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研究成果の概要（和文）：マウスTm2d3およびその相同体であるショウジョウバエalmondex（amx）の機能につい
て、それぞれの欠失変異体を用いて検討した。
マウスTm2d3欠失培養細胞では野生型細胞にくらべ細胞表面におけるNotch1およびNotch2の発現が低下してい
た。ショウジョウバエ初期胚腹部予定内胚葉細胞では、NotchとそのリガンドDeltaは相互作用にひき続いて生じ
るエンドサイトーシスによって細胞内小胞に共局在するが、amxの欠失突然変異体ではこうした小胞はほとんど
観察されなかった。
これらの結果から、Tm2d3/amxはNotchが細胞表面に発現してリガンドとの相互作用するために必要であると結論
づけた。

研究成果の概要（英文）：We have examined mouse Tm2d3 and its Drosophila homolog almondex (amx) by 
using their respective deficient mutant animals. 
Murine Tm2d3-deficient cultured cells were found to have decreased surface expression of both Notch1
 and Notch2 as compared with the wild type cells. In the ventral presumptive mesodermal cells of 
early Drosophila embryos, Notch and its ligand Delta interact, are endocytosed, and co-localize in 
intracellular vesicles. In contrast, such vesicles were scarcely observed in the amx-deficient 
mutants.  
Based on these results, it is concluded that TM2D3/amx positively regulates surface expression of 
Notch receptors to interact with their ligands.

研究分野： 細胞シグナル伝達機構の生化学

キーワード： Notchシグナル　TM2D3　almondex
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、これまで不明であったTM2D3とalmondexの生化学的、細胞生物学的な機能を初めて明らかにしたもの
である。Notchシグナルの異常は各種悪性腫瘍、遺伝性疾患の原因であることが知られているが、本研究の成果
によって今後こうした問題の理解が深まり、さらに解決の手がかりが得られることを期待する。またヒトにおい
て、TM2D3のある遺伝子多型が晩期発症型アルツハイマー病の発症危険率を約7.5倍上昇させ、さらに発症年齢を
約10年早めることが知られているが、本研究の成果が今後この機構を解明するために役立つことも期待する。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
Notch シグナルは分化制御をはじめとする様々な細胞の運命決定に関与することが知られてい
る。このシステムは線虫からショウジョウバエ、ヒトにいたる動物間でよく保存されており、重
要かつ多彩な役割を果たすことが示されている（文献①）。 
Notch は膜一回貫通型受容体分子である（図 1）。そのリガンドとなる Delta および Jagged もま
た膜一回貫通型タンパク質であり、
これらが結合するためには、それぞ
れを発現する細胞の接触が必要で
ある（図 1）。Notch とリガンドが結
合すると、これに同期してリガンド
を発現する細胞にエンドサイトー
シスが生じる（図 1）。その際発生す
る張力によってNotchの膜貫通ドメ
イ ン 近 傍 に 存 在 す る Negative 
regulatory region (NRR)のコンフ
ォメーションが変化して S2 と呼ば
れる部位が露出し、ADAM10 プロテア
ーゼがこの部位でNotchを切断する
（図 1）。切断された Notch はさらに別のプロテアーゼであるγ-secretase の基質となって膜貫
通ドメイン内の S3 と呼ばれる部位で切断され、Notch の細胞内ドメイン（NICD）が膜から遊離
する（図 1）。この一連の機構が Notch の活性化であるが、活性化型 Notch である NICD はさらに
核に輸送され、DNA 結合タンパク質である RBP-J および共役因子である Mastermind と複合体を
形成し Hes、Hey などの標的遺伝子の転写を活性化する（文献②）。 
almondex（amx）遺伝子を欠失したショウジョウバエ胚は、神経系の過形成と表皮の欠失
（neurogenic phenotype）という Notch シグナルの欠失に特徴的な表現型を示す。さらにこの
amx の欠失突然変異体の表現型が活性化型 Notch の強制発現によってレスキューされるという
遺伝学的解析結果等から、amx は Notch シグナルを正に制御することが示唆されていた（文献
③）。 
TM2D3（TM2 domain containing 3）はショウジョウバエ Amx タ
ンパク質と構造上の相同性（34%）をもつヒトタンパク質である。
Amx、TM2D3 ともに N端に signal peptide を持ち、さらに C端
部に膜貫通ドメインを 2つ持つことから膜タンパク質であると
考えられる（図 2）。TM2D3 は当初、Amyloid βタンパク質の結
合タンパク質として同定された TM2D1（TM2 domain containing 
1）と構造上の相同性（19%）を持つタンパク質として同定され
た。しかし TM2D1 とは異なり、TM2D3 は Amyloid βとは結合せ
ず、その機能は不明であった（文献④）。 
研究開始当初、我々は 293T 細胞に Notch1 とともに TM2D3 を過
剰発現させると、Notch1 が活性化することを活性化型 Notch1 特異抗体を用いた Western blot
法によって見出していた。また Notch1 の各種欠失変異体を用いて、リガンド結合部である細胞
外ドメイン中の EGF repeat 11 と 12 がこの活性化に必要であるという結果を得ていた。この結
果は、TM2D3 過剰発現による Notch1 の活性化には、Notch1 が隣接する細胞に発現するリガンド
（Jagged1 など）と結合することが必要であることを示唆する。そこで膜非透過性タンパク質ビ
オチン化試薬を用いた実験で検討したところ、TM2D3 の過剰発現は細胞表面の Notch1 発現量を
増加させるという結果が得られた。 
さらに、TM2D3 が Notch1 と物理的に会合すること、この会合には Notch1 の NRR が必要であると
いう結果を得ていた。また、TM2D3 過剰発現による Notch1 の活性化は、293T とは別の細胞を用
いた luciferase assay によっても検出された。 
以上より TM2D3 は Notch1 の細胞表面での発現を増加させる機能を持つことが示唆されていた。 
 
２．研究の目的 
本研究では、ショウジョウバエ Amx タンパク質、およびこれと構造上の相同性を有する哺乳動物
TM2D3 タンパク質の Notch シグナルにおける機能を、特に機能欠失変異体を用いて追究した。こ
の研究を通じて、細胞表面における Notch の制御機構の解明を目指し、将来の応用に資すること
が目的である。 
 
３．研究の方法 
(1) Tm2d3 ノックアウトマウス系統を作製するため、この遺伝子の exon 5 をはさむ intron 4 お
よび intron 5 中の塩基配列を標的として選択した。これらの配列を有する合成オリゴヌクレオ
チドをそれぞれ発現ベクターpX330-U6-Chimeric_BB-CBh-hSpCAs9 に組み込んでクローン化し、
混合してマウス受精卵に注入することによって、受精卵ゲノム DNA 中の両標的配列付近の
CRISPR-Cas9 システムによる二重鎖切断と、続いて生じる non-homologous end joining による
exon 5 を含む配列の除去を期待した。注入後の受精卵は偽妊娠マウスの子宮に移植し、生まれ



たマウスについて PCR 法によって検索したところ、exon 5 を欠失するアレルを有するマウス 1
匹が得られた。これを野生型マウスと交配することによってノックアウトマウス系統を樹立し
た。PCR 産物をシークエンシングすることによって、このアレルは exon 5 全体が欠失している
ことを確認した。 
初代培養線維芽細胞は、ヘテロ接合体同士の交配後、13.5 日胎仔から単離・培養し、PCR 法によ
ってホモ接合体細胞（Tm2d3 欠失細胞）と野生型細胞を選択して、その後の解析に供した。 
膜非透過型タンパク質ビオチン化試薬によるビオチン化は市販のキットを用い、細胞溶解後ビ
オチン化タンパク質をアビジン-アガロースを用いて回収し、Western blot 法によって各タンパ
ク質の回収量を評価した。 
生細胞の免疫染色による検討は、細胞を Notch1 または Notch2 の細胞外ドメインに対する抗体
と室温にて 30 分間インキュベートし、洗浄後細胞を固定し、さらに蛍光標識された二次抗体と
反応後、共焦点顕微鏡を用いることにより行った。 
 
(2) FLAG tag を付加した TM2D3（FLAG-TM2D3）をテトラサイクリン誘導性に発現する細胞株は、
293 細胞をベースとする市販の Flp-In 293 T-REx 細胞とそれに付随するシステムを用いて樹立
した。免疫染色とその解析は、抗 FLAG 抗体と共焦点顕微鏡を用いた。 
 
(3)ショウジョウバエ amx 欠失突然変異体は、長年唯一の amx 欠失突然変異体アレルとして研究
されてきた amx1を用いた（文献③⑤）。amx は母性効果遺伝を示すので、母体と接合体がいずれ
も amx1を有する個体を amx 欠失突然変異体とした。遺伝学的レスキューは、野生型 amx 遺伝子
を含む約 3.3kb のゲノム領域が第２染色体に挿入されたショウジョウバエと交配することで試
みた（文献⑥）。ショウジョウバエ胚は常法により固定、免疫染色後、共焦点顕微鏡で解析した。 
 
４．研究成果 
(1) Tm2d3 のノックアウトマウス系統を樹立した。TM2D3 の過剰発現による Notch1 活性化には
TM2D3 の膜貫通ドメインが必要であるというデータを得ていたので、標的としてマウス Tm2d3 遺
伝子においてこのドメインの N 端をコードする exon 5 を選ん
だ。また exon 5 は塩基数が 76 であり 3の倍数ではないので、
たとえこれを欠失したアレルから exon 4 と exon 6 が結合した
mRNA が産生されても、活性のあるタンパク質は発現しないと考
えられた。CRISPR-Cas9 法を用いて exon 5 を欠失させ、この
allele を germline に有するマウス系統を作製することに成功
した。 
この系統のマウスから初代培養胎仔線維芽細胞を培養した。細
胞全溶解液における Notch1 と Notch2 の発現量は Tm2d3 欠失細
胞と野生型細胞の間で明らかな差が見られなかったが、細胞表
面におけるこれらの発現を膜非透過性タンパク質ビオチン化
試薬によるビオチン化によって検討したところ、Notch1 と
Notch2 いずれもが Tm2d3 欠失細胞（-/-）では野生型細胞（+/+）
より低下していた（図 3）。他の膜タンパク質である EGFR のビ
オチン化には明らかな差が見られなかったことから（図 3）、
Notch1 と Notch2 の変化は特異的なものであると考えられた。
また、Notch1 あるいは Notch2 細胞外ドメインに対する抗体を
生細胞と反応させ、その後細胞を固定してこれらの抗体を可視
化したところ、Notch1、Notch2 抗体いずれもが Tm2d3 欠失細胞
では野生型細胞より結合量が低下していた。これらの結果か
ら、Tm2d3 の欠失は細胞表面における Notch1 および Notch2 の
発現を特異的に低下させると考えられた。これは、TM2D3 の過
剰発現によって Notch1 の細胞表面の発現が増加するという以
前の結果と合致するものであり、TM2D3 は Notch 受容体の細胞表面における発現を正に制御する
と結論された。 
Tm2d3 ノックアウトマウス（-/-）は、器官形成期であ
る胎生 9.5-14.5 日において卵黄嚢血管が低形成であ
り、胎仔本体においては全身のうっ血と出血、さらに
浮腫を示した（図 4）。これらの表現型は、Jagged1 ノ
ックアウトマウスなどの Notch シグナル系の他のい
くつかのノックアウトマウスで報告されているもの
と類似している。しかしながら、Notch シグナルが完
全に欠失していると考えられる Rbp-j ノックアウト
マウスなどにみられる心ループの低形成や体節の形
成不全は観察されないことから、Tm2d3 は Notch シグ
ナルのすべてを担っているわけではないことが示唆
された。 



 
(2)TM2D3 の細胞内局在を検討するため、FLAG tag を付加した TM2D3（FLAG-TM2D3）をテトラサ
イクリン誘導性に発現する細胞株を樹立した。この細胞における誘導時の FLAG-TM2D3 の発現量
は、293T 細胞に FLAG-TM2D3 の発現ベクターを一過性に導入した場合の発現量と比べ 1/10 程度
であった。免疫染色法によって、FLAG-TM2D3 は誘導時に多数の細胞内小胞様構造に局在するこ
とが示された。この結果は、以前の 293T に FLAG-TM2D3 の発現ベクターを一過性に導入した場合
の結果（小胞体に局在）とは異なるが、過剰に発現した膜タンパク質が小胞体に蓄積することは
よく知られたアーティファクトであり、今回の結果の方がより内因性 TM2D3 の局在を反映して
いるものと考えられる。 
 
(3)ショウジョウバエ初期胚において、Notch とリガンド Delta の発現は胚盤葉期の単層上皮細
胞表面で開始する。この時期の腹部予定内胚葉細胞では（図 5a長方形）、さらにこれらリガンド
と受容体が結合し、引き続いて起こるエンドサイトーシスの結果 Notch と Delta の細胞外ドメ
インが細胞内小胞に共局在
する（図 5a’）（文献②）。
一方 amx 欠失突然変異体
（図 5b-b’）では、この
Notch と Delta を含む小胞
がほとんど観察されず、こ
れらタンパク質が細胞頂端
部の形質膜付近に蓄積する
ことを見出した。さらにこ
の Notch および Delta の細
胞外ドメインを含む細胞内
小胞は、野生型 amx 遺伝子
を含むゲノム領域の導入に
よってレスキューされるこ
とを見出した（図 5c-c’）。
これらの結果は、Amx は
Notch が細胞表面に発現し
てリガンドと相互作用する
ために必要であるという考えと一致する。 
 
以上よりalmondex/TM2D3はNotch受容体の細胞表面での発現を正に制御すると結論づけられた。
本研究は almondex/TM2D3 の生化学的、細胞生物学的機能を初めて明らかにしたものである。こ
の機構のより詳細な検討は今後の課題である。 
Tm2d3 ノックアウトマウスの表現型が Notch シグナル完全欠失体の表現型とは異なる原因とし
て、Tm2d3 と構造上類似するタンパク質をコードする遺伝子が他に 2つ（Tm2d1、Tm2d2）存在す
るため、これらが Notch シグナルに対して redundant な役割を果たしている可能性が考えられ
る。この可能性の検討もまた今後の課題である。 
1393 人の晩発性アルツハイマー病患者と、8141 人の対照における exome-wide association 
analysis の結果として、TM2D3 遺伝子に P155L 多型を持つことが、アルツハイマー病発症リスク
の増加（odds ratio = 7.5）と、発症の低年齢化（約 10 年）に関連することが報告された（文
献⑥）。この報告では、ショウジョウバエ amx1の表現型がヒト TM2D3 の強制発現によってもレス
キューでき、したがって Amx は TM2D3 の相同体であること、しかし P155L 多型をもつ TM2D3 で
はレスキューできないことも報告されており、P155L 多型は TM2D3 に機能欠失をもたらすことが
示唆されている。APP、Amyloid βなどアルツハイマー病関連分子と TM2D3 の生化学的・細胞生
物学的・遺伝学的な相互作用を検討することも今後の興味深い研究課題である。 
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