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研究成果の概要（和文）：　本研究において、近年新たに同定されたTransmembrane protein (TMEM) 16 ファミリーに
属するTMEM16Fが、リン脂質スクランブラーゼとして機能するだけなく、細胞内遊離カルシウムイオン濃度の上昇によ
り活性化するアニオンチャネルとしても機能することが明らかとなった。またTMEM16Fのこれら両輸送活性が密接に相
関していることを見出した。したがって、TMEM16Fは二つの異なる膜輸送能を有するユニークな膜蛋白質であることが
示唆された。

研究成果の概要（英文）：　It has been recently identified that the transmembrane protein (TMEM) 16A 
functions as a calcium-activated anion channels. On the other hand, TMEM16F, a member of the TMEM16 
family, is demonstrated to transport phospholipids as a scramblase. We demonstrated, in the present 
study, that TMEM16F functions as not only phospholipid scramblases but also calcium-activated anion 
channels. In addition, we clarified that both TMEM16F functions are closely related. We therefore 
suggested that TMEM16F is a unique membrane protein exhibiting two different membrane transports.

研究分野： 細胞分子生理学

キーワード： TMEM16F　イオンチャネル　スクランブラーゼ
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１．研究開始当初の背景 
 細胞内遊離 Ca2+イオン濃度の上昇により活
性化する Cl−チャネル（Ca2+-activated Cl− 
channel：CaCC）は、興奮性調節や経上皮輸
送など重要な生理機能を果たしている。近年、
CaCC の分子実体として、Transmembrane 
protein (TMEM) 16A が同定されたことから、
TMEM16 ファミリーに属する蛋白質の機能解
析が注目されていた。とりわけ、TMEM16F に
ついては CaCC としてだけでなく、スコット
症候群の原因となるリン脂質スクランブラ
ーゼとしても機能すると報告されたことか
ら、TMEM16F の機能解明が興味の的となって
いた。ヒト TMEM16F を過剰発現させた細胞を
用いてイオンチャネル機能およびリン脂質
スクランブラーゼ機能の予備的観測を行っ
たところ、ヒト TMEM16F が低い細胞内 Ca2+感
受性をもつCaCCとして機能するだけでなく、
細胞内 Ca2+依存的なリン脂質スクランブラー
ゼとしての機能も示すことが明らかとなっ
た。これらの結果から、ヒト TMEM16F が両機
能を有している可能性が示唆された。 
 
２．研究の目的 
 以上の背景から、TMEM16F の機能解析につ
いては、世界中の研究者が参画し、注目され
ている研究課題の一つとなっている。したが
って本研究では、ヒト TMEM16F がイオンチャ
ネル機能およびリン脂質スクランブラーゼ
機能を制御するメカニズムについて電気生
理学的および分子生物学的手法を駆使して
検討し、その詳細な機能連関機構について明
らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1)細胞培養および遺伝子導入 
 ヒト胎児腎臓 HEK293T 細胞は、10％牛胎児
血清を含む DMEM 中で培養した。遺伝子導入
は、Lipofectamine 2000 を用いたリポフェク
ション法により行った。トランスフェクショ
ン 24 時間後の細胞を実験に用いた。遺伝子
発現している細胞は、緑色蛍光色素（GFP）
の発光により同定した。 
 
(2)電気生理学的解析 
 ヒト TMEM16Fの野生型および各変異体を過
剰発現させたHEK293T細胞にホールセルパッ
チクランプ法を適用し、細胞内遊離 Ca2+イオ
ン濃度上昇により生じる Cl-チャネル電流
（CaCC 電流）を測定した。バス溶液の組成は
110 mM CsCl, 12 mM HEPES, 7 mM Tris, 5 mM 
MgSO4, 100 mM D(-)-mannitol (pH 7.5)であ
り、ピペット溶液は 110 mM CsCl, 1 mM Na2ATP, 
15 mM Na-HEPES, 10 mM HEPES, 2 mM MgSO4, 1 
mM EGTA, 50 mM D(-)-mannitol (pH 7.3)で
あった。細胞内遊離 Ca2+イオン濃度が 10 µM
あるいは 30 µM となるように、適量の CaCl2

をピペット溶液に添加した。細胞内遊離 Ca2+

イオン濃度の計算には、Ca buf ソフトウェア
を用いた。 

 
(3)リン脂質スクランブラーゼ機能の解析 
 ヒト TMEM16Fの野生型および各変異体を過
剰発現させたHEK293T細胞のリン脂質スクラ
ンブラーゼ機能は、Annexin V-phycoerythrin 
(PE) Apoptosis Detection Kit I を用いた
Flow Cytometry 解析により観測した。実験溶
液の組成は、140 mM NaCl, 5 mM KCl, 10 mM 
HEPES, 2 mM MgSO4, 2 mM EDTA (pH 7.4)であ
った。Ca buf ソフトウェアを用いて算出した
適量の CaSO4 を実験溶液に添加し、細胞外遊
離Ca2+イオン濃度が30 µMとなるようにした。
細胞外Cl-イオン濃度依存性を検討する際は、
NaCl および KCl をそれぞれ Na-aspartate お
よび K-aspartate に置換した。 
 
(4)細胞表面ビオチン化アッセイ 
 V5で標識したヒトTMEM16Fの野生型および
その変異体を過剰発現したHEK293T細胞にお
いて、細胞表面タンパク質をビオチン標識し
た後、アビジンで精製した。その後、SDS-PAGE
およびウェスタンブロット法により野生型
TMEM16F およびその変異体の細胞表面におけ
る発現量を比較した。 
 
４．研究成果 
(1)ヒト TMEM16F の野生型および D408 変異体
におけるイオンチャネル機能およびリン脂
質スクランブラーゼ機能 
 マウス TMEM16F の 409 番目のアスパラギン
酸残基をグリシンに変異（D409G）すると、
リン脂質スクランブラーゼ機能が亢進する
と報告されていることから、マウス TMEM16F
の D409G に相当するヒト TMEM16F の D408G 変
異体を作製し、そのリン脂質スクランブラー
ゼ機能を解析した。その結果、マウスと同様、
ヒト TMEM16F の Ca2+イオン依存的なリン脂質
スクランブラーゼ活性も、D408G 変異により
亢進した。次に、D408N 変異体および D408E
変異体のリン脂質スクランブラーゼ機能を
検討したところ、共に野生型よりも有意に亢
進したが、D408E 変異体における亢進の程度
は小さかった。一方、ヒト TMEM16F の各種変
異体発現細胞でCaCC電流を測定したところ、
すべての変異体における CaCC 電流は、野生
型と比較して増加したが、D408E 変異体にお
ける CaCC 電流の増加は小さかった。これら
の結果から、ヒト TMEM16F のイオンチャネル
機能/スクランブラーゼ機能制御において、
第1細胞内ループにある負電荷アミノ酸が重
要な役割を果たすことが明らかとなった。 
 
(2)ヒト TMEM16F の野生型および R591A 変異
体におけるイオンチャネル機能およびリン
脂質スクランブラーゼ機能 
 マウス TMEM16Aの推定上のポア領域である
621 番目のアルギニン残基をグルタミン酸に
変異（R621E）すると、イオン選択性が大き
く変化することが報告されていることから、
ヒト TMEM16F で保存されている 591番目のア



ルギニン残基をアラニンに置換した変異体
（R591A）を作製し、そのイオンチャネル機
能およびリン脂質スクランブラーゼ機能に
ついて検討した。野生型発現細胞では顕著な
CaCC 電流が観測されたが、R591A 変異体発現
細胞において CaCC 電流は有意に減少した。
一方、R591A 変異体のリン脂質スクランブラ
ーゼ機能についても検討したところ、R591A
変異体の Ca2+イオン依存的なリン脂質スクラ
ンブラーゼ活性は、野生型と比較して著しく
減少することが明らかとなった。ヒト
TMEM16F のこれら点変異によりイオンチャネ
ル機能/リン脂質スクランブラーゼ機能が同
様に変化したことから、ヒト TMEM16F の両機
能が相関することが明らかとなった。 
 
(3) イオンチャネル機能変化によるリン脂
質スクランブラーゼ機能の制御 
 ヒト TMEM16Fのイオンチャネル活性がリン
脂質スクランブラーゼ機能を制御している
のかについて検討するため、まず、TMEM16F
チャネル電流に対する CaCC の選択的阻害剤
であるニフルミン酸とタンニン酸、非選択性
Cl- チ ャ ネ ル 阻 害 剤 で あ る
5-nitro-2-(3-phenylpropylamino) benzoic 
acid（NPPB）の効果を検討した。その結果、
これら阻害剤の投与によりTMEM16Fチャネル
電流は著しく減少した。興味深いことに、
TMEM16F の Ca2+イオン依存的なリン脂質スク
ランブラーゼ活性もこれら阻害剤処理によ
り有意に低下した。 
 さらに TMEM16Fのイオン輸送能の変化がリ
ン脂質スクランブラーゼ機能に影響を与え
るのかについて検討するため、リン脂質スク
ランブラーゼ機能の細胞外 Cl-イオン濃度依
存性を観測した。その結果、TMEM16F のリン
脂質スクランブラーゼ機能は、細胞外 Cl-イ
オン濃度が低くなるにつれて亢進すること
が明らかとなった。 
 これらの結果から、ヒト TMEM16F のイオン
輸送能がリン脂質スクランブラーゼ機能を
制御していることが示唆された。 
 
(4)リン脂質スクランブラーゼ機能変化によ
るイオンチャネルゲーディングの制御 
 次に、ヒト TMEM16F のリン脂質スクランブ
ラーゼ機能が亢進する変異体（D408G および
D408E）において、CaCC 電流のイオンチャネ
ルゲーティングがどのような影響を受けて
いるのかについて検討するため、TMEM16F の
野生型およびその変異体におけるテール電
流を観測した。野生型 TMEM16F 発現細胞にお
いて、細胞内遊離 Ca2+イオン濃度の上昇によ
り生じたテール電流の脱活性化過程は二次
指数関数でフィットできたことから、
TMEM16F チャネルのゲーティングには開状態
と閉状態だけでなく、第三の状態があること
が明らかとなった。また D408G および D408E
変異体を過剰発現させた細胞において、
TMEM16F テール電流の脱活性化速度は、野生

型TMEM16Fを過剰発現させた細胞におけるテ
ール電流の脱活性化速度と比較して有意に
遅くなった。これらの結果から、ヒト TMEM16F
のリン脂質スクランブラーゼ活性の変化が
イオンチャネルゲーティングにも影響を与
えていることが明らかとなった。 
 
(5)ヒト TMEM16F の野生型およびその変異体
の原形質膜における発現 
 ヒト TMEM16F の野生型およびその変異体
（D408G, D408N, D408E, R591A）の原形質膜
での発現量を確認するため、細胞表面ビオチ
ン化アッセイを行った。その結果、ヒト
TMEM16 の野生型とすべての変異体は、原形質
膜に同程度発現していることが明らかとな
った。この結果から、ヒト TMEM16F 変異体に
おけるイオンチャネル機能/リン脂質スクラ
ンブラーゼ機能の変化は、原形質膜での発現
量変化によるものではなく、アミノ酸変異に
よる活性変化により生じることが明らかと
なった。 
 
(6)総括 
 本研究により、ヒト TMEM16F がイオンチャ
ネル機能とリン脂質スクランブラーゼ機能
を併せ持つユニークな蛋白質であることが
示唆された。またイオンチャネル活性の変化
がリン脂質スクランブラーゼ機能を制御し
たこと、一方でリン脂質スクランブラーゼ活
性の亢進がイオンチャネルゲーティングに
影響を与えたことから、TMEM16F の両機能が
密接に相関していることが明らかとなった。 
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