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研究成果の概要（和文）：アフリカツメガエル卵母細胞に内在する新規膜電位感受性イノシトールリン脂質代謝
酵素のシグナル機構について、電気生理学的手法と蛍光タンパク質のイノシトールリン脂質センサーの蛍光測定
法を組み合わせ、アカハライモリ卵母細胞と対照して解析をおこなった。その結果、アフリカツメガエル卵母細
胞に内在する新規の機構は、既知のタンパク質、とりわけVSPとは異なるシグナル伝達を示すことが示された。
また、外来性に導入したVSPの場合とは異なる細胞内局在をとっている可能性も示された。

研究成果の概要（英文）：We studied endogenous activity of voltage-sensitive phosphoinositide enzyme 
in oocytes of Xenopus laevis by electrophysiological measurements and voltage-clamp fluorometry of 
phosphoinositide-sensitive fluorescent probes with reference to newt oocytes which do not exhibit 
endogenous voltage-sensitive phosphoinositide enzyme activity. Findings indicate that signal 
transduction of this innate activity in Xenopus oocyte differs from previously established 
mechanisms including voltage-sensing phosphatases where voltage sensor domain tightly couples with 
PTEN-like phosphatase within a single molecule, thereby supporting a possibility that some novel 
voltage-sensitive molecule exists in Xenopus oocyte.

研究分野： 生理学

キーワード： 膜電位　イノシトールリン脂質　アフリカツメガエル
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研究成果の学術的意義や社会的意義
生物において電気信号を化学信号に変換する分子機構は従来知られてきた分子に限定されず多様であることが判
明した。今後生物種間のゲノム情報の比較により分子実体の解明に迫ることで、我々ヒトを含む脊椎動物の体制
における電気化学連関の分子機構の原理と多様性の深い理解に繋がる。また、細胞機能の電気的制御などを通じ
てティシュエンジアリングなど生物工学的応用に繋がる可能性がある。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
神経細胞や筋細胞をはじめとした多くの細胞が、膜電位変化を電気信号として活用することで
自らの細胞機能に役立てていることが知られている。このような膜電位情報は、通常電位依存性
イオンチャネルと呼ばれる一連の蛋白質群によって感知されることが知られており、これらが
膜電位変化に応じてイオン透過を示すことでその機能を示す。一方で我々は、これまでに膜電位
変化に応じて酵素活性(ホスファターゼ活性)を示す蛋白質 VSP(Voltage-sensing phosphatase)
を初めて同定し（Murata et al, Nature, 2005）、これまで様々なアプローチをとることで、その
動作原理と生理機能を明らかにしてきた(Iwasaki et al., PNAS, 2008; Kurokawa et al., PNAS, 
2012; Sakata et al., PNAS, 2016 他)。いわば VSP は「膜電位情報を直接化学シグナル」へ変換
する唯一無二の分子であるが、このような役割を担う類似の分子は VSP の発見から 10 年程が
経過しても他に報告がなされていなかった。一方で我々は、VSP の発現機能解析実験を行う過
程で、偶然にもツメガエル卵母細胞が VSP に起因しない内因性の電位依存性酵素活性(ホスファ
ターゼ/キナーゼ活性)を示すことを見出していた。そこで本研究ではこの現象に着目することで、
VSP に続く第二の電位依存性酵素の分子実体を同定できると考えた。 
 
２．研究の目的 
アフリカツメガエル卵母細胞に内因性に発現する電位依存性酵素のメカニズムに着目し、電気
生理学的解析とイメージング技術を組み合わせることで、その生理学的性質の詳細を明らかに
することを目的とした。また、最終目標としてはこの役割を担う分子実体に着目した研究を行う
ことを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1)Voltage clamp fluorometry法を用いた、内因性酵素活性の性質に関する検証 
本研究では電位依存的な酵素活性を捉えようとしているため、アフリカツメガエル卵母細胞に
各種イノシトールリン脂質のプローブを発現させ、その膜電位を人工的に制御することによっ
て各種イノシトールリン脂質量にどのような変化が起きるかを検証することとした。膜電位の
制御は二本差し膜電位固定法(Two-electrode voltage clamp, TEVC)を用い、蛍光シグ
ナルの検出はコンフォーカル顕微鏡を組み合わせることで行った。当初はイノシトールリン脂
質プローブに緑色蛍光蛋白質(GFP)を融合させたプローブを用い、酵素活性の変化に伴って細
胞膜近傍へと集まってくるシグナル強度を定量することでその活性を評価していた。しかしこ
の方法では時間分解能が優れないという問題点があったため、FRET型の PH domain融合たん
ぱく質である f-PLC（PI(4,5)P2感受性）および f-TAPP（PI(3,4)P2感受性）による検出
法を導入し、より時間解像度の高い手法により本現象を観察することを試みた。 
 
(2)電気生理学的な測定法を用いた内因性酵素活性の性質に関する検証 
上記の Voltage clamp fluorometry法に加え、細胞にイノシトールリン脂質感受性のある
イオンチャネルを強制発現させてその生理活性の変化を追うことで、この内因性酵素活性の性
質に関する検証を行おうと考えた。我々の研究から内因性酵素活性については PI(3,4)P2の量
が著しく変化することが観察されており、既にこの現象が報告されている Xenopus 由来 TPC3
（プラスミドを生理学研究所久保研究室より提供）を oocyte に発現させ、脱分極依存的な電
流を解析した。 
 
(3) イモリの卵母細胞における内因性酵素活性に関する検証と、本分子メカニズムの解明 
申請者たちの予備研究から、イモリの卵母細胞は上記の内因性酵素活性を有していないことが
示唆されていた。そこでこの現象を再検証し、イモリの卵母細胞がアフリカツメガエル卵母細胞
との比較実験対象として用いられるかを検証した。具体的には、イモリの卵母細胞に上記イノシ
トールリン脂質プローブを発現させ、voltage clamp fluorometryによって内因性酵素活
性の有無を観察した。また、イモリの卵母細胞において内因性酵素活性が存在しないことを確認
した後は、アフリカツメガエルとイモリの遺伝子発現プロファイルを次世代シーケンス法によ
り比較することで、アフリカツメガエルにおける新規の電位依存性メカニズムを検証しようと
考えた。 
 
４．研究成果 
(1)Voltage clamp fluorometry法を用いた、内因性酵素活性の性質に関する検証 
PI(3)P, PI(4)P, PI(3,4,5)P3 について、それぞれの蛍光プローブの cDNA を作製し、
mRNAをアフリカツメガエル卵母細胞へと注入することで、そのシグナルの電位依存的な変化が
認められるかを検討した。しかし予想外のことに、いずれのプローブを用いても、蛍光シグナル
の変化を認めることは出来なかった。その可能性として、(1) 内因性の酵素活性の影響を受け
る基質量が、その総量と比較して限られているため、検出できなかった可能性、(2) 各プロー



ブに脂質のアシル基の長さなど何らかの選択性が存在しており、それがシグナルを検出するう
えで障害となっている可能性、(3)我々が選択的プローブで見出している現象が、なんらかの
artifactであり、現実には PI(3,4)P2の量を反映していない可能性、などが考えられた。
(3)の可能性を否定するため、PI4K阻害剤であるwortmaninの投与実験を行う実験も行った。
Wortmaninを投与すると、細胞内の多くの PIPsは枯渇化すると考えられる。このような条件
下で再度実験を行うと、内因性の酵素活性は認められなかった。すなわちこの酵素活性は、プロ
ーブによる何らかの artifact などではなく、確かに PIPs の実験系を介していることが明ら
かとなった 
そこで新規に膜近傍の PIPsを検出するのに適した FRET型の PH domain融合たんぱく質であ
る f-PLC（PI(4,5)P2 感受性）および f-TAPP（PI(3,4)P2 感受性）を導入し、voltage 
clamp fluorometry法により PI(4,5)P2および PI(3,4)P2の変化の時間分解能の向上を
はかった。予測通り、VSP酵素活性に伴う速い変化を捉えることができるようになった。一方、
予想外の結果として、PIP3から PI(3,4)P2を生成する内在性酵素活性のシグナル強度が極め
て低いことが明らかになった。f-PLC で検出される VSP の PI(4,5)P2－＞PI(4)P 活性には
影響が見られなかった。このことから、内在性酵素活性は、vspの場合と異なり、イノシトール
リン脂質のプローブの種類によって検出のされかたが異なっており、PI(3,4)P2の増加する細
胞内部位の違いなどを反映している可能性が考えられた。 
 
(2)電気生理学的な測定法を用いた内因性酵素活性の性質に関する検証 
上記のバックグラウンドを受けて、PI(3,4)P2感受性チャネルである Xenopus tropicalis
由来 TPC2 の電位依存的活性化を Xenopus oocyte に発現させる検証を行った。その結果
PI(3,4)P2の増加を反映する電流が検出されたことから、本内在性酵素活性については前述し
たようにプローブによるアーチファクトではないことは確かであり、VSP と内在性活性の間で
アシル基の多様性により基質への preferenceが異なるという可能性と、プローブの種類が異
なることで検出される PIPsの細胞内分布が異なる可能性、即ち同じ PI(3,4)P2でも空間的分
布パターンが VSPの場合と内在性活性の間で異なる可能性が考えられた。 
次に内在性 Xl-VSP1/2 の関与を再検証するため、ドミナントネガティブ型 VSP を構築に向け
て VSP分子内相互作用部位の解析をおこなった。N末端側に Anapを導入して VCF計測を行い、
N末端側と VSD（電位センサードメイン）-PD（酵素ドメイン） linkerの間での直接相互作用
がある可能性を見出した。また、S4-linker領域と酵素ドメインの間で直接相互作用があるこ
とを見出した。 
 
(3) イモリの卵母細胞における内因性酵素活性に関する検証と、本分子メカニズムの解明 
まずアカハライモリの卵母細胞を用い、予備実験の通り、アカハライモリの卵母細胞はアフリカ
ツメガエルの卵母細胞とは異なり上記の内因性酵素活性を有していないことを改めて確認した。
そこで mRNAの次世代シーケンスを行うため、アカハライモリの卵母細胞を採用したが、質の高
い RNAを得るための条件検討が十分に進まず、研究期間内には RNAseqによる発現解析の比較
には至っていない。 
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