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研究成果の概要（和文）：Na+ポンプ(Na+,K+-ATPase)はATP 1分子当たり3個のNa+を細胞外へ、2個のK+を細胞内
へ濃度勾配に逆らって輸送するイオンポンプである。本研究はそのK+輸送機構、すなわちNa+ポンプは2個のK+を
どのように選択的に結合するとともに脱燐酸化を引き起こし、細胞外ゲートを閉じるのか、また細胞内ゲートを
開き、細胞内へ排出するのか、を原子レベルで解明することを目的としている。そこで、その過程における中間
状態の結晶構造解析およびクライオ電顕解析を行ったところ、ほぼ全ての中間状態の立体構造を決定することが
できた。その結果、K+輸送の仕組みを詳細に理解することができた。

研究成果の概要（英文）：Na+-pump (Na+,K+-ATPase) transports three Na+ ions from cytoplasm to 
external, and two K+ ions from external to cytoplasm across cell membrane with one ATP molecule 
hydrolyzed against ion concentration gradients. The aim of this study is to elucidate the K+
-selective transporting mechanism at atomic level, how Na+-pump proceeds dephosphorylation and 
extracellular gate closing with K+-selective binding, and how it opens the cytoplasmic gate and 
releases K+ ions. Here, we determined most of three-dimensional structures of the intermediate 
states related in this process by X-ray crystallography and cryo-EM single particle analysis. These 
results enabled us to understand the K+-transporting mechanism in detail.

研究分野：構造生物学

キーワード： イオンポンプ　膜蛋白質　X線結晶構造解析　クライオ電顕

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究はあらゆる動物細胞の物質輸送や神経の活動電位、浸透圧調節など様々な生命活動を支えているNa+ポン
プ(Na+,K+-ATPase)の働きを原子レベルで明らかにすることを目的としている。今回の研究では、Na+ポンプはど
のようにしてK+を細胞外から細胞内へ輸送しているのかを詳細に理解することができた。K+を輸送する過程は薬
剤標的とされている一方、天然毒物の標的にもなっている。本研究は更なる薬剤の改良や天然毒物に対する新規
薬剤開発を可能にするものである。

※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 

Na+,K+-ATPase は全ての動物細胞の細胞膜に局在し、ATP 1 分子あたり 3 個の Na+を細胞外へ、

2 個の K+を細胞内へ濃度勾配に逆らって輸送するイオンポンプである。こうして形成されるイ

オン濃度勾配は神経の電気信号、浸透圧、物質輸送などに用いられ、生命活動の基盤を成す。 

Na+,K+-ATPase のイオン輸送機構は Na+に高親和性な状態(E1 状態)と低親和性な状態(E2 状態、

相対的に K+に対して高親和性)の 2 つの状態変化、細胞質側および細胞外側のゲートの開閉より

説明される(図 1)。燐酸化過程で細胞内 Na+を細胞外へ輸送し、脱燐酸化過程で細胞外 K+を細胞

内に輸送する。このようにイオンに対する親和性変化とゲートの開閉が ATP加水分解反応の進

行と精緻に連動しているが、その実体と

は一体、どのようなものだろうか。私はそ

の能動輸送機構の解明、特に Na+選択性の

構造的理解を目指して、いくつか中間体

の結晶構造を明らかにしてきた。その結

果、Na+,K+-ATPaseはどのように3個のNa+

を結合し、ATP を結合して燐酸化と同時

に細胞質側ゲートを閉じるのか (E1 → 

E1·3Na+ → E1~P·ADP·3Na+ )、その詳細な

仕組みを理解できるようになった。 

 

２．研究の目的 

一方、それ以外の反応サイクルの大部分の構造的理解は進んでいない。特に Na+輸送と対をな

すK+輸送については 10年以上前の E2·Pi·2K+の結晶構造解析からK+結合構造が明らかになって

いるだけで、どのように K+輸送しているのか、全く分かっていない。脱燐酸化に伴う細胞外か

ら内への物質輸送は同じ P型 ATPase で、Na+,K+-ATPase よりも構造研究が圧倒的に進んでいる

Ca2+-ATPase でも実はあまりよく分かっていない。なぜなら、対向輸送するイオンが H+であるた

め、構造解析による H+の可視化が非常に困難だからである。そこで、本研究では K+結合前の

E2P状態から K+放出に至る E2·ATP·2K+に至る K+輸送の構造的理解を目指すことにした。 

特に E2P 状態は奇妙な生化学的特性があることが知られている。通常、E2P 状態の再現には
燐酸や燐酸アナログを用いて本来のサイクルとは逆の反応で行う (図 2)。実際、私は燐酸アナロ
グ BeF3

-を用いて E2P状態の結晶構造解析に成功し、細胞外ゲートが開いた様子を明らかにした。
ところが、共同研究者デンマーク Aarhus 大学 Cornelius 教授らなどの生化学的解析によると、ど
うやら生理的に起こる正反応(ATP を用いた反応)から得た E2P(ここでは E2PATPと表記)と逆反応
から得た E2P(E2PPiと表記)では生化学的特性が異なることを発見した。具体的には K+添加によ
る脱燐酸化反応の促進は E2PATPでは顕著にみられるが、E2PPiではほとんど見られない。Mg2+親
和性は E2PATPでは低い(数 mM 以上)のに対し、E2PPiでは高い(< 1 mM)。さらには、蛋白質分解
酵素を用いた限定分解の切断パターンは両者で明らかに異なる。このような違いは構造的に一
体、どのように説明されるであろうか。1 つの可能性として E2PATPでは燐酸基転移反応で生じた
ADP がそのまま留まっている、あるいは ATPが置き換わって結合し、E2PPiとは異なる構造にな
っていることが挙げられる。実際、生理的には ATP/ADP は数 mM 存在し、Ca+2+-ATPase では E2

状態においても ATP と結合できることが結晶学的にも示されている。したがって、本研究では
E2PPiと E2PATPの生化学的特性の違いの構造的理解を目指す。 

 

３．研究の方法 

(1) E2P 状態の構造解析 

既に BeF3
-を用いて得た E2Pi状態の結晶構造解析に成功している。しかし、生理的な意義では

正反応から得た E2PATP 状態の構造解析がより重要である。両者の間で生化学的特性が異なるな

らば、なおさらである。したがって、ここでは Na+と ATP を添加して得た E2PATP状態の結晶化

を行った。正反応で得た E2PATP 状態は僅かながら Na+を対向輸送して状態変化が進んでしまう

可能性があり、結晶化が困難である可能性が考えられたため、heterogeneity に強い、クライオ電

子顕微鏡を用いた単粒子解析も行った。 

(2) K+結合過程の構造解析 

E2P 状態で K+が 1 個あるいは 2 個結合した直後の構造を明らかにするために、既に BeF3
-を用

いて得た E2Pi状態の結晶を用いて、様々な濃度の K+あるいは Rb+を含む結晶化溶液に結晶を一

晩ソークした。その結晶の回折測定を行い、結晶構造を試みた。また、K+が 2 個結合した状態に

ついてはクライオ電顕による構造決定も行った。 

さらに 2 個の K+が結合して、脱燐酸化した状態(E2·2K+)については既に 10 年以上前から結晶

 
図 1 Na+,K+-ATPase の反応サイクル。本研究は主に下半

分の K+輸送にかかる E2P から E1∙ATP までの構造的理解

に注目している。 



化には成功していたものの、良好な回折像が得られず、構造決定できなかった。そこで、本課題

では K+のみを添加してクライオ電顕単粒子解析により E2·2K+の構造決定を行った。 

(3) K+解離過程の構造解析 

ATP 存在下で K+有無の 2 状態(E2·ATP·2K+、E1·ATP)の結晶化を試みたが、良好な結晶が得ら

れなかったため、ここではクライオ電顕を用いて構造決定した。 

いずれの実験も結晶の回折測定は高輝度放射光施設 SPring-8 のビームライン BL41XU にて、

クライオ電顕(Titan Krios G4)は東京大学定量生命科学研究所の胡桃坂仁志研究室にて行った。 

 
４．研究成果 

(1) K+結合前(E2P)の構造 

既に逆反応(Pi)から得た E2P 状態の結晶は得られており、分解能

3.3 Å で構造決定できたが、正反応(ATP, Na+)から得た E2P 状態の良

好な結晶は得られなかった。そこで、正反応および逆反応から得た

E2P 状態のクライオ電顕単粒子解析を行ったところ、それぞれ 3.4 

Å と 3.8 Å の分解能で構造決定できた。それらの蛋白質構造は思い

のほかよく似ていたが、E2PATPでは N ドメインの ATP 結合部位に

ATP が結合し、その γ 燐酸基は A ドメインと塩橋を形成し、ATP は

A ドメインと N ドメインを架橋する格好であった(図 2)。逆反応か

ら得た E2P では ATP は含まれていないし、Nドメインが直接、A ド

メインと相互作用するような残基も無いため、ATP による A-N ド

メイン間のクロスリンクは E2PATPにユニークなものである。ATPは

脱燐酸化を遅くすることが知られているが、本結果は ATP が A-N

ドメイン間をクロスリンクし、E2P 状態を安定化することで、脱燐

酸化を起こりにくくしていると考えられた。 

また、E2PATPでは驚くことに膜貫通領域内のイオン結合サイトに

1 個の Na+が結合していた(図 3)。確かにイオン結合サイトは複数の

Asp, Glu 残基から成る負の静電ポテンシャル領域であり、何かしら

の陽イオンが結合することで静電的中和を保つことは容易に想像

できる。予想外の発見はその結合した Na+がサイト III への Na+結合を自ら阻害しているような

格好であることだった。サイト IIIへのNa+結合は背骨のような役割であるM5ヘリックスをM10

に傾くようにし、全体構造を E1 型へ移行させて逆反応が起きてしまう。したがって、E2P 状態

にはサイト III への Na+アクセスを阻害し、E2P から E1P·3Na+状態に戻る逆反応を防ぐ仕組みが

あるはずである。本構造から分かったことはサイト III アクセスのためのゲートの実体は水素結

合で結ばれた Asp808 側鎖-Ser775 側鎖であり、その水素結合ネットワークを安定化しているの

が Na+であった。ちなみに E2PPi では Na+の代わりに Mg2+が結合している。このことは何故、

E2PATPは E2PPi に比べて K+による脱燐酸化促進が顕著であり、Mg2+に対する親和性が低いかを

説明する。すなわち、E2PATPは最初か

ら Na+がイオン結合サイトに結合し

ているために、何も結合していない

Mg2+を結合する前の E2PPi に比べて

Mg2+親和性が低い。一方、Mg2+の結

合は Na+の結合よりも強く、E2PPi で

結合した Mg2+は E2PATP で結合した

Na+に比べて K+置換が遅いのだろ

う。 

(2) K+結合過程の構造 

燐酸アナログ BeFx を用いて得ていた E2P 状態の結晶に K+の congener である Rb+を様々な濃

度で添加して回折測定を行ったところ、1 個の Rb を結合した結晶構造を得ることができた。た

だし、ヘリックスが解像できる程度の分解能で、詳細な議論ができるほどの精度の高いデータは

得られていない。そこで、BeFxで再現した E2P 状態に K+を添加してクライオ電顕単粒子解析を

行ったところ、分解能 3.1 Å で 2 個の K+を結合した E2P 状態の構造を得ることができた。驚く

ことに得られた構造は脱燐酸化後の状態(E2·Pi·2K+)に近いものであった。既に K+結合前の E2P

と E2·Pi·2K+の構造は明らかになっており、その両者の間には細胞外側ゲートを閉じるために大

きな構造変化が生じていることが分かっていた。その構造変化の大部分は脱燐酸化によっても

たらされる、すなわち、燐酸化状態にある高エネルギーはその大きな構造変化を引き起こすこと

に利用されると考えていたが、今回の結果は全くそれを覆すものであった。膜貫通領域の構造変

化の大部分は K+結合そのものによって引き起こされていたのである。ならば、脱燐酸化に伴っ

て放出されるエネルギーは何に使われているのか。おそらくは”閉じた”細胞質ドメインを開くた

 
図 2  E2PATP で確認された

触媒残基Asp369の燐酸化(A)

と ATP結合(B)。 

 
図 3  正反応から得た E2PATPのイオン結合サイトに結合した

Na+(左、中)。逆反応から得た E2PPiでは同サイトにMg2+が結合

している。 



めかもしれない。 

 また、10 年以上前から結晶は得ら

れていたにもかかわらず、高分解能

データを得られなかった E2·2K+状

態について、クライオ電顕解析を行

ったところ、分解能 3.1 Å で構造決

定できた。先に触れた通り、細胞外

側ゲートの closingはK+結合が直接、

M4 ヘリックスを傾けることで起き

ている(図 4)。その後の脱燐酸化では

ゲートにロックがかかるような仕

組みがあることが分かった。脱燐酸

化で燐酸基が外れると、P ドメイン

は脱燐酸化型構造に変化する。その

構造変化は主に M3 ヘリックスを伝

わって、細胞外側ゲートを構成する

M1-2、M4 ヘリックスを動かす。そ

の結果として、M4 ヘリックスにあ

る Phe316 側鎖は内部空洞を埋める

ように配向変化し、細胞外側ゲート

を固く閉じていることが分かった

(図 4)。 

(3) K+解離過程の構造   

ATP を結合した E2.2K+ 状態

(E2·2K+·ATP)のクライオ電顕構造も

低分解能だが、得ることができた。

その結果、ATP 結合によって N ドメ

インは A ドメインに向かって傾い

て A ドメインを M1, M2 方向に押し

出すと同時に E1型に回転する(図 5) 

。M1, M2 ヘリックスは A ドメイ

ンに直結しており、A ドメインの動

きに伴って M1, M2 は lateral 方向に

移動する。その移動によって、どう

やら固く閉じられていたイオン結

合サイトの細胞質側ゲートは開く

ようだ。条件検討の結果、最近、高

分解能データを得ることができ、現

在、構造決定中である。 

また、K+が解離した後の E1·ATP

のクライオ電顕構造も決定できた。その構造は E1·Mg2+と類似しており、全体構造としては E1

型でありながらも M6 ループ領域は E2 型の構造である。ただし、E2 型では Asp808-Ser775 の水

素結合によってサイト IIIへのNa+アクセスは遮断されているが、E1·ATPではE1·Mg2+と同じく、

その水素結合が解消されており、Na+はサイト III にアクセスできるようになっている。 

 

全ての期間を通じて、本研究は燐酸化状態 E2P から K+を結合して脱燐酸化し、ATP を結合して

K+を解離する K+輸送に関わるほぼ全ての中間状態を原子レベルで明らかにすることができた。 

 
図 4 細胞外側ゲートが閉じる様子。E2Pから E2·Pi·2K+でゲー

トは閉じるが、E2·2K+では、E2·Pi·2K+の時にある、緑の*で示す

空洞が Phe316 の配向の変化によって完全に埋められる。 

 
図 5 E2·2K+と E2·2K+·ATPの構造比較。ATPの結合により N

ドメインは Aドメイン方向に倒れ、それによって押された Aド

メインは Pドメインから離れると同時に E1型方向に回転する。 
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