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研究成果の概要（和文）：Caポンプは細胞質ドメインの触媒部位でATPを加水分解し、膜ドメインの輸送部位に
てCaを輸送する。本研究では、これらのドメインをつなぐM2ヘリックスの構造的役割について部位特異的変異を
用いて調べた。結果は、M2の細胞質部分M2m、膜部分M2c、M2c-細胞質ドメイン間のループの各々が、特異的反応
段階にて機能を持ち、細胞質ドメイン-膜ドメイン間の構造変化の伝達を可能にすることを示した。またM2m-M2c
連結部分のGly105は、リン酸化中間体から内腔へのCa放出段階にて、細胞質ドメインの大きな動きに伴うM2の歪
みを吸収することによって正常なCa-gatingを起こさせることを示した。

研究成果の概要（英文）：Ca2+ pump transports Ca2+ at transport sites of membrane domain coupled to 
ATP hydrolysis at catalytic site of cytoplasmic domain. The structural roles of M2 helix connecting 
these domains were investigated by use of site-directed mutagenesis. The results indicated that 
cytoplasmic region (M2c) and membrane region (M2m) of M2 and junctional loop to cytoplasmic domain 
have specific functions at specific reaction steps, which enable transmission of structural changes 
between these domains. The functional roles of Gly105 at connecting region of M2c-M2m were 
investigated by site-directed substitutions. The results indicated that in the 
phosphorylated-intermediate isomerization Gly105 with its flexibility absorbs distortion of M2 
caused by large structural changes at cytoplasmic domain, and that this enables proper Ca2+-gating 
and coupled transport.

研究分野：生物化学
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１．研究開始当初の背景 
(1) Ca2+

ポンプは ATP 加水分解に共役して
Ca2+

を輸送する。Ca2+
輸送サイクルはリン酸

化中間体(EP)の形成、異性化、加水分解を経
由する。触媒部位を含む細胞質領域は、アク
チュエーターの A ドメイン、リン酸化される
P ドメイン、ヌクレオチドを結合する N ドメ
インの 3 ドメインが構成し、Ca2+

輸送部位は
膜ドメイン（膜貫通ヘリックス M1～M10）
に含まれる。これら細胞質領域と膜ドメイン
はヘリックスや loop で繋がり、触媒-輸送部
位は 50Åも離れている。Ca2+

輸送の反応段階
に応じて、細胞質領域では 3 ドメインの配置
変化がおこり、膜ドメインでは Ca2+-gate の
開閉と Ca2+

親和性変化がおこる。即ち、構造
変化がこれらの触媒-輸送部位間で伝達され
て相互応答することにより、エネルギー共役
がおこる。 
 
(2) Ca2+

輸送サイクルの鍵となる反応段階は
輸送部位に Ca2+

を閉塞した E1PCa2（ADP 感
受性 EP）から Ca2+

非結合 E2P（ADP 非感
受性 EP）への異性化であり、小胞体内腔へ
の Ca2+

放出がおこる。その異性化過程で細胞
質領域のAドメインが大きく回転してPドメ
インと結合し、その構造変化が膜ドメインに
伝わって内腔側の Ca2+-gate が開き Ca2+

の
親和性が低下して Ca2+

放出がおこる。このと
き A ドメインと膜貫通ヘリックス M1, M2, 
および M3 の連結部分が重要な役割を果たす。
筆 者 は 既 に 、 A ド メ イ ン /M1-linker
（Glu40-Ser48

）の長さが適切であることが EP
の異性化から加水分解までの各段階に重要
であることを示した[引用文献①,②]。特に、
この linker に 2 個以上の Gly を挿入して伸長
すると内腔への Ca2+

脱閉塞がブロックされ、
Ca2+

を閉塞したADP非感受性EP（E2PCa2）
が蓄積する[引用文献②]。これより、1 段階
（E1PCa2→E2P）で記述されていた ADP 感
受性の消失 /Ca2+

脱閉塞が 2 段階で起こる
（E1PCa2→E2PCa2→E2P）ことが示された
（図 1）。 

この linker への strain 発生がこの Ca2+
脱閉塞

に重要であると推測される。さらに最近、野
生型および上記変異ポンプにリン酸アナロ
グ BeF3

-
を結合させ、E1PCa2、E2PCa2の構

造アナログ E1Ca2∙BeF3
- [引用文献③ ]、

E2Ca2∙BeF3
- [引用文献④]を開発した。また、

M2 の先端部、P ドメイン、A ドメインとの
間に形成する Tyr122

を中心とした疎水結合ク
ラスターが E2PCa2 からの Ca2+

放出と E2P
加水分解に重要であることを報告した[引用
文献⑤, ⑥]。 
 
２．研究の目的 
(1) 長いヘリックスM2は膜貫通部分（M2m）
と細胞質部分（M2c）に概ね区別され、M2c
の先端は junction ループを介して A ドメイン
に繋がっている。M2 は、EP 異性化で大きく
傾き、また EP 加水分解でヘリックスの一部
が解け、E2→E1Ca2で巻き戻ることが結晶構
造から予測されるが（図 1）それらの意義は
不明である。そこでその解明を目的とした。 
 
(2) また、EP 異性化における脂質-タンパク
質相互作用にも着目してその意義を解明す
ることも試みた。 
 
３．研究の方法 
(1) これら M2m、M2c、junction ループの領
域に、置換、削除、または 5 個の Gly 挿入
（5Gi；伸長とヘリックスの局所的破壊）の
変異を導入してその影響を調べた[引用文献
⑦]。 
 
(2) 本研究ではさらに、M2m と M2c の連結
部分にある Gly105

の構造的役割を調べるため、
Gly105

およびその周辺の残基を部位特異的置
換した変異体の機能解析を行った[引用文献
⑧]。 
 
(3) Tyr122

を中心とした疎水結合クラスター
に関連する残基に部位特異的置換を施して
機能解析を行った[引用文献⑨]。 
 
(4) EP 異性化における脂質-タンパク質相互
作用を調べるために、可溶化しない濃度の非
イオン性界面活性剤 C12E8（octaethylene 
glycol monododecyl ether）を用いて効果を解
析した。 
 
４．研究成果 
(1) M2m、M2c、junction ループの領域に 5
個の Gly を挿入すると、殆どの 5Gi 変異体で
Ca2+-ATPase 活性が、強く阻害された[引用文
献⑦]。他方 Ca2+

輸送活性は、M2m および
junctionへの 5Giによりほぼ完全に阻害され、
脱共役を示した（図 2）。M2m への 5Gi では
E1PCa2への Ca2+

閉塞が強く障害されていた
ことから、これが脱共役を生じたと考えられ
る。E2P 加水分解は M2m、M2c の先端部、
または junction への 5Gi により強く阻害され
たが、M2c 中央部への 5Gi では逆に強く促進
された。この促進は内腔の高濃度 Ca2+

によっ
て影響されず、この E2P では内腔側の
Ca2+-gate が堅く閉じていると考えられる。



E2→E1 速度は、M2 の殆どすべての領域への
5Gi により強く低下した。以上の結果は、反
応段階に応じて M2 の各部分（M2m,M2c）お
よび junction ループの 2 次構造や長さが変化
することが、細胞質領域と膜ドメイン間の構
造変化を介した相互応答によるエネルギー
共役に必須であり、EP の異性化ならびに加
水分解と Ca2+-gating に重要であることを示
している。 

 
(2) M2m と M2c の連結部分にある Gly105

を
Ala に置換して柔軟性を下げると、ATP 分解
に共役した Ca2+

輸送が消失し [引用文献⑧]、
脱共役が起こった（図  3A,B）。このとき
E1PCa2または E2PCa2への Ca2+

閉塞が障害
された。また、G105A は EP 異性化を強く抑
え、逆に E2→E1 を促進したが、E2P 加水分
解速度には影響しなかった。次に、Gly が M2
上で正常な機能を果たす位置を調べるため、

G105A/(他の残基→Gly)のダブル置換体を多
数作成した（図  3A,B）。これらのうち、
G105A/A112G のみが、Ca2+

輸送/ATP 分解の
共 役 、 E1PCa2
と E2PCa2 への
Ca2+

閉塞、EP 異
性化と E2→E1
の速度を野生型
と同じレベルま
で回復した。M2
上で、Ala112

は
Gly105

から 2 巻
上にあり、Gly105

とほぼ同じ M4c
方向に向いてい
る（図 3C,D）。
従って、細胞質
領域と膜ドメイ
ン間の構造変化
の伝達では、M2
が特異的反応段
階で特定方向へ
屈曲・伸長し、
また別の段階で
その歪みが解消
することが必要
であると考えら
れる。Gly105

は
M2c-M2m 連結
部分に柔軟性を
与え、EP 異性化
/Ca2+

放出におい
て、A の大きな
動きに伴う M2

への歪みを、特異的方向へ屈曲・伸長するこ
とで吸収し、これが正常な Ca2+-gating と
Ca2+

輸送/ATP 分解の共役に重要であると考
えられる。 
 
 (3) 以前、M2 上の Tyr122

を含む 5 残基が
E2P にて疎水性クラスター (Y122-HC)を形成
し、これが E2P 加水分解、および Ca2+

遊離
した E2P の構造を安定化することを報告し
た[引用文献⑤,⑥]。今回、EP 転換の中間的
EP である E2PCa2からの Ca2+

遊離過程を調
べた。Y122-HC 変異体では、低濃度 Ca2+

存在
下で Ca2+

遊離が EP 異性化に遅れて起こるが、
Ca2+

無しでは遅れないことから、非閉塞の
Ca2+

結合 E2P が検出された。これより
Y122-HC が Ca2+

親和性低下に働くこと、
Y122-HC の集合が EP 異性化と Ca2+

放出の共
役に段階的に対応することが示唆された[引
用文献⑨]。これより、M2 が細胞質ドメイン
と Ca2+

遊離の共役に重要な役割を果たすこ
とが示唆された。 
 
 (4) 次に Ca2+-ATPase 活性を保持した状態
で Ca2+

ポンプを nanodisc に組み込みこむ系
を確立した。そこで、この nanodisc 中の脂
質の組成を変えて EP 異性化の速度を測定し



た。その結果、負電荷ヘッドグループを持つ
POPG, POPS では EP 異性化を抑制し、中性
のヘッドグループを持つ POPE, POPC では
促進することが示された。さらに、イオン強
度を変化させることにより、POPS での活性
低下は脂質ヘッドグループと Ca2+

ポンプ間
の電気的相互作用によること、また POPE で
の活性低下は脂質と Ca2+

ポンプ間の非静電
的相互作用によることが示された。従って、
native 筋小胞体の主な脂質 PC ではヘッドグ
ループに含まれる正電荷が EP 異性化に対し
て促進的に働くことが示唆された。 
 
(5) EP 異性化では E1PCa2 から中間状態
E2PCa2を経て E2P に至る。E2PCa2は細胞
質領域が緩んで M2 の上端にある proteinase 
K 特異的切断が活性化されるが、E2P では、
細胞質領域の３ドメインがコンパクトに集
合するためその切断がマスクされる[引用文
献②]。ここでは、Ca2+

ポンプを可溶化しない
低濃度の非イオン性界面活性剤 C12E8を用い
て、E2P 状態の Ca2+

ポンプと脂質の相互作用
を部分的に障害し、その効果をみた。このと
き C12E8によって proteinase K 特異的切断が
活性化し、細胞質領域が緩んで E2P から
E2PCa2方向にシフトすることが示された[引
用文献⑩]。従って、E2PCa2 → E2P におけ
るタンパク質-脂質相互作用の重要性が示唆
された。 
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