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研究成果の概要（和文）： 

生体中では膜を隔ててイオンの濃度は大きく異なっており、神経興奮や筋収縮などの生命活

動の基礎となっている。そのような濃度差を維持するのはイオンポンプ蛋白質と呼ばれる生体

膜に埋まった蛋白質（膜蛋白質）である。本研究では、その中でも特に重要なカルシウムポン

プとナトリウムポンプの機能を原子構造から完全に理解し、薬剤の開発へと発展させることを

目指し、反応サイクル中間体の結晶構造解析、高等動物膜蛋白質の大量生産系の開発、結晶中

の生体膜の可視化技術の開発等を行った。 
 
研究成果の概要（英文）： 
In living organisms, concentrations of ions differ substantially across the membranes and 
form the basis for biological activity such as nerve excitation and muscle contraction. Such 
differences in ion concentrations are maintained by ion pump proteins, which reside in 
biological membrane. In this research project, we focused on the calcium and the sodium 
pumps, and carried out the crystal structure analyses of the reaction intermediates, 
development of a high yield expression system of mammalian membrane proteins, and that 
of methods for visualizing biological membranes in the crystals, aiming at the complete 
understanding of the mechanism and development of drugs for the ion pumps. 
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１．研究開始当初の背景 

本研究は申請者らが取り組んで来た、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
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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。 
 筋小胞体Ca2+--ATPaseは P型（或いはE1/E2
型）イオン輸送 ATPase（イオンポンプ）を代
表する分子量 11 万の膜蛋白質である。同属
にはどの動物細胞にもある Na+,K+-ATPase や
胃の pH を維持する H+,K+-ATPase があり、い
ずれも生体の恒常性の維持に極めて重要な
役割を持つ。筋小胞体カルシウムポンプは
ATP 一分子の加水分解あたり 2 個の Ca2+を輸
送し、一万倍以上の濃度勾配を形成する。10
本の膜貫通へリックスと３つの細胞質ドメ
イン（A,N,P）から成る。Ca2+は生体反応の調
節に最も広範に使われるイオンであり、その
濃度勾配の異常は細胞死を引き起こす。従っ
て、関連した疾病はチャネルほど多くはない
ものの、心臓病や癌治療（特に前立腺癌）、
感染症の治療などの観点からも Ca2+--ATPase
は注目されてきた。 
 結晶化の困難さから、膜輸送体の構造生物
学にはごく限られたグループのみが取り組
んで来た。一方、膜輸送体の結晶構造のイン
パクトは絶大であり、たとえば K+チャネル構
造決定によって MacKinnon に 2003 年度のノ
ーベル化学賞が与えられた。イオンポンプの
場合、種類がそれほど多くないこと等もあり、
その重要さの割にはもともと人口が少ない。
さらに機能がチャネルよりも複雑なこと、分
子量が大きいことから構造研究は決定的に
遅れていた。申請者らは独自の結晶化技術に
よって 2000 年に最初の結晶構造を発表し、
2004 年までに反応サイクルのほぼ全体をカ
バーする 6つの生理的に異なった状態に対す
る結晶構造を決定でき、４つの Nature 
Article として発表した。この結果、能動輸
送のメカニズムの大略は原子構造に基づい
て理解できるレベルに達したと言える。 

一連の仕事は Nature の News & Views に繰
り返し紹介された他、非常に広い範囲の研究
者の注目を集め、国際標準の生化学や細胞生
物学の教科書（ストライヤー、ヴォート、レ
ーニンジャー等）に紹介されている他、統計
力学の教科書や Physical Rev. Lett. のよう
な物理系の最も良い雑誌に発表された論文
にも引用されている。これら一連の業績によ
って豊島は名誉ある米国科学アカデミー外
国人会員に 2005 年に選出された。 

国際的状況としては，2000 年の筋小胞体
Ca2+-ATPase の最初の結晶構造（2 個の Ca2+を
結合した状態）から 2003 年迄は完全に独走
していたが 2004 年以降はデンマーク・フラ
ンスグループが参画し非常に厳しい競争に
なっている。彼らも本研究の課題である、
Ca2+-ATPaseの E2･BeFx状態や E309A変異体の
構造解析、また Na+,K+-ATPase の構造解析に
取り組んでいる。イスラエルグループも
Na+,K+-ATPase の結晶解析を目指し、発現系を

開発していた。重金属ポンプに関しては、発
現・精製が比較的易しいこともあって、3 つ
以上のグループが取り組み、個々の細胞質ド
メインの構造自体は、米国グループによって
決定されたが、重金属ポンプ蛋白質全体の結
晶化の報告は無かった。 
 
２．研究の目的 
 申請者らは既に筋小胞体 Ca2+--ATPase を対
象に、その反応過程のほぼ全体をカバーする
6 つの状態の結晶構造を決定し、非常に大き
な構造変化を伴う、能動輸送のメカニズムの
大略を原子モデルに基づいて明らかにした。
また原子構造に基づく変異体の研究を米国
Inesi 博士と行い、個々の残基の役割を明ら
かにしてきた。さらに、分子動力学計算をも
取り入れ「どうしてそういう構造でなければ
ならないのか」という問いにもアプローチし
てきた。従って、筋小胞体 Ca2+-ATPase を用
いた比較的容易な構造研究はかなりやり尽
くした感があるが、本研究では、残された困
難な課題にアプローチすること，また、他の
ポンプや変異体にも取り組み、構造理解のた
めの手がかりを得ることを目標とした。 
本研究の開始時点で，比較的手近にある具

体的な課題として、(a）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、
(b）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、
(c) Ca2+-ATPase（変異体）と薬物複合体の構
造決定，特に抗マラリア薬として有名な
artemisinin 或いはその派生物との複合体の
構造決定、(d) 生物学・医学的にはより重要
ともいえる Na+,K+-ATPase（ナトリウムポン
プ）の構造決定、(e) 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、(f) バクテリアのＰⅡ型 ATPase
の構造決定、(g) 植物液胞の H＋ポンプである
PPase の構造決定、を提案した。本研究後半
では、このような構造研究をさらに発展させ、
病原菌の膜輸送体（ポンプ、トランスポータ
ー）の構造決定を提案した。また，結核菌は、
宿主に打ち勝って生育に必須な多種の 2価金
属イオンを取り入れる為に必要なトランス
ポーターMntH をも持つので、イオンポンプの
みならず、トランスポーターまで構造研究の
対象を拡げることを目指した。 
 
３．研究の方法 
（１）結晶構造解析： 
本研究の柱は結晶構造解析である。結晶化

に当たっては、燐脂質を外部から加え、蛋白
質：界面活性剤：燐脂質の比を制御する独自



の方法を追及してきた。これまで、一つの成
分を独立に制御可能な透析法を用いてきた
が、微量分注器 Mosquito の導入に従い、多
数の条件を微量で検索できる蒸気拡散法を
も検討することとした。同時に、透析法の微
量化技術の開発を行った。 

また、これまで脂質二重膜が積み重なった
形の結晶（I 型結晶）では試されたことが無
いが、今後重要になることが予想される
seeding（種結晶）技術の開発も試み、非常
に有効な場合があることを見出した。同様に、
脱水和法の検討を行い、I 型結晶でも有効で
あることを確認した。実際、Na+,K+-ATPase
に関しては 7 Å から 2.4 Å まで分解能を向上
できた。 

また、中間体の構造決定の為には、安定な
基質類似物が非常に重要である。本研究では、
燐酸の基底状態の類似物である BeFx を
Ca2+-ATPase に関し、産物状態の類似物である
MgF4

2-を Na+,K+-ATPase に関し用いた。 
Ca2+-ATPase に関する実験は、豊島、小川、

津田と技術補佐員（岩澤）が行った。
Na+,K+-ATPase に関しては、デンマークグルー
プから提供された鮫由来の試料を用い、豊島
と篠田（大学院生，後に技術補佐員）が結晶
化 を 行 っ た 。 独 自 に 豚 腎 臓 由 来 の
Na+,K+-ATPase の精製・結晶化も行ったが、鮫
由来の試料ほどの成功は得られなかった。篠
田の異動に伴い，技術補佐員（平田）が引き
継いだ。植物液胞膜 H+-PPase に関しては、豊
島の指導の下で三村（連携研究者）が行った。
データ収集はすべて SPring-8、BL41XU ビー
ムラインで行った。X 線の照射損傷を低減す
るデータ収集方法などの多くの提案をビー
ムラインに対し行った結果、データの質、収
集効率ともに著しく改善することができた。 

（２）高等動物膜蛋白質大量発現系の構築： 
変異体の構造解析や、対象とする輸送体を

拡げるためには、高等動物膜蛋白質の大量発
現系の構築が必須である。一方、イオンポン
プは分子量 10 万を越えるものも多く、これ
までのシステムでは高純度で大量生産を行
うことは非常に困難であった。そこで、COS
細胞・アデノウィルスを用いた一過性の発現
に関しては、Inesi 博士の協力・指導を得る
ことができ、またタグの工夫、Tev 蛋白質分
解酵素によるタグの切断条件の最適化など
の改良を行い、極めて現実的な大量生産シス
テムの構築に成功した。また、GFP の蛍光と
FACS とを組み合わせ、動物由来細胞で目的蛋
白質を高発現する細胞株を簡便に樹立する
技術をも確立した。 

（３）計算機シミュレーション： 
 本研究のもう一つの柱は計算機によるシ
ミュレーションである。変異体の振舞いを通
して、特定のアミノ酸残基の役割を理解する

ために本質的に重要な貢献を為しえる。
Ca2+-ATPase のシミュレーションには 28 万原
子を超える非常に大きい系が必要だが、クラ
スター1 台を増強し、20 nsec/day のシミュ
レーションが可能になった。 
 
４．研究成果 
（１）筋小胞体 Ca2+-ATPase の反応中間体の
構造解析： 

まず，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，安定
なアナログである E2·BeFx 複合体の構造を， 
協力阻害剤 thapsigargin(TG)存在下では 2.4 
Å, 非存在下では 3.8 Å 分解能で決定した。
TG の結合によってゲートは閉じてしまうが
燐酸化部位付近の構造は変わらない。従って，
この状態ではゲートは開閉両方の状態を取
り得，燐酸化部位付近の詳細な構造情報は TG
有りの構造から、ゲートの開閉機構は TG 無
しの構造から理解できると考えられた。図１
に示すように，M1/M2 へリックスで形成され
る V字型構造の高さを Aドメインの回転が制
御することがゲートの開閉の本質であるこ
と，A ドメインの 115°の回転途中（E2P  
E2·Pi）で M2 へリックスの細胞質側の一部分
がほどけスイッチの役割を果たすことが明
らかになった。E2P 基底状態と E2～P 遷移状
態で，ゲートの開閉を制御しているものは A
ドメインの 181TGES ループであり，基底状態で
は Gly182 が燐酸と接触して燐酸化アスパラ
ギン酸周辺から完全に水を排除するのに対
し，遷移状態では燐酸を攻撃する水一分子が
入るだけの隙間ができ，Glu183 がこの水を活
性化する結果，反応が進みゲートが閉じた状
態が安定化されるのである。すなわち，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なども明らかにな
り，研究は飛躍的に前進した(業績⑧）。 

 

 次に Ca2+非存在下で Ca2+に対する高親和性
を示す E1 状態の構造を決定した。生理的条
件化では E1·Mg2+状態と記すべき、Mg2+で安定
化された構造であることを Inesi博士と突き

図１ 



とめ (業績⑦），結晶化を行った。3.7 Å 分解
能ではあるが，得られた構造は驚くべきもの
であった。すなわち、A ドメインは E1·2Ca2+

の位置まで回転しており，イオン通路のゲー
トとなる Glu309 は外を向いていた。Mg2+がサ
イト Iに結合して大規模な構造変化を起こす
ことで，Ca2+結合による反応を加速している
のである。そのために，サイト Iは側鎖のみ
から成り，サイト II は Ca2+特異的構造なので
あろう。これは，Ca2+ポンプによる能動輸送
の構造的理解を完成させる極めて重要な結
果であるが、分解能を向上させて発表したい。 
また，この過程で，これまでは不可能と考

えられていた，阻害剤無しの 2 つの E2 状態
（E2, E2+Pi）の結晶化にも成功し，高分解
能のデータを得た。この結果、TG の有無によ
る構造変化は側鎖レベルでもほとんど無い
ことが分かった(未発表)。さらに、ATP 結合
サイトのレポーターとして広範に使用され
る TNPAxP との複合体の構造決定を行った。
TNPAxP は AxP よりも Ca2+-ATPase に強く結合
するが、それは、本来ならアデニン環が結合
する場所を TNP 基が占め、TNPAxP のアデニン
環は ATP 結合に関与する二つの Arg 残基の長
い側鎖に挟まれる形で結合するためである
ことが判明し、ATP 結合部位を標的とする薬
剤のデザインに関する指針が得られた。また、
TNPAMPの TNP基の向きはAドメインとの相互
作用で決まっており、TNPAMP の蛍光はドメイ
ンの位置関係をよく反映していることが分
かった(業績③）。 
 
（２）薬物複合体と変異体の構造解析： 
COS1 細胞にアデノウィルスによる遺伝子

導入を行うことにより極めて高いレベルの
発現を得ることができる。第一の標的として、
有名な抗マラリア薬である artemisininとの
複合体の結晶化と結晶構造に基づく薬剤の
改良を目指した。まず、これまでの研究対象
であるウサギ骨格筋 Ca2+-ATPase でも E255L
変異体は artemisininと高い親和性を持つと
の報告に基づいて，Inesi 博士グループが
E255L 変 異 体 の 大 量 生 産 を 行 っ た 。
hydroxyapatite と色素カラムと組み合わせ
ることにより、タグ無しでも単一バンドにま
で精製出来たので，蒸気拡散法による結晶化
を試みたが成功しなかった。一方で、
artemisinin が E255L 変異体に強く結合する
という報告自体が誤りであることが我々の
測定から判明し、この計画自体は中断された。 

一方では、ケンタッキー州立大学の Paula
博士提供の BHQ 派生物と Ca2+-ATPase の複合
体の結晶化・構造決定も行った（未発表）。 
 さらに，Inesi 博士の協力も得て，我々の
研究室でもアデノウィルス・COS 細胞系によ
る大量発現系を確立した。コントロールとし
て SERCA1a の発現を行い、タグを工夫した結

果、極めて高い生産・精
製効率が得られた(図２。
CBB 染色)。さらに，ヒ
ト Na+,K+-ATPase と，
artemisinin の本来の
標的とされるマラリア
原虫 PfATP6 の発現にも
成功し、大量生産・精製
を行った。以上の結果、
構造解析の対象を格段
に拡大できることにな
り、本特別推進研究は新たな段階に突入した。 
 一方、分子銅力学系三によって、サイト I
でCa2+を配位するGlu771のGln変異体の解析
を行った。この結果、その直下にある Ile775
側鎖の重要な役割が理解され、Ca2+結合その
ものが Ile775側鎖の回転を防いでいること、
これが内腔側の疎水性障壁の鍵であること
も判明した。この結果、これまで手付かずで
あった、内腔側ゲートの開閉機構に重要な知
見が得られた（業績③）。 

（３）Na+,K+-ATPase の結晶構造解析： 
デンマーク
Cornelius 博士と
の共同研究により
2.4 Å分解能でほぼ
全構造の決定に成
功しNatureに発表
した（業績⑥）。こ
れは E2·2K+·Pi 状
態の類似体の構造
であり、2007 年に
デンマークグルー
プにより報告され
たものと同一の状
態であるが、分解
能を著しく向上で
きたため，彼らの
モデルの多くの誤りを訂正できたほか，βサ
ブユニットと FXYD 蛋白質のモデリングにも
初めて成功し、FXYD モチーフの構造的意味も
明らかになった。また、ほとんど同じ残基が
関与するにもかかわらず、Ca2+-ATPase では
H+しか対向輸送できないのに対し，Na+,K+- 
ATPase では一価の陽イオンなら何でもよい
のは、M5 へリックス中の Pro 残基とβサブユ
ニットの寄与が本質的であること、コレステ
ロールが関与することも明らかになった。 
また、強心配糖体として有名な ouabain の

結合部位を明らかにすることにも成功した
(図３)。これまでの多くの予想に反して、
ouabain 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
どくことも判明した。（業績④）。この状態で
は，結合した K+のために ouabain の結合は低
親和性であるが，高親和性状態の構造も十分
予測可能であり，医学的にも重要な貢献がで

図２ 

図３ 



きた。以上をまとめて業績①として発表した。 

さらに，この過程で，膜内に結合した K+は
外部の Tl+と置換可能であり，しかも，サイ
ト II の方が速く置換される（「fサイト」で
ある）ことを見出した。また、細胞外側ゲー
トの機構に関し、細胞質側とは本質的に異な
るという重要な知見が得られた（未発表）。 

（４）重金属ポンプの構造解析： 
代表的銅イオンポンプである CopA に関し

古細菌由来のものの細胞質ドメインを大腸
菌で発現させ、AMPPCP,ADP などとの複合体の
構造を 1.85 Å 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 1.95 Å
分解能で決定した。この結果、His 残基の ATP
結合における役割が明らかになり、Gln に変
異させた場合には Gln の側鎖が His のイミダ
ゾール環を模倣する結果、ATP の結合が維持
されること，N ドメインに見られる Gly は P
ループとは異なり、β燐酸の結合には関与し
ないこともわかった。さらに，燐酸化時に ATP
から Mg2+をはずす機構のモデルをも提唱でき
た。これは P 型 ATPase 共通と考えられ，結
果を EMBO J に発表した（業績⑤）。 
一方、中度高熱菌である Thermotoga 

maritima 由来の CopA の全長蛋白質を用い、
蛋白分解酵素を用いた系統的研究を行った。
この結果、これまでその必要性に関し多くの
議論があった N末端金属結合ドメインはおそ
らく Aドメインの一部として機能し、銅イオ
ンによる調節を受ける、ATPase 活性に必須
の部分であることを証明した。結晶化のため
にはどの複合体がよいかをも，燐酸アナログ
を用いて明らかにした（業績⑨）。さらに
Inesi 博士グループと協力し、燐酸化に与え
る影響を調べたところ、重金属ポンプの反応
サイクルは同じ P 型 ATPase であっても
Ca2+-ATPase や Na+,K+-ATPase とは大きく異な
ることが明らかになった。これは重要な発見
であるが，とりあえず JBC に発表した。 

（５）植物液胞膜 H+-PPase の結晶構造解析： 

植物やマラリア原虫などの原生動物には、
ATP ではなくピロ燐酸をエネルギー源とする
能動輸送システムがある。ここで対象とした
のは、モヤシ豆液胞膜由来のプロトンポンプ
であり、液胞内腔の pH を下げ、二次輸送体
にエネルギーを供給する役割を持つ。ヒトに
は存在しないので、薬剤標的となりえる蛋白
質である。約 10 年を要したが、脂質や界面
活性剤などを検討し、精製方法を大幅に改良
した結果，再現性良く結晶を得ることができ
るようになった。それでも回折データが結晶
ごとに異なるという致命的問題があったが、
この問題も解決でき，通常の重原子置換法に
よる構造決定を行った。脱水和法の検討の結
果、構造を 2.0 Å という高い分解能で決定で

きた(図４）。また、多数の阻害剤との複合体
の構造決定にも成功し、基質（ピロ燐酸）類
似物である PNP,PCPとの複合体の構造決定に
も成功した。一方では、計算機を用いたプロ
トン化残基の予想と分子動力学計算を行い、
モデルを検
証した。 

この結果、
H+の輸送に
関しては、
膜貫通へリ
ックスの一
本がスライ
ドして細胞
質側のゲー
トを開閉するというまったく新しいメカニ
ズムを見出した。なお、構造決定の対象を拡
げている間に、台湾グループから PNP 結合状
態の結晶構造が発表されたが、パッキングの
影響を受けた（誤っているとも言える）構造
である。 

（６）結晶中の脂質二重膜の可視化： 
X 線溶媒コン

トラスト変調法
による乱れた構
造の可視化技術
をほぼ完成させ、
Ca2+-ATPase の４
つの状態に関し
脂質二重膜の構
造を得た(図５
は E1∙2Ca2+状態)。
この結果，膜貫
通へリックスの
上下運動と共に
脂質二重膜も運
動し，それによって脂質二重膜の厚さは 5 Å
以上変化すること，このとき Lys や Arg など
のアミノ酸残基が重要な役割を果たすこと，
両親媒性へリックスの疎水性領域の側には
燐脂質頭部は来ないこと等が判明した。一方、
運動が大きすぎる場合には、蛋白質側の相手
が変わったり、分子全体の傾きが変わる場合
もあることが示された。即ち、脂質二重膜は
決して平坦な静的なものでは無いことが示
された。また，熱運動が大きいために原子分
解能は当然無いが，燐脂質頭部に対応する明
瞭な電子密度があり（図５），原子モデルを
置くこともでき，分子動力学計算を行うこと
によって，得られたモデルの正しさを確認で
きた。さらに，溶媒置換率を求めることで,
結合した Ca2+のごく近傍まで E1·2Ca2+状態で
は溶媒が接近できるが，E2状態では出来ない
ことも直接的に示された。以上の結果は未発
表であるが，本質的に新しい重要な結果であ
り、中間評価でも高く評価された。 
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