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研究成果の概要（和文）：P型カチオンポンプは共通のドメイン構造を持ち、共通のATP加水分解機構に共役して其々特
異的カチオンを輸送する。本研究ではCa-ATPaseの部位特異的変異と速度論により、第二膜貫通へリックスの動きと二
次構造変化が、細胞質ドメインの動きを膜内輸送部位に伝達して輸送を可能にすることを解明した。またメタルフッ素
を利用して開発したリン酸化中間体の基底状態、遷移状態、生成物複合体の安定アナログを用い、各状態が有する特異
的構造揺らぎの実態と役割を解明した。これらによりP型カチオンポンプ機構の包括的理解とポンプ分子異常による病
態発症機構解明のための分子基盤確立に貢献した。

研究成果の概要（英文）：P-type ATPases possess common domain-structure and couple the ATP hydrolysis with 
the specific cation-transport. In this study, we first revealed by extensive mutations and kinetic 
analyses of Ca-ATPase that the second transmembrane helix plays critical roles via its motions and 
changes in its secondary structure for transferring the motions of cytoplasmic domains to the 
transmembrane cation transport sites there by for the energy coupling. We also revealed that unique 
structural fluctuation is equipped in each of the phosphoenzyme intermediates, and the fluctuation 
functions to accomplish the proper forward transport reaction. Thus we contributed to the comprehensive 
understanding of the P-type ATPase mechanism and an establishment of molecular basis for diseases 
developed by the pump defects.

研究分野：生化学
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図１．ポンプ反応サイクル 

１．研究開始当初の背景 
(1) P 型イオンポンプは筋小胞体 Ca2+

ポンプ
を中心とした速度論的研究、部位特異的変異
体解析、反応中間体の生化学的構造、反応中
間体の安定アナログ開発とその生化学的お
よび結晶学的構造解析などにより、輸送のメ
カニズム理解が格段に進んできた（引用文献
①）。その結果、ATP 分解の各反応素過程で
細胞質の３つのドメインがどのように動き、
それに伴い Ca2+

輸送部位の構造がどのよう
に変化するか、など、構造変化を介した触媒
部位と輸送部位（すなわち細胞質ドメインと
膜貫通ドメイン）の相互応答の仕組み、そし
て ATP 分解による Ca2+

輸送のエネルギー共
役機構の詳細がかなり明らかになっている。 
 
(2) ① 我々のこれまでの研究成果で、リン酸
化中間体の構造異性化とそれによる伴う
Ca2+

放出路開口、ならびにその加水分解に伴
う放出路閉口においては、細胞質の Actuator 
(A)ドメインの動きが本質的役割を果たして
いるであろうことが予想され、結晶構造でも
その実態が明確に示されている。しかし、A
ドメインの動きがどのように膜貫通領域の
輸送部位に伝達され、上記の開閉（ゲーティ
ング）に機能するか、その仕組み不明であっ
た。特に A ドメインに連結した第二膜貫通へ
リックス（M2）の構造的役割は解明されなけ
ればならない重要課題として残されていた。 
② 我々のこれまでの研究成果により、リン
酸化中間体の構造異性化の本質は A ドメイ
ンが９０度以上も回転し P ドメインと固く結
合することであること、これによって生み出
される構造的エネルギーが膜貫通へリック
スの配向性を変化させて Ca2+

放出路を開口
し Ca2+

を放出することであることを示した。
しかし、A ドメインが P ドメインに集合し相
互作用を形成するには、N ドメインが大きく
動き、A ドメインが P ドメインと N ドメイン
が形成するスペースに入り込む必要がある。
従ってリン酸化中間体の構造異性化におけ
る PおよびNドメインの動きとそれを可能に
する P-Nドメイン間相互作用の実態と意義を
解明することが重要課題として浮き彫りに
なっていた。ただし、P-N ドメインは二本の
ループにより連結されているのみで近接し
ているわけではない。そこで P-N ドメイン間
相互作用があるとすれば、long range 相互作
用である可能性が高い。従って、この問題を
解決するためには、生理的塩溶液中における
ドメイン間の long range 相互作用の解析方法
を先ず開発する必要があった。 
 
(3) P ドメインの特異的 K+

結合の役割、ポン
プタンパクと脂質相互作用の実態と機能的
意義、一分子動的解析、各中間体の構造揺ら
ぎの実態と意義、など、P 型ポンプの包括的
理解にとって必須な重要問題を解決するた
めの手法開発と実施、そしてこれらの集積に
より、ポンプ異常による病態発症のメカニズ

ム理解を可能にすることが必要であった。 
 
２．研究の目的 
(1) A ドメインに連結した第二膜貫通へリッ
クス（M2）の構造的機能の解明；M2 は A ド
メインの動きを輸送部位に伝達して適切な
ゲーティングを引き起こし、その結果、ATP
分解とカチオン輸送のエネルギー共役に必
須な機能を果たすと予想した。そこで、Ca2+

ポンプを素材にして、Ca2+
結合による ATPase

活性化、ATP によるリン酸化中間体の形成、
リン酸化中間体の構造異性化と加水分解（図

１）の各反応
素過程で M2
の構造的機能、
特に二次構造
変化（へリッ
クス脱形成・
再形成とそれ
らに伴う長さ
や他構造領域
との相互作用
の変化）の意
義を解明する。 

 
(2) ① 細胞質PおよびNドメイン間の相互作
用実態とその機能的意義の解明；A ドメイン
の大きな回転と P ドメインへの結合が必須の
構造変化として生起するリン酸化中間体構
造異性化と Ca2+

放出過程について、P-N ドメ
イン間相互作用の実態とその機能的意義を
明らかにする。またそのため、ドメイン間の
long-range 静電的相互作用の解析法の原理と
実験方法を考案し実施する。 
② 一分子動的解析のための生化学的システ
ム開発；ポンプタンパク一分子動的観察やタ
ンパク分子と膜脂質の相互作用の実態と機
能的意義を明らかにするため、タンパク一分
子を膜に固定するシステムをナノディスク
の利用により開発し応用する。 
③ P 型ポンプタンパクと膜脂質相互作用の
実態と意義の解明；各反応素過程における脂
質との特異的相互作用の機能的意義を、上記
で開発した一分子解析システムの利用によ
り解明する。 
 
(3) リン酸化中間体安定アナログの開発とそ
れを用いた構造解析、特に構造揺らぎの意義
の解明；Ca2+

放出型リン酸化中間体の加水分
解過程の安定構造アナログとして開発した
E2·BeF3

–
（基底状態）、E2·AlF4

–
（遷移状態）、

および E2·MgF4
2-
（生成物複合体）の構造特

性とその揺らぎを解明し、他の P 型ポンプに
おける安定アナログ開発と特性解明の基盤
とする。 
 
３．研究の方法 
(1) A ドメインに連結した第二膜貫通へリッ
クス（M2）の構造的機能の解明；M2 を４つ
の領域（すなわち A ドメイン連結部、M2 先



図２．M2 の構造領域 

図 3．Ca 輸送と ATP 分解の共役 

5Gi；5 つのグリシン挿入 

図 4．E2 → E1Ca2の活性化速度（B） 

端部、細胞質
領域、膜貫通
領域；図２）
に分け、各領
域にグリシン
挿入による α
へリックス脱
形成と伸長、
残基削除によ
る短縮、残基
特異的置換な
ど、一連の部
位特異的変異
を導入し、各
反応素過程に
ついて速度論
的解析および
Ca2+ 結合・放
出解析を実施
し、構造変化
の機能的意義を
明らかにする。 
 
(2) P-N ドメイン間 long-range 静電相互作用の
シミュレーション；結晶構造を用いて、生理
的塩溶液中における電気力線解析により、
P-N ドメイン間の long-range 静電相互作用の
実態を推定する。そして、塩濃度変化がリン
酸化中間体構造異性化に与える影響を解析
し、静電的相互作用の機能的意義を理解する。
さらに、コンピューターシミュレーションに
より long-range 静電相互作用に関与すると推
定された PおよびNドメイン上の極性残基に
部位特異的変異を導入し速度論的解析を実
施して、これらの残基による P-N ドメイン間
相互作用の実態と役割を明確にする。 
 
(3) ① ナノディスク形成タンパク MSP を大
量発現し、可溶化した筋小胞体 Ca2+

ポンプと
ともに種々の脂質分子存在下でナノディス
クを形成する。 
② 上記ナノディスクを利用して、異なる脂
質が各反応素過程に与える影響を速度論的
に解析する。 
 
(4) リン酸化中間体の構造アナログの構造安
定性と揺らぎ：各アナログに対する Ca2+, 
Mg2+, K+, pH、さらに界面活性化剤などの影
響を、種々のタンパク質分解酵素に対する抵
抗性の変化、分光学的変化、そして安定性の
変化などを総合的に解析して、ポンプ分子の
どの部分が揺らぐか、不安定化するかを理解
する。 
 
４．研究成果 
(1) ① M2 の構造的機能の解明；M2 の各領域
（図２）に“３．研究の方法”で述べた一連の
部位特異的変異を導入し、各反応素過程につ
いて速度論的解析と Ca2+

結合・放出の解析を
実施した。その結果、M2 の各領域は各反応

素過程特異的に構造機能を果たすこと、そし
て、触媒部位の構造変化とそれに伴う A ドメ
インの動きを輸送部位に伝達することによ
り、適切なタイミングで Ca2+

の輸送部位への
閉塞、放出路の開口、そして閉口を可能にす
ることを明らかにした。先ず、ATP 分解と
Ca2+

輸送の共役には、M2m 領域のへリックス
構造および A/M-junction の構造が必須であり、
これらの構造を改変すると脱共役してしま
うことが明らかとなった（図３）。各反応素
過程における M2 の役割についての研究成果
の具体は、図１の Ca2+

ポンプ反応スキームに
基づき②～⑤に記述した。 

 

② Ca2+
結合による活性化（E2 → E1Ca2）: E2

構造では M2 全領域に渡りへリックスが形成
することが迅速な活性化に必須であること
が分かった（図４）。 

 
③ E1Ca2 → E1PCa2 およびそれに伴う輸送
部位への Ca2+

閉塞：M2m 部分のへリックス
構造および A/M2-junction 構造の改変により、
閉塞機能が消失し、ATP 分解と Ca2+

輸送が脱
共役することを観察し、これらの領域の構造
が輸送部位への Ca2+

閉塞と輸送に必須であ



図６．EP 構造異性化速度 

図７．E2P 分解速度と内腔 Ca2+抵抗性 

図５．リン酸化中間体（EP）の Ca2+閉塞 

図９．平均イオン活動度係数と速度定数の関係 

ることを明らかとした（図５）。 

④ E1PCa2 → E2P + 2Ca2+ ：M2top ヘリック
ス構造および A/M2-junction における構造が
EP 異性化とそれによる Ca2+

放出に重要であ
り、これらの構造を改変すると Ca2+

放出なし
に触媒部位における EP 異性化が著明に促進
された。従ってこれらの領域の構造は、A ド
メインの動きを輸送部位に伝達し、Ca2+

放出
路を開口させるために必須の共役機能を担
うと結論された（図６）。 

 
 
⑤ E2P + H2O → E2P + Pi：M2c のへリックス
構造を改変するとE2P加水分解が著明に促進
されると共に放出路が固く閉じて内腔 Ca2+

に強く抵抗性となることが観察された。従っ
て野生型では、M2c 領域の限定的ヘリックス
脱形成が加水分解反応に共役して適切な放
出路閉口を引き起こすと結論された（図７）。 
 
(2) ① P-Nドメイン間Long-range静電相互作
用とその意義の解明：結晶構造を利用して生
理的塩溶液中における静電相互作用をコン
ピューターシミュレーションにより解析し
た（図８）。その結果、P-N ドメイン間に
Glu394/Asp399（N ドメイン）と Lys605（P

ドメイン））による long-range 静電相互作用が
存在することが推定された。そこで、塩濃度
を変化させて EP 異性化（E1PCa2 → E2P + 
2Ca2+

）の速度を解析した。そして速度定数
と γ（平均イオン活動度係数）を図９のよう
にプロットすると直線関係が得られること
を見出した。直線の傾きは本反応における構
造変化に対する静電エネルギーの関与を、ま
た外挿値（γ2= 0）は立体因子の寄与を示すと
解釈される（下記②参照）。 

② 各種カチオンの濃度を変化させて速度論
的に解析した結果（図９）、K+ は特別な効果
を有し、P ドメインへ K+

が特異的結合に結合
した Ca2+ ポンプでは、静電的エネルギーが

図８．N(blue)-P(pink)ドメイン間静電相互作用 

E1PCa2 → E2P + 2Ca2+ （左 → 右）で表示残基間

の距離は 28Å から 13Å に変化する（赤矢印） 



E1PCa2 → E2P 構造異性化を促進すること、
一方、この構造変化は立体的には障害があり
生起しにくいこと、生理的 K+

濃度（約 0.1M）
では結果として K+

の特異的結合が立体的障
害を克服し、この構造変化を促進すること、
が明らかとなった。 
 
(3) MSP タンパクと筋小胞体 Ca2+

ポンプから
ナノディスクを形成・精製することに成功し、
速度論的解析や一分子動的解析を可能にし
た。ナノディスク形成時に各種の異なる脂質
を用いて Ca2+

ポンプの機能解析を行なった
結果、脂質の極性頭部の構造に依存して ATP
分解活性が大きく変動することが分かり、脂
質とポンプタンパクの間の静電的および疎
水的相互作用の実態と意義を解明すること
が重要であることを示した。 
 
(4) E2P 構造の揺らぎとその意義：Ca2+

放出型
のリン酸化中間体の加水分解過程 E2P + H2O 
→ E2~P‡ → E2·Piの各構造アナログとして開
発した E2·BeF3

–, E2·AlF4
–, E2·MgF4

2- の構造
揺らぎを生化学的手法により解析した。その
結果、E2P 基底状態では構造がかなり揺らい
でいること、加水分解に伴い揺らぎは消失し
安定で固定された構造になることが明らか
となった。E2P 基底状態構造の揺らぎは空の
輸送部位でしかも放出路が開口状態にある
ことに起因しており、この揺らぎには、小胞
体内の Ca2+や Mg2+や、pH、K+ が大きく影響
すること、そしてこの揺らぎは輸送サイクル
を正方向に進めるためにポンプタンパクに
備わっている構造特性であろうことが示唆
された。これらの発見は、他の P 型カチオン
ポンプにも適応される知見であり、各ポンプ
反応中間体の安定構造アナログの開発と結
晶化、ならび各ポンプの作動機構理解の観点
から極めて重要である。なお、この成果につ
いては、現在論文として公表すべく纏め上げ
ているところである。 
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