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トランススケール構造生命科学分野
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本分Ïでは，細胞に�けるタンパク質l質¬理機構�よ$gu n恒常性維持機構

について，構È生�u，細胞生�u，9KカルF1オロジー，プロテオKク=な�の

アプロー?によ+±i的に研究している��に小胞体とゴルジ体からなるc�分泌®

Åに�けるODック=，WÐ1オン，カルシウム1オンに依存した新たなタンパク質

l質¬理機構について，�¸の研究を{Óしている� 

Xk � �度は，研究��をv`にU|大uに§し � �¤を&かえ，©¹Â�（T�

��），�Í´（a��），qÃYr（e�），»Vm~（e�），º«y（�wプ

ロジ3クCe�），テクEカル=タッHÝj，博士Á¨大uÖ生Þj，^士Á¨大u

Ö生Ýj，研究u生Ýjの¿Üßjによ+，研究�よ$�µ�fを行なった��の¯果，

小胞体への8ルタ?オン輸送にÔ-る 
�	1 の構È機·解析，クM1オ×s顕�Òによ

るゴルジ体Ñ1オンJンプ ATP�A のÑ1オン輸送機構の解明，ゴルジ体カルシウムJ

ンプ SPCA1� のWÐとÑによる�性Õx機構の解明，c�分泌®Åの¥のカルシウムア

CM=と�の生理的�³の解明な�をË成した� 

J�":��
������CD	G
� ���� 
,E-;?*

小胞体（�
）は分泌タンパク質のH4ールB0ン8Ê¨に�けるジ=ルH0D¯i

形成に�½なÎg的 nを�[している�S�で，Àったジ=ルH0D¯iの異性gや

Ì_を]進するためにはÌ_dの[°も�½であ+，小胞体内のODック=恒常性の

維持は�Üである�Ð�，小胞体Àタンパク質である 
i��s� ��!"��!io� ��c!o� 1

（
�	1）が，細胞質から �
 内腔へのÌ_d輸送をVして �
 ODック=FMン=の維

持にÔ与し，さらに li�o��o!�i� li��s� な�SÍの分泌タンパク質の成¥を]進する

r·性が示vされた�本研究では，異なるODック=�YLに�ける 
�	1 のクM1オ

×s顕�Ò（c�$o-��）構Èを ���-��� % の分解·で�wした��の¯果，
�	1 はOD

ック=�Yによって大きな構È}gを示さ0，ODック=�p性シ=テ1ン�

C$s��1-C$s��� �よ$ C$s�

-C$s��� が小胞体内腔^�よ$細胞質^にTいにÚれて

[ºし，?オール&ジ=ルH0DU�m�がÌこるÍÚにはないことが明らかとなっ

た�さらに，
�	1 のÀÊÒÝ{内Íには;GDテ0が存在し，この;GDテ0が8ル

タ?オン（GS�）な�の小分s輸送の®Åとなるr·性が示vされた��Ù，GS� i成

をÕxすると 
�	1 Êh­現細胞によ+ �
 はよ+Îg的な nとな+，
�	1 をc構成

したプロテオIJAームは顕著な GS� o+Ïみ�性を示した�しかしながら，この;G

Dテ0はÀをv`にÊÒして�ら0，�のaqは>1CBル^にÛd10，À中�W
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Ðに[ºすることが分かった�GS�がこのÍ[へfËするためには�解明の機構が存在

すると¼えられる�XKの¯果は，
�	1 による GS� 輸送の構È|®を明らかにすると

ともに，小胞体ODック=恒常性維持に�ける 
�	1 の役割を示すものである�本研究

成果をまとめ，現在論文投稿中である� 

Ｂ. クライオ電子顕微鏡によるゴルジ体銅イオンポンプ ATP7A の銅イオン輸送機構

の解明

Ñ1オン（C"+）は，生体内の~種~�なÔ¸の補Ô¸として，Õ½な生理プロ@=

を�っている��のため，体内に�けるÑの恒常性維持は�めてÕ½である�P z

ATP�s� のS種である ATP�A は，小¿，Ä¬，½な�でÑtnにÔ-る�さらに，ATP�A

はゴルジ体内腔へのÑ1オンの輸送や，細胞内のÑ1オン濃度に�/てゴルジ体と形

質ÀのØを§fすることで，細胞のÑ1オン恒常性維持に�与する�ATP�A の機·欠損

は，`Î性のÑ欠QにZ)Ô¸�性M`を��とするFン9=¬（�����s �is��s�）

を�きÌこすが，ATP�A のµ体構ÈやÑ輸送FカE?ムの詳細はM明であった�本研究

では，クM1オ×s顕�Ò（c�$o-��）を用いて，Ï生zCC ATP�A の � つの異なる中

Ø¦�（�1-ATP �よ$ ��Pi）の構Èを，�れ2れ ���% と ���% の解`度で�wするこ

とに成jした�ATP�A の×顕Eップに�いて，P z ATP�s� に��的なÀÊÒDF1ンと

Jつの>1CBル^DF1ンにkえ，×�¯iDF1ン（��
）に¯�する � つの�度

（��
� と ��
	）が確Èされた�さらに}異�aによってタンパク質の·度と­現Öを

sKさ1ることに成jし，�1-ATP¦�の解`度は ���% まで改wした．�の¯果，�1-ATP

¦�には � つの異なる=ンH4FーシHンが存在し，�に ��
� または ��
	 がÀÊÒ

DF1ンのÑ1オンo+Ïみ<ーCWÐに[ºするSつの構Èが明らかとなった．す

な-4，ATP�A 分s内には ��
� または ��
	 をVしたSつのÑ1オン輸送®Åが存在

することが示vされた．また，ATP のk�分解とÑ1オンの解ÚにZ)構È}gを詳

細に解析したとこ:，ATP�A の ADF1ンのfきは，��のカルシウムJンプ（S�
CA��）

とは大きく異なることがe明した．ATP�Aに��的な>1CBル^DF1ンのfきは，

�1-ATP¦�に�いて ��
� または ��
	 がÀÊÒDF1ンにÑ1オンをl§よくpけ�

すのにÓしたものと¼えられる．XKの知見に|5き，�'は ATP�A 分sがÑ1オン

を輸送する新たな分s機構を�mするにÁった．現在，本研究成果をまとめた論文を

投稿準備中である．

Ｃ．ゴルジ体カルシウムポンプ SPCA1a の亜鉛と銅による活性阻害機構

uR類細胞に�いて，小胞体やゴルジ体は分泌タンパク質の生i成やl質¬理を行

)3けでなく，カルシウム1オン�C�2+� のËÃ�としても機·している．�'はゴル
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ジ体カルシウムJンプ SPCA1 のクM1オ×顕構ÈをO«でcめて�wし，�の分s機

構の詳細を明らかにした（C��� �! �l�� Sci� A�#� ����）．さらに，種'のS価×�

1オン存在LでCCª� SPCA1� の ATP�s� �性を¹»的に¢wすることによ+，��2+�

Co2+� Ni2+存在Lでは ATP �性を維持するのに�し，��2+�よ$ C"2+が SPCA1� に�して

�いÕxl果を示すことを見dした．��2+によるÕxl果は¡kする C�2+の濃度依存的

に解 されたことから，��2+が¶i的Õxgとして\用することが示された．S�で，

C"2+によるÕxはÊhな C�2+存在Lでも�性x�が見られ0，C"2+がMrÑ的なÕxg

として\用することも明らかになった．

�こで，��2+と C"2+による異なるÕxFカE?ムを分s構ÈO�ルで解明するため，

A�PPCP（ATP ア
ロ8）存在Lでの ��2+¯iz�よ$ C"2+¯izの SPCA1� のクM1オ

×顕構È解析を行った．�の¯果，��2+はÀÊÒÝ{に�いて C�2+と同/Í[に¯iす

るのに�し，C"2+は SPCA1� の細胞質DF1ンに¯iすることが示された．さらにS�

=いことに，��2+¯i¦�に�いては，¯iした A�PPCP の �-IンÎ|が¸(IンÎ

gをpけるアK�Î;|（As����）からÚれた[ºにdºして�+，これが ��2+によ

る ATP�s� �性Õxの構È的½�であることが示vされた．

本研究成果は，���� や C"�� のÊhU積が SPCA1� の機·を損ない，細胞内カルシ

ウム恒常性を3�するr·性を示すものである．本知見は，SPCA1� の機·M`にÔb

するDQC/やH®Ôb¬�の理解に6用な0 を�[することが�-される．

KH�)�/7B
5
�����������
103#9
?'

小胞体とゴルジ体からなるc�分泌®Åは，分泌タンパク質・Àタンパク質の生i

成の!として機·する3けではなく，細胞内に�けるT½なカルシウム1オン（C�2+）

のËÃ�としても�いている．内腔にh濃度に�持された C�2+は，タンパク質のµ体

構È形成をeける分sシG
ロンやl§的な輸送を]すカーゴp"体の�性にÕ½で

ある．�'はゴルジ体内腔の C�2+濃度を:確に¿¢できる新Yの C�2+1ンジ9ーター

�C�PIA-Golgi�のÓ­を進めてきた．観察\4�のものを2大するR+顕�Ò<と_

解`顕�ÒをNみi-1，W�顕�ÒLでもゴルジ体I�ン構Èを�持したまま%8

O�ルで$在解析をr·とする1<を確µした．この1<によ+，細胞に­現さ1た

C�PIA-Golgi が@いÒ+の%8に9的gd�ていることを確かめたKで，ゴルジ体%

8�とのhL度かつf�X的な C�2+濃度wÖに成jした．

さらにA^大`博士（5'�I大），��´博士（i�&大）との共同研究によ+，

内在性の小胞体カルシウムJンプS�
CA��よ$ゴルジ体カルシウムJンプSPCA1の�

B×顕解析を行い，_VbO�?からゴルジ体`体のJ�_`をc構Kすることに成

jした．さらにこれらの解析から，これらカルシウムJンプの小胞体À�よ$ゴルジ

体ÀKのÜ分sO�ルでの分布を明らかにし，小胞体とゴルジ体のØの C�2+濃度	G
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ップや cis-Golgi から TGN にかけて形成される濃度分布を矛盾なく説明できることを

示した．また，ゴルジ体のカルシウム恒常性の破綻が分泌タンパク質に与える影響を

評価するため，SPCA1 欠損細胞を用いたプロテオーム解析を行い（新潟大・松本雅紀

博士との共同研究），得られた候補タンパク質について詳細な解析を進めた．小胞体

からゴルジ体へのタンパク質輸送速度への影響は積み荷の種類によって異なっていた

ものの，GPI アンカータンパク質では顕著に SPCA1 欠損依存的なゴルジ体からの輸送

の遅延が観察された．これらの知見は，ゴルジ体内腔のカルシウム恒常性維持機構が

果たす生理的な役割を改めて明確に示すものであった．現在，本研究成果をまとめた

論文を投稿準備中である．
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