
 

様式 C-19 

科学研究費補助金研究成果報告書 

 

平成 22 年 6 月 29 日現在 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要： 
電位依存性ホスファターゼ VSP および電位依存性プロトンチャネル VSOP1 は、細胞膜電位を

感知する電位センサードメインを有する新たな膜蛋白である。これらの蛋白による細胞膜電位

シグナルの分子機構を解明するため、生理学的実験、イメージング、生化学実験などを組み合

わせて実験を行った結果、（１）VSP の電位センサーがイノシトールリン脂質である PIP2 を

分解する酵素活性と、分子内において強く共役すること（２）プロトンチャネル VSOP1 は二

分子一体となって細胞膜で機能するが、基本的なチャネル活性は単分子に内包されていること

（３）VSOP1 は、好中球の貪食機能を維持する働きがあることを、明らかにした。 
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１．研究開始当初の背景 
 電位センサーがイオンチャネル以外で機
能する初めての例として VSP が同定され，膜
電位シグナルがイオンの出入り以外にも幅

広く使われている可能性が示された。こ
れまでチャネル様構造の酵素様のドメ
インをもつタンパクとしては，K チャネ
ルのβサブユニットやTRPチャネルなど
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が知られてきたが，実際に膜電位変化により
酵素活性が変化することは知られていなか
った。イオンを介さず膜電位変化によりイノ
シトールリン脂質の動態が直接制御される
分子経路の発見は、細胞の形態や増殖の制御
における膜電位の働きを理解する上で重要
である。一方、活性酸素の生成や細胞内 pH
調節での重要な生理機能にも関わらず長年
分子実体が不明であった Hv チャネルが我々
のグループにより同定され VSOP1と命名され
た。Hv チャネルは軟体動物のニューロンで最
初に記載され、哺乳類血球系細胞で発見され、
貪食過程での呼吸爆発での役割やミクログ
リアなどでの細胞内 pH 環境の維持における
役割が示されてきたが、分子レベルでの証明
はされてこなかった。更に、電位依存性チャ
ネルがＸ線結晶構造として解かれた（Long ら, 
Science, 2005）ことを背景に、電位センサ
ーをもつ蛋白機能の分子レベルでの動作原
理を詳しく解析できる状況になっていた。 
 
２．研究の目的 
 新規電位センサータンパク機能の分子基
盤を明らかにするとともに、膜電位—化学連
関の機構を、電気生理学的測定、イメージン
グ法、ノックアウトマウスの作成などにより
解明することを目指す。電位センサードメイ
ンの機能多様性の構造基盤を解明するとと
もに、分子特性の解析新規電位センサータン
パクの細胞生理機能を理解する。 
 
３．研究の方法 
 おもに、電気生理学、酵素活性の生化学的
解析、生細胞蛍光イメージング法、ノックア
ウトマウスの作成、などの手法を組みあせて
研究を行った。 
 VSP と VSOP1 の、電位センサー領域のアミ
ノ酸について、変異を導入し、パッチクラン
プ法による電流計測を行い、電位依存性決定
に鍵となる部位を同定することを試みた。 
 VSP の細胞での活性を調べるため、発現系
細胞において PIP2 の蛍光プローブ分子であ
る PH-ドメイン GFP を強制発現させ、膜電位
固定法により膜電位を変化させ、共焦点顕微
鏡下にて PIP2の動態を解析した。 
 VSOP1遺伝子の遺伝子トラップES細胞を用
いて VSOP1ノックアウトマウスの作成を行っ
た。キメラマウスの作成は、筑波大において
行った。動物実験は、大阪大学と岡崎統合バ
イオサイエンスセンターにおいて、動物実験
委員会の承認のもとに行った。血液機能につ
いては末梢血血球数、骨髄での血球細胞種の
分布などを確認した。活性酸素産生能を、サ
イトクローム C を用いた光計測により調べ、
正常マウス由来の細胞と比較した。 
 
 

４．研究成果 
 
 VSP の電位センサー領域と酵素領域の
特性をほぼ全貌を明らかにした。 
 電位センサーの機能には、これまでの
電位依存性イオンチャネルの場合と同
様に、S4 の陽性電荷が重要であることが
判明した。酵素領域の活性中心部のアミ
ノ酸 365 のグリシンが、PI(4,5)P2 に対
して脱リン酸化活性を示すために重要
な部位であることが明らかになった
（Iwasaki et al, PNAS, 2008）（図１）。 

 

 

図１：ＰＴＥＮとＶＳＰの酵素活

性の違い。ＰＴＥＮは PIP3のイノ

シトール環の３位のリン酸を脱

リン酸化するのに対して、ＶＳＰ

は PI(4,5)P2のイノシトール環の

５位のリン酸を脱リン酸化する。

さらにPIP3も5位を脱リン酸化す

る。 



 

 

 

 
 
 
   また、イオンチャネル活性を用いたリア
ルタイムの酵素活性計測法により様々な膜
電位での酵素活性の速度を計測した結果、酵
素活性が電位センサーのダイナミックレン
ジに対応し、幅広い膜電位範囲で酵素活性が
変化することを明らかにした（図２）（Murata 
& Okamura, J. Physiol, 2007）。 
 これらの結果は、世界に先駆けて同定した
VSP の基本的な特性を明らかにしたものであ
り、膜電位変化によるホスホイノシチドの代
謝の制御、という新たな研究分野を確立する
こととなった。 
 
 プロトンチャネル VSOP1の動作原理につい
ては、発現系細胞を用いて電気生理学的測定
と、pH イメージング実験、ウェスタンブロッ
トによる解析を行った。VSOP1 はダイマーと
して細胞膜で機能するが、基本機能ユニット
がモノマーであること、ダイマーになること
で活性化速度が遅くなっていること、などを

明らかにした（下図）（Koch et al, PNAS, 
2008）。 
 更にノックアウトマウスを作成して
解析した結果、好中球およびマクロファ
ージのプロトン電流が完全に消失する
ことから、VSOP1 は内在性のプロトン電
流の形成に必須であることが明らかに
なった。また、ノックアウトマウスでは
好中球の活性酸素産生レベルが低下す
ることが判明し、VSOP1 が膜電位の制御
または pH の制御を通して NADPH オキシ
ダーゼの活性を制御することが示唆さ
れた（Okochi et al, BBRC, 2009）。 
 これらの結果は、分子が同定される前
に推定されていた電位依存性プロトン
チャネルの生理機能を裏付けることと
なったが、分子レベルでの細胞機能を世
界に先駆けて明らかにした結果となっ
た。一方、活性酸素の産生の低下は、プ
ロトンチャネルの阻害薬を用いた場合
ほど顕著でなく、プロトンチャネル以外
にイオンの移動が起こっている可能性
を示した。 
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