
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

国⽴⼤学法⼈東海国⽴⼤学機構 名古屋⼤学細胞⽣理学研究センター/⼤学院創薬
科学研究科の阿部 ⼀啓 准教授は、アメリカ テキサス⼯科⼤学のパブロ アルティ
ガス博⼠のグループと共に、H+を輸送する膜タンパク質（プロトンポンプ）を改造
し、本来輸送することのない Na+を輸送させることに世界で初めて成功しました。
この成果によって、膜能動輸送体によるイオンの認識機構に関して重要な知⾒が得
られました。 

我々のからだの細胞には、ナトリウムイオン(Na+)を輸送する膜タンパク質「ナト
リウムポンプ」と、⽔素イオン(H+：プロトン)を輸送する「プロトンポンプ」があり
ます。この 2 つの膜タンパク質は⾮常によく似ているにも関わらず、それぞれが輸
送するイオンは厳密に区別されており、この理由は⻑い間不明でした。 

本研究では、まず「プロトンポンプ」の結晶構造を決定しました。これを「ナトリ
ウムポンプ」の構造と⽐較することでイオンの選択性に関わる 4 つのアミノ酸を特
定し、実際にこれら 4 つのアミノ酸を変異させることでプロトンポンプを「改造」
し、Na+を輸送する「⼈⼯的なナトリウムポンプ」を創り出すことに世界で初めて成
功しました。この事実はアフリカツメガエル卵⺟細胞を⽤いた電気⽣理学的解析に
よって検証され、またクライオ電⼦顕微鏡による構造解析によって Na+が結合した
状態を捉えることにより証明されました。 

本研究成果は、2022 年 9 ⽉ 9 ⽇付国際科学誌「Nature Communications」に掲載
されました。 

 

ナトリウムポンプのつくりかた 
H+輸送タンパク質を Na+輸送タンパク質に改造!? 



 

【ポイント】 
・Non-gastric プロトンポンプの構造解析に世界で初めて成功し、胃プロトンポンプと

は異なる H+排出機構を発⾒。 

・プロトンポンプとナトリウムポンプの構造⽐較、それに基づいた変異体の機能解析
から、Na+の配位に直接/間接的に寄与する 4 つのアミノ酸を同定。 

・プロトンポンプを基にして⼈⼯的なナトリウムポンプを創り出すことに成功。 

【研究背景】 

細胞は、細胞膜を隔ててイオンの濃度が違う状態を作り出しています（図 1）。我々
ヒトを含むすべての動物の細胞では、ナトリウムイオン（Na+）は細胞外が⾼濃度、細
胞内は低濃度です。逆にカリウムイオン(K+)は細胞内が⾼くなっています。また、特定
の組織、例えば胃では、⾷物消化の為に細胞外が強酸性（H+濃度が⾼い）状態になっ
ていて、気道上⽪や結腸においても細胞外には弱酸性環境が作り出されています。この
ようなイオンの濃度勾配は、糖などの栄養を細胞内に取り込む際の駆動⼒となったり、
神経細胞の活動電位の源になっていたり、細胞の⽣存、ひいては我々の⽣命活動の恒常
性維持にとってなくてはならないものです。 

イオンの濃度勾配は「P 型 ATPase」と呼ばれる膜タンパク質の⼀群が専ら作り出し
ます。Na+と K+の濃度勾配は、ナトリウムポンプ(Na+,K+-ATPase)が、ATP のエネル
ギーを駆動⼒として細胞外に 3 つの Na+を、細胞内に 2 つの K+を輸送することで形成

図 1 細胞膜を隔てたイオ
ン濃度勾配 
P 型 ATPase は ATP を燃料
として特定のイオンを濃度
勾配に逆らって輸送する膜
タンパク質の⼀群です。動
物細胞ではナトリウムポン
プの働きにより細胞外の
Na+濃度が⾼い状態が作り
出されています。胃や気道
など、特定の組織ではプロ
トンポンプが H+を細胞外
に輸送することで酸性環境
を創り出しています。 



 

します。このナトリウムポンプと⾮常によく似た（アミノ酸配列の同⼀性が約 70％）
プロトンポンプ(H+,K+-ATPase)は 2 種類あり、胃酸の分泌に関わる胃プロトンポンプ
と、これとは別に気道や腎臓、結腸に発現し、組織の酸性度や浸透圧の調節に関わる
「non-gastric プロトンポンプ」が知られています。胃プロトンポンプに関しては、こ
れまで多くの結晶構造が報告され、その輸送メカニズムはよく研究されていますが
(Abe et al., 2018, Nature)、non-gastric プロトンポンプに関しては、どうして胃と⽐べ
て作り出す酸性度が低いのかというメカニズムも含めて、不明な点が多く残されてい
ました。これらの 3 つのイオンポンプは、お互いに兄弟とも⾔える良く似た関係にあ
りながら、その輸送イオンの種類や個数は厳密に区別されています。つまりナトリウム
ポンプはプロトンを輸送しませんし、その逆も真です。その厳密さはどのように制御さ
れているのかは、イオンポンプが発⾒されて以来の⼤きな謎でした。 

 

【Non-gastric プロトンポンプの構造解析】 
研究グループはまず、non-gastric プロトンポン

プの構造解析に着⼿しました。X 線結晶構造解析注

1)によって、K+が 1 つだけ結合した構造を決定し、
このイオンポンプが H+:K+ = 1:1 の輸送を⾏うこ
とを決定しました。また、胃の内部を pH 1（≒H+

濃度の⾼い状態）もの強酸性にする胃プロトンポ
ンプと⽐べ、弱酸性(pH 6.5 程度)環境を創り出す
non-gastric プロトンポンプでは、カチオン結合サ
イト近傍のアミノ酸の微妙な差異がサイトの構造
の違いを⽣み出すことで、作り出す酸性環境に違
いが出ることがわかりました（図 2）。Non-gastric
プロトンポンプは嚢胞性線維症の予後の悪化に関
連しており、今回の新規構造は新しい薬剤デザイ
ンの為のテンプレートとしても期待されます。 

 

【イオン結合部位の構造からナトリウムポンプをデザイン】 
ナトリウムポンプとプロトンポンプでは、輸送するイオンの種類とその個数

（3Na+/2K+と 1H+/1K+）が異なります。これらは厳密に制御されており、ナトリウム
ポンプは⼀度に 3 つの Na+を輸送できますが H+は殆ど運びません。逆にプロトンポン
プは Na+を輸送できませんし、⼀度に 1 つしか H+を輸送できません。両者とも共通し
て K+を細胞内へと輸送しますが、その個数はそれぞれ決まっています（図 3）。その理

図 2 H+排出機構 
胃プロトンポンプ（右）では Lys791 が H+を押
し出すことで胃内部に強酸性環境を作り出して
いるが、non-gastric プロトンポンプ（左）は、
Lys794 が胃プロトンポンプとは違う位置にあ
ることで、それほど強⼒に H+を押し出すことが
できないと考えられる。 

図 3 輸送イオンの違い 
ナトリウムポンプ（左）は３つの Na+を結合し、
構造変化によって細胞外に排出、次に細胞外か
ら２つの K+を結合し細胞内に取り込みます。
差し引き１価の正電荷が細胞外に移動するの
で細胞内が負に帯電した状態になります（起電
的な輸送）。プロトンポンプ（右）は H+と K+を
１つずつ輸送するので起電性はありません。両
者の最も⼤きな違いは、Na＋だけを結合するこ
とができる site III（⾚）の存在です。 



 

由はイオン結合部位の構造にあると予想されるわけですが、イオンの配位に直接的に
関わるアミノ酸配列は数個違う程度で、これらを変異させても機能の相互変換は出来
ません。この問題はイオンポンプの発⾒以来数⼗年来にわたって未解決でした。 

研究グループは、non-gastric プロトンポンプ（ngHKA）の構造をナトリウムポンプ
と⽐較し、ngHKA には存在しない「3 つ⽬の Na+結合部位（site III）」を創り出す為に
必要な変異を探索しました。単変異や複数変異を導⼊し、それぞれの変異体について
Na+依存的な ATP 加⽔分解活性や、アフリカツメガエル卵⺟細胞に発現させ電流を測
定する電気⽣理学的⼿法注 2）によって、ngHKA に Na+結合サイトを形成するには、イ
オン結合部位近傍の 4 つのアミノ酸の変異が必要であることを突き⽌めました。 

 

【輸送カチオンの種類と個数を区別するメカニズム】 
Non-gastric プロトンポンプをベースにした 4 重変異体（SPWC 変異体）は、Na+と

K+に依存した ATP 加⽔分解活性を⽰し、そのプロファイルはナトリウムポンプと酷似
していました。また Na+⾮存在下では ATP の加⽔分解が殆ど起こらず、同様の条件で
活性化するプロトンポンプとは明確に異なる性質を⽰しました。卵⺟細胞による電流
測定の結果では、細胞内の Na+と細胞外の K+に依存した外向きの電流が観測され、Na+

と K+の⾮対称な能動輸送が⾏われていることが⽰されました。研究グループはさらに、
輸送イオンの個数と、その配位状態を決定する為に、クライオ電⼦顕微鏡による単粒⼦
解析注 3）によって、3 つの Na+が結合した状態と、2 つの K+が結合した状態の構造決定
に成功しました。 

4 つの変異アミノ酸のうち、K794S は site I
の Na+および K+の結合に直接寄与しますが、
その他のアミノ酸は、イオンを直接配位する
ことなく、間接的にカチオン結合サイト、特
に site III と呼ばれる位置に Na+を結合させ
る為に重要と考えられます。A797P は site III
を形成するヘリックスの位置を整え、R949C
は site III で Na+の配位に寄与する D945 と
の塩橋を除くことでこの酸性側鎖が負電荷
を帯びることを助け、I943W は隣接するヘリ
ックスに存在する Q974 と⽔素結合を形成す
ることで、site III を形成する Y790 の位置を
Q974 によって固定する効果があると考えら
れます。このように、⼀⾒すると Na+の配
位にはまったく関係のない、イオン結合部
位から離れたアミノ酸による間接的な効果
が、site III の形成には重要であることがわ
かりました。 

驚くべきことに、導⼊した変異は site III に影響するにも関わらず、変異体が他のサ
イト（site I, II）を含めて完全に Na+特異的に変化したことです。これは、site III への

図 4 Non-gastric プロトンポンプ変異体 

SPWC 変異体の Cryo-EM 構造とアミノ酸モデル（上）。Na+結

合構造のリボンモデルに変異部位（水色）を示した（下）。

４つの変異は Na+結合サイト(III)付近に集中しており、こ

のサイトの形成に直接/間接的に寄与する。 



 

Na+の結合は、起電的な Na+の輸送だけでなく、協同的に他のサイトでのイオン選択性
に影響を与えていることを⽰唆しています。 

 

 

【成果の意義】 
Non-gastric プロトンポンプの構造解析に始めて成功し、胃プロトンポンプとは異な

る弱酸性環境の形成に適した H+排出機構が明らかになりました。また、嚢胞性線維症
の予後悪化に対する新しい治療薬デザインの為の構造テンプレートが得られました。 

そして、プロトンポンプを改造してナトリウムポンプを創り出すことに世界で初め
て成功しました。これを創り出したことによって、イオンポンプの輸送イオン特異性に
とって重要な要素が理解できました。 
 

本研究は、科学研究費補助⾦・基盤研究（21H02426）、AMED 創薬等ライフサイエ
ンス研究⽀援基盤事業（BINDS）JP21am0101074、JP19am0101115j0003(1925)、武
⽥科学振興財団、上原記念⽣命科学財団、内藤記念科学振興財団、⼩野医学研究財団、
ノバルティス科学振興財団の⽀援のもとで⾏われたものです。 
 

【用語説明】 

注 1）X 線結晶構造解析： 
タンパク質の構造解析法の⼀つ。X 線をタンパク質の三次元結晶に照射して回折像

を収集し、そのデータをコンピューター によって解析することで、タンパク質の⽴体
構造を得る。 

 

注 2）電気⽣理学的⼿法： 
アフリカツメガエルの卵⺟細胞に対象タンパク質をコード

した RNA を導⼊して強制発現させた後、電極を細胞内外に
設置することでイオンポンプを介して流れるイオンを電流と
して計測する。細胞内外に等量のイオンを輸送する場合電流
は計測できないが、ナトリウムポンプのように⾮対称なイオ
ン輸送（外向きに 3Na+/内向きに 2K+）の場合には起電的な
フラクションを電流として計測することが可能である。 

 



 

注 3）クライオ電⼦顕微鏡による単粒⼦解析（Cryo-EM）： 
タンパク質を薄い氷の中に閉じ込めて、クラ

イオ電⼦顕微鏡（クライオ＝低温という意味）
で画像を撮影する。画像には、いろいろな⽅向
を向いたタンパク質が映っているが、それ⾃体
はノイズが多い。コンピューター上で同じ⽅向
を向いている粒⼦を重ね合わせ、数⼗万粒⼦の
画像から⽴体構造を構築することによって、⾼
い解像度でタンパク質の⽴体構造が得られる。
この⽅法の開発に貢献した 3 名の研究者が、
2017 年にノーベル化学賞を受賞した。COVID-
19 のスパイクタンパクをはじめ、様々なタンパ
ク質の構造に基づいた創薬研究にも世界的に
広く利⽤されている。 
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