
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１５４０１

基盤研究(C)（一般）

2016～2014

ストレス応答性TMEM16E安定化と局在化による迅速な膜修復機構の解明

functional  analysis of TMEM16E through its subsellular localozation.

４０３５００３７研究者番号：

飛梅　圭（Tobiume, Kei）

広島大学・医歯薬保健学研究院（歯）・准教授

研究期間：

２６４６２８１３

平成 年 月 日現在２９   ６ １３

円     3,900,000

研究成果の概要（和文）：TMEM16E遺伝子の1アミノ酸変異は骨系統組織に遅発性の硬化性病変を伴う顎骨骨幹異
形成症GDDに連鎖する。また、ノックアウト変異は上下肢帯部の遅発性筋ジストロフィーLGMD2Lに連鎖する。
本研究ではDysferlin機能が欠損したマウス由来培養筋管でTMEM16EとCaveolin3が同一の細胞内顆粒構造物に局
在することを発見した。さらに、Dysferlin欠損培養筋管ではこのTMEM16E/Caveolin3局在顆粒が形質膜近傍への
顕著な集積を見せたことから、TMEM16Eの筋組織における機能はCaveolin3と協調しており、これにDysferlin機
能は必要ないことを示した。

研究成果の概要（英文）：We developed a validated immunocytochemistry protocol for rabbit polyclonal 
TMEM16E
antibody in this study. Essentially, a special cell fixation reagent with a suitable detergent in a 
reaction buffer to erase non-specific reactions. By this sophisticated protocol, We identified 
TMEM16E/Caveolin3-carrying vesicle like structures in cultured myotube, which translocated just 
beneath plasma membrane in dysferlin-defect myotubes.   
 

研究分野：分子生物学
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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 
TMEM16E遺伝子の 1アミノ酸変異は骨

系統組織、特に上下顎に遅発性の硬化性

病変を伴う顎骨骨幹異形成症に連鎖する。 

また、ノックアウト変異は上下肢帯部の

骨格筋組織に特徴的な恒常性筋組織修復

機構の不全が原因となる遅発性の筋ジス

トロフィーに連鎖する。 
 
２．研究の目的 
本研究では、TMEM16Eおよびミスセン

ス変異型 TMEM16Eの機能を検討し、こ

れら遺伝性疾患発症の分子メカニズムを

解明することを目指した。 

 
３．研究の方法 
TMEM16E 分子の機能を知るために内在

性分子の検出が可能なことを申請者らによ

り確証した筋芽細胞株を用い、TMEM16E

の細胞内器官（構造物）への局在を免疫細

胞生物学的手法で解析した。 
 
４．研究成果 
 

（１）申請者らが作製したウサギポリクロ

ーナル TMEM16E 抗体による免疫細胞染

色法の確立 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

細胞の固定試薬（電子顕微鏡グレードが必

須であった）、固定条件および抗体反応溶液

中に添加する界面活性剤、使用条件を最適

化した結果、従来法はで強かった非特異シ

グナルを激減させることに成功した。上図

のように筋芽細胞株 C2C12 細胞が分化し

出現した筋管のみに内在性 TMEM16E 特

異シグナルを検出できた。TMEM16Eが局

在する細胞内小顆粒は細胞内に不均一に分

布していた。 
 

（２）筋ジストロフィー原因遺伝子

Dysferlin遺伝子欠損は、TMEM16E遺伝

子欠損と同様の臨床所見をとり、また筋管

特異的な細胞内小顆粒に局在する分子であ

る。（１）の結果から TMEM16E は、

Dysferlin と同一小顆粒に局在してその動

態を制御すると想定された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

しかし上図に示した各分子の免疫細胞染色

では TMEM16E 局在顆粒は Dysferlin 局

在顆粒とは異なり、筋管内での分布も異な

った。 

 

（３）カベオラと呼ばれる細胞膜陥入構造

に特異的に局在する Caveolin ファミリー

のなかで筋特異的な分子Caveolin3はその

遺伝子欠損やドミナントネガティブ変異に

より臨床所見は異なるものの筋ジストロフ

ィーを発症させる。 

 
 
 
 
 
 
 
 

 



上図に示す各分子の免疫細胞染色では

Caveolin3 が筋管では細胞内顆粒構造に

局在して検出されたが、驚いたことに

TMEM16E は同一顆粒に局在していた。

また Caveolin3 は筋管内に均一分布して

いたが、TMEM16Eは不均一に分布して

いたため TMEM16Eが不在のCaveolin3

顆粒を多く認めた。 

（4） Caveolin3は筋組織では筋小胞体と T

管のコンタクト部位に局在し小胞体 RyR、

形質膜 DHPRが同部位に局在する。培養

筋管の TMEM16E 局在顆粒はこれらの

分子が局在する構造物とは一致していな

かった。 

(5) Dysferlin 欠損マウス由来の筋芽細胞

株GREG細胞は筋管形成過程に問題はな

いが、筋管内小顆粒の形質膜損傷部への

貯留が認められた。下図に示すように

Caveolin3,TMEM16E の局在する筋管内

顆粒はGREG細胞では形質膜下に集積し

ていた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

まとめ 

本研究では Dysferlin 機能が欠損したマウ

ス 由 来 培 養 筋 管 で TMEM16E と

Caveolin3 が同一の細胞内構造に局在し、

Dysferlin 野生型の筋管に比較し形質膜近

傍への顕著な集積を見せたことから、

TMEM16E の筋組織における機能は

Caveolin3 と協調しており、これに

Dysferlin機能は必要ないことを示した。 

 

展望 

本研究ではウサギポリクローナル

TMEM16E 抗体の非特異反応を抑えるこ

とができたのは培養筋管細胞の免疫細胞染

色のみであり、マウスの組織染色はこの方

法が適用できなかった。これによりマウス

における組織化学的解析は遅滞した。現在

新規の抗体を開発しており引き続き培養細

胞で得られた知見の確証を行いたい。 
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