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Sarco(endo)plasmic reticulum Ca2＋-ATPase is a representative member of P-type cation transporting ATPases
and catalyzes Ca2＋ transport coupled with ATP hydrolysis. The ATPase possesses three cytoplasmic domains (N, P,
and A) and ten transmembrane helices (M1M10). Ca2＋ binding at the transport sites in the transmembrane domain ac-
tivates the ATPase and then the catalytic aspartate is auto-phosphorylated to form the phosphorylated intermediate
(EP). Structural and functional studies have shown that, during the isomerization of EP in the Ca2＋ transport cycle,
large motions of the three cytoplasmic domains take place, which then rearranges the transmembrane helices thereby
destroying the Ca2＋ binding sites, opening the lumenal gate, and thus releasing the Ca2＋ into lumen. Stable structural
analogues for the Ca2＋-occluded and -released states of phosphorylated intermediates and for the transition and product
states of the phosphorylation and dephosphorylation reactions were developed for biochemical and atomic-level struc-
tural studies to reveal the coupled changes in the catalytic and transport sites. Mutation studies identiˆed the residues
and structural regions essential for the structural changes and Ca2＋ transport function. Genetic dysfunction of Ca2＋-
ATPase causes various isoform-speciˆc diseases. In this manuscript, recent understanding of the Ca-ATPase will be rev-
iewed.
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1. はじめに

膜タンパクであるCa2＋ ポンプ，Na＋, K＋ ポンプ，

H＋, K＋ ポンプ，Cu ポンプ，Ca2＋, Mn2＋ ポンプは

共通の ATP 分解反応機構でそれぞれの特異的カチ

オンを能動輸送する．その過程で自己リン酸化中間

体（auto-Phosphorylated intermediate）を形成する

ので P-type ATPase と呼ばれている．このカチオ

ン輸送 ATPase ファミリーの代表的メンバーである

Ca2＋ ポンプすなわち Ca-ATPase は形質膜と小胞体

膜に存在し，ATP の加水分解に共役して，Ca2＋ を

数千倍の濃度勾配に逆らい細胞外あるいは小胞内腔

にくみ上げる．18)それぞれ 4 つ（形質膜）及び 3

つ（小胞体）の異なる（しかし保存性の高い）遺伝

子によりコードされ，さらに組織及び発達段階依存

的に複数のアイソフォームを形成する．6)他の Ca2＋

排出系（例えば Na＋, Ca2＋ 交換輸送系）に比べて，

Ca-ATPase は輸送する Ca2＋ に対する親和性が顕著

に高く，したがって細胞休止時の低い細胞質 Ca2＋

濃度を厳密に設定する．小胞体 Ca-ATPase はまた，

Ca2＋ シグナル形成のための Ca2＋ ストアとしての

小胞体機能や小胞体内腔で起こる様々な Ca2＋ 依存

性プロセスを可能にする．1962 年，江橋とリップ

マンにより筋弛緩因子として機能する筋小胞体

Ca2＋ ポンプが発見されて以来，普遍的な細胞内プ

ロセス制御因子としての“カルシウム説”が発展し

た．9)最近，豊島らにより解かれた原子レベルの筋

小胞体 Ca-ATPase 立体構造1015)とこれまでに蓄積

してきた酵素学的情報とに基づき，ポンプ作動機構

の理解が急速に深まり，これにより Ca-ATPase の
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Fig. 1. Atomic Structures of Sarcoplasmic Reticulum Ca-ATPase, Ca2E1 and E2(TG) (the Enzyme without Bound Ca2＋ and Stabi-
lized with Thapsigargin) (PDB Accession code 1SU4 and 1IWO)10,11)

Arrows indicate motions of cytoplasmic N, P, and A domains from Ca2E1 to E2(TG). The auto-phosphorylation site (Asp351) and primary cleavage sites with
proteinase K (PrtK), V8 protease (V8), and trypsin (T2) were indicated.
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みならず P-type ATPase ファミリーが担う細胞イ

オンホメオスタシス制御の分子機序の理解が進んで

いる．1016)他方，細胞の生存と機能に必須である

Ca-ATPase の遺伝子異常は，発がん，糖尿病，高

血圧，皮膚異常角化（細胞分化異常），筋弛緩障害，

神経細胞異常など様々の重篤な病態と密接に関連す

ることも明らかになり，発症機序解のための分子基

盤確立が進んでいる．

Ca-ATPase は，ATP の g-リン酸を特異的 Asp 残

基（Asp351）に転移して自己リン酸化反応中間体

を形成する．ポンプは 10 回膜貫通タンパクで，大

きな細胞質領域は 3 つのドメイン（N, P, A）を形

成する（Fig. 1）．ATP アデノシン部分の結合ポケ

ットは N ドメインに，自己リン酸化部位（Asp351）

は P ドメインに存在し，輸送される Ca2＋ の結合部

位は膜貫通へリックス M4, M5, M6, M8 上の残基か

ら形成される．他の P-type ATPase メンバーも，

ATP 分解とそれに共役したカチオン輸送を可能に

する必須の残基と共通のドメイン構造を保持し，共

通の機構でそれぞれの特異的カチオンを輸送する．

カチオンの選択性はカチオン配位子の構成と配置に

おける極わずかな違いに起因する．24) 50 Å も離れ

た触媒（ATP 分解）部位とカチオン結合部位の間

でのエネルギー共役は構造変化を介した相互応答に

よると考えられているが，その実態を明らかにする

ことが膜を介した P-type ATPase によるカチオン

輸送機構を理解するための本質的テーマである．

われわれは筋小胞体 Ca-ATPase について，細胞

質 3 ドメインが Ca2＋ 輸送過程で 4 種の顕著に異な

る集合状態を変化すること，そして自己リン酸化中

間体の異性化における A ドメインの 90°以上にも及

ぶ回転と P ドメインへの強い結合が内腔への Ca2＋

放出に必要な輸送部位の構造変化を引き起こすこ

と，さらにこれらの変化に必須な構造因子を残基レ

ベルで明らかにした．また自己リン酸化中間体の種

々の安定な構造アナログを開発して結晶構造解析に

供するだけでなく，これらアナログの構造特性解析

と反応中間体への帰属により，触媒部位と Ca2＋ 輸

送部位の共役した動きがいかに内腔への Ca2＋ 放出

と内腔 Ca2＋ の輸送部位へのアクセス（細胞質への

漏れ出し）を制御するかを明らかとした．他方，

Ca-ATPase 遺伝子異常による病態についてダリ

エー病をモデルとして解析を行い，各家系の変異に

依存した異なる内容のポンプ分子異常が発症原因と

なっていることを明らかにした．本稿ではこれらわ

れわれの成果とともに Ca-ATPase についての最新
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Fig. 2. Reaction Cycle of Ca2＋-ATPase
The ATPase is converted from its inactive form (E2) to active form

(Ca2E1) upon binding of cytoplasmic Ca2＋ at the high a‹nity transport
sites. The activated enzyme forms auto-phosphorylated intermediate (E1P),
which then goes the isomeric transition (to E2P) and releases the bound
Ca2＋ into lumen.
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の知見を紹介したい．

2. 反応機構

小胞体 Ca-ATPase（SERCA; sarco（endo）plas-

mic reticulum Ca2＋-ATPase）の Ca2＋ 輸送サイクル

（Fig. 2）ではまず輸送される 2 個の細胞質 Ca2＋ が

協同的に高親和性部位（輸送部位，Kd＝～0.5 mM）

へ結合することによって ATPase が活性化され（ス

テップ 12），ついで MgATP（Kd＝～5 mM）から

リン酸基が Asp351 に転移し自己リン酸化中間体

（EP）が形成する（ステップ 34）．この EP は

ADP と反応して ATP を再生できる ADP 感受型

（E1P; ADP-sensitive EP）で，輸送部位の Ca2＋ は

この EP 形成に伴い膜の両側からアクセスできない

閉塞された状態となる（Ca2E1P）．次に E1P は

ADP 非感受型の E2P (ADP-insensitive EP）に異

性化し，輸送部位は内腔側を向き親和性が数千分の

1 に低下し Ca2＋ が内腔に放出される（ステップ 5

6）．E2P の構造になると，特異的水分子によるア

シルリン酸結合の攻撃が可能となり，E2P が加水

分解する（ステップ 78）．このサイクルは 1 秒あ

たり最大～30 回転し，EP 異性化/Ca2＋ 放出（ステ

ップ 56）が律速である．なお，Ca2＋ 放出に伴い

内腔側から H＋ が Ca2＋ 配位子に結合し，次のサイ

クルで細胞質側に放出されるので厳密に言えば Ca-

ATPase は Ca2＋, H＋ ポンプである．形質膜 Ca2＋

ポンプ（PMCA; plasma membrane Ca2＋-ATPase）

では，高親和性 Ca2＋ 結合部位が 1 つであるため輸

送される Ca2＋ は ATP1 分子あたり 1 個であり，ま

た活性はカルモジュリンにより制御されている．17)

3. 細胞質 3 ドメイン集合状態変化と Ca2＋ 輸送

豊島らにより解明された非リン酸化酵素の原子レ

ベルの結晶構造 Ca2E1 と E2（TG）（特異的阻害剤

タプシガーギンで固定された非 Ca2＋ 結合酵素）を

見ると，細胞質の 3 つのドメインの集合状態が大き

く異なる（Fig. 1）．10,11,18)われわれは輸送サイクル

でドメイン集合状態がどのように変化するか，プロ

テナーゼ K（PrtK），V8 プロテアーゼ（V8），トリ

プシン（T1, T2）に対する各中間体の抵抗性を解

析して明らかにした．1921)これらの切断部位ではド

メインが互いに離れている場合は迅速に切断される

し，集合すれば立体障害によりプロテアーゼ攻撃は

不可能になるはずである（Fig. 1）．その結果，細

胞質 3 ドメインは顕著に異なる 4 種の集合状態を変

化することが示された（Fig. 3）．Ca2E1 では 3 ド

メインは離れているが，ATP が結合すると NP ド

メインが閉じて（ATP で架橋され）リン酸基転移

が起こる（ステップ 34）．次の EP 異性化/Ca2＋

放出（ステップ 56）で A ドメインは大きく回転

して P/N ドメインに集合し，最もコンパクトな集

合状態である E2P が形成される．E2P 分解（ステ

ップ 78）に伴い 3 ドメインは E2 の集合状態（A

ドメインはまだ集合しているが，E2P よりは弱い

結合状態）になる．これらの成果により，EP 異性

化/Ca2＋ 放出ステップにおける A ドメインを中心

とした細胞質 3 ドメインの大きな動きと 3 ドメイン

間の結合エネルギーが，輸送部位の構造を変化させ

Ca2＋ を内腔に放出させる，というエネルギー変換

の仕組みが強く示唆された．そしてその実態を明ら

かにすることが Ca2＋ 輸送機構解明の本質的アプ

ローチであることが指摘された（項目 5., 6. 参照）．

またわれわれは，このように明らかにされた各中間

体それぞれの構造特性を指標として，迅速に遷移・

分解してしまう各中間体について安定な構造アナロ

グを開発し，構造解析に資した（項目 4. 参照）．

4. Ca2＋ 結合型及び非結合型リン酸化中間体構

造アナログの開発

われわれは Ca2E1･ATP 酵素基質複合体，及びリ

ン酸基転移反応遷移状態 Ca2E1P･ADP‡，Ca2E1P‡

のアナログが Ca2＋ 存在下それぞれ AMPPCP，

AlFx（＋or－ADP）の結合で形成されることを示

した（Table 1）．19,20) AlFx（AlF3 あるいは AlF－
4 ）

ではその配位化学的性質として，アルミニウムとフ
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Fig. 3. Four Distinct Arrangements of Cytoplasmic 3 Domains (N, P, and A) in Catalytic Cycle of Ca2＋-ATPase20)

Table 1. Formation of Stable Analogs of Ca2＋-bound Phosphorylated Intermediates20,22)

State of EP formation
(conˆguration of phosphate)

Complex formed Nature of Catalytic site Ca2＋ at transport sites

Ca2E1・ATP
(enzyme-substrate complex)

Ca2E1・AMPPCP non-occluded

Ca2E1P・ADP‡

(transition state: penta-coordinated
trigonal bipyramidal)

Ca2E1・AlF－
4・ADP occluded

Ca2E1P‡

(transition state; penta-coordinated

trigonal bipyramidal)
Ca2E1・AlFx hydrophilic occluded

Ca2E1P
(product; covalently bound tetrahedral)

E1Ca2・BeF－
3

Hydrophobic,

ADP-sensitive
occluded

Ca2E2P
(isomerized from Ca2E1P and trapped by

elongation of A-domain/M1′-linker)
(covalently bound tetrahedral)

E2PCa2, E2Ca2・BeF－
3

probably hydrophobic,

ADP-insensitive
occluded

182 Vol. 130 (2010)

ッ素が平面状に配置され，その両 apical 側から酸

素（例えばリン酸化部位 Asp351 側鎖と ADPb リ

ン酸基あるいは H2O）が配位して bipyramidal 構造

を形成する．したがって AlFx は，``in-line-associa-

tive'' な機序によるリン酸基転移と加水分解反応の

遷移状態の bipyramidal 構造に相似となる．われわ

れはさらに，Ca2E1 と BeF－
3 の安定な複合体 Ca2E1

･BeF－
3 を形成することに成功し，この複合体はリ

ン酸化中間体 Ca2E1P（すなわち反応生成物）の性

質を持つことを示した．22) BeF－
3 の配位化学的性質

として，ベリリウムは 3 つのフッ素のほかにもう 1

つの配位子，例えばアスパラギン酸側鎖の酸素を直

接配位し tetrahedral 構造を形成する．したがって，

BeF－
3 は共有結合したリン酸（すなわち Asp351 ア

シルリン酸）の相似構造となるのである．さらにわ

れわれは，これら遷移状態や生成物のアナログ複合

体の性質を解析し，遷移状態 Ca2E1P‡から Ca2E1P

が生成するのに伴い，A ドメインが膜面と平行に

少し回転し触媒部位の性質が親水性から疎水性に大

きく変化することを明らかにした（Table 1）．触媒
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Table 2. Stable Analogs for E2P Hydrolysis-reaction States and Their Structural Properties1921)

State of E2P hydrolysis
(conˆguration of phosphate)

Complex with

Metal-‰uoride

Nature of catalytic

site

Nature of Ca2＋-release pathway
(accessibility of lumenal Ca2＋ to

transport sites)

E2P ground state
(covalently bound tetrahedral)

E2・BeF－
3

hydrophobic
(closed)

open
(accessible)

transition state
(penta-coordinated trigonal bipyramidal)

E2・AlF－
4

hydrophilic
(open)

closed
(inaccessible)

product state (E2・Pi complex)

(non-covalently bound tetrahedral)
E2・MgF2－

4
hydrophilic
(open)

closed
(inaccessible)

183No. 2

部位は H2O 分子を排除してアシルリン酸の無駄な

加水分解を防ぐ構造を獲得するのであろう．さらに

この触媒部位の変化に伴い Ca2＋ 輸送部位の構造が

（Ca2＋ を閉塞したまま）逐次的に変化していき，

Ca2＋ を放出する大きな変化を引き起こすための構

造を準備することが分かった．このように，迅速に

分解してしまうがゆえにこれまで明らかにされてい

なかった Ca2E1P の構造特性を明らかにして，リン

酸化中間体形成反応（Ca2E1･ATP→ Ca2E1P･

ADP‡→ Ca2E1P‡→ Ca2E1P）における触媒部

位の構造変化とそれに伴う輸送部位における Ca2＋

閉塞の理解を大きく進めた．

このリン酸化反応には補因子として生理的には

Mg2＋ が必須である．触媒部位の Mg2＋ を Ca2＋ に

代えると，Ca2E1P は異常に安定化し，E2P への異

性化が著明に遅くなる．Ca2E1･BeF－
3 の触媒部位へ

の Ca2＋ 結合の影響を解析した結果，Mg2＋ と Ca2＋

の配位距離と配位数におけるわずかな違いにより，

細胞質 3 ドメインの集合状態が大きく異なること，

Mg2＋ で形成した Ca2E1P では迅速に E2P に異性化

する構造（すなわち A ドメインが若干回転した構

造）を獲得しているが，Ca2＋ ではその構造には至

っておらず，遷移状態 Ca2E1P･ADP‡に近い構造で

あることが分かった．22)すなわち Mg2＋ の補因子と

しての生理的機能が構造的に理解され，なぜ Mg2＋

が迅速な Ca2＋ 輸送を可能にするかが明らかとなっ

たのである．

Ca2＋ 非結合型（放出型）のリン酸化中間体，

E2P のアナログとして，BeF－
3 , AlFx, MgF2－

4 の各

リン酸アナログを，Ca2＋ 非結合型酵素 E2 に結合

させた複合体を形成し，E2P 加水分解反応状態

（E2P＋H2O→ E2P‡→ E2･Pi→ E2＋Pi）へ

の構造帰属を生化学的に行った（Table 2）．21) E2･

BeF－
3 は Ca2＋ 放出直後の E2P 基底状態，E2･AlFx

は加水分解の遷移状態（E2P‡），E2･MgF2－
4 は生成

物複合体（E2･Pi ）の構造アナログであった．

MgF2－
4 は tetrahedral 構造をとるが，このマグネシ

ウムはベリリウムとは異なり Asp351 側鎖酸素には

直接配位できないので非共有結合型リン酸 Pi の相

似構造となる．このように 3 種のリン酸アナログの

配位化学的性質と構造も上記帰属を支持した．さら

にこれら安定な複合体の特性を解析して，E2P 加

水分解反応における触媒部位と Ca2＋ 輸送部位・放

出路における構造変化を明らかにした．E2･BeF－
3

の触媒部位は強く疎水性であり，E2･AlFx と E2･

MgF2－
4 ではこの特性が失われ E2 と同様に親水性と

なっていた．すなわち E2P 基底状態では，非特異

的な多数の H2O 分子を排除し，特異的な H2O 分子

がアシルリン酸を攻撃し得る触媒部位の構造を保持

している．Ca2＋ を放出することなしに，Ca2E2P

で加水分解が起きてしまうことを防ぐための構造的

機序であろう．また E2･BeF－
3 では小胞体内腔の

Ca2＋ が輸送部位に容易にアクセスできるが，E2･

AlFx と E2･MgF2－
4 ではアクセスは強く制限されて

いた．内腔への Ca2＋ 放出直後，ポンプは放出路/

内腔ゲートを閉じて，内腔 Ca2＋ の細胞質への漏れ

出しを防ぐ構造を獲得する必要がある．E2P 基底

状態から遷移状態へ触媒部位が構造変化する際，そ

れに共役してゲートが閉じ輸送を完結させることが

明らかになったのである．3 種のアナログ複合体は

4°C で 1 ヵ月保存しても全く崩壊しないし，膜から

可溶化・精製し，三次元結晶化条件で 1 ヵ月保存し

ても全く崩壊・変性しない．23)
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Fig. 4. The Structural Changes of Ca-ATPase during the Reaction Cycle13)
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5. 結晶構造解明リン酸化中間体の原子構造モ

デルから明かされた Ca2＋ 輸送の仕組み

豊島らにより各中間体の安定構造アナログの結晶

化と原子構造解明が次々になされ，輸送機能の理解

が大きく進展した．1016) P-type ATPase 研究のみな

らず，膜タンパク結晶化と構造解明，生体エネル

ギー転換，細胞イオンホメオスタシスとその異常に

よる病態発症の分子基盤といった観点からもエポッ

クメーキングな画期的成果である．これまでに非リ

ン酸化酵素の Ca2＋ 結合型及び非結合型モデル Ca2

E1 及び E2（TG）に加え，さらに Ca2E1･AMPPCP

（Ca2E1･ATP 複合体），Ca2E1･AlF－
4 ･ADP（Ca2

E1P･ADP‡遷移状態），E2･AlF－
4（E2P‡遷移状態），

E2･MgF2－
4 （E2･Pi 複合体），そして E2･BeF－

3 （E2P

基底状態）の原子構造が解き明かされた．1015,2426)

そして豊島らは膨大かつ詳細な原子レベル情報に基

づき，Ca2＋ 輸送とエネルギー共役機構について次

のような見事な解釈を行っている（Fig. 4）．13) Ca2

E1 で開いている N と P ドメインは Ca2E1･ATP で

は ATP により架橋されて閉じた状態となる．これ

により ATP の末端リン酸が Asp351 に到達しリン

酸基転移が起こる（実際，Ca2E1･AMPPCP と Ca2

E1･AlF－
4 ･ADP は実際ほぼ完全に一致した構造であ

る）．Ca2E1→ Ca2E1･ATP 及び Ca2E1･AlF－
4 ･

ADP の変化では，A ドメインが膜面垂直方向に約

30 度回転し，これに伴い A ドメインに連結してい

る M1 が引き上げられ膜面に局在化する両親媒性の

M1′が形成する．そしてこれらの構造変化の結果と

して Ca2＋ が輸送部位に閉塞される仕組みが解明さ

れた．12)すなわち M4 上の Ca2＋ 配位子 Glu309 が細

胞質側ゲートとして Ca2＋ をキャップして逃さない

ようにし，さらに，M1 上の Leu65 の側鎖が van

der Waals 接触により Glu309 側鎖のこのコンフォ

メーションをロックして閉塞状態を保つのである．
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Fig. 5. Structural Change during Processing of Phospho-
rylated Intermediate

Ca2E1･AlF－
4 ･ADP (transition state analog for phosphorylation Ca2

E1P･ADP‡) and E2･BeF－
3 (ground state E2P analog21)) were obtained from

Protein Data Bank (PDB accession code 1T5T24) and 2ZBE,15) respectively).
The arrows on the domains, M1′, and M2 (Tyr122) in Ca2E1･AlF－

4 ･ADP
indicate their approximate motions predicted for Ca2E1P･ADP‡→ E2P･
Mg. The phosphorylation site Asp351, TGES184 of the A domain, Arg198
(tryptic T2 site) on the Val200 loop (DPR198AV200NQD) of the A
domain, Thr242 (proteinase K site) on the A-domain-M3 linker are shown.
Seven hydrophobic residues gather in the E2P state to form Tyr122-
hydrophobic cluster (Y122-HC); Tyr122/Leu119 on the top part of M2,
Ile179/Leu180/Ile232 of the A domain, and Val705/Val726 of the P
domain. The overall structure of E1Ca2･AlF－

4 ･ADP is virtually the same as
that of E1Ca2･CaAMPPCP24,12)
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輸送する Ca2＋ を輸送部位内に閉じ込め，逃さない

ようにする仕組みが分かったのである．

EP の異性化と Ca2＋ 放出過程のモデルである

Ca2E1･AlF－
4 ･ADP→ E2･AlF－

4 及び E2･MgF2－
4

の変化では A ドメインが膜面と平衡に約 110 度も

回転する．P ドメインは A ドメイン側に大きく倒

れ込んで A ドメインに結合する．この細胞質領域

の大きな動きにより，M2 は大きく傾き M1 を介し

て M4 内腔側を押してその位置をずらす．P ドメイ

ンに連結した M4/M5 は P ドメインとともに傾

く．このように膜内へリックスの配向性が大きく変

化して，Ca2＋ 親和性を低下させ内腔への放出路を

開き Ca2＋ を内腔に放出させるのである．そして最

後に E2P が加水分解する（E2･BeF－
3 → E2･AlF－

4

→ E2･MgF2－
4 → E2(TG））．Ca-ATPase の活性

化（E2→ Ca2E1）では，Ca2＋ が細胞質から結合

することにより，膜貫通へリックス（特に M4 と

M5）の構造が変化しその結果，P ドメインから A

ドメインが離れ，ATP 結合とリン酸化が可能とな

る．これらの詳細については，原著12)並びに豊島研

究室のホームページ情報をぜひ参照されたい．構造

変化の様子が連続したムービーとして紹介されてい

る．また豊島らの原子レベルの情報は，Ca2＋ 配位，

ATP 結合及びリン酸基転移，アシルリン酸加水分

解と攻撃水分子の配位，さらにリン酸基転移と加水

分解の補因子 Mg2＋ の結合について，残基及び原子

レベルの情報を与えたことは言うまでもない．部位

特異的変異から予想された多く27,28)とも一致し，見

事に生化学的情報が可視化された．さらに豊島ら

は，心筋及び骨格筋小胞体 Ca-ATPase を制御する

ホスホランバン及びサルコリピンの Ca-ATPase へ

の結合構造解明，また Ca-ATPase・脂質二重膜・

溶媒の全体の系についての分子動力学計算による

Ca2＋ ポンプ機能の研究も発展させている．2931)今

後，EP の異性化と内腔への Ca2＋ 放出の過程 Ca2

E1P→ Ca2E2P→ E2P＋2Ca2＋ という Ca2＋ 輸

送の鍵となるプロセスの理解をさらに深めるため，

Ca2E1P そして transient な状態 Ca2E2P の原子構造

を解明することが必須の課題として残されている

（Fig. 5）．われわれは Ca2E1P の真のモデル Ca2E1･

BeF－
3 を開発し，22)他方，部位特異的変異を用いて

Ca2E2P を安定にトラップすることに成功して，32)

このプロセスの構造学的アプローチを可能にしたば

かりでなく生化学的解析から理解をさらに深めてい

る（次項 6. 参照）．
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6. リン酸化中間体異性化と Ca2＋ 放出のエネル

ギー共役―内腔への Ca2＋ 放出を可能にする A ド

メインの動きとドメイン間相互作用に必須な構造因

子の同定

EP 異性化と Ca2＋ 放出を引き起こす動きがどの

ように生み出されエネルギー変換が成立するかを理

解するため，部位特異的変異導入と速度論的機能解

析を行い，A ドメインの回転や P ドメインの倒れ

込みを生起させる因子，AP ドメイン間結合に関

与する構造因子を同定しそれぞれの機能の具体を明

らかにした．3241)その結果，これまで 1 つのステッ

プとみなされていた EP 異性化/Ca2＋ 放出（Ca2

E1P→ E2P＋2Ca2＋）は，実は 2 つの逐次的ステ

ップ（Ca2E1P→ Ca2E2P→ E2P＋2Ca2＋）か

ら構成され，それぞれには異なる構造因子が機能す

ることが分かり，Ca2＋ 放出のエネルギー変換の仕

組みについて新たな観点からの理解を切り開いた．

まず EP の異性化（Ca2E1P→ Ca2E2P；ADP 感

受性（ATP 再生能）の消失）では，A ドメインが

90 度以上も大きく回転し P ドメインの上に乗り上

がった配置でドッキングし，A ドメイン TGES184

ループがリン酸化部位に上部から水素結合して

ADP のアシルリン酸へのアクセスをブロックする

（ADP 感受性の消失）．A ドメインの水平方向の回

転の原動力は，Ca2E1→ Ca2E1P で A ドメイン

が膜面垂直方向に回転することにより引っ張りあげ

られた A ドメイン-M3 連結ループの“緊張”であ

ろう．12)

驚いたことに，A ドメイン-M1′連結ループ（A

ドメイン/M1′-リンカー）を 1 残基分短くすると，

EP 異性化（Ca2E1P→ Ca2E2P）は完全に阻害さ

れ，37)逆に，このリンカー中にアミノ酸を 2 個以上

挿入しこのリンカーを長くすると，EP 異性化

（Ca2E1P→ Ca2E2P）は著明に促進された．32)リ

ンカーを短くした場合は A ドメインが P ドメイン

上部に位置できなくなるからであり，長くするとこ

の AP ドメインの配置がたやすくなるからであろ

う．すなわち Ca2E1P→ Ca2E2P を生起させるた

めに A ドメイン/M1′-リンカーは十分に長い必要が

ある．一方，リンカーを長くした変異体で形成した

Ca2E2P は，Ca2＋ を輸送部位内に閉塞した極めて

安定な状態であり，Ca2＋ 脱閉塞と放出がほぼ完全

にブロックされていた．このように，これまで存在

が予測されていた Ca2E2P が初めて捕捉され，同時

に，Ca2E2P からの Ca2＋ の脱閉塞と放出のための

構造変化を生起させるためには，（Ca2E1P→ Ca2

E2P の場合とは逆に）A ドメイン/M1′-リンカーは

適切に短い必要があることが分かった．

プロテアーゼに対する抵抗性から明らかにされた

Ca2E2P の構造は，Ca2E1P と Ca2＋ 放出型 E2P の

中間状態であった．すなわち，Ca2E2P では A ドメ

インは既に大きく回転し P ドメインにドッキング

しているが，Ca2＋ 放出型 E2P において AP ドメ

イン間で形成される 3 ヵ所の相互作用（TGES184

領域水素結合，Val200 領域静電的結合，及び

Tyr122 領域疎水結合）のうちの 1 ヵ所，すなわち

Tyr122 を中心とした疎水クラスターの形成がいま

だ不完全であった．このクラスターは Fig. 5 に示

したように，大きく回転した A ドメインと倒れ込

んだ P ドメイン，そして傾いた M2 上の計 7 つの

疎水性残基が Tyr122（M2 上）に集合して形成さ

れる．結果は，Ca2E2P では P ドメイン及び M2 の

動きが不十分であり，Ca2＋ 放出に必要な完全な集

合状態には至っていないを示していた．実際，この

Tyr122 疎水クラスターの形成は Ca2＋ 親和性低下

と放出路開放に必須であった．3840)

結果を総合すると次のような逐次的構造変化の仕

組みが見えてきた．まず EP 異性化（Ca2E1P→

Ca2E2P）では，A ドメインが大きく回転して P ド

メインの上に乗り上がった配置でドッキングする．

これにより Ca2E2P では A ドメイン/M1′-リンカー

がピンと張られた“緊張”状態となる．次に Ca2＋

脱閉塞と放出（Ca2E2P→ E2P＋2Ca2＋）では，

この A ドメイン/M1′-リンカーが原動力となって A

ドメインを膜面に向かって引っ張り P ドメインや

M2 及び M4/M5 を傾かせる．これらの動きにより

Ca2＋ 輸送部位が破壊され，放出路が開き Ca2＋ が

内腔へ放出され，32)また A, P ドメインと M2 は

Tyr122 疎水性クラスターを形成し，Ca2＋ 放出型の

E2P の構造が安定化される．A ドメイン/M1′- リン

カーの長さはこのように逐次的構造変化を生起させ

るために絶妙にデザインされている．

われわれの部位特異的変異はさらに，AP ドメ

イン境界面の 2 ヵ所（Tyr122 疎水クラスターと

Val200 ループ領域における静電的結合）で生じる

強い相互作用がともに E2P 加水分解に必須である
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ことを明らかにしている．36,3840)すなわちこれら 2

ヵ所における AP ドメインの結合によって生み出

される構造変化（エネルギー）が膜貫へリックスの

配置と構造を変化させて Ca2＋ を内腔に放出させる

ばかりでなく，同時に E2P のアシルリン酸結合を

加水分解するための触媒部位の構造を整えるのであ

る．アシルリン酸への攻撃は TGES184 ループの

Glu183 が配位した H2O 分子による．AP ドメイン

の相互作用が形成されることにより TGES184 ルー

プや補因子 Mg2＋ が触媒部位内に適切に配置される

と予想される．この構造変化の仕組みにより，

Ca2＋ 放出後に E2P 分解が起こるようになり，Ca2＋

放出なしに Ca2E2P が加水分解されてしまうことが

防がれ，Ca2＋ 輸送のエネルギー共役が成立してい

る．

7. 遺伝子異常と病態

Ca-ATPase の異常はアイソフォーム特異的に

癌，高血圧，インスリン非依存型糖尿病，常染色体

劣性遺伝性骨格筋弛緩障害（ブロディー病），平衡

感覚・運動障害（有毛細胞異常），常染色体優性遺

伝角化異常症（細胞分化異常によるダリエー病）な

ど，様々な病態原因となる．6)原因遺伝子解析は

SERCA2b アイソフォーム異常によるダリエー病家

系について顕著に進み，現在までにヨーロッパ・ア

ジアの約 100 家系以上で解析され，家系毎に異なる

（1 ヵ所ずつの）変異が Ca2＋ ポンプ分子の全域に渡

り存在することが明らかとなった．解析された家系

の約半数近くはナンセンス変異であり，ほかはアミ

ノ酸の 1 残基置換あるいは削除変異であった．

そこでわれわれは，ダリエー病を発症させる残基

置換及び削除変異のほとんどすべての 51 家系につ

いて，それぞれの変異が Ca-ATPase タンパクの発

現と機能に与える影響を解析した．4244)細胞の

Ca2＋ 動態異常と機能異常のよいモデルとなり得る

からである．結果は次のようなものであった．15

の変異体タンパク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る可能性が示唆さ

れた．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＋ 輸送活性とタンパク発現を保

持していた．これらの 3 変異体は偶然ではあるが，

われわれが日本で初めて行ったダリエー病家系の遺

伝子解析で見い出された 3 家系のものであった．42)

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

わずかの低下，2）～2030％程度のわずかの速度低

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．43) 1）は細胞質 Ca2＋ の設定レベルがわずかに

高くなることを意味し，2）は Ca2＋ シグナルへの

対応速度がわず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す

る感受性が低く，したがって内腔 Ca2＋ レベルを異

常に高く設定してしまうことを意味する．51 家系

変異の解析の結果，このように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．44)組織は極めて微妙な Ca2＋ 動態のチ

ューニングを必要としている．さらにわれわれは上

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

を指摘した．43)

8. おわりに

P ドメインの立体構造（触媒部位）は P-type

ATPase の属する HAD（haloacid dehalogenase）

superfamily で保存されている45)が，エネルギー変

換に必須の機能を担う A ドメインは P-type AT-

Pase のみに存在する．A ドメインは共役輸送に特

化して形成されたドメインと言える．Ca2＋ ポンプ

に加え，豊島らは最近 Na＋, K＋ ポンプ，Cu ポンプ

など他の P-type ATPase の結晶構造を次々に解き

明かしている．4648)これらのポンプについても

Ca2＋ ポンプと同様，各中間体アナログの開発，生

化学的特性解明と構造帰属，そして結晶構造解析を

実施することにより，P-type ATPase メンバーの作

動機構における共通点や特性が明らかとなり，細胞

イオンホメオスタシスにおける絶妙なバランス形成

と細胞機能の理解がさらに進むであろう．他方，他

のメンバー，例えばゴルジ装置 Ca2＋/Mn2＋ ポンプ

などについても局在や細胞分化における必須な役

割，遺伝的異常による病態など，基本的知見が明ら
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かにされてきており，細胞機能調節研究における新

たな観点からの展開が切り開かれている．49)
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