、エネルギー源ではなくスイッチと
して働いている可能性を示唆している。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Investigating the ATP-dependent gating kinetics of CFTR channel, a member of ABC 
transporter superfamily in detail revealed a loose coupling between ATP-hydrolysis cycle 
(chemical energy generated) and the pore gating cycle (mechanical energy consumed) as 
well as a novel state for priming the ATP-hydrolysis, which supports an idea that the 
ATP-hydrolysis functions as a timing switch, not an energy source. 
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１．研究開始当初の背景 

ATP Binding Cassette (ABC)トランスポータ

スーパーファミリーは、ファミリー共通の分

子内ドメイン“Nucleotide Binding Domain 

(NBD)エンジン”で ATP 加水分解を行いなが

ら、Membrane Spanning Domain (MSD)におけ

る構造変化を引き起こす機械的応力を発生

し、薬剤の能動輸送などの機能を発揮してい

る。現在まで、ATP は加水分解によってエネ

ルギーを放出する“高エネルギーγリン酸”

を持ち、細胞の「エネルギー通貨」として働

き、ABC トランスポータを含めた能動輸送を

機関番号：32612 

研究種目：基盤研究(C) 

研究期間：2010～2012 

課題番号：22590212 

研究課題名（和文） ＡＴＰ加水分解スイッチ仮説に立脚したＡＢＣトランスポータ駆動メカ 

ニズムの解明 

研究課題名（英文） Study for ATP-driven transport mechanism of ABC transporters based  

on the “ATP hydrolysis switch” hypothesis. 

研究代表者 

相馬 義郎（SOHMA YOSHIRO） 

慶應義塾大学・医学部・准教授 

 研究者番号：60268183 



行う膜機能分子（能動輸送ポンプ）が上り坂

輸送を行うための主要エネルギー源である

という考え方が主流であった。 

 

 

２．研究の目的 

本研究では、従来の「ATP エネルギー通貨説」

に反立して、ABCトランスポータ NBD エンジ

ンにおいては、ATP 加水分解エネルギー以外

の ATP 結合プロセスや水和状態に依存した

自由エネルギー変化によるエネルギー供給

が主要であり、NBD エンジンでの ATP加水分

解の主な役割は NBD の状態を変えるための

スイッチであるという「ATP 加水分解スイッ

チ仮説」に基づいて ABC トランスポータの駆

動メカニズムの解明を目指した。具体的には、 

(1) NBD エンジンでの ATP 加水分解サイクル

に伴う構造変化の解明（新規中間状態の同

定） 

(2) NBD での ATP 加水分解サイクルと MSD に

おける構造変化サイクルのカップリング様

式の解明 

を目的とした。 

 

 

３．研究の方法 

(1) ABC トランスポータスーパーファミリー

中で唯一イオンチャネルの機能を有する

CFTR を研究材料として、電気生理学的手法

（パッチクランプ法）を用いたシングルチャ

ネル電流から NBDの加水分解サイクルをモニ

ターした。そして、NBDへの点変異導入が加

水分解サイクルに与える影響および非加水

分解 ATP アナログである ピロリン酸 PPi の

急速投与・除去が NBDサイクルに与える影響

等を測定・比較した。 

(2) 以上の実験データに基づいて分子動力

学シミュレーションを行い、「ATP エネルギ

ー通貨説」および「ATP 加水分解スイッチ仮

説」との整合性を検討し、ABCトランスポー

タの駆動メカニズムの包括的な解明を試み

た。 

 

 

４．研究成果 

(1) CFTR チャネルの NBD における ATP の安

定結合に重要な働きをしていることが知ら

れている 1219 番目のチロシン残基に変異導

入（Y1219G/）すると、正常な ATP 加水分解

と ATP 加水分解失敗の明確に分けられる２

つのケースが確率的に起こることを発見し

た [論文⑥]。このことは、NBDエンジンの動

作サイクルにおいて、NBD 二量体形成（チャ

ネル開口）中に、その次のステップにおける

ATP 加水分解の成否を運命づけている、ある

隠された「ATP 加水分解のための準備状態」

が存在していることを示唆している。この現

象は、本研究の中心命題である「ATP 加水分

解スイッチ」の存在とそのメカニズムの解明

のために非常に重要な情報を含んでいると

考えられる。 

(2) CFTR 特異的阻害薬 CFTRinh-172 の阻害

メカ二ズムの詳解を行い、CFTRチャネルには

細胞外側にあるイオン透過ゲートの他に、よ

り細胞内側にもうひとつルーズなゲートが

あることを明らかにした [文献⑤]。さらに

ATP 依存性チャネルゲート駆動が失われた変

異 体 G551D-CFTR の 薬 剤 ゲ ニ ス テ イ ン

genisteinとクルクミン curcuminによるゲー

ト駆動の回復とそのメカニズムについての

研究をおこない[文献④]、本プロジェクトの

基盤ターゲットである CFTR 分子の作動メカ

ニズムについての重要な知見を得ることが

できた。 

(3) ABC トランスポータ・CFTR チャネルの

ATP 依存性ゲーティングサイクルを ATP アナ



ログであるピロリン酸 PPiを用いて詳しく解

析した。その結果、CFTR チャネルが、開口状

態から ATPの加水分解をきっかけとして閉口

状態へと移行する過程において、ATP 加水分

解から NBD部分が解離した閉口状態になるま

での間に、PPi によって極めて速いレートで

開口状態に移行が起こる新規の中間状態 Xi

が存在することを明らかにした [文献③]。

本論文では、この新規の中間状態 Xi におい

てポアが開状態・閉状態のいずれにあるかに

ついては最終的な断定できなかったが、もし

新規中間状態 Xi においてポアが開口状態に

ある可能性は非常に高く、それが真実とすれ

ば、今回の発見は、CFTRチャネルの 1回の開

状態中に複数回の ATP加水分解サイクルが回

ることを意味している。 

(4) さらに R352C 変異 CFTR が、開口中に起

こる ATP加水分解の前と後でシングルチャネ

ルコンダクタンスが変化することを発見し

た。この R352C-CFTRに新規中間状態 Xiの安

定性に影響を与える W401F変異を導入してそ

の効果を検討することにより、ATP 加水分解

サイクルとゲーティングサイクルとのルー

ズカップリングが追確認できた [文献②]。 

(5) CFTR チャネルにおける ATP 加水分解サ

イクルとゲーティングサイクルとのルーズ

カップリングの可能性についての発見は、

CFTRがメンバーである ABCトランスポータス

ーパーファミリーの P-glycoprotein などの

他の輸送ポンプ分子の場合に当てはめて考

えると、基質１分子を上り坂輸送するのに消

費される ATPの数が確率的に変化している可

能性があることを意味している。1 分子の基

質を一定の電気化学ポテンシャル差に逆ら

って行う仕事（外部仕事）は常に一定である

ので、もし ATPが従来から考えられているよ

うに生体のエネルギー通貨として自由エネ

ルギーを供給しているとすれば、余剰のエネ

ルギーは熱として確率論的に放散されてい

る可能性が考えられた。その一方で、ATP 加

水分解が単に ATP結合エネルギーから ADP-Pi

間静電反発エネルギーへのスイッチ機能を

果たしていると仮定した場合には、熱エント

ロピーの確率論的生成は起こらないはずで

ある。したがって、作動中の CFTR 分子から

の熱エントロピーの測定が、本研究課題の中

心命題である ATP加水分解スイッチ仮説の検

証の鍵になると考えられた。 

(6) CFTR 分子全体の結晶構造はまだ得られ

ていないが、最近発表された CFTR と同じ膜

トポロジーを持つ P-glycoprotein (ABCB1)

の内向き構造に基づいた CFTR ホモロジーモ

デルを作成した。 そのモデルを用いて MD

シミュレーションを行い、ATP 非結合状態で

は２つの NBDが乖離した状態で平衡状態に入

り、次に２つの NBDに ATPを結合させること

により NBD の２量体化に成功した[文献①]。

これは、ABC トランスポータにおける NBD の

ATP駆動性２量体化を MDで再現できた最初の

仕事であり、2 つの ATP 仮説の検証のための

有用なツールとなると期待される。 
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