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研究の概要：イオンポンプ蛋白質による能動輸送機構を原子構造に基づいて完全に理解するこ

とを目指し、筋小胞体カルシウムポンプとナトリウムポンプを主な対象に反応中間体の結晶構

造解析を行うとともに、薬剤との複合体や病原菌輸送体の構造研究を通じ薬剤開発に寄与する。 
 
研 究 分 野：生物学 
科研費の分科・細目：生物科学・生物物理学 
キ ー ワ ー ド：イオンポンプ、膜蛋白質、結晶解析、エネルギー変換 
 
 １．研究開始当初の背景 
我々は筋小胞体カルシウムポンプ  (Ca2+- 
ATPase, SERCA1a)に関し反応サイクルほ
ぼ全体をカバーする 9つの状態の結晶構造を
決定し、能動輸送のメカニズムの大略を原子
構造に基づいて明らかにした。医学的にはよ
り重要ともいえるナトリウムポンプ(Na+,K+- 
ATPase)に関しても 2 状態の構造を決定した。
その結果、イオンポンプをはるかに超えた広
い領域に多大なインパクトを与えることが
できたが「どうしてそういう構造でなければ
ならないのか」、「ATP の化学エネルギーはど
う使われているのか」という本質的問いに対
する正面からのアプローチは出来ていない。 
また、これまでの構造研究によって、ポン

プ蛋白質の阻害剤に関する知識は著しく深
まった。ポンプ蛋白質は生体の恒常性の維持
に本質的な役割を果たすため、疾病に関わる
ものは多くないにしても、病原菌を殺すため
には優れた標的である。実際、マラリア原虫
の一つの薬剤の標的はポンプ蛋白質である。 
 
２．研究の目的 
第一に、上記二つのポンプ蛋白質を主な対象
とし、イオン能動輸送機構を完全に理解する
こと、第二に、薬剤との複合体や病原菌の輸
送体の構造研究を通し、薬剤開発にも貢献す
ることである。 
 
３．研究の方法 

基本と成るものは X 線結晶解析である。変異

体の構造解析も重要となるため、大型膜蛋白

質の組替え体の大量生産が必須となる。その

ためにアデノウィルス・COS 細胞系を確立し

た。最適化の結果、150φ培養皿 10 枚（培養

液１L 相当）から 1 mg の SERCA 精製標品

を得るという驚異的効率を達成できた。 
 

４．これまでの成果 

以下には、特に重点を置いて推進した研究の

成果についてのみ述べる。 

（１）筋小胞体 Ca2+-ATPase の残された中間

状態と変異体の高分解能構造決定： SERCA1a

の反応経路のうち構造決定がなされていな

い最後の中間体とも言うべき E1(Ca2+無しだ

が Ca2+に対し高親和性。生理的条件下では

E1·Mg2+)状態に関し 3.1 Å 分解能で結晶構造

を決定した。2 個の Ca2+の結合によって引き

起こされると考えられてきた構造変化の大

部分は既に実現されていること、結合した

Mg2+は 1 個目の Ca2+の結合を阻害しない上に、

Ca2+の結合によって容易に追い出され、Mg2+

によって Ca2+の結合が促進されることを良く

説明することが分かった。一方、驚いたこと

に、sarcolipin（SLN）と考えられる膜貫通

ヘリックスが解像された

（図１）。SLN は心筋での

Ca2+ 制 御 の 中心 と なる

phospholamban（PLN）と同

族であり、また、脂肪の燃

焼に深く関わるという報

告もあって健康維持の観

点でも注目されているカ

ルシウムポンプ調節蛋白

質である。さらに、野生型
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図１．カルシウムポンプ
の E1·Mg2+状態の構造と
サルコリピン 



SERCA1a を発現させ、SLN を含まない標品の

結晶構造を決定した。その結果、SLN/PLN は

E1·Mg2+状態を安定化することが分かり多く

の文献にある混乱を解消できた(論文 3）。こ

れは、ポンプの生理的制御の最初の構造的解

明であり、PLN との結合を阻害できれば拡張

型心筋症などに大きな改善を期待できる。 

（2）Na+,K+-ATPase の反応中間体の構造決定： 

2009 年に K+と結合した状態（E2·Pi· 2K+)の
構造を決定したが、Na+,K+-ATPase は本質的

にナトリウムポンプなので、Na+結合状態の方

がはるかに重要である。実際、この ATPase

の Na+に対する親和性は K+より低いのに Na+

を厳密に選択して運搬するが、K+は Na+でも

置換可能である。本研究で E1～P·3Na+·ADP

状態の構造を 2.8Å 分解能で決定し、Nature 

Article として報告した（論文 1；図 2）。すな

わち、Na+,K+-ATPase は Na+のイオン選択性と

効率的な輸送のために、2 つの大きな特徴を

持つことが分かった。その一つは 3 個の Na+

と段階的（III→ I→II の順；図 4b）且つ協同

的に結合することである。個々の Na+結合部

位は狭く、また非常に近接して配置されてい

る。そのため K+や Ca2+は結合できない。つま

り、3 個の Na+を輸送するのは、効率のためだ

けではなく、選択性のためでもある。もう一

つはサイト III の位置である。サイト III は 2

つに分かれた M5 へリックスのヒンジ部分に

位置し、陽イオンの結合が細胞質側半分

（M5c)の傾きを決定する。3 つの細胞質側ド

メインは、この傾きが正しい時にだけ、N ド

メインに結合した ATP が P ドメインの Asp

残基を燐酸化することが可能な配置をとる。

つまり適切な大きさを持つイオン（Na+）だけ

が反応を進めることができ、Na+はアロステリ

ックなリガンドとして機能する。また、抗生

物質である oligomycin の結合様式を解明した。  

 

 

 

 

 

 

 

図 2. a. ナトリウムポンプの E1̴P‧3Na+
状態の構造。b. Na+

結合部

位を細胞質側から見たところ。紫:Na+, 黄色の破線:K+(仮想的) 

 

(3)植物液胞のＨ＋ポンプである H+-PPase の
高分解能構造決定：既に多数の阻害剤や、基
質アナログとの複合体の構造解析に成功し
ている。この結果、基質（ピロ燐酸)の加水
分解に伴って、配位している Mg2+の位置が変

化し、膜貫通ヘリックスの一本が動いてゲー
トが開閉され、膜内 Glu残基のプロトン化状
態が変わり、プロトン輸送が行われるという
まったく新しい機構を見出した。 
 
５．今後の計画 
(1)大量発現系の確立によって Ca2+-ATPase
変異体の構造決定が可能になった。既に、イ
オン通路のゲートである E309 の変異体に関
しては構造決定に成功している。他の残基に
関してもその意味を明らかにする。 
(2) カルシウムポンプの他のアイソフォー
ムに関しても構造を決定し、カルシウム制御
におけるアイソフォームの意味を明らかに
する。既に、複数のものに関し構造決定に成
功している。また、SLN/PLN との複合体の構
造決定を行う。 
(3) Na+,K+-ATPase は多くの疾病に関わる。中
でも強心配糖体や高血圧薬の標的である。既
に４つの薬剤との複合体の構造決定に成功
しているので、それを完成させる。 
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