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研究成果の概要（和文）：筋小胞体CaポンプATPaseについて、触媒部位を含む細胞質ドメインとCa輸送部位を含
む膜貫通ドメインの間の構造変化の伝達機構を解明する目的で、部位特異的変異導入と速度論的解析を行なっ
た。その結果、両ドメインを繋ぐM2ヘリックスの折れ曲がりやM2上部と細胞質ドメインとの間の相互作用変化
が、反応サイクルの段階に応じてその伝達に重要であることを示した。また膜脂質ヘッドグループとCaポンプ間
の相互作用がポンプ機能に重要であることを示した。これらよりCaポンプのエネルギー共役機構の理解を深め
た。さらにCaポンプの可溶化に適した界面活性剤を探索し、可溶化のCaポンプ機能への効果を解析した。

研究成果の概要（英文）：In order to explore the transmission mechanism of structural changes between
 the cytoplasmic domains, which contain the catalytic site and transmembrane domain, which contains 
the Ca transport sites in sarcoplasmic reticulum Ca-pump ATPase. For this purpose, site-directed 
mutagenesis and kinetical analysis of the mutants were performed. It was shown that structural 
changes of M2 helix are important for each reaction step. Importance of interactions between pump 
protein and lipid head-group was also shown. These results give insights into energy coupling 
mechanism for ATP hydrolysis and Ca transport in the Ca-pump. Furthermore, effect of solubilization 
with a detergent was explored.

研究分野： 生化学

キーワード： P型カチオンポンプ　筋小胞体　エネルギー共役　Ca-ATPase　部位特異的変異　ヘリックス　界面活性
剤　脂質ヘッドグループ
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、P型カチオンポンプの代表メンバーである筋小胞体Caポンプについて、エネルギー共役機構、とくに
M2の折れ曲がりなどの構造変化が果たす役割の理解を深めた。この成果は他のP型カチオンポンプの構造と機能
の関連にも示唆を与えることが期待される。また、Caポンプの可溶化に適した界面活性剤を探索し、Caポンプ機
能に対する可溶化の効果を解析した成果は、カチオンポンプに限らず、広く膜タンパク質研究に応用可能な示唆
を与えることが期待される。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

Ca ポンプを代表とする P型カチオンポンプは ATP の加水分解に共役してカチオンを輸送す
る（図 1）。このファミリーは他にも Na,K ポンプ、H,K ポンプ、フリッパーゼなどを含み、細

胞質ドメインに ATP 分解の触媒部位、膜貫通ドメインにカ
チオン輸送部位をもつ。その構造・機能の関連は Ca ポン
プの研究がけん引してきた。生化学的研究と中間体アナロ
グの結晶構造解析により、Ca ポンプ輸送反応サイクルにお
いて、3 種の細胞質ドメイン、即ち A（駆動）、P（リン酸
化）、N（ヌクレオチド結合）の配置変化と、カチオン結合・
輸送にともなう膜貫通ドメインのヘリックスの配置変化が
起こることが分かってきた。しかし、それら両ドメイン間
の構造変化伝達によるエネルギー共役の仕組み、具体的に
どのような構造因子が如何に構造変化を伝達するかは不明

であった。とくに、Ca 輸送の鍵となるリン酸化中間体（EP）の異性化（E1PCa2 → E2PCa2 
→ E2P + 2Ca2+）（図 2）、のうち前の 2 つの原子構造が未解明であり、この反応段階での共役
機構は不明である。この EP 異性化、また非リン酸化中間体の E2 → E1 では、細胞質ドメイ
ンの A ドメインが大きく位置を変え、これが膜貫通ドメインとの間の構造変化伝達に強く関連
していると予想される。かねてより筆者は、細胞質ドメイン間、および A ドメインと M1、M2
をつなぐループと M1、M2 それぞれのエネルギー共役の仕組みにおけるはたらきを部位特異的
変異導入と速度論的解析を用いて各反応段階に重要な構造因子を同定してきた（引用文献 ①-
⑧）が、その具体的な構造的役割については未解明であった。また、M2 周辺の側鎖が脂質ヘ
ッドグループと相互作用し、Ca ポンプ反応サイクルの特異的段階において相互作用相手を交
換することが知られているが、輸送機構における意味は不明であった。また、不可逆的失活し
ないで膜タンパク質を界面活性剤で可溶化する方法は、目的の膜タンパク質を精製、リポソー
ムや平面脂質 2 重層膜に再構成することを可能にするため、膜タンパク質研究において不可欠
となる。しかし、これまで多くの Ca ポンプ研究者が用いてきた非イオン性界面活性剤 C12E8
（Octaethylene Glycol Monododecyl Ether）で可溶化した場合、溶液中の Ca イオンがｍM 以
下では数分のうちに不可逆的に活性を失うことが知られている。このとき Ca ポンプをこの活
性低下から保護するためにｍM Ca を加えることは、可溶化状態での E2 の性質を調べるうえ
で障害となる。また Ca ポンプを C12E8 で可溶化後リポソームに再構成した場合、内腔の Ca
が Ca 輸送や ATPase 活性の測定、種々の素反応を調べる際に障害となる。したがって不可逆
的活性低下を引き起こさないで可溶化できる界面活性剤の探索が必要であった。このような界
面活性剤は他の P 型 ATPase だけでなく、広い範囲の膜タンパク質に応用可能と予想される。 

 
２．研究の目的 

Ca ポンプ輸送反応サイクルにおいて、
とくに EP 異性化/Ca 輸送では、A ドメ
インが大きく回転することにより細胞
質ドメインが配置を変え、これが膜貫通
ドメインに伝達されて Ca 放出の構造変
化がおこると予想される。そこで本研究
では以下の 3 つを目的とする。まず、膜
貫通ドメインから伸びて細胞質 A ドメ
インにループを介してつながる長い M2

ヘリックスに着目し、上記構造変化の伝達における役割を調べ、M2 の構造変化が関与する Ca
ポンプのエネルギー共役機構を解明する。また、膜脂質と Ca ポンプの相互作用変化の意味を、
とくに EP 異性化において解明する。さらに、不可逆的活性低下を引き起こさないで可溶化で
きる界面活性剤を探索し、その Ca ポンプ機能に及ぼす効果を解明する。 
 
３．研究の方法 

Ca ポンプのエネルギー共役機構の解明：細胞質 A ドメインと膜貫通ドメインをつなぐ長い
M2 ヘリックスへの部位特異的変異導入と速度論的解析を用いて、EP 異性化（E1PCa2 → 
E2PCa2 → E2P + 2Ca2+）および非リン酸化中間体の E2 → E1 における、細胞質ドメインと
膜貫通ドメインの間の相互作用伝達への効果を調べる。即ち、EP の異性化を ADP 感受性の変
化としてとらえ、このときプロテアーゼに対する Ca ポンプ特異的部位の切断抵抗性の変化に
より細胞質ドメインの配置変化を調べ、また放射性の 45Ca を用いて Ca の結合、解離をみるこ
とにより Ca ゲートの開閉、Ca 親和性変化に及ぼす効果を調べる。 
膜脂質と Ca ポンプの相互作用変化の意味を解明：これまでの技術研究の成果にて Ca ポンプ
を nanodisc に組み込むことができるようになった。この系を用い、nanodisc に組み込む脂質
の種類を変えて、Ca ポンプの特異的残基と膜脂質ヘッドグループの相互作用の静電的および
疎水的相互作用の効果についてポンプ機能を速度論的に調べる。 
Ca ポンプを可溶化する界面活性剤の効果：最近クライオ電顕でタンパク質原子構造を調べる
際に用いられている LMNG に着目し、Ca ポンプをこれで可溶化したときの ATPase 活性、反



応サイクルの各段階への効果を速度論的に調べる。 
 
４．研究成果 

Ca ポンプのエネルギー共役機構の解明：細胞質 A ドメインと膜貫通ドメインをつなぐ長い
M2 ヘリックスは、機能的に、細胞質に突き出た M2c 部分と脂質 2 重層に埋もれた M2m 部分
に区別できる（引用文献 ①-②）。これらの境界部分には他のP型ポンプでも保存されたGly105
があり、その柔軟性が M2 ヘリックスの折れ曲がりを可能にすると予想した。Gly の柔軟性を
低下させる Gly105→Ala 置換は、EPの異性化が顕著に遅くなり、また E1PCa2 および E2PCa2

における Ca 閉塞が障害を受け、その結果 ATPase 活性の低下と Ca 輸送の障害、即ち脱共役
がおこった。また E2→E1 速度を増大した。これらの障害は、加えて 7 残基 C 末側（M2 上部）
の Ala112→Gly 置換（G105A/A112G）により完全に回復した。Helical wheel 上での Gly105
と Ala112 の位置はほぼ一致することから、Ca 輸送反応サイクルにて M2 が膝関節のように特
異的方向へ折れ曲がり、元に戻ることが ATP 加水分解に共役した Ca 輸送を可能にしているこ
とが明らかになった。 

EP 異性化（E1PCa2 → E2PCa2 → E2P + 2Ca2+）において細胞質ドメインが集合して形成
する疎水性クラスターには M2 上部も関与する（引用文献 ⑨-⑩）。そして、このクラスター形
成は、M2 上部に存在する Leu119 のプロテナーゼ K（prtK）切断の抵抗性でモニターできる
（引用文献 ⑪-⑫）。E2P では Leu119 切断が障害されるのに対し、内腔側 Ca 結合部位に Ca
が結合した E2PCa2ではこの Leu119 切断が促進され、細胞質ドメインの集合が緩んでいるこ
とを示す。Leu119 切断は、非可溶化濃度の C12E8 存在下の中性条件で観察され、Ca 結合部
位近傍に Mg が結合する高濃度 Mg で促進されたが、Ca 結合部位のプロトン化により Ca 結合
を阻害する酸性側でブロックされた。したがって、脂質-Ca ポンプ相互作用の阻害により、E2P
であっても、細胞質ドメインと M2 上部の相互作用が緩んで Ca 結合部位に基質が結合したよ
うな状態を優位にさせることが分かった（主な発表論文②）。 
膜脂質と Ca ポンプの相互作用変化の意味を解明：ウサギ骨格筋小胞体（SRV）の Ca ポン

プを C12E8 で可溶化、精製し、nanodisc に組み込んだ標品を用いた。リン脂質含量から、こ
の標品では SRV 由来の脂質含量は 5%以下であった。nanodisc に組込んだ Ca ポンプを Ca 結
合状態（E1Ca2）で ATP を加え EP 形成したところ、脂質のヘッドグループを変えても EP 形
成の速度に大きな差はなかった。これに対し EP 異性化速度はヘッドグループの種類により大
きな差が見られ、最速の POPC では最遅の POPS とでは 100 倍もの差があった。種々のイオ
ン強度で EP 異性化速度を測定したところ、負電荷を持つヘッドグループ（POPG, POPS）で
は静電的相互作用が EP異性化に抑制的に働くのに対し中性のヘッドグループ（POPE, POPC）
では促進的に働くことが示された。また、POPG と POPC の混合脂質では上記プロットの傾き
が POPG/POPC 比に応じて変化し、その変化は Native-PAGE から見積もられる膜の表面電荷
の変化と良く一致すことが明らかとなった（主な発表論文①）。 

Ca ポンプを可溶化する界面活性剤の効果：Ca ポンプを LMNG で可溶化してその影響を調
べた。可溶化により ATPase 活性が可逆的に大きく低下したが、EP 分解（EP 異性化を含む）
の速度は部分的にしか低下しなかった。これに対し、E2→E1 速度は非可溶化ポンプと比べて
大きく低下した。また、その Ca 濃度依存性は、大きく高濃度側にシフトし、低親和性を示し
た。次に prtK によるポンプの限定分解パターンをみた。非可溶化ポンプでは EGTA 存在下の
E2 状態で M2 上部の Leu119 が切断されて 95kDa のバンドが検出されるが、E1 Ca2状態では
消失する。ところが、可溶化ポンプでは EGTA 存在下でも 95kDa のバンドが検出された。従
って可溶化ポンプでは E1 状態が強く安定化されていることが示された。この反応段階におい
て膜ドメインの安定性や構造変化に脂質環境との相互作用が重要であることが示された〔学会
発表 ⑤、⑧、⑫〕。 
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