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研究成果の概要（和文）：電位依存性ホスファターゼ,VSP は、電位センサー部分で膜電位変化

を感知し、細胞内の酵素ドメインが脱リン酸化活性を発揮する。本研究では、電位センサーの

どのような動きが VSP の酵素活性に繋がるのか検討を行った。その結果、電位センサーが完

全に活性化しなくとも酵素活性を発揮することが分かった。一方、電位依存性イオンチャネル

では、電位センサーが完全に活性化したときにのみ、ポアが開口することが知られている。本

研究は電位センサーの新たな性質を明らかにしたと言える。 

 
研究成果の概要（英文）：Voltage-sensing phosphatase, VSP consist of the voltage sensor and 

the phosphatase domain. In this study, we have investigated how the voltage sensor of VSP 

regulates its phoshpatase activities. Our results indicate that not only full activation but 

also partial activation of the voltage sensor triggers the phosphatase activity. This means 

that the mechanisms to regulate the phosphatase domain by the voltage sensor is not 

consistent with those to regulate the activity of ionic pore by the voltage sensor in 

conventional voltage-gated ion channels. Our research provided new insight into the 

nature of voltage sensors. 
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１．研究開始当初の背景 

 細胞膜の電気的な興奮は、生体において重
要なシグナルの一つとして働いている。特に
ニューロンや心筋において、活動電位の形成
と伝搬はその働きの本質である。活動電位の
形成と伝搬は電位依存性イオンチャネル、と
くに電位依存性のナトリムチャネル、および
カリウムチャネルによって行われている。こ
れらのイオンチャネルは細胞膜の電気的な
興奮を引き金にして、細胞膜のイオンの透過
率を大きく変えることができる。電位依存性

イオンチャネルは膜電位を感知するドメイ
ンである電位センサーと、イオン透過路であ
るポアドメインから成り立っている。膜電位
変化を感知すると、電位センサーが動きポア
（穴）を開口させて、細胞膜のイオン透過率
を大きく変化させる。これまで電位センサー
は C 末端側にはポアドメインを持つタイプ
しか知られておらず、電位依存性イオンチャ
ネル固有のドメインであると考えられてき
た。しかしながら、申請者が所属するグルー
プは 2005 年と 2006 年に相次ぎ、電位センサ
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ーの C 末端側にポアドメインを持たない新
規のタンパク質を発見した。１つはポアドメ
インの代わりにの脱リン酸化酵素を持ち、電
位依存性のホスファターゼとして働くもの
（VSP）、もう１つは電位センサーのみでポ
アドメインを持たないにも関わらず、電位依
存性プロトンチャネル(VSOP)として働くタ
ンパク質である。このうち VSP は細胞内の
セカンドメッセンジャーとして広く知られ
ているイノシトールリン脂質を電位依存的
に脱リン酸化する機能を持つことが分かっ
た(Nature,2005)。つまり VSP のホスファタ
ーゼドメインは、電位センサーの動作が引き
金になって、酵素活性を発揮するものと考え
られる。これまでの研究により、電位センサ
ーを持つタンパク質である電位依存性カリ
ウムチャネルでは、電位センサーが完全に活
性化したときにのみ、イオンが透過するポア
（穴）が開口することが知られている。しか
しながら VSP における電位センサーと酵素
活性の関係については、未だほとんど研究が
なされていない。最近我々は、VSP の電位依
存的な酵素活性を定量的に計測することに
より、酵素活性の電位依存性と、電位センサ
ーの電位依存性がよく一致することを見出
した(Sakata et al., 2011)。このことは VSP

は電位センサーが動いた分だけ、酵素活性を
発揮する可能性を示唆しており、VSP の電位
センサーと酵素活性の関係は、これまでよく
研究されてきた電位依存性カリウムチャネ
ルの電位センサーとポアドメインの関係と
は異なる可能性が考えられる。しかしながら、
どちらのモデルがより正しいのか、今のとこ
ろ不明である。 

 

２．研究の目的 

 これまでの研究により、電位依存性カリウ
ムチャネルでは、電位センサーが完全に活性
化しときにのみポアが開口することが分か
っている。しかしながら最近の我々の研究に
より、VSP では電位センサーが完全に活性化
しなくても、活性化の大きさに応じて酵素活
性を発揮している可能性が示唆された。もし
この仮説が正しければ、我々は電位センサー
の新たな性質を見出したことになる。そこで、
この仮説の真偽を検討することを本研究の
目的とした。 

 

３．研究の方法 

 一般に電位センサーの状態は、不活性化状
態と活性化状態の２状態遷移で説明される。
我々はゼブラフィッシュ由来の VSPにおいて、
電位センサー部分に２か所変異を導入する
ことにより、不活性化状態から活性化状態に
移行する途中に、安定な中間状態を持つ変異
体を作成することに成功した（Dr-VSP(DM)）。
我々はこの変異体の酵素活性を計測するこ

とで、先の仮説の真偽を検討した。つまり不
活性化状態から中間状態への電位センサー
が移行した際、酵素活性を発揮すれば、電位
センサーは完全に活性化しなくても、VSPは
酵素活性を発揮できることになり、先の仮説
は正しいことになる。 
 本研究では、酵素活性を計測する前に、電
位センサーの動きを詳細に計測し、
Dr-VSP(DM)の電位センサーが、安定な中間状
態を持っていることを確認した。電位センサ
ーの動きは、以前から行われてきたゲート電
流を測定する方法に加え、voltage clamp 
fluorometry(VCF)の方法で検出した。VCFの
方法とは、電位センサーの細胞外側に蛍光色
素を部位特異的に取り付け、蛍光強度の変化
を利用して電位センサーの動きを検出する
方法である（図１）。 

 また酵素活性は、内向き整流性カリムチャ
ネルを用いて、電気生理学的に計測する方法
（図２）、および PI(4,5)P2と特異的に結合

することが知られている PH domainに GFP
を融合させたタンパク質を用いて、細胞表面
の PI(4,5)P2を可視化することで測定した
（図３）。 

カリウムチャネルを使用する方法は、これま
で Xenopus の卵母細胞をを発現系として利
用して行っていたが、今回は培養細胞を用い
た系で初めて酵素活性の計測を行った。なお
PH domain を用いた方法は、これまでどおり
Xenopusの卵母細胞を利用して行った。 
 



４．研究成果 
 まず、今回作成したゼブラフィッシュ由来
VSP の変異体、Dr-VSP(DM)の電位センサーの
動きを計測した。ゲート電流の計測を元に、
電位センサーの電位依存的な動きを算出し
たところ、図４に示すとおり、二段階の動き
をすることが分かった。これはこの変異体の

電位センサーは完全に活性化する途中に、安
定な中間状態を持つことを示唆している。ま
た計測したゲート電流を詳細に観察すると、
100mV より高い電位において、低い電位で見
られていた速い成分に加えて遅い成分が出
現することが分かった（図５)。kinetics を

解析し、電位センサーの電位依存性に重ね書
きすると、遅い成分の出現は、電位センサー
の二段階目の動き、つまり中間状態から完全
な活性化状態に移行する動きが現れる電位
と一致することが分かった（図６）。このこ

とは Dr-VSP(DM)の電位センサーは、不活性化
状態から中間状態に移行する際は速いのに
対し、中間状態から完全な活性化状態への移
行は比較的ゆっくりしていることを示して
いる。 
 さらに Dr-VSP(DM)の電位センサーの動き
を蛍光を使用する方法、 voltage clamp 

fluorometry で検出したところ、電位依存的
な蛍光強度の減少が観察された（図７）。ま

た蛍光が減退する kinetics を解析したとこ
ろ、低い電位では速い減少しか計測されなか
ったが、高い電位では速い減少に加えて、ゆ
っくりとした蛍光の減少が観察された（図
８）。遅い蛍光の減少が現れる膜電位はゲー

ト電流において遅い成分が現れる電位とよ
く 一 致 し た 。 つ ま り Voltage clamp 
fluorometry を 用 い た 計 測 に よ り 、
Dr-VSP(DM)の電位センサーは２段階の動き
方し、最初の動きに比べて、２段階目の動き
は遅い動きであることが分かった。また、こ
れは Dr-VSP(DM)は不活性化状態と完全な活
性化状態の間に安定な中間状態を持つこと
も示している。 
 次に我々は、Dr-VSP(DM)の酵素活性を計測
した。PI(4,5)P2 依存的な活性を持つ内向き
整流性チャネルである Kir3.4(S143T)、およ
び Kir2.1 を使用して計測を行ったところ、
電位依存的なチャネル活性の低下が観察さ
れた。この結果を Dr-VSP(DM)の電位依存性と
重ね書きすると、電位センサーの不活性化状
態から中間状態への移行、および中間状態か
ら 完 全 な活 性 化状 態に 移 行の 両 方で
Dr-VSP(DM)は酵素活性を発揮していること



が分かった（図 9, 10）。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 

 以上の結果は、VSPの酵素活性は電位センサ
ーが完全に活性化しなくても発揮されるこ
とを示している（図１１）。これまでよく研

究されてきた電位依存性イオンチャネルで
は、電位センサーが完全に活性化されたとき
のみ、ポアの開口が引き起こされることが分
かっている。つまり VSPの電位センサーと酵
素活性の共役のメカニズムは、電位依存性イ
オンチャネルの電位センサーとポアドメイ
ンの関係とは異なっており、今回の研究は電
位センサーの今まで知られていなかった機
能の一端を明らかにしたものと言える。 
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