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研究成果の概要（和文）：電位感受性ホスファターゼVSP、電位依存性プロトンチャネルVSOP/Hv1などの電位センサー
ドメインタンパクについて、X線結晶構造解析、電気生理、蛍光計測などを行い、モジュール間での共役機構を明らか
にした。その知見を利用した膜電位プローブタンパクの創成に成功し、ゼブラフィッシュ個体で心臓の拍動に伴う電気
シグナル、マウス聴覚野大脳皮質での興奮伝搬などを可視化可能なツールの開発に成功した。VSOP、VSOP/Hv1、機能未
知のVSOP2について、遺伝子改変動物を作成し、個体レベルでの役割を明らかにすることに成功した。これらにより、
膜電位シグナル伝達の分子機構と生理的意義の理解を深めた。

研究成果の概要（英文）：Molecular mechanisms of voltage sensor domain proteins, including voltage-sensing 
phosphatase and voltage-gated proton channels, were studied by X-ray crystallography, electrophysiology, f
luorescence imaging or fluorometry.  We also exploited advantages of molecular mechanisms to develop effic
ient voltage-reporter protein and applied them in zebrafish heart and mouse auditory cortex and were convi
nced that these probes serve as efficient reporter.  Knock out mice were establsihed for VSP, VSOP/Hv1 and
 VSOP2 and physiological functions of these voltage-signaling molecules have been revealed.
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１．研究開始当初の背景 
これまで膜電位シグナルを担う実体として、
電位依存性イオンチャネルの電位センサーが
連綿たる研究の対象となってきた。岡村らは
、電位センサーをもちポアドメインを持たな
い複数の新規タンパクを同定し、その一つ
Ci-VSPが、がん抑制遺伝子であるPTEN様のホ
スファターゼドメインを有し脱分極によりイ
ノシトールリン脂質を脱リン酸化するユニー
クな機能をもつことを明らかにしイオン透過
以外の生理機能に電位センサーが動作する初
めての例として示した（Nature 2005）。更に
電位センサードメインのみから成るVSOP／
Hv1はポアドメインが無いにも関わらずイオ
ンチャネル特性を示し、長い間血球系細胞で
の活性酸素産生に関わる因子として注目され
ていながら分子が未同定であったプロトン選
択的イオンチャネル分子であることを明らか
にした（Sasaki et al, Science, 2006）。
VSOP/Hv1と相同性を有するVSOP2は、他のタン
パクとの相同性を示さない細胞内領域をもち
ニューロンに発現する新規膜蛋白として同定
した。これら電位センサードメインをもつ蛋
白の発見により電位センサーが従来の電位依
存性イオンチャネルに限定されるものでなく
タンパクモジュールとして多様な分子機能に
使われ「電位センサードメインタンパク」と
いう新たな概念が構築されてきた。 
 
２．研究の目的 
電位センサーの「膜電位ー化学シグナル共

役複合体」での新たなメカニズムと役割を明
らかにすることを目的とし、これら電位セン
サードメインタンパクを発現する細胞や組織
から膜電位変化を計測するとともに、電位セ
ンサードメインを含むシグナル複合体の構築
と機能を明らかにし膜電位ー化学シグナルの
共役機構と生理的役割を解明する。 
（１）３つの電位センサードメインタンパク
（VSP、VSOP/Hv1、VSOP2）と精子に特異的に
発現する電位センサータンパク（Na/H交換体
sNHEなど）について電位センサードメインタ
ンパク複合体の分子基盤を解明する。 
（２）電位センサードメインタンパクの動作
原理に基づき膜電位感受性蛍光プローブ分子
Mermaidの改良を行い、電位感受性、応答速度
、光ブリーチングを改良し、特定の細胞膜コ
ンパートメントにターゲットできるような分
子の作成を行う。 
（３）遺伝子改変マウスと膜電位感受性蛍光
プローブ分子を利用し、電位センサードメイ
ンタンパクの生理機能の解明する。VSOP1/Hv1
の免疫における役割を明らかにする。VSP-KO
マウスを用いて受精や精子機能などの解析を
行う。VSOP2-KOマウスを用いて神経系での機
能を解析する。血液細胞、精子（または精原

母細胞）、ニューロンなどから膜電位変化を計
測し、電位センサードメインタンパクが関わ
る生理的文脈を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
電位センサーの計測を培養細胞でのパッチク
ランプ法、卵母細胞発現系での微小電極膜電
位固定法、蛍光計測法VCFなどにより行った。 
膜電位プローブの解析を、電気生理計測とフ
ォトマルを用いた蛍光計測を組み合わせて行
った。 
分子動作原理の解明には、アミノ酸置換を
site directed mutagenesis法を適用した。ノ
ックアウトマウスは研究分担者崎村らが開発
してきた手法を駆使して、ES細胞の樹立、キ
メラマウスの作成、交配を行った。電位セン
サードメインタンパクの立体構造の解明には
、大腸菌や昆虫細胞などの発現系により大量
合成、精製、可溶化条件の検討、結晶化スク
リーニング等を経て、タンパクの結晶化と構
造解析を行った。動物実験は、各機関の大学
動物実験規定に従い、各機関の動物実験委員
会で審査を受けた状況で行った。ガイドライ
ンに従って生命倫理に基づいた処置、安全対
策を講じている。遺伝子組換え実験は、各機
関の規定に従い審査を受け、法令等で定めて
いる基準に適合して実験が承認されている。 
 
４．研究成果 
1)電位センサードメインタンパクおよびそれ
を含むタンパク複合体の動作原理の解明 ２）
その知見を利用した膜電位プローブタンパク
の創成 ３）遺伝子改変動物および電位センサ
ードメインタンパクを基盤とする分子ツール
を用いた生理機能の解明について以下の成果
を得た。 
（１） 電位センサードメインタンパク群の機
能と複合体形成の基盤の解明 
電位依存性ホスファターゼVSP：①電位センサ
ードメインと酵素ドメインが共役する分子メ
カニズムを明らかにした（Sakata et al J 
Physiol 2011, 2013：後者はPerspective記事
として紹介）。②Ci-VSPの細胞内領域の構造を
Ｘ線結晶化によりVSPの基質結合ポケットの
形態がPTENとは異なっており、活性中心のア
ミノ酸であるE411の基質選択性における重要
性を明らかにした（Matsuda et al JBC 2011
）。③VSPは、その脱リン酸化活性が、従来の5
’活性だけでなくホスホイノシタイダイ
PI(3,4)P2に対して3’活性を示し、これが高
い膜電位レベルでの刺激により増加すること
から、電位センサーが酵素活性の大きさだけ
でなく基質特異性も変化させている可能性が
明らかになった（Kurokawa et al PNAS 2012
）。④電位センサーのS4下流の構造変化が生じ
るだけでなくS1の細胞内側であるN末端側に



も構造変化が生じることが示され（Tsutsui 
et al Biophys J.2013）、VSPがN末端側に結合
しうるタンパクへシグナルを伝達するメカニ
ズムの可能性を示した。 
 
電位依存性プロトンチャネルVSOP/Hv1:①ア
ミノ酸変異や欠失させたコンストラクトの電
気生理学実験、膜トポロジー解析から、S4の
細胞内側半分がプロトン透過には必須でない
ことを見出し、従来のオメガ電流仮説ではプ
ロトン透過が説明できないことを示した（
Sakata et al PNAS 2009： Commentaryとして
PNAS 2010 Feb 2;107(5):1817-8.”にも紹介
）。②コイルドコイル領域がダイマー構造を示
し、温度依存的な会合特性が２つのモノマー
間での協調的ゲーティングを調節し、S4とコ
イルドコイルが細胞膜内から細胞質まで一体
のらせん構造として機能していることを示し
た（Nat Communi 2013、J Gen Physiol2014）
。③人工的にtrimer、tetramer化した分子を
設計し特性を比較しダイマーの場合が最も協
調的ゲート機構が動作できることを明らかに
した（Fujiwara et al J Physiol 2012）。④
コイルドコイルの酸化還元状態での構造基盤
を明らかにし未知の分子がVSOP/Hv1へ酸化還
元依存的に結合する可能性が示唆された（
Fujiwara et al JBC 2013）。⑤全長タンパク
について、電位センサーとしては初めての静
止状態のX線結晶構造解析に成功し、プロトン
選択性、ゲーティング機構、亜鉛イオンによ
る調節など、プロトンチャネルの基本特性だ
けでなく電位センサータンパクすべてに共通
する原理解明への手がかりを得た（Takeshita 
etal Nat Struct Mol Biol 2014）。 
 
神経系に発現する機能未知の電位センサー関
連タンパクVSOP2： VSOP2の特異抗体を科研費
包括脳支援班（北大渡辺教授）のサポートに
よって作成し、これを用いてマウス脳から免
疫沈降実験を行い（生理研深田教授の協力）
、結合する可能性のある候補分子を質量分析
により複数見いだした。 
 
精子特異的Na/H交換体sNHEおよびカチオンチ
ャネルCatSper: S1-S4とVSPの細胞内ドメイ
ンのキメラ体が細胞外液pHに依存したイオン
電流を示し電位センサーがVSOP/Hv1様にイオ
ンを透過させる可能性が示された（藤原ら未
発表）。精子特異的カチオンチャネルCatSper
のカタユウレイボヤオルソログ3つ（哺乳類の
α2〜α4に相当）をクローニングし発現実験
からポアドメインがない状態で電位センサー
単独で機能しうることを見いだした（筒井ら
）。またホヤ精子CatSperα2およびα3につい
てチャネルポアを構成するペプチドに対する
抗体が精子の受精を著しく阻害することを見

出した（吉田ら）。 
 
（２） 電位センサードメインの動作原理に基
づく膜電位プローブタンパクの改良 
①蛍光タンパクの組み合わせの変更、②様々
な動物種のVSPを元にしたキメラ分子作成、③
蛍光タンパクを融合させる部位の変更により
、時間分解能などの、膜電位プローブタンパ
クの特性を顕著に改善した（Tsutsui et al J 
Physiol 2013）。細胞外電場の変調を与えて迅
速にプローブ特性をスクリーニングする系の
構築に成功した（Tsutsui et al BBA 2014）
。 
 
（３） 遺伝子改変マウスおよび膜電位プロー
ブを用いた電位センサードメインタンパクの
生理機能の解明 
VSP、VSOP/Hv1、VSOP2のノックアウトマウス
の作成に成功した（崎村ら）。VSPの遺伝子改
変マウスは、蛍光蛋白VenusをVSPの電位セン
サードメインの下流に発現させるノックイン
マウスとして作成され、これにおいて精巣で
のVSP蛋白の発現を確認できた。また微研井川
教授らの協力を得て、これらの精子の受精能
に異常が見られることを見いだした。
VSOP/Hv1に関しては、B6を背景とするfloxマ
ウスをCAGプロモーターCreマウスと掛け合わ
せ全身ノックアウトマウスを作成した。これ
らを用いて、① VSOP/Hv1ノックアウトマウス
の好中球は細胞運動性が低下、細胞接着して
いる時間が長いなど好中球の運動性に異常が
生じる（El Chemaly et al J Exp Med 2010）
、② VSOP-KOマウスの好中球は、次亜塩素酸
の産生量が野生型よりも高くアズール顆粒の
脱顆粒自体が亢進する（論文改訂中）、③自己
抗体増加、腎炎などのループス腎炎様の自己
免疫疾患症状を呈し、T細胞からのO2

-の産生量
が減少し活性化T細胞の細胞数が増加する（
Sasaki et al Biochem J 2013）、④摂食量が
亢進し高頻度で肥満を呈する、などを明らか
にした。 
 これらの生理機能で電位センサードメイン
タンパクが活性化される膜電位変化を解明す
ることを目指し、膜電位感受性蛍光プローブ
蛋白を用いた膜電位イメージングを行った。
zebrafishの心臓にmermaidを発現させたライ
ンを用い心臓の拍動に伴う興奮の伝搬を可視
化した（Tsutsui et al J Physiol 2010）。CAG
プロモーターの下流にmermaidを発現させる
トランスジェニックマウスを作成し（阪大微
研岡部博士、理研宮脇博士の協力）心臓での
拍動に伴う伝搬を記録に成功した。膜電位プ
ローブmerm2をマウス大脳皮質聴覚野のニュ
ーロンへ強制発現させ麻酔下で音を訊かせ周
波数依存的マップに応じた電気活動を捉えた
（Tsutsui et al J Physiol 2013）。VSPの細



胞内領域を改変することにより、細胞内膜に
選択的にターゲット可能なプローブの作成に
成功した。 
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