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研究成果の概要（和文）：本研究ではこれまで我々が蓄積してきた電位センサータンパクに関しての構造機能連
関の知見を基盤とし電位センサー同士（VSOP/Hv1）または他のモジュールと（VSP）共役する分子機構を明らか
にすることで、機能性タンパクのモジュール間共役の共通原理の理解へと繋げることを目指した。VSP内の電位
センサーモジュールと酵素モジュールの連関についてはall or noneの二状態間の遷移でなく中間状態を経る形
式で共役することを明らかにした。VSOP/Hv1のX線結晶構造解析により詳細な立体構造を明らかにすることに成
功し電位センサー同士が相互作用する分子機構を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Toward understanding general principle of domain-to-domain coupling in 
membrane proteins, we have exploited advantages of voltage-sensor domain proteins including 
voltage-gated proton channel (VSOP/Hv1) and voltage-sensing phosphatase. Approach of 
electrophysiology, voltage clamp fluorometery of cysteine-based method as well as fluorescent 
unnatural amino acid incorporation based on the genetic method enabled to reveal intermediate state 
of enzyme coupled to partially activated voltage sensor in VSP. X-ray crystal structure of 
voltage-gated proton channel was solved at 3.45 angstrom resolution as the zinc bound closed state, 
showing two S4 helices running straight next to each other within dimer in membrane which formed 
continuous helix down to the dimer cytoplasmic coiled coil at the C-terminus.

研究分野：分子生理学、神経科学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
(1)申請者らは電位センサーが分子内にポア
ドメイン以外のモジュール構造をもつタン
パクとして電位依存性ホスファターゼVSPを
同定し、電位センサーモジュールが、膜電位
変化により酵素モジュールを制御してイノ
シトールリン脂質の動態を制御することを
明らかにしてきた。また電位センサーのみか
らなるタンパク VSOP/Hv1 を同定し、これが
血球細胞での活性酸素産生を調節する電位
依存性プロトンチャネルの分子実体であり、
電位センサードメインが膜電位感知とプロ
トン透過の二重の働きを持つこと、更にダイ
マー内で二つの電位センサーが協調的にゲ
ーティングを調節すること等を明らかにし
た。 
(2)これらを通して、従来電位依存性チャネ
ル中で機能する特殊な構造と考えられてき
た電位センサードメインはモジュール組み
合わせの様式の違いで多彩な信号伝達が生
み出されることを確立した。しかしその詳細
な分子メカニズムの解明には到っていなか
った。 
 
２．研究の目的 
(1)これまでに申請者らが蓄積してきた電位
センサータンパクに関しての構造機能連関
の知見を基盤とし、電位センサー同士または
電位センサーと他のモジュールと共役する
分子機構を明らかにし、機能性タンパクのモ
ジュール間共役の共通原理に迫ることを目
指す。 
(2)VSP については膜電位の違いによって生
じる酵素機能（活性の変化と基質選択性）に
着目し、モジュール間共役の機構を解析し、
VSOP/Hv1 については構造基盤に基づいた電
気生理学的解析や蛍光プローブを用いた解
析などを組み合わせ、電位センサーモジュー
ル間が協調する動的仕組みを統合的に明ら
かにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1)安定した電位センサーの中間状態を示す
変異体 T156R/I165R を用いて、電位依存的な
基質選択性の変化を、これまでに確立してき
た電気生理学的手法と蛍光イメージング手
法により計測し定量化した。 
(2) tRNA synthetase と amber suppressor 
tRNAをコードするプラスミドpAnapをアフリ
カツメガエル卵母細胞に顕微注入し、Ci-VSP
の細胞内領域のTAGコドンに対応する部位に
蛍光非天然アミノ酸 Anap を遺伝学的に導入
した。光電子増幅管を用いた顕微測光により
膜電位変化にともなう細胞内領域の構造変
化を検出する系を構築し、モジュール局所の
構造変化を検出した。 
(3)X線結晶構造解析を VSOP/Hv1について進
めるとともに、電気生理学的解析を密に連携
させ、電位センサードメイン間の協調的相互
作用の動態とプロトン透過路の構造と動態

を解明した。 
 
４．研究成果 
(1)VSP については、電位センサーの中間状態
を経て二段階に動く変異体を用いて電位セ
ンサードメインの動きと、PtdIns(4,5)P2依存
的Kirチャネル活性を指標とした酵素活性を
定量的に比較した結果、電位センサーの中間
状態において中間の酵素活性が出現するこ
とを明らかにした。このことから電位センサ
ーの程度に応じた graded な酵素活性調節が
行われると結論した。有尾類の比較生理学的
解析からカスミサンショウウオのVSPオルソ
ログは C2 ドメインを欠いており、電位依存
性酵素活性を失っており、Ci-VSP で同様に
C2 ドメインを欠失させると酵素活性が消失
したことから、細胞質ドメインで C2 ドメイ
ンは酵素活性に必須であることをつきとめ
た。 
(2)ドメイン間共役を明らかにする上で細胞
内領域の構造変化を直接検出することは極
めて重要である。そこで蛍光性非天然アミノ
酸 Anapを遺伝学的に導入する Peter Schultz
らの手法をアフリカツメガエル卵母細胞発
現系に導入した。光電子増幅管を用いて膜電
位固定下で脱分極に伴う信号をアフリカツ
メガエル卵母細胞に強制発現させた Anap 導
入 VSPタンパク質から記録する実験系を確立
した。またノイズシグナル比を上げるための
計測プロトコールを確立した（図 1）。これら
による Anap 蛍光の電位依存的変化の計測か
ら、これまで構造変化が予測されていたホス
ファターゼドメインに加えて、従来動くこと
が想定されていなかった C2 ドメインも構造
変化を起こすことを明らかにした。またこの
電位センサーの動きにより誘導される C2 ド
メインの蛍光変化は、ホスファターゼドメイ
ンの動きと同じ程度の膜電位変化からの潜
時で生じており、また、基質の存在に依存し
蛍光シグナルが変化することが明らかにな
った。このことは、C2 ドメインがホスファタ
ーゼドメインと強く共役して酵素活性の調
節に寄与することを示した。 
 
 
 
 
 
 
 
                            図１ 
 
(3)C2ドメインに導入したAnapの蛍光シグナ
ルの膜電位依存的変化は低い電位での蛍光
減少と高い電位での蛍光増加の2相性の様式
を示したことから、酵素モジュールは静止状
態と活性化状態の中間の状態をとることが
明らかになった。また Anap と DPA を FRET の
ペアとして用いた計測から、電位センサーモ
ジュールの動きにともなう酵素モジュール
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