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緒緒  言言  

 
細胞膜を隔てた様々な物質の不均衡分布は生命の根幹である。この物質不均衡分布は、P-type ATPaseに代表される

一次能動輸送体によって形成される。従って P-type ATPase の作動機構の理解は、生命を分子レベルで理解する為に

欠くことができないピースであり、故にこのファミリータンパク質の中には創薬ターゲットとしても重要なものが多い。

P-type ATPase は、ATP の加水分解と共役した、主としてイオンの能動輸送を触媒する膜タンパクの一群であるが、

本研究では、この中でも特に特徴的かつ生理的に重要な2つの分子に注目した。 
11．．胃胃ププロロトトンンポポンンププ  HH＋＋,,  KK＋＋--AATTPPaassee  
胃プロトンポンプは胃酸分泌時の胃内腔を pH 1 もの強酸性に保つ。この生理現象は食物消化にとって重要であり、

またこの分子が巨大なマーケットを持つ潰瘍治療薬の標的となる理由である（胃酸抑制剤の世界市場規模は2兆円とも

言われる）［1］。フェノタイプスクリーニングによって見出されてきた現行の薬剤の改良、および新規薬剤の創製には、

ターゲットとの結合構造に基づいた論理的な薬剤設計が求められる。本研究では、結合構造未知の薬剤と H＋, K＋-
ATPaseの結合状態を構造解析によって明らかにすることを目的とした。 
22．．『『細細胞胞死死をを司司るるポポンンププ』』AATTPP1111CC脂脂質質フフリリッッパパーーゼゼ  
細胞がアポトーシスによって自発的な死を迎えると、細胞表面にはフォスファチジルセリン（PtdSer）が露出する。

これがいわゆる『Eat me』シグナルとなり、死細胞はマクロファージによって貪食される。この現象は発生や組織の形

成維持だけでなく、ガン化した細胞のクリアランスにも関与する重要な機構である。PtdSer は生きた細胞では細胞膜

内葉にのみ分布するが、これは ATP11C が常に PtdSer を細胞膜外葉から内葉へとフリップしているのが理由である

［2］。アポトーシス時にATP11Cが caspaseによって切断、失活することで、PtdSerを内葉へとフリップする活性が

失われ、結果として PtdSer は細胞表面へと露出、貪食のトリガーとなる［3］。その生理的重要性もさることながら、

主にイオンを輸送するP-type ATPaseにあって、巨大な脂質を輸送する分子メカニズムに興味が持たれる。 
上記2つのタンパク質を対照して、その作動機構及び基質の認識機構を理解する為に、構造機能解析による研究を推

進した。胃プロトンポンプに関しては、近年韓国で上市された新しいクラスの薬剤である tegoprazan［4］との複合体

の構造解析に成功し、その結合状態を明確に規定できた。脂質フリッパーゼに関しては、結晶構造と、複数の中間体の

CryoEM構造の取得に成功しており、その作動機構の理解及びPtdSerを特異的に認識する機構について理解すること

ができた［5，6］。 
 

方方  法法  

 
11．．ヒヒトト由由来来培培養養細細胞胞にによよるるタターーゲゲッットトタタンンパパクク質質のの大大量量発発現現  
ヒト培養細胞での目的タンパク質の大量発現はBacMamシステム［7］を利用した。宿主細胞の糖鎖プロセスに関わ

る遺伝子GnT1をKOした株（GnT1 －）を用いることでタンパク質の糖鎖がすべてhigh-mannose typeになり、これ

は精製後にendoglycosidaseによって容易に切断することができる。N末端から順にFlag-tag、6×His、EGFP、TEV 
protease siteを付加したH＋, K＋-ATPase及びATP11Cを、それぞれの補助サブユニットと共発現した。浮遊培養細胞
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を破砕、膜画分を界面活性剤 C１２E８で可溶化し、Anti-Flag M2 affinity resin によって目的タンパク質を精製した。

TEVプロテアーゼによってタグを切断、EndoHによって糖鎖を切断した後、ゲルろ過クロマトグラフィーによってさ

らに目的物を精製した。ピークフラクションを10 mg/ml程度まで濃縮し、結晶化及びCryo-EMによる撮影に供した。 
22．．三三次次元元結結晶晶  
乾固したDioleoylphosphatidylcholine（DOPC）に界面活性剤を含む濃縮サンプルを添加することで、脂質とタンパ

ク質を混合し、ハンギングドロップ法によって三次元結晶化を作製した。H＋, K＋-ATPaseは tegoprazan共存下での結

晶化を行った。ATP11C は PtdSer 共存下での結晶を得た。得られた単結晶を凍結、SPring-8 BL32XU、BL41XU、

BL45XUにて回折データを取得した。H＋, K＋-ATPaseは（P 3１ 2１, a,b,c = 105,105,370 Å）、分子置換によって3.0 Å
分解能での構造が得られた。ATP11Cは単結晶から得られる分解能が制限されていた為、複数の結晶（≒1,500個）の

単結晶から回折データを取得し（P 2１ 2１ 2１, a,b,c = 100,232,498 Å）、これらをマージすることで3.9 Å分解能の構造

を得た［5］。 
33．．CCrryyooEEMMにによよるる構構造造解解析析  

ATP11C はCryoEM によって構造解析を行った。異なるコンフォメーションにタンパク質を固定する為に、基質ア

ナログや輸送脂質を加えインキュベート後、Vitrobot（FEI）によって薄い氷に包埋した。撮影は電子線直接検出カメ

ラGatan K3Summitを装備した電子顕微鏡Titan Krios G3i（Thermo）によって行い、それぞれの条件で約3,000枚

の電子顕微鏡ムービーを撮影した。画像データRelion3.0によって解析し、三次元構造を得た［6］。 
 

結結果果おおよよびび考考察察  

  

11．．胃胃ププロロトトンンポポンンププ  HH++,,KK++--AATTPPaasseeとと胃胃酸酸抑抑制制剤剤のの結結合合構構造造  
ラクオリア創薬が開発した tegoprazan［4］は、H＋, K＋-ATPase に高い親和性で K+競争的に作用する P-CAB    

（K＋-competitive acid blocker）に分類される薬剤である。In vitro での H＋, K＋-ATPase 活性測定から算出した

tegoprazan の阻害定数（Ki）は 193 nM であり、この値は P-CAB のプロトタイプ化合物である SCH28080            
（Ki＝150 nM）と遜色のないものであった。これまでvonoprazanとSCH28080の結合構造が明らかになっているが

［8］、tegoprazanの結合構造は未知であった。H＋, K＋-ATPase と tegoprazanの共結晶を作製することで、その結合

状態を明らかにした（図1）。他のP-CAB と同様に tegoprazanは胃内腔に向けて開口したイオンの通り道を塞ぐ形で

結合していた。化学骨格が近いSCH28080に近い結合様式であったが、tegoprazanに特有の化学構造である複素環構

造部分がTM1とTM3の間に入り込むことで、SCH28080と比べてより広い疎水的な結合面を有していた。この結合

面に存在するV331 への変異導入は、SCH28080 の結合には大きく影響しないが、tegoprazan の結合親和性を大きく

低下させ、結晶構造の結合状態を機能的に裏付けるものであった。 
22．．脂脂質質フフリリッッパパーーゼゼAATTPP1111CCのの結結晶晶構構造造とと機機能能解解析析  
ヒトATP11C/CDC50A複合体の結晶構造解析に始めて成功した。得られた結晶構造は、リン酸アナログBeFが細胞

質側の自己リン酸化部位に結合し、脂質輸送経路が外葉側に開いた状態（E2P state）であった。輸送基質であるPtdSer
は、膜貫通領域中央部分に位置する、ファミリーで保存された PVSM 配列（この位置で TM4 へリックスが解けてい

る）の近傍に結合していた（図2）。細胞外とPtdSer結合部位は、縦方向に長く伸びた「クレバス」によって繋がって

おり、PtdSer の親水的な頭部はこのクレバスを通って結合部位に導入されることが示唆された。事実、このクレバス

に面したV349をかさ高いPheに変異させると、ATPase活性、脂質輸送活性共に大きく低下した。これら結晶構造と

機能解析の結果は、脂質フリッパーゼの輸送経路を明確に定義した［5］。 
 

2



 

図1．胃酸抑制剤 Tegoprazanが結合した胃プロトンポンプの結晶構造 
結晶構造解析によって得られた電子密度と、これに基づいて構築されたアミノ酸モデルを左側

に示す。触媒機能を有するα-subunitは青、補助的な役割を持つβ-subunitをグレー、胃内腔

に面した窪みに結合したtegoprazanをピンクで表示した。 
右側四角内にはtegoprazanの結合部位の拡大図を示す。図は胃内腔側から見たモデルを表示し

ている。薬剤の結合に重要ないくつかのアミノ酸をstickで表示した。 
 

 

図2．脂質フリッパーゼATP11Cの結晶構造と変異体解析 
A、B）膜貫通領域の拡大図。モデルをribbon（A）およびsurfaceで表示した。結合 

したPtdSerをstick（A）およびsphere（B）で表示した。 
C、D）野生型及び変異体のPtdSer依存性ATPase活性を測定し、そのVmax（C）及び 

K０．５（D）を示した。 
E）   示した変異体のPtdSer輸送活性を示した。 
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33．．脂脂質質フフリリッッパパーーゼゼAATTPP1111CCののCCrryyoo--EEMMにによよるる反反応応中中間間体体のの構構造造解解析析  
P-type ATPase は大きな構造変化を伴った幾つかの中間体を遷移することで、能動輸送を達成する。従って輸送メカ

ニズムを理解するためには、複数の中間体の構造解析が必要である。精製した ATP11C を様々なリン酸アナログや輸

送基質とインキュベートし、Cryo-EM によって構造解析することで、3 つの脂質結合構造を含む 5 つの異なる反応中

間体の立体構造が合計6つ得られた（図3）。 
得られた構造の比較、変異体による機能解析の結果を総合的に判断することで、ATP の加水分解がどのような構造

変化を誘起し、輸送されるPtdSerがどのように細胞膜外葉から導入され、これが閉塞されるのか、その鍵となる分子

メカニズムを明らかにした。また、PtdSerおよびPtdEtnの結合、閉塞構造から、リン脂質の親水頭部を認識するメカ

ニズムを明らかにした。 
 

 
図3．脂質フリッパーゼATP11CのCryo-EM構造 

A）異なる反応中間体のCryo-EM構造。 
B）リン脂質輸送モデル。 
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