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１．研究計画の概要 
本研究はこれまでのウサギ骨格筋の筋小胞
体 カ ル シ ウ ム ポ ン プ  (Ca2+-ATPase 、 
SERCA1a)の構造解析とそれに基づく能動輸
送機構の理解を発展させ、最終的には結核菌
等の病原菌の膜輸送体の構造解析を行うこ
とによって薬剤の開発へと結びつけること
を目標とするものである。比較的手近にある
具体的な課題として（１）筋小胞体
Ca2+-ATPaseの残された中間体、特に内腔側ゲ
ートが開いている唯一の状態と考えられる
E2P基底状態（Ca2+非存在下の燐酸化状態）の
構造決定。（２）Ca2+-ATPase 変異体の構造解
析、特にCa2+が1個だけ結合した状態の構造
決定を可能にすると考えられる E309Q/A 変
異体の解析。（３）Ca2+-ATPase（変異体）と
薬物複合体の構造決定、特に抗マラリア薬で
あるアルテミシニン或いはその派生物との
複合体の構造決定。（４）生物学・医学的に
はより重要ともいえるNa+，K+-ATPaseの構造
決定。（５）Ca2+-ATPase とは大きく異なった
構造を有する重金属ポンプの構造決定、特に
銅イオンのポンプである CopA の構造決定。
（６）バクテリアのＰⅡ型 ATPase の構造決
定。（７）植物液胞のＨ＋ポンプである PPase
の構造決定、を提案した。 
 
２．研究の進捗状況 
（１－３）筋小胞体 Ca2+-ATPase の中間体の
構造解析：内腔側ゲートが開いていると考え
られる唯一の状態である E2P 基底状態（Ca2+

非存在下の燐酸化状態）の理解を目指し、 
E2·BeFx複合体の構造を、強力阻害剤タプシガ
ーギン存在下、 非存在下で決定した。この
結果、内腔側ゲートの開閉という構造変化と

燐酸化アスパラギン酸の加水分解という化
学反応を結びつけることに成功した。また、
P ドメインが楔形をしていることの意義、A
ドメイン-M1 ループの長さの重要性等も明ら
かになり、研究は飛躍的に前進した（論文⑤）。 
 （４）Na+,K+-ATPaseの構造解析：デンマー
クグループとの共同研究により2.4 Å分解能
で E2·2K+·Pi 状態のほぼ全構造の決定に成功
した。βサブユニットと FXYD 蛋白質の構造
的意義をも明らかにした。また、ほとんど同
じ残基が関与するにもかかわらず、
Ca2+-ATPaseとNa+,K+-ATPaseでは対向輸送に
おけるイオン選択性が大きく異なることの
理由も明らかにできた（論文③）。また、強
心配糖体として有名なウアバインとの低親
和性複合体の構造決定にも成功した。これま
での多くの予想に反して、ウアバインは膜内
に深く挿入されており、ラクトン部分が膜貫
通へリックスの一部分をほどくことも示し
た。（論文①）。これによって、医学的にも重
要な貢献ができた。 
（５）重金属ポンプの構造解析：古細菌由来
銅ポンプCopAのPNドメインと、AMPPCP、ADP
などとの複合体の構造を高分解能で決定し
た。また、重金属ポンプで絶対的に保存され
Wilson病で変異が見られるH479Q複合体の構
造も決定した。この結果、重金属ポンプは他
の P 型 ATPase とは全く異なる ATP の認識の
仕方をすることや、His残基の ATP結合にお
ける役割が明らかになり、変異の効果も理解
できた（論文②）。 
 
３．現在までの達成度 
①当初の計画以上に進展している。 
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本研究開始時点では（１）の Ca2+-ATPase
の中間体の構造解析に関しては、E2P 基底状
態の構造決定、それもタプシガーギン存在下
で、内腔側ゲートは閉まった状態の解析しか
見通しは立っていなかった。しかし、実際は
タプシガーギン無しの状態の結晶化にも成
功し、燐酸化サイトで起こる化学反応とイオ
ン結合サイトの機械的運動をみごとに結び
つけることができた。さらに、まだ未発表で
はあるが，これ迄まったく見通しのなかった
Ca2+非存在下のE1状態の構造決定にも成功し
た。得られた結果は驚くべきものであり、こ
れ迄の生化学的データを見事に説明できた。
この構造の意義は絶大である。 
さらに、これも全く見通しがなかった

Na+,K+-ATPase の高分解能構造決定にも成功
した。これは Ca2+-ATPase のメカニズムの理
解にも大きく貢献するだけでなく、本研究が
目標とするところの「人の役に立つ構造研
究」にも大きく貢献するものとなった。さら
にウアバインとの複合体の構造決定はこれ
迄の定説を完全に覆すものであり、ダウンロ
ードの件数から見ても、絶大なインパクトが
あった。この仕事から逆に、強心配糖体が心
筋で働くアイソフォームにのみ効くように
するにはどうすれば良いかの指針も得られ、
次の標的も明らかになった。 
 同じく未発表ではあるが、溶媒の電子密度
を変えることによって、乱れた構造を可視化
する技術の開発に成功した。この方法によっ
て、脂質二重膜を直接可視化でき、本質的に
新しい知見が得られた。さらに、この方法を
用いれば溶媒のaccessibilityを溶媒置換確
率として直接測定できるわけで、研究進捗評
価（現地調査）でも認められたように、学術
的価値は高いと考えられる。研究開始当初は、
ここまで発展できるとは考えていなかった
ため、研究目標にも掲げなかったが、期待以
上の成果が得られているといえよう。 
 
４．今後の研究の推進方策 
（１）Ca2+-ATPaseに関して：残されたE1状
態の構造解析を完成させることが当面の目
標である。これによって、Ca2+-ATPaseによる
イオンポンプ機構のほぼ完全な構造的描像
が得られる。変異体の精製方法、微量結晶化
法もほぼ確立できたので、その構造決定も視
野に入っている。 
（２）Na+,K+-ATPaseに関して：強心配糖体が
高 親 和 性 で 結 合 し た 複 合 体
（E2·BeFx·ouabain)と E2·2K

+状態の構造解析
が当面の目標である。酵母発現系を利用した
ヒトα１β１アイソフォームに関しては、イ
スラエルグループの協力が得られる。 
（３）膜蛋白質発現系の開発：高等動物発現
系が稼動しだしたので、研究対象は大幅に拡
大することが期待される。発現の当面の標的

としては、Ca2+-ATPase (SERCA1a)の他に、
Na+,K+-ATPase のヒトα2β1 アイソフォーム
がある。また、マラリアの Ca2+-ATPase であ
り、抗マラリア薬であるアルテミシニンの標
的とされる PfATP6 と薬剤の複合体の構造決
定を目指す。結核菌のイオン輸送体に関して
は、まだ発現系から開発が必要である。 
（４）脂質二重膜の可視化：コントラスト変
調法による Ca2+-ATPase の４つの状態におけ
るデータ収集は既にほぼ完成している。アル
ゴリズムに多少の問題点があるので、それを
解決し論文にまとめるのが当面の目標であ
る。また、分子動力学シミュレーションによ
るモデルの検証を進める。 
（５）植物液胞膜H+-PPaseの結晶構造解析：
H+-PPaseはH+のポンプであり、ATPの代わり
にピロ燐酸が使われる、植物のエネルギー代
謝には非常に重要な蛋白質である。16回膜貫
通型でありP型とは異なった全く新規の構造
が予想されている。研究期間内に結晶構造を
決定できよう。 
 
５. 代表的な研究成果 
（研究代表者、研究分担者及び連携研究者に
は下線） 
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