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研究成果の概要：小胞体 Ca2+ポンプによる Ca2+輸送の仕組みについての理解を大きく進展

させた。皮膚異常角化症（ダリエー病）の原因となる世界 51 家系の小胞体 Ca2+ポンプ遺

伝子異常の夫々が Ca2+ポンプ蛋白にどのような異常を引き起こすかを明らかにした。また

皮膚異常角化症（ヘイリー・ヘイリー病）の原因変異となるゴルジ体 Ca2+/Mn2+ポンプは皮

膚基底層に局在すること、この発現抑制が皮膚表皮細胞の分化（角化）の開始因子である

ことを発見した。 
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１．研究開始当初の背景 
（１）小胞体 Ca2+ポンプとゴルジ装置
Ca2+/Mn2+ポンプは相同性が極めて高い P 型
カチオンポンプで、ATP 分解に共役して特異
的カチオンをそれぞれのオルガネラ内腔に
汲み上げ、これらカチオンの動態制御と細胞
機能制御に必須の役割を果たす（図１：反応
機構参照）。二種のポンプの遺伝子異常は異
なる病態を発症させる。研究開始当初には、
蓄積していた Ca2+ポンプの構造機能連関の

研究を発展させエネルギー共役機構理解を
進め、さらにそれに基づき遺伝子異常による
病態発症機構をポンプ分子レベルから理解
することが必須の課題として浮き彫りにな
っていた。即ち、エネルギー共役解明の本質
的課題として、輸送過程でポンプの 3 つの細
胞質ドメイン(A,P,N)はどのような仕組みで
大きく動きその集合状態を変化させるか（図
２参照）、特にリン酸化中間体（EP）構造異
性化（E1P→E2P）での A ドメインの 90°



以上にもおよぶ回転とP,Nドメインへの強い
結合がどのような仕組みで生起しどのよう
な役割を果たすか、を理解することであった。
これに関し我々は、ドメイン間結合により生
み出されるエネルギーが Ca2+を内腔に放出
する構造変化と、放出ゲート開口を生起させ
ること、このプロセスは逐次的に生起する二
つのステップ（E1PCa2→E2PCa2→E2P 
+2Ca2+）から成ることを研究開始当初までの
成果で示唆していた。そこで、細胞質３ドメ
インの動きとドメイン間相互作用に必須な
残基および構造領域を同定しそれぞれの機
能の具体を解明して、Ca2+放出ゲート開口機
構（すなわち Ca2+に対する親和性低下と放出
路開口の機序）を解明することが、輸送にお
けるエネルギー共役を理解するための必須
の具体的課題として浮き彫りになっていた。 
（２）我々は、Ca2+ポンプの結晶構造学的研
究に貢献し、上記成果を検証してポンプの構
造機能連関の理解をさらに深めるため、
transient な中間体 E1Ca2ATP、E1PCa2ADP、
および E2·Piの安定な構造アナログを開発し
三次元結晶化可能な条件を確立して構造解
析に供してきた。その結果、これら中間体ア
ナログの原子構造が次々に解かれ、Nature
（Toyoshima et al. (2004)430,529; (2004) 
432,361）および Science（Nissen et al. 
(2003) 304,1672; (2004)306, 2251）の計４報
に掲載され、我々の上記業績が原子構造の反
応中間体モデルとしての妥当性を示す基本
情報として繰り返し引用された。しかし、
Ca2+の放出と漏れ出し阻止を担うゲート開
口と閉口という輸送における本質的プロセ
スを理解するための E1PCa2、E2PCa2、E2P
の構造アナログ開発あるいは結晶化は成功
していない。従ってこれらアナログの開発と
安定化条件の特定が急務となっていた。 
（３）小胞体 Ca2+ポンプの遺伝子異常により
細胞分化異常（皮膚角化異常症；ダリエー病）、
精神障害、感覚器障害、筋弛緩障害、発癌な
どが、ゴルジ装置 Ca2+/Mn2+ポンプの異常で
は皮膚細胞の角化異常を伴う接着異常（ヘイ
リー・ヘイリー病；病理学的には明らかにダ
リエー病とは異なる）が発症する。我々は既
に日本人ダリエー病三家系について、変異に
依存して異なるタイプの速度論的異常特性
がポンプに現れ、異なるタイプの Ca2+動態異
常が細胞質および小胞体内腔に引き起こさ
れることを明らかにし、小胞体内腔の異常な
高 Ca2+レベルと本病態にしばしば付随する
精神症状との関連を指摘した。この成果によ
り、ダリエー病で報告されている世界の 100
家系以上におよぶ変異の各々についてポン
プ異常特性を解析することが、細胞分化異常
と付随症状の発症機構を総括的に把握する
ために必須であることが提示されていた。 
（４）ゴルジ装置 Ca2+/Mn2+ポンプはヘイリ

ー・ヘイリー病原因遺伝子として特定された
ものの、細胞における機能の具体はほとんど
理解されていなかった。ゴルジ装置内のMn2+

と Ca2+は、例えば細胞接着・細胞分化シグナ
ル伝達に必須なインテグリンの活性化型高
次構造形成や蛋白への糖鎖付加反応に重要
であると予想され、従って Ca2+/Mn2+ポンプ
が必須の機能を果たしているはずである。そ
こで細胞の機能・分化制御の観点から、
Ca2+/Mn2+ポンプについて、先ず基礎的知見
を集積すべき状況にあった。 
 
２．研究の目的 
（１）Ca2+放出のためのリン酸化中間体内腔
ゲート開口の機序解明 細胞質の３つのド
メインの動きとドメイン間相互作用に関与
すると予測した構造領域に変異を導入し、そ
れぞれの変異体についてリン酸化中間体の
構造異性化・分解（EP プロセッシング）と
Ca2+放出、およびその逆反応（内腔側から輸
送部位への Ca2+結合）を速度論的に解析する。
そしてどの構造領域が、Ca2+ 放出過程
（E1PCa2→E2PCa2→E2P+2Ca2+）のどのス
テップで機能するか、どのステップで実際に
Ca2+に対する親和性が低下し放出路が開く
かを明らかにし、ゲート開口のためのエネル
ギー転換機構を理解する。 
（２）リン酸化中間体構造アナログの開発と
安定化因子の特定；原子モデル解明への貢献 
結晶構造解析に資するため、Ca2+放出前のリ
ン酸化中間体（E1PCa2、E2PCa2）の構造ア
ナログを開発する。また、Ca2+放出直後の
E2P 基底状態アナログとして開発した
E2·BeFx複合体について、触媒部位と輸送部
位の両部位を安定化させる因子を特定して
三次元結晶化を可能にする。またこれら中間
体アナログの特性を解析し、迅速に遷移して
しまうが故にこれまで理解されていない中
間体の性質を明らかにする。 
（３）Ca2+ポンプ遺伝子異常によるポンプ機
能異常と細胞異常の解明および Ca2+/Mn2+ポ
ンプの発現と機能 ダリエー病世界 51 家系
それぞれの Ca2+ポンプ遺伝子変異が、ポンプ
の発現と機能特性および細胞 Ca2+動態と細
胞機能に与える異常を解明する。これにより、
皮膚角化異常および精神症状など家系特異
的に付随する病態の発症機序を総括的に理
解する。ゴルジ装置 Ca2+/Mn2+ポンプについ
ては、先ず細胞分化過程でポンプ蛋白発現が
どのように変化するか、そしてその制御機序
を解明する。さらに、siRNA による遺伝子サ
イレンシングにより、細胞の分化と機能にお
ける本ポンプの役割を明らかにし、発症機序
理解のための基本的知見を得る。 
 
３．研究の方法 
（１）リン酸化中間体の異性化とCa2+放出を



担う構造因子の機能解析：Aドメイン-Pドメ
イン相互作用を担うTyr122 疎水相互作用領
域、およびAドメイン-第 1 膜貫通へリックス
（M1）を連結するリンカーループの役割 
EPプロセッシング（異性化・分解）および
A-Pドメイン間相互作用に必須に関与すると
して予測した構造領域Tyr122 疎水性クラス
ターに変異を導入する。またA/M1-linkerに
グリシンを挿入してこの長さを長くした変
異体を作製する。これらの変異体について、
Ca2+放出を速度論的に解析しEPプロセッシ
ングの速度論と比較する。また、内腔側から
輸送部位へのCa2+結合とその親和性を解析
する。これらにより、Ca2+放出反応として予
測した機序（E1PCa2→E2PCa2→E2P+ 
2Ca2+）を検証し、Ca2+放出のための親和性
低下と放出路開口がどの残基の機能により
どのステップで生起するかを明らかにする。
そして、これら構造領域が、EPプロセッシン
グとCa2+放出ゲート開口において果たす役
割を解明する。 
（２）Ca2+結合型および放出型リン酸化中間
体 E1PCa2、E2PCa2、E2P の構造アナログ
の開発、構造特性解明、および安定化 Ca2+

結合型の E1PCa2と E2PCa2の構造アナログ
をリン酸類似体 BeFxを用いて開発する。な
お、Ca2+結合定量は 45Ca2+により、E1P ある
いは E2P であるかの構造帰属は細胞質 3 ド
メイン集合状態の解析により行なう。さらに
これらアナログの構造特性を明らかにする。 
次いで、Ca2+非結合型 E2P アナログとして
既に開発した E2·BeFxの結晶化のための安
定化因子を検索・特定する。そしてこれらの
構造アナログを結晶構造解析に供し、エネル
ギー転換機構の構造的解明に貢献する。 
（３）小胞体 Ca2+ポンプの病態原因変異によ
る機能異常と細胞 Ca2+動態異常の解析 ダ
リエー病で報告された世界 51 家系の変異
各々を Ca2+ポンプ cDNA に導入し、変異体
蛋白を培養細胞で発現させる。そして各変異
がどのような内容のポンプ異常（特に速度論
的異常特性）を与え、どのような内容の Ca2+

動態異常を細胞質と小胞体内腔に引き起こ
し細胞機能を破綻させるかを理解する。これ
により、家系に依存したポンプ機能・細胞
Ca2+動態の異常特性と病態特性との関連を
総括的に把握し、患者個々の病態特性をポン
プ分子レベルから理解する。 
（４）ゴルジ装置 Ca2+/Mn2+ポンプの細胞分
化における発現変動と役割および発現制御
の解析 本計画では基本的知見として、細胞
分化における Ca2+/Mn2+ポンプの発現変動と
その意義を明らかにする。皮膚組織切片およ
び培養角化細胞について免疫染色、Western 
blotting、in-situ- hybridization 等による蛋
白と mRNA の発現解析を行なう。また、外
因性分化刺激や siRNA による遺伝子サイレ

ンシング、Ca2+および Mn2+それぞれに対し
て特異性の高いイオノフォアやキレート剤
の影響を解析し、細胞分化における本ポンプ
の機能、および本ポンプによって設定される
ゴルジ装置内の Ca2+と Mn2+レベルの意義を
理解する。 
 
４．研究成果 
（１）リン酸化中間体の異性化と Ca2+放出を
担う構造因子の同定と機能解析 
①A ドメイン-P ドメイン相互作用を担う残
基領域：Tyr122領域 EPプロセッシング（異
性化・分解）および A-P ドメイン間相互作用
に必須に関与するとして予測した構造領域
Tyr122 疎水性クラスター（図２参照）は E2P
状態で、Ile179/Leu180/Lie232 (A-domain), 
Val705/Val726 (P-domain), Tyr122/Leu119 
(M2)の 7 残基から形成される。そこでこれら
7残基それぞれをAlaあるいはSerで置換し、
疎水性クラスター形成を阻害した変異体を
作製した。そしてこれらについて、EP プロ
セッシングと Ca2+放出の速度論的解析を実
施した。その結果、Tyr122 疎水性クラスタ
ーの形成は、E2PCa2の輸送部位における
Ca2+親和性を著明に下げ、同時に内腔側の放
出ゲートを開くことにより E2PCa2から内
腔への Ca2+放出に必須の機能を果たすこと
が明らかとなった。この変化は A, P ドメイン
および M2 上部の強い相互作用が、輸送部位
を形成する M4,M5,M6,M8 の配向性を大き
く変化させることによるものであり、これに
よりエネルギー転換機序の本質を示した。 

図１：Ca2+ポンプによる Ca2+輸送サイクル 
     E1,E2;非リン酸型酵素 
     E1P, E2P;リン酸化型酵素 
 
②Aドメイン-第 1 膜貫通へリックス（M1）
を連結するリンカーループの役割 A-ドメ
インとM1 を連結するA/M1-linkerの複数の
位置のそれぞれに 1個あるいはそれ以上のグ
リシンを挿入し、このリンカーの長さを長く
した。そしてこれらの変異体について速度論
的解析とCa2+結合を測定した。その結果、2
個以上のグリシンを挿入してアミノ酸残基 2



個 分 こ の リ ン カ ー を 長 く す る と 、
Ca2+-ATPase活性が完全に阻害されること、
E1PCa2→E2PCa2 は顕著に促進されるが形
成された 2PCa2 は顕著に安定化されCa2+放
出が完全にブロックされることが明らかと
なった。実際、E2PCa2の 2 個のCa2+は輸送
部位に閉塞されたままであった。この結果か
ら次の構造機序が明らかとなった：「このリ
ンカーの長さが適切に短い野生型では、
E2PCa2 形成に伴いこのリンカーが引っ張ら
れた状態となりstrainを生じること、この
strainはAドメインを引き下げ、Aドメインと
その下に位置しているPドメインを大きく傾
かせること、これとともにM2, M4/M5 を大
きく傾かせて輸送部位にゆがみを生じさせ、
Ca2+脱閉塞と内腔への放出を生起させる。」
なお、E2PCa2 の存在はこれまで予測されて
いただけであったが、本研究により始めてこ
の中間状態が確認され、同時にA/M1-linker
のstrainにより生じるCa2+の放出の為の構造
変化の実態が理解され、Ca2+輸送機構の理解
が大きく進んだ。 
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図２：E2P モデル構造 
    P：リン酸化ドメイン 
    N：ヌクレオチド結合ドメイン 
    A：アクチューエータードメイン 
    M1-M10：膜貫通へリックス 
    M4/M5/M6/M8 は Ca2+輸送部位を形成 
 
（２）Ca2+結合型および放出型リン酸化中間
体 E1PCa2、E2PCa2、E2P の構造アナログ
の開発、構造特性、安定化 E1PCa2構造ア
ナログ、および E2PCa2構造アナログをベリ
リウムフッ素化合物の利用により開発する
ことに成功した。そしてこれらの構造特性、
即ち細胞質３ドメインの集合状態、触媒部位
の特性、および輸送部位の構造状態を Ca2+

結合や分光学的測定により明らかにした。そ
の結果、どのように逐次的に構造変化が分子
の各部位に生起するかが明らかとなり、
E1PCa2 → E2PCa2 → E2P+2Ca2+のプロセ
スの理解が大きく進んだ。さらに現在、結晶
化のために必要な安定化条件を検索中であ
る。これにより原子レベルの中間体構造情報
が得られると期待される。また、E2P 構造ア
ナログとして既に開発した複合体 E2·BeF3- 
がきわめて安定に存在する条件を見出し、そ
の結果結晶化と三次元原子配置構造が相次
いで Toyoshima らおよび Nissen らによって
説かれ ProNAS ((2006)104,19831)および
Nature ((2006) 450,1036)に発表され、Ca2+

輸送構造機構の理解が大きく進んだ。 
（３）小胞体 Ca2+ポンプの病態原因変異によ
る機能異常と細胞 Ca2+動態異常の解析 こ
れまで報告されたダリエー病の原因変異（置
換変異）のほとんど全て、即ち世界 51 家系
ダリエー病の 51 種の変異（図３参照）を Ca2+

ポンプ遺伝子に導入し、変異体について、培
養動物細胞における発現、および発現した変
異体の機能解析を行なった。その結果、下記
の結果を得た。即ち、15 の変異体蛋白はほと
んど発現せず、品質管理システムにより迅速
に分解されていた。野生型に近い発現量を示
した他の 36 変異体のうち、29 変異体ではそ
の ATPase 活性がほぼ完全に阻害されていた。
高い ATPase 活性を示した 7 変異体のうち 4
変異体では Ca2+輸送活性がほぼ完全に消失
しており、ATP 分解と Ca2+輸送が脱共役し
ていた。興味深いことに残りの 3 つの変異体
は、一見正常な Ca2+輸送活性と蛋白発現を保
持していた。これらの 3 変異体は偶然ではあ
るが、我々が日本で始めて行なったダリエー
病家系の遺伝子解析で見出された 3家系のも
のであった。詳細な速度論的解析の結果、こ
れらの 3 変異体は、Ca2+輸送における 1) Ca2+

親和性の 2-3 倍程度の僅かの低下、2) 20-30%
程度の僅かの速度低下、3) 高濃度 Ca2+によ
る阻害に対する感受性低下、のいずれかのあ
るいは複合的な異常を保持していた。1) は細
胞質 Ca2+の設定レベルが僅かに高くなるこ
とを意味し、2) は Ca2+シグナルへの対応速
度が僅かではあるが不十分であることを意
味する。3) の変異体は小胞体内腔に輸送蓄積
された Ca2+によるポンプのフィードバック
阻害に対して感受性が低く、従って内腔 Ca2+

レベルを異常に高く設定してしまうことを
意味する。このように 51 家系変異の解析の
結果、異なる内容と程度の Ca2+動態異常が病
態を引き起こすであろうことが分かった。組
織はきわめて微妙な Ca2+動態のチューニン
グを必要としている。さらに我々は上記 3)
の異常、すなわち小胞体内腔の異常な高レベ
ルの Ca2+の設定とこの変異を有するダリエ
ー病家系の特異的付随症状である重篤な精



神症状との関連を指摘できた。また、
Ca-ATPase のこの異常や脱共役型異常は
ATP を浪費して細胞のエネルギー充足率を
低下させると予想され、この細胞状態と発症
との関連も重要な課題である。今後、動物モ
デルを用いた解析により、我々が明らかにし
た分子レベルの異常と病態との関連をさら
に検討し進めていくことが重要である。 

図３：本研究で解析した世界 51 家系ダリエ
ー病の 51 種の変異（構造は E1Ca2） 
 
（４）ゴルジ装置 Ca2+/Mn2+ポンプの細胞分
化における発現変動と役割および発現制御
の解析 ヒト健常皮膚表皮切片の組織観察
の結果、Ca2+/Mn2+ポンプは皮膚組織基底層
には強く発現しているが基底層上層では激
減しているという、予備実験から予測された
驚くべき事実が確認された。そこで、培養角
化細胞における本ポンプの発現を解析した
結果、外因性分化刺激により細胞分化（角化）
を誘導しても本ポンプの発現は抑制されな
いこと、一方、本ポンプ発現を、siRNA によ
る遺伝子サイレンシングを用いて抑制した
ところ、細胞分化が開始された。従って、本
ポンプの発現ダウンレギュレーションが細
胞分化開始シグナルカスケードの鍵となる
因子として機能することが明らかとなった。
他方、Ca2+および Mn2+それぞれに対して特
異性の高いイオノフォアやキレート剤の影
響を解析したところ、Mn2+特異性イオノフォ
アにより細胞分化が引き起こされた。従って、
Ca2+/Mn2+ポンプ発現ダウンレギュレーショ
ンによるゴルジ装置内の Mn2+濃度低下が、
細胞分化の開始因子として機能することが
明らかとなった。この発見により、ゴルジ装
置内 Mn2+は、特に細胞接着や細胞内シグナ
ル伝達にきわめて重要な役割を担うインテ
グリンの構造形成と機能発現を制御してい
る、というきわめて重要な機能が示唆された。
本研究では、Ca2+/Mn2+ポンプ発現をその上
流から支配する因子、すなわち細胞分化開始

の制御因子を確定することができなかった
ので、今後の重要な課題としたい。またさら
に培養細胞や動物モデルを用いて Ca2+/Mn2+

ポンプを介する細胞分化シグナルカスケー
ドの実態の解明を進めることが必須である。 
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