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研究成果の概要（和文）：肝硬変や門脈閉塞症などに起因する門脈圧亢進症の病態機構には不明な点が多く、適
切な治療薬が存在しない。本研究課題において、門脈圧亢進症モデルマウスでは、①カルシウム活性化クロライ
ドチャネルTMEM16Aの発現が低下していること、②カルシウム活性化クロライド電流が減少していること、③
TMEM16Aチャネル阻害薬感受性の収縮成分が減弱していること、を見出した。以上より、門脈圧亢進症の病態機
構にTMEM16Aが関与していることが考えられる。

研究成果の概要（英文）：Portal hypertension is a major complication in patients with chronic liver 
diseases and cirrhosis, but its pathogenic mechanism remains unclear. Here, we demonstrate that, in 
portal hypertensive mice, 1) expression of calcium-activated chloride channel TMEM16A is 
downregulated, 2) calcium-activated chloride currents are reduced, and 3) component of 
TMEM16A-mediated contraction is attenuated. These results suggest that TMEM16A is involved in the 
molecular mechanism of the development of portal hypertension.

研究分野： 薬理学

キーワード： TMEM16A　門脈圧亢進症　クロライドチャネル　カルシウム　門脈　平滑筋　肝硬変　線維化

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
門脈圧亢進症とは門脈圧が亢進する疾患群の総称であり、その約80%は肝硬変に伴って発症する。しかし、その
病態形成メカニズムには未解明な部分が多いため、門脈圧亢進症に対する根本的な治療法は確立していない。そ
のため、本研究課題で明らかになった、門脈圧亢進症でのカルシウム活性化クロライドチャネルTMEM16Aの発現
低下は、門脈圧亢進症の病態形成機構の解明および新規治療薬の標的創薬につながることが期待される。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
門脈圧は、通常 100 mmH2O（7.4 mmHg）程度であり、200 mmH2O（14.7 mmHg）を超えると

門脈圧亢進症と定義する。肝硬変や肝外門脈閉塞症、特発性門脈圧亢進症、バッド・キアリ症
候群などが原因となって門脈圧が亢進する。門脈圧 250 mmH2O（18.4 mmHg）以上が持続する
と、門脈－体循環シャントが発達する。その結果、食道・胃静脈瘤、脾腫、腹水などの重篤な
病態を引き起こす。門脈圧亢進症の原因の約 80%を占める肝硬変では、静脈瘤出血に続いて肝
不全が誘発されやすく、出血後 1 か月以内の死亡率は 30～50%と高い。一方、特発性門脈圧亢
進症は、肝臓や門脈に病変が存在しないにも関わらず、門脈圧が上昇し、食道静脈瘤や脾腫な
どの症状を呈する。本邦での年間有病者数は 1,000 人程度であり、人口 100 万人当たり 7.3 人の
有病率と推定されている。特発性門脈圧亢進症は、厚生労働省が定める特定疾患治療研究事業
対象疾患（難病）に指定されている。 

 
門脈圧亢進症では、門脈に定常的かつ異常な圧負

荷がかかるため、門脈を構成する平滑筋の細胞内
Ca2+濃度（[Ca2+]i）が大きく上昇することが推測され
る。血管平滑筋に発現している Ca2+感受性イオンチ
ャネルの中でも、Ca2+活性化 Cl-（ClCa）チャネルが
門脈平滑筋に特徴的に機能発現していることが報告
されている（Large & Wang, Am J Physiol, 1996; 
Leblanc et al., Can J Physiol Pharmacol, 2005）。ClCaチ
ャネルは、[Ca2+]i の上昇により活性化され、血管平
滑筋を脱分極すなわち収縮方向へ誘導する（Galietta, 
Biophys J, 2009; Ferrera et al., Physiology, 2010; Huang 
et al., Pharmacol Rev, 2012）。ClCaチャネルは、自発
運動能を有する門脈や血圧を規定する腸間膜動脈な
どのごく一部の血管組織でのみ高発現していること
も興味深い知見である（Kunzelmann, Pflügers Arch, 
2011）。長い間、ClCa チャネルの分子実体が不明で
あったため、その生理的・病理学的意義の解明は非
常に遅れていた。最近、TMEM16 遺伝子ファミリー
（TMEM16A~K、アノクタミンとも呼ばれる；Duran 
& Hartzell, Acta Pharmacol Sin, 2011：図 1）に属する
タンパク質の一部（TMEM16A と TMEM16B）が ClCa

チャネル活性を有することが報告された（Yang et al., 
Nature, 2008; Caputo et al., Science, 2008; Schroeder et 
al., Cell, 2008）ため、この分子群が新規 ClCaチャネ
ルとして注目されている（Hartzell et al., J Physiol, 
2009：図 2） 
 
 
２．研究の目的 
我々の先行論文において、TMEM16A が、①門脈平滑筋細胞に発現している（図 3）、②ClCa

チャネルとして機能している（図 4）、③2 量体を形成している（図 5）、④細胞骨格（アクチン）
によって活性制御されている（図 4）ことを示し、
門脈平滑筋における興奮性の制御にTMEM16Aチ
ャネルが寄与していることを明らかにした
（Ohshiro et al., Biochem Biophys Res Commun, 
2014; Ohshiro et al., J Pharmacol Sci, 2014; 
Yamamura et al., J Pharmacol Sci, 2015）。 
 
これまでに門脈TMEM16Aチャネルの生理機能

を明らかにしてきたが、病態における役割は依然
不明である。最近、TMEM16A の発現変動が、肺
高血圧症（Sun et al., J Physiol, 2012; Forrest et al., 
Am J Physiol Cell Physiol, 2012）や本態性高血圧症
（Wang et al., Circulation, 2012; Heinze et al., J Clin 
Invest, 2014; Wang et al., J Mol Cell Cardiol, 2015）の
モデル動物で報告された。本研究では、門脈圧亢
進症における TMEM16 ファミリーの発現・機能変
化について解析し、病態の発症・進行における
TMEM16 分子の関与を解明することを目指した。 
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図 1 TMEM16 遺伝子ファミリーの樹形図 
TMEM16 ファミリーには、10 種類（TMEM16A~K）
の遺伝子が含まれる。現在までに、TMEM16A およ
び TMEM16B が、ClCa チャネル活性を有するタンパ
ク質であることが報告されている。 
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図 2 TMEM16 チャネルの推定構造 
TMEM16 チャネルは、N 末端および C 末端領域を
細胞内に配し、8 回膜貫通型構造であると推定され
ている。第 5（S5）と第 6 膜貫通（S6）領域の間が、
イオン透過孔である推測されている。 
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図 3 門脈平滑筋における TMEM16A の発現解析 
（A）マウス門脈平滑筋細胞に TMEM16A の mRNA
が高発現していた【定量的 PCR 法】。（B）マウス門
脈平滑筋の細胞膜上に TMEM16A タンパク質が発
現していた【免疫抗体染色法】。 



 
 
３．研究の方法 
胆管結紮により胆汁鬱滞性の肝硬変に併発して門脈圧亢進症を発症させる BDL（bile duct 

ligation）マウスと門脈部分結紮により特発的門脈圧亢進症を発症させる PPVL（partial portal vein 
ligation）マウスを作製した。門脈圧亢進症マウスより摘出した門脈平滑筋の組織や単離細胞を
使用した。発現解析は、定量的リアルタイム PCR 法と細胞免疫染色法により行った。ClCa電流
の測定には、細胞内 pCa 6.0（1 M）の環境下でホールセルパッチクランプ法を適用した。門
脈の等張性収縮も測定した。組織培養実験では、野生型マウスの門脈平滑筋を用いた。 
 
 
４．研究成果 
（１）門脈圧亢進症マウスにおける TMEM16 ファミリーの発現解析 

BDL 群の門脈平滑筋では、TMEM16A の mRNA およびタンパク質発現量が Sham 群と比較し
て減少していた。一方、PPVL 群では、TMEM16A の発現変化は認められなかった。 
 
（２）門脈圧亢進症マウスにおける TMEM16A チャネルの細胞機能解析 

BDL 群の門脈平滑筋細胞では、ClCa電流密度が Sham 群と比較して減少していた。一方、PPVL
群の電流密度は、Sham 群と同程度だった。 
 
（３）門脈圧亢進症マウスにおける TMEM16A チャネルの組織機能解析 

Sham 群、BDL 群ともに門脈平滑筋の自発収縮が観察された。しかし、BDL 群では Sham 群
と比較して、収縮力減少と収縮頻度増加の傾向が観察された。また、TMEM16A 阻害薬によっ
て、Sham 群の自発収縮は消失したが、BDL 群では殆ど抑制されなかった。一方、PPVL 群の自
発収縮は、TMEM16A 阻害薬によって減弱した。 

 
（４）TMEM16A チャネルの発現調節機構 
肝硬変患者の血清中で上昇するアンジオテンシンⅡの存在下で、野生型マウスの門脈を組織

培養した結果、TMEM16A の発現低下が認められた。一方、アンジオテンシンⅡは、内液 pCa 6.0
（1 M）環境下での ClCa電流活性に変化を与えなかった。 
 
（５）結論 
肝硬変由来門脈圧亢進症モデルの門脈平滑筋細胞では、TMEM16A の機能発現が低下するこ

とを見出した。肝硬変由来門脈圧亢進症モデル（BDL マウス）の門脈平滑筋とは異なり、特発
性門脈圧亢進症モデル（PPVL マウス）においては、TMEM16A の機能発現に変化が認められ
なかったことから、肝臓の線維化が TMEM16A の機能発現低下に関与していることが示唆され
た。肝臓の障害時に生体内濃度が上昇するアンジオテンシンⅡは、発現調節機構を介して
TMEM16A の活性を抑制することが分かった。血管平滑筋における ClCa チャネル機能発現は、
細胞膜の脱分極を介して血管収縮をもたらすことから、TMEM16A の発現低下は門脈圧亢進症
の悪化に対して抑制的に働くことが考えられる。本研究で得られた知見は、門脈圧亢進症にお
ける病態形成機構の解明につながることが期待される。 
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図 4 門脈平滑筋細胞における
ClCa チャネル電流 
（A）マウス門脈平滑筋細胞で観
察された ClCa電流（左図）。ClCa電
流に対するアクチン重合阻害薬
（サイトカラシン D：中図）と促進薬
（ジャスプラキノリド：右図）の効果
【ホールセルパッチクランプ法】。
（B）ClCa電流の脱活性化は、細胞
骨格（アクチン）により制御されて
いた。*p<0.05, **p<0.01。 

 
図 5 TMEM16A の二量体形成  
GFP 標識した TMEM16A 分子を一分子レ
ベルでフォトブリーチングした（上段）結果、
二段階の GFP 消光が多数を占めた（中
段）。この結果、TMEM16A は二量体（ダイ
マー）で機能的 ClCaチャネルを形成すること
が分かった（下段）【一分子イメージング】。 
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