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緒緒  言言  

 
神経活動を見る「脳波」や心臓の動きを調べる「心電図」に代表されるように、我々の身体の至るところでは、「電気

信号」が生成されており、この電気活動なくしては生命活動を維持することは不可能である。このような「電気信号」

の生成・感知メカニズムについては古くから研究がなされており、今ではその重要な分子として「電位依存性イオンチ

ャネル」がその生成・感知に関わることが分かってきた。「電位依存性イオンチャネル」は数十種類もの分子群により

形成され、ほぼ例外なく「電気信号」を感知する電位センサードメインと「イオン透過」を担うポアゲートドメインに

よって構成される。したがってこのような「電気信号」の感知システムはあらゆる組織や細胞で共通しているものと考

えられてきた。一方で私の所属するグループでは、この電位センサードメインを持つにもかかわらずポアゲートドメイ

ンを持たず、更にはフォスファターゼドメインを有している珍しい蛋白質が電気信号を感知することを既に見出してい

た［1］。この電位感受性フォスファターゼ（Voltage-sensing phosphatase：VSP）は細胞の膜電位に応じてイノシトー

ルリン脂質へのフォスファターゼ活性を示すという、いわば「細胞の電気信号を化学信号に変換する」という分子であ

る。したがって、この分子の生体内での働きを明らかにすることは、生体内での新たな電気信号の感知システムを見出

すことに繋がる。興味深いことに、我々は精子の鞭毛上にイノシトールリン脂質の極性分布が存在することを明らかに

し、これがVSPによって形成されていることも明らかにした［2］。一方で、これまでの研究では、このようなVSPが

精子の電気信号を成熟段階のどの段階で感知しているのか、またその空間的なイノシトールリン脂質の分布はどのよう

なメカニズムで形成されるのかについては明らかになっていない。そこで本研究では、精子の成熟過程に着目し、VSP
によるイノシトールリン脂質の制御機構がどのような時間軸で生じてくるのかの検証、或いは検証を行うための準備を

行った。 
 

方方  法法  

 
11．．VVSSPP--FFllaaggタタググ標標識識ママウウススのの作作製製とと精精子子ににおおけけるるそそのの発発現現のの検検証証  
これまで免疫細胞化学に使用可能である VSP 抗体が存在していないという問題があったため、この問題を克服する

ためにVSPがFlag×3によって標識されているマウスを作製することとした。具体的には大阪大学医学部附属動物実

験施設の協力のもと、single-stranded oligodeoxynucleotides（ssODNs）を用いることで、VSPのC末端側に3つの

Flag タグがタンデムに連結しているタグ標識マウスを作製した。スクリーニングの結果、目的の遺伝子改変マウスが

得られていることを確認し、これらのマウスを交配していくことでヘテロ及びホモのタグ標識マウスを得ることに成功

した。次に実際にVSP-Flagが精子で発現しているかどうかを、免疫細胞化学法ならびにウェスタンブロッティングに

よって検証した。 
22．．異異ななるる成成熟熟段段階階のの精精子子をを用用いいたたVVSSPPのの酵酵素素活活性性のの測測定定  

精子の異なる成熟段階におけるVSP 活性を測定したいと考えた。これまで、各成熟段階における VSP のタンパク

質レベルでの発現について報告が存在しなかったため、この点を検証することにした。これまで我々が用いていたVSP
欠損マウスは、VSPの一部が truncate してVenusを融合させた機能欠損VSPを発現するマウスであった。本マウス
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は、各成熟段階の精子における VSP 発現検証には適さない理由があったため、本実験には新たに微生物病研究所の伊

川正人教授によって作製された VSP 欠損マウスを使用した。成熟個体の異なる精子を分離するために、フローサイト

メトリーや遠心による分画法を組み合わせ、条件検討を行った。その結果、精巣の spermatid、精巣の精子、及び未成

熟精子を上手く分画する条件を見出すことが出来た。そこで野生型或いは VSP 欠損型マウスを用い、これらの精子や

精子前駆細胞からイノシトールリン脂質の量を解析した。具体的なイノシトールリン脂質の定量については、東京医科

歯科大学の佐々木雄彦教授に依頼することによって行った。 
33．．ママウウススVVSSPPのの分分子子機機能能のの詳詳細細ととそそのの情情報報にに基基づづいいたた新新たたなな遺遺伝伝子子改改変変ママウウススのの作作製製  
これまで、VSP の分子機能に関する検証についてはホヤやゼブラフィッシュなど、非哺乳類のものを用いた実験が

積極的に行われ、マウスの VSP についてはその分子機能に関する知見が存在しないという問題が存在していた。その

理由の一つとして、哺乳類のVSPでは、他の動物種と比して、HEKやアフリカツメガエル卵母細胞などに発現させた

ときに、細胞膜へ上手く輸送されないという問題があった。そこで、この問題を克服するため、マウスの VSP を基と

して、その配列を人為的に操作することで、従来のマウス VSP と比較して細胞膜へ効率よく輸送される分子を作製す

ることに成功した。今回、解析は、アフリカツメガエルの卵母細胞を用いることによって行った。VSPの活性を正確に

測定するため、PIP2 量の変化に対して高い感受性を有することが知られている K＋チャネルKCNQ2 および KCNQ3
のmRNAをVSPのmRNAと一緒に細胞へ注入し、二日から三日後に電流の測定を行うことによって計測した。測定

は二本差し膜固定法によって行った。電極内液は2 M KClを充填し、細胞外液にはND96（2 mM KC1、96 mM NaCl、
1 mM MgCl２、1.8 mM CaCl２、5 mM HEPES、pH 7.5）を使用した。 
 

結結果果おおよよびび考考察察  

  

11．．VVSSPP--FFllaaggタタググ標標識識ママウウススのの作作製製とと精精子子ににおおけけるるそそのの発発現現のの検検証証  
前述の通り、VSPのC末端がFlag×3によって標識されているマウスを作製することに成功した。次にこのマウス

の交配を重ねることによりホモマウスを作製した。この個体から精子を摘出し、Flag 抗体を用いることで精子におけ

る局在を検証した。しかし、残念ながら野生型の精子と比較して特異的な Flag のシグナルを検出することが出来なか

った。また、Flag ホモマウス及び野生型マウスの精子から膜タンパク質を抽出し、Flag 抗体を用いてウェスタンブロ

ッティングによる検証を行ったが、こちらも特異的なシグナルを検出することが出来なかった。その理由を探るためウ

ェスタンブロッティングのみに使用可能である VSP 抗体を用い、VSP の発現量を両者で比較した。その結果、     
VSP- Flag×3 マウスの精子では VSP のシグナルが明らかに減少している様子が認められ（図 1）、このことから    
VSPのC末端にFlag×3を融合させること自体が精子におけるVSPの発現量低下を招いているものと考えられた。 
22．．異異ななるる成成熟熟段段階階のの精精子子をを用用いいたたVVSSPPのの酵酵素素活活性性のの測測定定  
次に、精子の異なる成熟段階における VSP 活性を測定するために、成熟段階の異なる精子を分離する方法を検証し

た。精巣については、性質の異なる複数の種類の細胞が混在して存在していることが障壁となる。そこでコラゲナーゼ

処理によって精巣を個々の細胞に分離した。精巣精子については遠心分離法を適用し、これを繰り返すことで、純度の

高い精子得ることに成功した。次に精原細胞については、過去の報告からDAPI染色を用いたフローサイトメトリーに

よる分離法が二報だけ報告されていたため、同様の手法を試みた。その結果、こちらについても純度の高いサンプルを

得ることが出来た。またこの他にも未成熟の精巣上体精子を得たいと考えたが、こちらについては精巣上体頭部の精子

を摘出することで、問題なく試料を得ることが出来た。次に、野生型および VSP 欠損型のマウスを用い、これらのサ

ンプルを用い、東京医科歯科大学の佐々木雄彦教授に依頼してイノシトールリン脂質の測定を行った。その結果、問題

なくイノシトールリン脂質を測定することに成功した。これにより、VSP が精子成熟のどの段階でその酵素活性を示

しているのかについて、ヒントとなる結果を得ることが出来た。 
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図1．VSP-Flagタグ標識マウスにおけるVSP発現の検証結果 
野生型及び VSP-Flag 標識マウスから成熟精子を摘出し、VSP の発現を検証した。野生型では

VSPの発現が見られるのに対し、Flag標識マウスでは十分なシグナルが見られなかった（上段）。    
一方、ポジティブコントロールとして用いたBasiginについては、両方のサンプルにおいてシグ

ナルを認めることができた（下段）。以上の検証結果から、VSP-Flagタグ標識マウスの成熟精

子では、VSP蛋白質の発現量自体が大きく低下していることが示唆された。 
  
33．．ママウウススVVSSPPのの分分子子機機能能のの詳詳細細ととそそのの情情報報にに基基づづいいたた新新たたなな遺遺伝伝子子改改変変ママウウススのの作作製製  
試行錯誤の結果、アフリカツメガエル卵母細胞において発現するマウス VSP 分子を得ることが出来た。この分子で

はマウス VSP の膜貫通領域と酵素領域が殆ど全て保存されているため、従来のマウス VSP と同様の酵素活性を示し

ているものと考えられる。このマウスVSP をKCNQ2/3 と共発現させ電流値の評価を行ったところ、0 mV 程の膜電

位で活性が起きている様子が観察された（図2）。したがって、マウスVSPの電位依存性も他の動物種のそれと電位依

存性に大きな違いは存在しないことが改めて確認できた。また、精子の膜電位はおよそ 0 mV から－30 mV ほどの範

囲にあることが我々の研究から分かっているため、この結果から、マウスの VSP が充分に精子の内因的な膜電位を感

知して動作していることが推測された。 

 
図2．アフリカツメガエル卵母細胞を用いたマウスVSPの酵素活性の検出 

アフリカツメガエル卵母細胞に、今回作製した改変型マウスVSP 及び、KCNQ2/3 チャネルを発

現させた。VSPは75 mV 1秒のパルスを繰り返し与えることで活性化している。KCNQ2/3電流

が（図左）、VSPの活性化と共に徐々に小さくなってく様子が観察された（図左の赤矢印）。図の

右にはこの電位依存性を示している。マウスVSPが0 mV以下でも活性化している様子が観察さ

れた。このことは、マウスの精子においても、VSPが実際に活性化しうることを示している。 
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