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研究成果の概要（和文）：本研究では、小胞体に発現する膜輸送タンパク質（ER-ATPase）の生理機能の解明を
目的とした。ER-ATPase過剰発現細胞では小胞体のK+輸送活性が有意に増加した。ER-ATPaseノックダウン細胞で
は小胞体内Ca2+レベルが有意に増加した。ER-ATPaseをノックダウンすることで細胞増殖能が有意に低下し、
ER-ATPaseの発現レスキューにより増殖能は有意に回復した。またER-ATPaseノックダウン細胞において小胞体ス
トレスマーカーであるGRP78の発現が有意に増加した。以上より、ER-ATPaseは小胞体K+ポンプとして機能してお
り、小胞体Ca2+動態に重要であることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：In this study, we examined the physiological function of a membrane 
transport protein (ER-ATPase) expressed in the endoplasmic reticulum (ER). K+-transport activity in 
the ER was significantly increased in ER-ATPase-overexpressing cells. ER Ca2+ levels were 
significantly increased in the ER-ATPase knockdown cells. ER-ATPase knockdown significantly 
decreased cell proliferation, and the rescue of ER-ATPase expression significantly restored the 
decreased proliferation. The expression of GRP78, a marker of ER stress, was significantly increased
 in ER-ATPase-knockdown cells. These results suggest that ER-ATPase functions as an ER K+-pump and 
is important for ER Ca2+ dynamics.

研究分野： 細胞生理学

キーワード： 小胞体　K+ポンプ　カルシウム　小胞体ストレス

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、小胞体においてK+ポンプとして機能する膜輸送タンパク質ER-ATPase（仮称）を見出し、小胞体Ca2
+動態における生理的役割を明らかにした。本成果は、「新規K+ポンプの関与する小胞体Ca2+シグナリング制御
機構」という細胞恒常性維持機構の新規概念につながることが期待される。生命活動における小胞体Ca2+シグナ
リングの重要性から考えて、本研究の学術的意義および多くの研究分野への普遍的波及効果は高い。また
ER-ATPaseの機能低下が、様々な病態発症に関与する小胞体ストレスを引き起こすことから、今後の研究により
新たな病態発症機構が解明され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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
多機能オルガネラである小胞体は、タンパク質合成や修飾、脂質合成などの機能に加えて、細

胞内の Ca2+貯蔵庫（ストア）としても働いており、Ca2+シグナルの形成に極めて重要な役割を担
っている。小胞体から放出される Ca2+は、多様な生体機能に寄与しており、細胞内 Ca2+濃度は、
時空間的に厳密に制御されている。その破綻は、心疾患、神経変性疾患、糖尿病など重篤な病態
発症に直結する。これまで小胞体 Ca2+輸送機構の研究は国内外で盛んに行われており、小胞体か
ら Ca2+を放出する分子（リアノジン受容体（RyR）チャネルや IP3 受容体チャネル）、小胞体へ
Ca2+を取り込む Ca2+ポンプ（SERCA）、また原形質膜では細胞外へ Ca2+を汲み出す Ca2+ポンプ
（PMCA）が同定されている。さらに、Ca2+放出により生じる小胞内腔の負電荷を中和する K+チ
ャネル（TRIC チャネル）が発見され、その欠損が小胞体 Ca2+シグナリングに異常を引き起こす
ことから、Ca2+シグナリングが K+輸送により制御されていることが明らかになった。しかし、
TRIC チャネルにより小胞体に取り込まれた K+を再び細胞質へ戻し、小胞体内外の K+ホメオス
タシスを回復・維持する分子メカニズムについては全く研究が進んでおらず未解明である。 
 
 
２．研究の目的 
我々は、様々な細胞の小胞体に発現する「ER-ATPase（論文投稿中のため仮称）」が K+-ATPase（K+

ポンプ）として機能することを見出した。ポンプとして機能する ER-ATPase であれば ATP 加水
分解エネルギーを利用し、小胞体から細胞質へ濃度勾配に逆らった K+汲み出しが可能である。
本研究は、(1)ER-ATPase の小胞体における K+汲み出し機構およびその制御メカニズム、(2)小胞
体 Ca2+シグナリングにおける生理的意義、(3)ER-ATPase の機能破綻による病態発症機構の解明
を目的とし、K+ポンプの関与する小胞体 Ca2+シグナリング制御機構という新規概念の実証を目
的とした。 
 
 
３．研究の方法 
細胞培養 
ヒト胎児腎臓由来 HEK293 細胞は、10% FBS、100 U/ml penicillin-streptomycin solution を含む D-
MEM を用いて培養した。ヒト ER-ATPase 発現ベクターを PEI-MAX を用いたリポフェクション
法により導入し、細胞を 24 時間培養した。ノックダウン実験では、ヒト ER-ATPase に対する
siRNA もしくはコントロール siRNA を lipofectamine 3000 を用いたリポフェクション法により導
入し、細胞を 24、48、72 および 96 時間培養した。レスキュー実験として、siRNA をトランスフ
ェクションした 24 時間後に、プラスミドベクターを PEI-MAX を用いてトランスフェクション
し、更に 48 時間培養した。 
 
免疫細胞染色 
 HEK293 細胞を 0.1 mM CaCl2、0.1 mM MgCl2を含んだ PBS（PBS（++））で洗浄した後、氷冷
した 100% methanol を用いて室温で 5 分間細胞を固定した。PBS（++）で 5 分間 3 回洗浄した
後、permeabilization buffer（0.3% Triton X-100、0.1% BSA を含む PBS（++））を用いて室温で 15
分間インキュベーションし、細胞膜の透過性を上昇させた。GSDB（17% goat serum、450 mM NaCl、
0.3% Triton X-100 を含む 20 mM phosphate buffer（pH 7.4））を用いて室温で 1 時間ブロッキング
を行った。GSDB で希釈した一次抗体と 4℃で一晩反応させた。Permeabilization buffer で 5 分間
3 回洗浄した後、GSDB で希釈した二次抗体を室温で 1 時間遮光して反応させた。PBS（++）で
5 分間 3 回洗浄した後、PBS（++）で希釈した DAPI solution を室温で 10 分間反応させた。PBS
（++）で 5 分間 2 回および蒸留水で 5 分間洗浄した後、fluorescence mounting medium（Dako）で
カバーガラスをスライドガラスに固定した。共焦点レーザー顕微鏡（Zeiss LSM780）を用いて観
察した。 
 
SDS-PAGE およびウエスタンブロット 
 ミニプロティアン Tetra セル（Bio-Rad）を用いて 4.5％アクリルアミド濃縮用ゲル、7.5%アク
リルアミド分離用ゲルを作製し、SDS-PAGE を行った。SDS-PAGE で分離したサンプルを PVDF
膜に 100 V で 1 時間転写した。転写後、PVDF 膜を 5% skim milk を含む TBS を用いてブロッキ
ングした。5% skim milk を含む TBS-T で希釈した一次抗体と 4℃で一晩振とうした。TBS-T で 5
分間 3 回洗浄し、5% skim milk を含む TBS-T で希釈した二次抗体と室温で 1 時間振とうした。
抗体反応後、TBS-T で 5 分間洗浄した。Western Lighting ECL pro または SuperSignalTM West Femto 
Maximum Sensitivity Substrate を用いて化学発光させた後、LAS4000 により検出した。なお、一次
抗体として抗 Xpress 抗体（5,000 倍希釈）、抗 ER-ATPase 抗体（5,000 倍希釈）、抗 GRP78 抗体
（2,500 倍希釈）、抗 β-actin 抗体（5,000 倍希釈）を用い、二次抗体として AP182 または AP192
抗体（5,000 倍希釈）を用いた。 



 
細胞増殖能測定 
 24-well collagen plate 上に 3x104 個の HEK293 細胞を播種し、37℃で培養した。24 時間後に
siRNA をトランスフェクションし、siRNA 処理から 24 時間後、48 時間後、72 時間後、96 時間
後に細胞数を計測した。ER-ATPase 発現プラスミドを用いたレスキュー実験の際には、4x104 個
の HEK293 細胞を播種し、24 時間後に siRNA をトランスフェクションした。さらに 24 時間後
に発現ベクターをトランスフェクションした。siRNA のトランスフェクションから 48 時間、72
時間および 96 時間後に細胞数を計測した。 
 
86Rb+輸送活性の測定 
 24-well collagen plate で HEK293 細胞を培養した。ER-ATPase 発現ベクターをトランスフェク
ションする際に、培養メディウム（D-MEM）に 86Rb+（2.5x105 cpm/sample）を添加し、37℃で 24
時間インキュベーションした。20 mg/mL saponin を加えた培養メディウムに交換し、原形質膜の
透過処理を 5 分間行った後、wash buffer（150 mM RbCl を含んだ PIPES-NaOH（pH 7.2））で 1 回
洗浄した。細胞外溶液を efflux buffer（150 mM RbCl、30 mM NaCl、2 mM MgCl2、1 mM CaCl2、
5 mM NaN3、100 mM ouabain、2 mM ATP）に交換し、37℃で 15 分間インキュベーションした。
インキュベーション後、wash buffer で 2 回洗浄し、lysis buffer（50 mM Tris-HCl、150ｍM NaCl、
1 mMEDTA、1% Triton X-100、protease inhibitor）で細胞を可溶化した後、液体シンチレーション
カウンターで放射活性を測定した。 
 
Ca2+イメージング 
24-well collagen plate で 24 時間培養した HEK293 細胞に各種 siRNA をトランスフェクションし
た。トランスフェクション 24 時間後に培養メディウムを交換し、さらに 24 時間後に細胞をピペ
ッティングして剝がし懸濁した。懸濁液を poly-L-lysine でコートした glass based dish（IWAKI）
にまき、37℃で 5% CO2存在下において培養した。12 時間後、メディウムを除去し、5 mM Fura 
2-AM を含む D-MEM 200 ml 中において 37℃で 30 分間インキュベーションした。その後、Ca2+-
free 溶液（140 mM NaCl、5 mM KCl、1 mM MgCl2、0.5 mM EGTA、10 mM D（+）-glucose を含
む 10 mM Hepes buffer（pH 7.35））で 3 回洗浄し測定に用いた。測定には Aquacosmos（浜松ホト
ニクス）を用い、340 nm/380 nm（蛍光強度 530 nm）の ratio 値を測定した。 
 
 
４．研究成果 
ER-ATPase 過剰発現 HEK293 細胞における 86Rb+輸送活性の検討 

K+の代替イオンである 86Rb+を用いて、小胞体における
ER-ATPase の K+輸送機能について検討した。ER-ATPase 過
剰発現細胞における ATP 依存的な 86Rb+放出レベルは、mock
細胞よりも有意に増加した（図１）。一方、当研究室のこれ
までの研究で見出した ER-ATPase の K+依存性 ATPase 活性
を有意に減少させる変異体（E/Q 変異体）発現細胞では、mock
細胞に比べて有意な ATP 依存的な 86Rb+放出レベルの上昇は
見られなかった（図１）。ER-ATPase は小胞体に過剰発現す
ることから、ER-ATPase 発現細胞において上昇した ATP 依
存的な 86Rb+放出は小胞体からであると考えられる。ER-
ATPase は小胞体から細胞質に K+を排出する K+ポンプ
（ATPase）として機能することが示唆された。 
 
ER-ATPase の発現変化が小胞体内 Ca2+レベルに与える効果の検討 

ER-ATPase が欠損することによる小胞体機能への影響を
検討するため、siRNA をトランスフェクションした HEK293
細胞において、Ca2+インジケーターである Fura-2-AM を用い
た Ca2+イメージングを行った。Thapsigargin（TG）は SERCA
を阻害し Ca2+リークチャネルを活性化することで小胞体内
に貯蔵された Ca2+を放出する。従って、Ca2+-free 溶液により
細胞外からの Ca2+流入を抑制した条件において thapsigargin
を処理することで見られる細胞内遊離 Ca2+濃度（[Ca2+]i）の
一過性の上昇レベルから小胞体内 Ca2+レベルが評価できる。
コントロールおよび ER-ATPase の siRNA をトランスフェク
ションした細胞間における thapsigargin 誘導性[Ca2+]i の上昇
レベルについて比較したところ、ER-ATPase ノックダウン細
胞ではコントロール細胞に比べて thapsigargin 誘導性[Ca2+]i

の上昇レベルが有意に増加した（図２）。従って、ER-ATPase の発現レベルが低下すると小胞体
内 Ca2+レベルの増加（Ca2+オーバーロード）が引き起こされることが示唆された。 
次に ER-ATPase の過剰発現による小胞体内 Ca2+レベルの変化について検討した。ER-ATPase

 
図 1. 小胞体からの K+（86Rb+）放出活性. 
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図 2. 小胞体 Ca2+レベルに対する ER-
ATPase ノックダウンの効果.  
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および緑色蛍光タンパク質 GFP を発現する pIRES2-AcGFP ベクターを HEK293 細胞にトランス
フェクションした。GFP の蛍光により ER-ATPase 発現細胞および未発現細胞を選別し、発現細
胞における Fura-2-AM による[Ca2+]i の変化を測定した。ノックダウン実験の結果とは対照的に、
ER-ATPase（WT）過剰発現細胞では mock 細胞と比較して thapsigargin 誘導性[Ca2+]i の上昇レベ
ルが有意に低下した（Figure 10）。一方、E/Q 変異体の過剰発現細胞では、WT 発現細胞とは異な
り、thapsigargin 誘導性[Ca2+]i の上昇レベルの有意な低下は見られなかった。以上の結果より、
ER-ATPase の K+-ATPase としての機能が小胞体の Ca2+ホメオスタシスに関与している可能性が
示唆された。 
 
ER-ATPase の発現が細胞増殖に及ぼす効果の検討  

ER-ATPase の生理機能を明らかにするため、siRNA
を用いたノックダウン実験を行った。ER-ATPase の
siRNA をトランスフェクションした細胞（ノックダ
ウン細胞）では、ネガティブコントロール siRNA を
トランスフェクションした細胞（コントロール細胞）
と比較して、ER-ATPase 発現量が約 20％まで減少し
た。また、抗 ER-ATPase 抗体を用いた免疫細胞染色
においても、ノックダウン細胞ではコントロール細
胞と比較して小胞体における抗 ER-ATPase 抗体の蛍
光強度が顕著に減少した。そこで、細胞増殖に対する
ER-ATPase ノックダウンの効果を検討した。HEK293
細胞において siRNAをトランスフェクション後 72時
間および 96 時間において、ノックダウン細胞ではコ
ントロール細胞と比較して細胞数が有意に減少した
（図３）。 
次に、ER-ATPase ノックダウンによる細胞増殖能の低下が、発現ベクターをトランスフェクシ

ョンすることによる ER-ATPase の発現レスキューにより回復されるか検討した。siRNA をトラ
ンスフェクションし 24 時間後に、空ベクターまたは ER-ATPase 発現ベクターを再度トランスフ
ェクションした。空ベクターのトランスフェクションでは、ER-ATPase のノックダウンによる細
胞増殖抑制に変化は見られなかったが、ER-ATPase 発現ベクターをトランスフェクションするこ
とで細胞増殖抑制が有意に回復した（図３）。一方、興味深いことに、K+輸送活性が消失した E/Q
変異体を発現させてもノックダウンによる細胞増殖抑制の有意な回復は見られなかった（図３）。 
 
小胞体ストレス誘導に対する ER-ATPase のノックダウンの効果 
小胞体の Ca2+貯蔵レベルの異常に伴う Ca2+シグナル
の異常は小胞体（ER）ストレスを惹起することが報
告されている（Groenendyk et al., 2021）。そこで、ER-
ATPase のノックダウンにより小胞体ストレスが誘導
されるかについて検討した。小胞体ストレス時に発
現が亢進するタンパク質である GRP78 に着目し、抗
GRP78 抗体を用いたウエスタンブロットを行った。
ER-ATPase のノックダウンにより有意な細胞数の低
下が見られたトランスフェクション72時間および96
時間後において、GRP78 の発現レベルが有意に増加
した（図４）。また、トランスフェクション 96 時間後
の免疫細胞染色においても、ER-ATPase のノックダウ
ンにより GRP78 抗体の蛍光強度が顕著に増加した。
従って、ER-ATPase の発現低下は小胞体ストレスを誘
導することが示唆された。 
 
ER-ATPase と機能連関する各種膜輸送タンパク質の機能解析 
ER-ATPase を過剰発現させることで、リソソームに発現する ATP13A2 の酵素活性が減少するこ
とを見出した。詳細にその機能を検討したところ、ATP13A2 がリソソームにおいて H+,K+-ATPase
として機能することが明らかとなった。また癌細胞において細胞内小胞に異常発現する Na+,K+-
ATPase との機能連関を検討する過程において Na+,K+-ATPase の新規病態生理機能を見出した。
さらに、プロテオーム解析により種々のイオンチャネルとの関連性が示唆され、機能的関連性、
イオンチャネルの新規機能についての検討を行った。 
 

 
図 3. ER-ATPase の発現が細胞増殖に与え

る効果の検討. 
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図 4. ER-ATPase ノックダウンによる

GRP78 の発現上昇. 
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