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研究成果の概要（和文）： Voltage-Sensing Phosphatase（VSP）は、ホヤからヒトまでの動物

に共通に保存されているタンパク分子で、分子内に細胞膜電位センサーとして機能する膜貫通

領域と、ホスホイノシチド・ホスファターゼとして機能する酵素を併せ持つ。VSP の動作原理

と生理的役割を明らかにするため、電気生理学測定による電位センサー機能の計測、in vitro

でのホスファターゼ活性の生化学的測定、数理シュミレーション、ホスホイノシチドレベルを

推測するための蛍光イメージングを組み合わせた解析を行った。その結果、VSP は、ホスホイ

ノシチドである PI(4,5)P2と PIP3のイノシトール環上のリン酸を脱リン酸化する酵素活性をも

つこと、またこの活性は幅広い膜電位範囲において脱分極の程度に応じて増加することなどを

明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）：Voltage sensing phosphatase gene is conserved in genomes from sea 
squirt to human.  VSP consists of the voltage sensing domain and the cytoplasmic enzyme 
region that operates as the phosphoinositide phosphatase.  Mechanisms of VSP have been 
examined by integrative approaches including electrophysiology, in vitro phosphatase 
assay, mathematical modeling analysis and imaging analysis.  Results showed that voltage 
sensor activates PI(4,5)P2 and PIP3 phosphatase activity upon depolarization and this 
coupling occurs over the entire range of voltage sensitivity of the voltage sensor.  We 
also found that the state of enzyme affects the motions of the voltage sensor suggesting 
the presence of retrograde interaction from enzyme to the voltage sensor.   
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１．研究開始当初の背景 
電位依存性ホスファターゼ VSP は、ホヤから
ヒトまで保存されており、電位依存性チャネ

ルの電位センサー領域とイノシトールリン
脂質ホスファターゼ構造を併せ持ち、膜電位
依存的にホスホイノシチドの脱リン酸化を
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制御するというユニークな特性をもつ。この
分子はイオンチャネル以外の生理機能を電
位センサーが制御する初めての例となるが、
その動作原理と生理機能は明らかでない。 
 
２．研究の目的 
膜電位変化を細胞内化学変化へ直接変換す
る分子内情報伝達機構を明らかにする。種間
や関連分子の比較解析とモジュール間の組
み換え実験を行い進化過程で脊索動物の生
理機能のモーダルシフトを可能にした分子
基盤を明らかにする．モジュールの人工的な
組み替えにより新たな分子機能が創成され
る可能性を検討する。 
 
３．研究の方法 
酵素活性の膜電位依存特性を調べるため、ア
フリカツメガエル卵母細胞を用いてホスホ
イノシチド感受性蛍光蛋白の光計測と内向
き整流性 Kチャネルの電流計測を行い、膜電
位依存的な酵素活性を計測した。また、in 
vitro でマラカイトグリーンを用いた脱リン
酸化活性の定量を行った。電位センサーの動
きは、膜電位固定法によりゲート電流の計測
により行った。これらに「Virtual Cell（コ
ネチカット大学）」による数値シュミレーシ
ョンを適用し、PIP2のセンサー蛋白の拡散と
VSP の発現量による影響を考慮して各膜電位
での酵素活性を算出した。VSP の細胞内領域
を他のタンパクに入れ替えたキメラ体を作
成し、電位依存的な機能変化が見られるかど
うかを検討した。 
 
４．研究成果 
VSP の動作原理と生理機能について、下記の
知見を得た。 
（１）Ci-VSP の in vitro での酵素活性計測
により、VSP は PTEN と異なり、PI(4,5)P2を
基質として、5’のリン酸を脱リン酸化する
ことを明らかにした（秋田大学、佐々木雄彦
博士との共同研究）。更に、この PTEN との
基質特異性の相違が、Ci-VSP の活性中心にあ
って、すべての VSP オルソログ分子間で共通
に保存されている365番目のグリシンに依存
することを見出した。 
（２）Ci-VSP は、脱分極により PIP3 と
PI(4,5)P2を減少させることから、脱分極でホ
スファターゼ活性が増加すること、また、電
位センサーの動く幅広い膜電位範囲全体で、
酵素活性が電位センサーの動く程度に応じ
て変化することを、蛍光イメージング、電気
生理実験、数値シュミレーション（コネチカ
ット大学で作成された Virtual Cell を用い
た解析）により、明らかにした。電位依存性
イオンチャネルが４つの電位センサーが協
調的に働くことによりシャープな電位依存
的なイオン電流を作り出し、いわばデジタル

的な信号伝達を効率よく起こす分子デザイ
ンであるのに対して、VSP は、ゆるやかな膜
電位変化に応じてアナログ的に電気→化学
の情報変換を起こして細胞内に信号を伝え
るのに適した分子デザインであると考えら
れた（図を参照）。 
（３）遺伝子発現によってゲート電流が大き
く発現することが既に明らかになっていた
ゼブラフィッシュ VSP を、哺乳類培養細胞に
遺伝子導入して発現させ、パッチクランプ法
によりゲート電流の性質と酵素活性の変化
について定量を行った。活性中心のシステイ
ンをセリンに置換した変異分子では有意に
ゲート電流が加速し、ホスファターゼの阻害
剤であるバナジン酸の投与でも同様な効果
が確認された。この効果は、酵素活性が消失
したことで細胞内のホスホイノシチドの環
境が変化したためではなかった。このことか
ら、電位センサーの動きにより酵素活性が活
性化される一方で、電位センサーの動作の仕
方が酵素ドメインの状態により影響を受け
ることが明らかになった。このことは、この
研究期間中に UC バークレーの研究グループ
から、蛍光シグナルによる電位センサーの動
きについての解析がなされ、我々と同様に酵
素領域の変異により電位センサーの動きが
変化することが示されたことからも確認さ
れている。 
（４）トリ、カエル、ウニのそれぞれの VSP
について cDNA クローニングを行って、前述
と同様の解析を行い、ホヤ、ゼブラフィッシ
ュの特性と比較した。ゲート電流の計測結果
の比較から、電位センサーの電位依存性が動
物種毎にシフトしており、高等生物になるほ
ど、脱分極側にある傾向があることが明らか
になった。また、PLC 由来の PH ドメインと
GFP の融合タンパクを PI(4,5)P2 のセンサー
として用いた計測からトリ由来のVSPおよび
カエル由来の VSP でも、ホヤやゼブラフィッ
シュ由来 VSP と同様に PI(4,5)P2を基質とす
る酵素活性が保存されていることを確認し
た。 
（５）酵素領域をサンゴ由来蛍光蛋白に置き
換えた分子を構築し、これが、膜電位変化を
蛍光信号の変化として検出できる voltage 
probe として利用可能であることを見出した。
培養神経細胞、心筋細胞に遺伝子導入を行い
２波長での蛍光強度の比を二次元画像とし
て取得して解析することにより、電気的活動
を加算平均なしで取得することに成功した。
この分子を心筋特異的に発現させたゼブラ
フィッシュでは個体レベルで心の拍動に伴
う興奮の伝搬が記録できた（理化学研究所宮
脇研究室との共同研究）。 
 
 
 



図の説明：電位依存性イオンチャネルと電位
依存性ホスファターゼの動作原理を比較し
たもの。電位依存性イオンチャネルが電位セ
ンサーを分子内に複数持ち、それらが協調的
に働くことでシャープな電位依存的イオン
電流の増減を実現しているのに対して、電位
依存性ホスファターゼにおいては一つの電
位センサーが酵素と共役し、幅広い膜電位範
囲で酵素活性を単調増加させる。赤のカーブ
は、アフリカツメガエル卵母細胞での PIP2
の蛍光イメージングを元に細胞内での拡散
などのフィッティングを行い、得られた酵素
活性を各膜電位に対して示す（Sakata et al, 
in press）。黒は、ゲート電流計測から見た
電位センサーの動きの量（電荷）を示す
（Murata et al, Nature, 2005 より転用）。 
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