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【発表のポイント】

 クライオ電子顕微鏡構造解析により、細胞中のカルシウムの恒常性維持に重要

な小胞体膜局在カルシウムポンプ SERCA2b の反応中間状態の構造を決定した。 

 カルシウムポンプを駆動するためのエネルギー供給源である ATP 分子を

SERCA2b が取り込む新しい機構を解明した。

【概要】

細胞小器官の一つである小胞体は、カルシウムを取り込むことで細胞内カルシウ

ムイオン濃度を適切に維持しています。SERCA2b は筋収縮の制御、神経伝達、ア

ポトーシスの誘導、タンパク質の品質管理など、様々な生命現象において重要な役

割をもつ細胞内カルシウムイオンの恒常性を保つ上で必須の小胞体膜局在カルシ

ウムポンプですが、一部の反応中間状態の構造しか決定されていませんでした。

東北大学多元物質科学研究所の張 玉霞助教、渡部 聡助教、門倉 広准教授、稲

葉 謙次教授（生命科学研究科、理学研究科化学専攻 兼担）、および東京大学大学

院医学系研究科の包 明久助教、吉川 雅英教授らを中心とした共同研究グループは、

SERCA2b の高分解能構造を、クライオ電子顕微鏡単粒子解析注１という技術を用い

て決定しました。その結果、カルシウムポンプを駆動するのに必要なエネルギーの

供給源である ATP 注２分子を SERCA2b が取り込むための新たな機構を発見しまし

た。

本研究成果は、2021 年 8 月 30 日に欧州生命科学誌 The EMBO Journal に掲載さ

れました。

クライオ電子顕微鏡によるヒト由来カルシウムポンプの構造決定
～カルシウムポンプに必要なエネルギ―供給源 ATP の新たな取り込み機構の解明～
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【研究の背景】 
小胞体は膜タンパク質や分泌タンパク質の生合成やカルシウムの貯蔵を行う細

胞内小器官です。小胞体膜局在のATP駆動型カルシウムポンプであるSERCA2bは、

細胞質から小胞体内へカルシウムを取り込むことで、カルシウムの制御や細胞内の

カルシウム濃度の恒常性維持において重要な役割をもつことが知られています。

SERCA2b は、筋肉組織特異的に発現するアイソフォーム注 3 の SERCA1a や

SERCA2a とは異なり、全組織に発現しています。 

SERCA2b のアイソフォームである SERCA1a については、過去に様々な中間状

態で構造が決定されていますが、SERCA2b については、まだ一部の反応中間状態

の構造しか決定されておりませんでした。そこで、SERCA2b のカルシウムポンプ

機構を原子レベルで理解するため、カルシウム結合および ATP 非結合状態（すな

わち ATP が結合する前の状態）の SERCA2b について、クライオ電子顕微鏡による

構造解析を試みました。 

 

【研究の内容と成果】 
本研究ではまず、カルシウム結合および ATP 非結合状態の SERCA2b を調製する

ため、カルシウム存在下および ATP 非存在下で SERCA2b を精製しました。その試

料を用いて電子顕微鏡測定のためのグリッドを作製し、東京大学大学院医学系研究

科に設置されているハイエンドクライオ電子顕微鏡装置 Titan Krios (ThemoFisher

製)を用いて、データ収集を行いました。その結果、カルシウム結合および ATP 非

結合状態の SERCA2b について、3.3 Å 分解能で構造決定することに成功しました。

その結果、A ドメイン（駆動ドメイン）、N ドメイン（ATP 結合ドメイン）、P ドメ

イン（リン酸化ドメイン）の三つの細胞質ドメインと、膜貫通ヘリックスドメイン

からなる SERCA2b の全体構造が明らかとなりました（図１）。 

過去の SERCA1a の X 線結晶構造解析注４の結果から、SERCA のカルシウムポン

プを駆動するのに必要なエネルギー源である ATP は、細胞質側のドメインが大き

く開いた状態で取り込まれると考えられてきました（図 2 右）。しかしながら今回、

クライオ電子顕微鏡による構造解析を行ったところ、多くの分子は、細胞質側のド

メインが閉じたコンパクトな構造をとっていることが分かりました（図 2 左）。こ

の閉じた状態で ATP 分子が SERCA2b の正しい位置に結合するかを調べるため、細

胞質側のドメインの相対配置を固定する分子間ジスルフィド結合を SERCA2b に導

入し、この変異体の ATP 結合能と加水分解活性を調べました。その結果、ドメイ

ン固定 SERCA2b 変異体は、野生型と同様に、ATP 結合能と加水分解活性を有して

いました。この結果から、今回クライオ電子顕微鏡により明らかとなったコンパク

トな構造の状態で SERCA2b が ATP 分子を取り込むことが示されました。以上の研

究より、小胞体カルシウムポンプの ATP 結合に関する新たなモデルを提唱するに

至りました（図３）。 
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【今後の展開】 

本研究成果として、SERCA2b の反応サイクルにおいて ATP 分子を取り込む新た

な分子機構が解明されました。従来の構造決定手法である X 線結晶構造解析と異

なり、クライオ電子顕微鏡は、試料を結晶化する必要がないため、溶液状態の構造

をおよそ正確に反映していると解釈できます。したがって、SERCA が ATP 結合前

にサイトゾル側のドメインが大きく開いた状態の構造をとることを否定はしない

ものの、SERCA は主としてサイトゾル側のドメインが閉じたコンパクトな構造を

とっており、その状態で ATP と結合することが本研究より示唆されました。 

今後は、SERCA と同じ P 型 ATPase ファミリー注５に属する他の金属イオンポン

プも、同様にコンパクトな構造で ATP 分子を取り込むのかを調べ、本研究により

提唱された ATP 結合モデルの普遍性を探りたいと考えています。SERCA2b の遺伝

子変異による機能不全が、ダリエ病注６という皮膚病を引き起こすことが広く知ら

れ、また小胞体中のカルシウム枯渇が小胞体ストレスを誘起し、ひいては神経変性

疾患や糖尿病を引き起こすことが知られています。したがって、本研究で得られた

知見は、細胞内カルシウムが関わる種々の生命現象の解明のみならず、細胞のカル

シウム恒常性維持機構の破綻が引き起こす様々な疾病の原因解明および治療戦略

の開発につながることが期待されます。 
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【参考図】 

 

 
図 1 本研究により明らかとなったヒト由来小胞体カルシウムポンプ SERCA2bの

クライオ電子顕微鏡構造 

SERCA2b は A ドメイン（駆動ドメイン：黄色）, N ドメイン（ATP 結合ドメイン：

ピンク）, P ドメイン（リン酸化ドメイン：水色）の三つのサイトゾル側ドメインと

膜貫通ヘリックスドメイン（ベージュ）からなる。本研究では、カルシウムイオン

結合および ATP 非結合状態の SERCA2b のクライオ電子顕微鏡構造を解くことに

成功し、この状態では三つのサイトゾル側ドメインがコンパクトに閉じたクラスタ

ーを形成していることが明らかとなった。 
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クライオ電子顕微鏡構造            結晶構造 

 
図 2 本研究により決定された ATP 結合前の SERCA2b のクライオ電子顕微鏡構造

（左）と過去に報告された同じ反応中間状態の SERCA1a の結晶構造（右） 
これら二つの構造の比較により、本研究により解かれたクライオ電子顕微鏡構造では、過

去に報告された結晶構造と比べ、三つのサイトゾル側ドメインが閉じ、コンパクトなクラスタ

ーを形成していることが分かる。具体的には、A ドメインに位置する 171 番目のスレオニン

残基と N ドメインに位置する 514 番目のリシン残基（SERCA1a では 515 番目）の距離が、

クライオ電子顕微鏡構造では 17Å であるのに対し、結晶構造では 45Å である。我々の生

化学実験により、クライオ電子顕微鏡構造で示されたコンパクトな構造の状態でも、ATP
は正しく SERCA2b に結合することが示された。 
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図 3 新しく提唱された SERCA の ATP 結合メカニズム 
従来 ATP は、サイトゾル側ドメインが開いた構造（左）をとることで SERCA に結

合すると考えられてきたが、本研究によりサイトゾル側ドメインが閉じた構造（右）

で ATP が正しい位置に結合し得ることが示された。サイトゾル側ドメインが閉じ

た状態では、ATP のアデノシン部位と γ-リン酸基部位の両方が SERCA と強く結合

すると予想される。 
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【用語解説】 
注１）クライオ電子顕微鏡単粒子解析 

タンパク質の立体構造を高分解能で決定するための手法の一つ。電子線照射による

分子の振動や損傷を抑えるために、観測対象のタンパク質を氷薄膜中に包埋し、マ

イナス 180 度の低温に保ったまま電子顕微鏡像を観測する。個々の分子像は、様々

な向きで氷薄膜に包埋された分子の投影像であり、数万分子の投影像から高分解能

の三次元構造を構築する。 

 

注２）ATP 

別称、アデノシン三リン酸。分子内に高エネルギーリン酸結合を有しており、それ

が加水分解されることでエネルギーを放出する。ここで放出されたエネルギーは、

エネルギーを要する様々な生体内作用に寄与する。地球上のほとんど全ての生物に

普遍的に分布し、「生体エネルギーの通貨」とも呼ばれる。 

 

注３）アイソフォーム 

基本的な機能に関する構造またはアミノ酸配列は同じだが、一部が異なっているタ

ンパク質。異なる遺伝子から発現する。 

 

注４）X 線結晶構造解析 

分子の構造を高分解能で決定する手法の 1 つ。分子が規則正しく並んだ結晶に強い

X 線を照射すると回折が起こり、回折データを解析することで、結晶を構成する分

子の構造を原子レベルで決定することができる。 

 

注５）P 型 ATPase ファミリー 

ATP 加水分解により生じるエネルギーを利用し、種々の金属イオンや水素イオンの

膜を介した輸送、リン脂質の反転の機能などを有する。ATP 加水分解の過程で、生

じたリン酸基が一過的に本酵素に結合し、リン酸化された状態をとるという共通の

性質がある。 

 

注６）ダリエ病 

角質が正常に作られなくなり、かさぶたのついた褐色の丘疹が皮膚にたくさんでき

る皮膚病の一つ。小胞体へカルシウムイオンを輸送するカルシウムポンプ

SERCA2b の異常が原因で、常染色体優性の遺伝形式をとる。この SERCA2b がう

まく機能しなくなることで細胞内のカルシウム濃度の異常が起こり、細胞間結合と

表皮細胞分化に異常をきたすと考えられている。 

 

 

  



8 

【お問い合わせ先】 
（研究に関すること） 
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Tel: 022-217-5604 

E-mail: kenji.inaba.a1@tohoku.ac.jp 
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