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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は膜電位依存的にイノシトールリン脂質を脱リン酸化する。VSP
は種々のイノシトールリン脂質を基質に持つが、最近の我々の研究により、低い膜電位ではPI(3,4,5)P3を脱リン酸化
し、高い電位ではPI(3,4)P2を脱リン酸化することが示唆された。しかしながらその分子メカニズムは、全く不明であ
った。本研究では脱リン酸化に関わっている酵素領域に非天然アミノ酸を利用して蛍光ラベルを導入することで、膜電
位と酵素領域の構造変化の関連を調べた。その結果、酵素領域のCα2 loopと呼ばれる部分が基質の選択性に重要な役
割を果たしている可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Voltage-sensing phosphatase, VSP, has an activity to dephosphorylate several 
kinds of phosphoinositides in a voltage-dependent manner. Our recent study has shown that VSP mainly 
dephosphoryltaes PI(3,4,5)P3 in low membrane voltages but dephosphorylates PI(3,4)P2 in high voltages. 
However, little is know about the molecular mechanisms how the membrane voltage regulates the substrate 
specificity of VSP. In this work, I introduced a fluorescent label using the method of the genetic 
incorporation of a fluorescent unnatural amino acid to reveal the conformational change of the catalytic 
region which is responsible for the dephosphorylation activity. Results showed that Cα2 loop located in 
the catalytic region plays key roles in the substrate specificity in VSP.

研究分野： 生理学
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１．研究開始当初の背景 
 細胞膜は電気的に興奮し、特に神経細胞や
心筋細胞では膜の興奮は情報の伝達に本質
的な役割を担っている。細胞膜電位は膜上に
発現しているイオンチャネルのイオン透過
性が変わることで変化する。中でも電位依存
性イオンチャネルは膜電位依存的にイオン
透過性を変えるタンパク質であり、活動電位
の形成と伝達に必須である。電位依存性イオ
ンチャネルは電位センサーとイオンを透過
させるポアドメインから成り立っており、膜
電位が変わると電位センサーがそれを感知
してポア（穴）の開閉を制御する。しかしな
がら 2005 年に新規のタンパク質として発見
された電位依存性ホスファターゼ（以下 VSP
と略す）は、電位依存性イオンチャネルと相
同性の高い電位センサー部分を持ちながら、
ポアドメインを持たず、代わりに脱リン酸化
活性を発揮する酵素領域を持つ。これまでの
研究により VSP は膜電位依存的に酵素活性
を変化させることが示され、電位依存的な酵
素として働くことが分かっている。VSP はイ
ノシトールリン脂質を脱リン酸化する。イノ
シトールリン脂質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分子で
あり、生理的に非常に重要な物質である。イ
ノシトール環のリン酸基がつく場所や数に
より、イノシトールリン脂質は複数の種類が
存在する。VSP は種々のイノシトールリン脂
質のうち PI(3,4,5)P3, PI(3,4)P2, PI(4,5)P2
を脱リン酸化する。イノシトールリン脂質は
個々に役割、および細胞内分布が異なってお
り、VSP が細胞内で実際どのイノシトール脂
質を代謝しているか知ることは、VSP の生理
的な意義を知る上で、本質的なことである。
最近、我々のグループは個々のイノシトール
リン脂質の動態を蛍光で計測する方法を用
いて、細胞膜上に発現した VSP の膜電位依
存的な酵素活性を計測した (Kurokawa et 
al.,2012)。その結果、低い電位では PI(3,4)P2
が増大するが高い電位では逆に PI(3,4)P2 が
減少することを見出した。これは低い膜電位
では VSP は主に PI(3,4,5)P3 を、高い膜電位
では PI(3,4)P2 を基質として認識しているこ
とを示唆する。酵素領域における基質選択性
が、異なるドメインである電位センサーによ
り制御されるメカニズムは、非常に興味を引
くところであるが、これまでのところそのメ
カニズムは全く分かっていない。 
 
２．研究の目的 
 上に述べたとおり、VSP は複数のイノシト
ールリン脂質を脱リン酸化するが、最近、膜
電位つまり電位センサーの動きが基質の選
択性に関与していることが示唆された。基質
選択性は VSP の生理学的意義を考える上で
重要であり、また電位センサーの動きがどの
ように基質選択性に関連した酵素領域の動
きを制御しているか明らかにすることは意
義深い。そのため本研究では、膜電位に応じ

てどのように酵素領域がその構造変化させ
るのか調べることで、電位センサーが VSP
の基質の選択性にどのように関わっている
のか明らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 膜電位依存的な構造変化を検出するには、
VSP を細胞膜上に発現させた状態で構造変化
を検出する必要がある。これまで細胞膜上に
発現させたイオンチャンルの構造変化は、蛍
光ラベルを導入することで検出されてきた。
しかし従来の方法では、細胞膜の外側に面し
た部分にしか蛍光ラベルを導入することが
できず、細胞内ドメインである酵素領域を蛍
光ラベルすることはできない。そのため、本
研究では蛍光を持つ非天然アミノ酸、Anap を
遺伝的な方法で酵素領域に組み込み、Anap の
蛍光変化を検出することで構造変化を計測
することを試みた。Anap およびそれを遺伝的
に組み込む方法は The Scripps Research 
Institute の Peter Schultz 博士らのグルー
プが開発したものを応用した（Chatterjee et 
al. 2014）。タンパク質の合成に過程におい

て、まずアミノ酸は tRNA と複合体を形成す
る（図１）。この複合体がリボソームに移行
し tRNA はそのアンチコドンに対応するコド
ンの部分で mRNA と結合し、アミノ酸がポリ
ペプチドに受け渡され、タンパク質が合成さ
れていく。非天然アミノ酸を遺伝的に挿入す
る方法では、生物が内在的に持っているこの
システムを利用する。まず非天然アミノ酸お
よび、この非天然アミノ酸を特異的に認識す
るアミノアシル tRNA 合成酵素（図１）、およ
びこの酵素に特異的に認識される tRNA の３
種類を人工的に作成する。この３者を細胞内
に導入すると非天然アミノ酸と tRNA の複合
体が形成される。さらにこの tRNA は TAG の
コドンを認識するように作成されているた
め、この３者および非天然アミノ酸を組み込
むターゲット部位を TAG に変異させた mRNA
を細胞内に導入することで、目的タンパク質
の狙った部位に非天然アミノ酸を組み込む
ことができる（図２）。しかしながら、この
方法はまだ新規に開発されたばかりであり、
これまでこの方法を使ってタンパク質の構
造変化を調べた研究報告はほとんどない。そ
のためまずこの方法を確立することから本
研究課題を遂行した。まず Xenopus oocyte
の発現系において、蛍光を持つ非天然アミノ
酸 Anap を、VSP に組み込めるかどうか確かめ



た。VSP では電位センサーの４番目の膜貫通
ヘリックスが電位依存的に動くことが知ら
れている。そこでまずこの部分に Anap を導

入し、電位依存的な蛍光輝度の変化が見える
かどうか試した。試行錯誤の結果、我々は電
位依存的な蛍光輝度の変化を検出し、
Xenopus oocyteの発現系においてこの方法を
適用することに成功した。そこで酵素領域に
Anap を組み込んで、本研究の目的である膜電
位依存的な酵素領域の構造変化を調べた。 
 
４．研究成果 
 

 VSP の酵素領域は電位センサーに近い方か
らホスファターゼドメイン、それから C2 ド
メインの２つのドメインから形成されてい
る(図３)。最近の研究により、ホスファター
ゼドメインに存在する gating loop と呼ばれ
る構造が電位センサーと連動して動く可能
性が示された。まずそれが正しいかどうか調
べるために gating loop に Anap を組み込ん
だところ、電位依存的な Anap の蛍光輝度の
変化が検出された（図４）。さらに C2ドメイ
ンに存在する 515 loop および Cα2 loop と
呼ばれる部分にそれぞれ Anap を組み込んだ

ところ蛍光輝度の変化が検出された。これら
は膜電位依存的
に VSP の酵素領
域が構造変化し
ていることを初
めて明瞭に示し
た実験結果であ
り、大変意義の
ある結果だと考
えている。 
 また２つのド

メインにおいて Anap の蛍光輝度変化の立ち
上がりのタイミングを見積もったところ、ホ
スファターゼドメインと C2 ドメインのいず
れに組み込んだ場合においても、脱分極刺激
に対して数ミリ秒の遅れがあり、２つのドメ
イン間で差がなかった。C2ドメインは電位セ
ンサーから離れた場所に位置しているにも
関わらず、より電位センサーの近くに位置す
るホスファターゼドメインと動き出すタイ
ミングが同じであることから、酵素領域を形
成する２つのドメインはバラバラに動くの
ではなく、ほぼ一体となって動くと考えられ
る。 
 ここまでの結果は電位センサーが酵素領
域の構造変化を誘起することを示している。
しかしながらもう一つの可能性として、酵素
の基質は細胞膜の構成成分であるイノシト
ールリン脂質であるため、電位センサーが基
質が埋まっている細胞膜と酵素領域の距離
を変えることで、酵素活性を制御している可
能性が考えられる。そこで我々は細胞膜を色
素（DPA）で染色し、VSP に組み込んだ Anap
と DPA の間で FRRT と呼ばれる現象を観測し
た。我々の行った FRET の実験では細胞膜と
酵素領域の距離が近いと Anap の蛍光輝度が
減少し、遠くなると逆に増加する。電位セン
サーを動かした時に蛍光輝度が変化するか
どうかで、酵素領域と細胞膜の距離が変化す
るかどうか判断した。また同様に電位センサ
ーが動かない変異体でも測定し、電位センサ
ーが通常通り動くものとで比較することで、
電位センサーの動作と蛍光輝度変化の相関
を明瞭になるようにした。結果として、電位
センサーが動くものと動かないもので違い
がなかった（図５）。このことから電位セン



サーは酵素領域と細胞膜の距離を変えるの
ではなく、その構造変化を促すことで酵素活
性を引き出していることが分かった。 
 VSP はその活性を発揮すると基質を代謝す
る。ここまでの研究では、基質の量や代謝活
性が構造変化に与える影響を排除し、電性セ
ンサーが酵素活性のスイッチを入れるまで
の構造変化を調べるために、酵素活性中心に
点変異を入れて酵素活性を持たないもので
実験してきた。ここまでの研究により構造変
化に関する知見が集まったので、次に本研究
の主眼である膜電位と基質の選択性を調べ
た。そのために酵素活性を持つVSPにおいて、
活性を持たないもので行ったのと同様に
Anap を様々な場所に組み込み蛍光輝度変化
を計測したところ、C2 ドメインの Cα2 loop
と呼ばれる場所に Anap を組み込むことで C
α2 loopが２段階の動きをすることが分かっ
た。つまり電位が低い時は蛍光輝度が減少す
るが、電位が高い場合が逆に蛍光が増加する
ことを見出した（図６）。この蛍光輝度の増
減が反転する電位は 50～60mV であり、先行
研究で我々が明らかにした基質の選択性が
変わる膜電位と同じ電位であった。つまり C
α2 loopが基質の選択性に深く関与している
可能性が高いと考えられる。 

 
 さらに高い電位での蛍光輝度変化の時間
経過を詳細に検討すると、脱分極刺激を与え
た直後に大きく蛍光輝度が上昇するが、その
すぐ後に比較的ゆっくりと輝度が減少する

ことがわかった（図７）。この緩やかな輝度
の減少は酵素活性を失った変異体では見ら
れなかった。よってこの減少は酵素の活性中
心に基質が結合したのちに、実際に基質が脱
リン酸化する過程の構造変化を検出してい
ると考えられる。つまり VSP の酵素は電位セ
ンサーが動くことで酵素領域の活性中心に
基質が入り込み、その後脱リン酸化活性を発

揮する過程で、C2 ドメインに存在する Cα2 
loop が動作すると考えられる（図８）。VSP
において直接脱リン酸化活性に関連した構
造変化が明らかにされるのはこれが初めて
のことであり、たいへん意義深い。今回の研
究により、これまでほどんど注目されていな
かった Cα2 loop が、基質の選択性だけでな
く、脱リン酸化活性そのものにも大きく関与
していることが明らかになった。今後、Cα2 
loop の酵素活性における重要性をより詳細
に調べて行きたいと考えている。 
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