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研究成果の概要（和文）：本研究では、精子において膜電位を感知してイノシトールリン脂質の量を制御する電
位依存性ホスファターゼVSPに着目して、それが他の脂質分布に与える影響を検証した。スクランブラーゼの一
種として知られるTMEM16Fに着目し、この活性がイノシトールリン脂質による制御を受けるのかどうかについ
て、VSPを人為的にHEK細胞に発現させることで検証した。その結果、確かにVSPを脱分極刺激によって活性化さ
せることで、TMEM16Fに由来する陽イオン電流の量が減少していく様子が観察され、TMEM16Fのイノシトールリン
脂質感受性の存在が示唆された。

研究成果の概要（英文）：In this study, we focused on the voltage-gated phosphatase VSP, which senses
 membrane potential and regulates the amount of inositol phospholipids in spermatozoa, and examined 
its effects on other lipid distributions. Focusing on TMEM16F, known as a type of scramblase, we 
tested whether this activity is regulated by inositol phospholipids by heterologously expressing VSP
 in HEK cells. As a result, we observed that the amount of cation current derived from TMEM16F 
decreased when VSP was activated by depolarizing stimuli, suggesting the existence of inositol 
phospholipid sensitivity of TMEM16F.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
これまで我々は、精子において新規の電位感知機構(VSPによる電位感知機構)が存在することを明らかにし、そ
れが成熟精子の運動制御に関わることを報告していた。この際は、VSPによる成熟精子のイオンチャネル活性の
制御に焦点を置いていたが、最近の我々の研究により、VSPの活性にはむしろ「未成熟精子」の電気信号が重要
であることが分かりつつある。本研究ではさらに、この「未成熟精子の電気信号」が、膜蛋白質の発現や他の脂
質分布の制御にも関わりうることを明らかにしている。この様な知見は、将来的には精子を対象とした不妊治療
などにおいても、重要な役割を果たすと考えられる。

※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 
一般に細胞の膜電位情報は「電位依存性イオンチャネル」によって感知され、それに伴うイオ
ンの流出入によって細胞生理機能が制御されることが広く知られていた。これら電位依存性イ
オンチャネルは、膜電位を感知するための電位センサードメイン、ならびにイオン透過を担うポ
アドメインより構成され、この構造によって電位依存的なイオンチャネル活性を示すことが可
能となる。一方で我々が近年着目している電位依存性酵素 VSP(voltage sensing phosphatase)
は、例外的に電位センサーにホスファターゼドメインが繋がった特有の構造を持ち、in vitroで
は膜の脱分極に伴ってイノシトールリン脂質(PIP2)を脱リン酸化するという興味深い機能を持
つ(Murata et al. Nature. 2005)。すなわち VSPは「電気信号」を酵素反応という「化学信号」
に変換するという稀有な機能を有している。これまでの研究から、VSP は種を通じて精巣に発
現することが示されていたが、その生理機能は明らかにされてこなかった。 
これまで我々は、VSP欠損マウスを作製し、そこから摘出した精子を用いることで、 (1) VSP
が精子で機能してホスファターゼ活性を示していること(すなわちイノシトールリン脂質 PIP2
を脱リン酸化し、その量を減少させていること)、(2) VSP の欠損により精子が受精時に示すカ
ルシウムシグナルに異常を生じること、そして(3)それにより精子の受精時の運動能に異常が生
じ、(4)体外受精能の成績が劇的に低下すること、などを明らかにしてきた(Kawai et al., PNAS, 
2019)。すなわちVSPは精子のイノシトールリン脂質のプロファイルを有意に変化させており、
イノシトールリン脂質依存的なイオンチャネル活性を制御することで精子の運動性制御に寄与
していた。 
一方でこれまでにもイノシトールリン脂質については、イオンチャネルの制御以外にも様々
な役割を担っていることが知られている。例えば種々のシグナルカスケードの制御、膜蛋白質の
発現制御にも関わることが報告されている。したがって VSPが上記で証明したイオンチャネル
の機能修飾以外にも、なんらかの機能を精子において有しているという可能性も充分に考えら
れる。 
興味深いことに、これまでに精子を用いた研究から、ホスファチジルセリンと呼ばれる脂質に
ついて、その成熟過程に応じて量や分布が変化することが知られていた(脂質リモデリング)。こ
の点について、実際に我々も質量分析による検証を行ったところ、実際に精子の成熟に応じてホ
スファチジルセリンの量に変化が生じていることを観察した(東京医科歯科大学・佐々木雄彦教
授との共同研究)。上記に加え、我々は、近年、VSPの活性が、成熟精子よりもむしろ、未成熟
の状態にある精子から既に観察されていることを見出していた。すなわち、「未成熟精子の膜電
位情報がイノシトールリン脂質の分布制御に重要である」ということが示唆されていた。これま
での研究から、ホスファチジルセリンについては、TMEM16F などのスクランブラーゼ活性に
よりその分布が変化することが知られている。その一方で、種々のイオンチャネルやトランスポ
ーターの活性は、イノシトールリン脂質による制御を受けることがこれまでの研究から分かっ
ている。以上を考えると、VSP が未成熟精子のイノシトールリン脂質分布を制御することで、
ホスファチジルセリンの分布を制御するスクランブラーゼの活性をも制御しているという仮説
も考えられる。そこでこの点を検証するため、TMEM16ファミリー蛋白質について、生物物理
から生物学を含む幅広い研究を行っている Duke大学 Huanghe Yang研究室と連携研究を行う
こととした。  
 
 
２．研究の目的 

TMEM16ファミリーのなかでもホスファチジルセリンに対するスクランブラーゼ活性を持つ
ことで有名な TMEM16Fに着目し、その活性がイノシトールリン脂質による制御を受けるのか、
を明らかにすることを目的とした。 また、これまでの我々の研究から、イノシトールリン脂質
による膜タンパク質の修飾に当たっては、その修飾が存在するかとくだけでなく、実際にどの程
度の親和性があるか、が重要であることが明らかになっている。とりわけ、我々は精子において
は特殊なイノシトールリン脂質環境が形成されていることを見出しているため、TMEM16F に
ついてもこの点を検証することが重要であろうと考えた。さらに、上記の点が明らかになった場
合は、イノシトールリン脂質のなかでも最も重要な種類である PIP2 と TMEM16F、そしてホ
スファチジルセリンの空間的関係を更に詳しく調べ、VSP によるイノシトールリン脂質以外の
脂質分布の制御機構が実在するのかを検証することも目的とした。 
 
 
３．研究の方法 

TMEM16F は Ca2+によって活性制御を受けるスクランブラーゼであり、その活性を正確に
測ろうとすると、細胞にホスファチジルセリンプローブを投与した状態で膜電位制御実験を行
う必要がある。この実験自体は不可能ではないが、ハードルが高いため代替案が求められた。本
研究で我々が連携した Duke大学Huanghe Yang研究室では、TMEM16F研究に関するノウハ
ウが蓄積されており、TMEM16F 活性の指標として、その活性の際に生じるイオン電流を測定
することができることが分かった。そこでこのイオン電流を指標に TMEM16F 活性を測り、



PIP2 による制御機構も調べようと考えた。まずは HEK 細胞に TMEM16F 分子を強制発現さ
せ、これを VSPと共発現させたときの影響を電気生理学的に見ることとした。本手法を用いる
ことで、細胞に脱分極刺激をあたえると共にイノシトールリン脂質 PIP2の量が減少する様子を
観察することが出来る。次に、このような刺激を与えてから、TMEM16F に由来する電流量が
どのように変化するかを検証した。 
また変化が検証されたため、その効率を他のイオンチャネルとも比較することで、TMEM16F
の PIP2に対する親和性を評価することとした。 
 また精子における PIP2 の分布を可視化するために、PIP2 プローブに GST タグを標識した蛋白
質を合成した。これを蛍光標識した抗 GST 抗体により観察することで、精子全体像における PIP2
の分布の詳細にせまろうと考えた。 
 
 
４．研究成果 
上記の通り、HEK細胞に TMEM16Fと VSPを共発現させた。細胞内に高濃度のカルシウム
イオンを含めることで TMEM16F を活性化させ、また脱分極刺激を与えて VSP を活性化させ
ることでその影響を検証した。その結果、VSPが活性化されることで TMEM16Fの電流値が減
少していく様子が観察され、TMEM16F の活性に PIP2 が重要であることが示唆された。一方
で、その効率を詳しく見てみると例えば他の PIP2 感受性チャネルとして知られている
KCNQ2/3などよりは遥かに電流減少の効率が低く、TMEM16Fは PIP2に対して比較的、高親
和性であることが示唆された。この結果は、(1)精子特異的チャネルである Slo3が PIP2に対し
て非常に高い親和性を持つこと、また(2)精子の鞭毛においては、その高い PIP2親和性に合わせ
るように、PIP2 の密度が VSP によって低く保たれている、という我々の研究成果とも一致し
ており、興味深い。 
また、上記研究を行い、その結果を精子に適用するうえでは PIP2の分布、ホスファチジルセ
リンの分布、そして TMEM16F の分布を詳細に研究する実験系の確立が必要であると考えた。
PIP2の精子鞭毛における分布については既に我々が共同研究で行っており(凍結レプリカ法、順
天堂大・藤本教授との共同研究)、局所の PIP2を解像度良く捉えることが出来ていた。しかしこ
の方法では局所のシグナルは捉えられても、鞭毛全体での分布を俯瞰して観察することが困難
であるという問題を抱えていた。この点を克服するため、PIP2 プローブに GST タグを標識し
た蛋白質を作製し、細胞内の PIP2を染色するという方法が取れないかと考えた。neuro2a細胞
を対象としてこの方法を試してみたところ、内葉の PIP2を綺麗に標識できた。したがってこの
方法を精子の鞭毛に適用したところ、精子鞭毛での PIP2の分布を予備実験ながら観察すること
ができた。したがって今後は、PIP2 とホスファチジルセリン、TMEM16 蛋白質との空間的相
関関係を明らかにし、それを精子の成熟というコンテクストの中で捉えることで、精子における
電気信号を介した脂質分布の制御、という誰も明らかにしていない現象を探求していきたい。 

 
図 1 VSPの活性化による、TMEM16F電流の変化。 
(上)酵素活性を持つ、或いは持たない VSPを準備し、TMEM16Fと VSPの活性化を同時に行った。 
酵素活性のある実験においてのみ、TMEM16F電流が減少していく様子が観察される。 
(下)実際の時間経過と統計解析結果。左下のグラフについて、黒は酵素活性なし、赤は酵素活性ありの
結果を示している。酵素活性ありのほうでは電流減少が見られることが分かる。右下には統計結果を示
した。両者には有意な違いが存在する。 
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