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研究成果の概要（和文）：大腸がんで高発現する新規腫瘍マーカーTMEM180の細胞内局在メカニズムの解明に取
り組んだ。TMEM180は細胞内で一過性発現させると、ゴルジ体に局在することを明らかにした。N末端、C末端側
をそれぞれ50残基まで10残基ずつ欠失させた変異体、リン酸化部位2箇所、ユビキチン化部位1箇所に変異を導入
し、修飾が起きない変異体、ロイシン残基が連続している8箇所に対してロイシン残基をアラニン残基に変異さ
せた変異体を作成したが、いずれもゴルジ体局在は変化せず、これらの領域はTMEM180の細胞内局在に直接関与
しないことを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：I tried to elucidate the subcellular localization mechanism of TMEM180, a 
novel tumor marker highly expressed in colorectal cancer. TMEM180 was found to localize to the Golgi
 apparatus when transiently expressed in cells. 
TMEM180 mutants were generated by deleting up to 50 residues from the N- and C-terminal side, 10 
residues each, mutating two phosphorylation sites and one ubiquitination site so that no 
modification occurs, and mutating consecutive leucine residues to alanine residues, respectively, 
but none of these mutants showed any change in Golgi localization, indicating that these regions are
 not directly involved in the subcellular localization of TMEM180.

研究分野：腫瘍生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
新規腫瘍マーカータンパク質TMEM180に対する抗体の臨床試験が、既にスタートしている。しかし、TMEM180の細
胞内における機能や意義についてはほとんど知見がない。本研究でTMEM180の細胞内局在メカニズムの解明に取
り組み、ゴルジ体に局在することを明らかにした。また、その局在に関与しない領域を数多く見出した。今回得
られた知見により、TMEM180タンパク質の機能解明を加速させることができる。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 

TMEM180は、大腸がん細胞と健常者の大腸剥離細胞との網羅的遺伝子発現解析とqRT-PCR、
in situ hybridizationにより、真に大腸がん細胞で特異的に高発現する分子の１つとして我々が
見出した機能未知分子である。機能解析として、TMEM180 のエクソン 1 の上流に、低酸素環
境で活性化される低酸素誘導因子 HIF-1 に応答する hypoxia responsive element 様配列が 10
か所存在することを発見し、実際にがん細胞を低酸素状態に暴露させると、顕著に TMEM180
の発現上昇が見られたことから、TMEM180 は低酸素環境下で発現亢進する分子であることを
証明していた。また、TMEM180 のホモロジーモデルを構築し、共輸送体のもつカチオン結合
サイトが種を超えて保存されていることを発見、実際にループと予想される部位に FLAG タグ
を挿入した改変 TMEM180発現ベクターを複数作製し、それぞれ HEK293T細胞での一過性発
現を行い、膜透過処理の有無を組み合わせた細胞免疫染色を行うことにより、ループ部分の膜の
内外の配向を決定、12 回膜貫通型タンパク質であることを証明していた。しかしながら、他グ
ループからの TMEM180に関する論文報告は 1報もなく、我々が解明してきた以外に、実際に
どのような機能を持っているのかは全く手がかりがなかった。 
また機能解析と並行し、抗 TMEM180モノクローナル抗体の樹立とヒト化抗体への改変にも
成功しており、大腸がん細胞を移植したマウスへの抗体投与により、著明な抗腫瘍効果が見られ
ることを示していた。臨床応用を目指した開発が進行中であることから、さらなる TMEM180
の機能解明が必須の状況であった。 
 
２．研究の目的 

TMEM180 は背景で述べたように我々が独自に見出したこれまでに 1 報も論文報告がなかっ
た新奇の分子であり、様々な公共データのメタ解析、網羅的解析を組み合わせたアプローチも含
め、分子機能解明に取り組んできた。本研究の目的は、多角的なアプローチにより、TMEM180
が生体内でどのような役割を果たしているのか、その分子機能を明らかにすることである。 
 
３．研究の方法 
(1)局在解析：TMEM180がどこで機能するのか 

TMEM180をHEK293T細胞に一
過性発現させると、主にゴルジ体に
局在することを見出していた（図 1）。
しかしがん細胞ではTMEM180は細
胞膜上に多く発現し、またエクソソ
ームにも存在し細胞外に排出され
る。つまり、TMEM180 は通常ゴル
ジ体に発現するが、がん細胞におい
ては何らかの刺激を受け細胞膜上、
あるいは小胞上へと移行すると考え
られる。これまでに N末端、C末端
側をそれぞれ 50残基まで 10残基ず
つ欠失させた変異体を作製したが、
ゴルジ体局在は変化せず、局在化シ
グナルの発見には至っていなかっ
た。TMEM180は、予想される 2次
構造の類似性から MFSD（major 
facilitator superfamily domain–
containing）ファミリー（MFSD1-
MFSD14 まで存在）の一つとして
MFSD13A と別名がつけられている。
MFSD ファミリーはトランスポーター
であること以外機能の類似性はなく、
アミノ酸配列類似性も 20%以下であ
る。これまでに、2 次構造予測から、
TMEM180 の 2 次構造がバクテリアの
糖トランスポーターMelB と類似して
いることを見出していた。一方、同じ
MFSD ファミリーの細胞膜上に発現す
るオメガ 3 脂肪酸トランスポーター
MFSD2Aも同様に 2次構造がMelBと
類似しているという報告がある（Quek 
et al., JBC 2016）。そこで、TMEM180とMFSD2A間のアミノ酸配列相同性は 17%に過ぎな



いが、TMEM180 に MFSD2A の膜貫通領域やループを移植したキメラタンパク質を作製し、
TMEM180のどの領域が細胞膜局在、ゴルジ体局在に関与するかを決定する（図 2）。これらに
より、TMEM180の局在メカニズムを明らかにすることで、生体内での分子機能に迫る。 
 
(2)機能解析：TMEM180と代謝との関連性の解析 
大腸がん細胞株 SW480 の shRNA による TMEM180 遺伝子ノックダウンした細胞株は、野
生株と比較して優位に増殖が抑制されていることを見出していた。また足場非依存的な増殖に
関しても、抑制されていることを見出していた。そこで、両細胞株の網羅的比較解析を行うこと
で、TMEM180 がどのようなメカニズムでがん細胞の増殖に寄与しているかを検討する。細胞
内シグナルの見地からリン酸化プロテオミクス解析、細胞内代謝の見地から、メタボロミクス解
析、遺伝子発現変動の見地から、RNA-seq解析に取り組む。 

 
(3)形態学的解析：Tmem180ノックアウトマウスの解析 
これまでに、Tmem180ノックアウトマウス F0世代を作製しており、耐性致死および新生児
致死でないことを明らかにしていた。F2世代が作出できているので、野生型マウスおよびノッ
クアウトマウスの形態学的な解析を進めることで、マウス Tmem180 の生体内での分子機能に
迫る。 

 
 
４．研究成果 

TMEM180が細胞内のどこで機能するかを解明するため、TMEM180-GFP融合タンパク質の
アミノ酸変異体や欠失体を作製することによる細胞内局在解析に注力した。局在化シグナルを
探索するため、N末端、C末端側をそれぞれ 50残基まで 10残基ずつ欠失させた変異体を作製
したが、ゴルジ体局在は変化しなかった。翻訳後修飾に着目し、データベースからリン酸化部位
2箇所、ユビキチン化部位 1箇所に変異を導入し、修飾が起きない変異体を作製したが、ゴルジ
体局在は変化しなかった。TMEM180 にはロイシン残基が全体の 20%程度存在している。ロイ
シン残基が 2つ続いたジロイシンモチーフと呼ばれる配列がタンパク質の細胞内局在に関与し 
ている例が知られている。そこで、8箇所に対してロイシン残基をアラニン残基に変異させた変
異体を作製したが、ゴルジ体局在は変化しなかった。オメガ 3 脂肪酸の輸送にかかわり主に細
胞膜に局在する MFSD2A と TMEM180は、アミノ酸配列相同性は 17%にすぎないが、2次構
造が類似している。そこで、TMEM180 のどの領域が細胞内局在に関与するかを突き止めるた
め、12本のαヘリックスの 1-6番目、または 7-12番目をMFSD2Aの配列と置換したMFSD2A-
TMEM180 キメラタンパク質を作製した。興味深いことに、いずれのキメラタンパク質もゴル
ジ体局在であった。さらに、αヘリックスの 1-2番目、3-4番目、5-6番目、7-8番目、9-10番
目、11-12番目の 2本ずつMFSD2Aの配列と置換したキメラタンパク質、αヘリックスの 1-3
番目、4-6 番目、7-9 番目、10-12 番目の 3 本ずつ MFSD2A の配列と置換したキメラタンパク
質、αヘリックスの 1-4番目、3-6番目、5-8番目、7-10番目、9-12番目の 4本ずつMFSD2A
の配列と置換したキメラタンパク質についても作製した。HEK293T細胞に一過性発現させ、そ
れぞれのキメラタンパク質の細胞内局在を蛍光顕微鏡で観察した。しかし、17 種類の変異体い
ずれについてもゴルジ体局在は変化せず、これらの領域は TMEM180のゴルジ体局在に関与し
ないことを明らかにした。 
 大腸がん細胞株 SW480 の TMEM180 遺伝子ノ
ックダウン細胞株と野生型株の、両細胞株の網羅的
比較解析を行い、TMEM180がどのようなメカニズ
ムでがん細胞の増殖に寄与しているかを調べた。リ
ン酸化プロテオミクス解析を行ったが、両者にほと
んど差は見られず、TMEM180はリン酸化シグナル
に影響しないことが示唆された。メタボロミクス解
析を行ったところ、糖代謝や TCAサイクルに変動
があることが示唆された。これらの結果から、
TMEM180 は代謝を通じて大腸がん細胞の増殖に
寄与していることが明らかとなった。さらに次世代
シーケンスによる解析を行ったところ、一酸化窒素
生合成系に関わる遺伝子群に変動があることが見
いだされ（図3）、NOS2やNOS3、PDE2AやPDE5A
が TMEM180 ノックダウン細胞で有意に低下して
いることが見いだされた。この結果は、
Translational Oncology誌に掲載された。 

F2世代 Tmem180ノックアウトマウスについて、野生型マウスとの比較解析を進めた。10週
齢のマウスについて血液生化学の比較を行ったが、雌雄とも差異はみられなかった。体重変化や
形態変化に着目して Tmem180 ノックアウトマウスの長期的な飼育と観察を行い、プレリミナ
リーではあるが、高週齢のオスノックアウトマウスにおいて、体重増加の傾向が見られており、
肝臓に脂肪変性がみられる個体がいることも見出した。 
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