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研究成果の概要（和文）：血管形成は臓器形成や創傷治癒に不可欠な過程である。近年、血管形成過程に細胞内
Ca2+シグナルの重要性が示唆されている。申請者らは心血管形成に必須の膜タンパク質としてTmem100を同定
し、その機能にCa2+シグナルが関与することを見出した。本研究ではTmem100と種々のCa2+シグナル調節因子と
の関連を検討した。その結果、内皮機能に重要な役割を担うTRPV4チャネルはTmem100と結合し血管内皮細胞で共
局在すること、一方、血管平滑筋に重要なTRPC6チャネルはTmem100と結合しないことを明らかにした。現在、
TRPチャネル以外のTmem100結合因子についても探索中である。

研究成果の概要（英文）：Angiogenesis is an essential process for organogenesis and wound healing. 
Recently, the importance of intracellular Ca2+ signaling in the process of angiogenesis has been 
suggested. We have identified Tmem100 as a essential factor for cardiovascular angiogenesis and 
found that intracellular Ca2+ signaling is involved in its function. In the present study, we 
investigated the relationship between Tmem100 and various intracellular Ca2+ signal regulators. We 
found that TRPV4 channels, which play an important role in endothelial functions, physically 
interact with Tmem100 and co-localize with it in vascular endothelial cells, whereas TRPC6 channels,
 which are important for vascular smooth muscle, do not bind 

研究分野：循環器系の細胞生理
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
心血管形成機構に関しては、これまで転写因子活性化シグナルの解明に焦点が絞られてきたが、細胞内Ca2+シグ
ナルの重要性を示す研究は未だ新規である。今回、Tmem100とメカノセンサーとして働くTRPチャネルとの機能連
関および心血管形成における寄与を証明できれば、①Tmem100のイオンチャネル分子内制御因子としての新規分
子機能、②TRPチャネルの心血管形成における重要性、③他の関連因子も含めたCa2+シグナルを介した心血管形
成機構の重要性が明らかになり、薬物開発の新たなターゲット探索になる。総じて、ヒト疾患の病因解明・治療
法の開発に向けた基礎研究として現代社会に大いに役立つことが期待できる。

※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。
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１．研究開始当初の背景 

(1) 血管形成は、胎生期の臓器形成や生後の創傷治癒などに不可欠の過程であり、その異常は胎

生致死や癌などの原因となることから制御機構の解明は必須である。血管形成機構に関しては、

これまで転写因子活性化シグナルの解明に焦点が絞られてきたが、近年、様々なシグナル伝達の

キー因子であるである細胞内カルシウム（Ca2+）の重要性が示唆されている1) 2)。例えば、血流

(shear stress)により メカノセンサーが活性化され細胞内Ca2+濃度が上昇することが報告され

ており2)、これらは胎児期心臓拍動開始により血管新生が爆発的に進む機構の１つである可能性

を示唆している。血管のメカノセンサーとしては、非選択的Ca2+透過チャネルであるTRPチャネル

が１つの候補となっているが、血管新生を導く経路にどのメカノセンサーや関連因子が関与し

Ca2+シグナルが惹起されるのか、その分子実体およびシグナル経路は明らかでない。 

 

(2)我々の研究グループは心血管形成に必須の膜タンパク質としてTransmembrane protein 

No.100（Tmem100）を同定し3)、その機能にCa2+シグナルが関与することを見出した4)。しかし、ど

のようなシグナル経路にTmem100が関与して血管形成に寄与しているのか詳細な分子機構は不明

である。 

 

２．研究の目的 

本研究では Tmem100 とカルシウムシグナルの関連性に着目し、新規血管形成シグナルを明ら

かにすることを目的とした。具体的には Tmem100 と TRP チャネルとの物理的・機能的相互作用お

よび細胞内 Ca2+シグナルとの関連を明らかにし、他の関連因子同定も含めて未知なる血管形成機

構を解明することを目的とした。 

 

３． 研究の方法 

(1) メカノセンサーとして機能することが報告されている TRP チャネル（TRPV4）5)および TRPC6

と Tmem100 との直節結合の有無よび細胞内局在を、それぞれ免疫沈降法および免疫蛍光法

を用いて検討を行った。 

① 免疫沈降法：HEK293 細胞に mTmem100 x3FLAG-HA (マウス Tmem100 に 3FLAG および HA

標識したもの)＋2myc-mTRPV4（2myc 標識したマウス TRPV4）、あるいは hTmem100-myc

（ヒト Tmem100 に myc 標識したもの）+ hTRPC6-HA（ヒト TRPC6 に HA 標識したもの）

を遺伝子導入し、controlIgG 抗体, mouse anti-myc 抗体または rat anti-HA 抗体に

て免疫沈降した後、rabbit anti-myc 抗体、rabbit anti-FLAG 抗体、または rabbit 

anti-HA 抗体にてイムノブロットを行った。 

② 免疫蛍光法：ヒト臍帯静脈内皮細胞（HUVEC）に mTmem100 x3FLAG-HA および 2myc-mTRPV4

をエレクトロポーレーションにより遺伝子導入を行い、ガラスシャーレに撒きなおし

たのち 12 時間後に免疫蛍光法を行った。すなわち、細胞を４％ホルムアルデヒドで固

定した後（4℃、15 分）、0.2%TritonX-100 で透過処理（室温、5分）を行い、５％BSA/PBS

でブロッキング（室温、30 分の後）、一次抗体（mouse anti-Flag or rabbit anti–myc

抗体）（室温、1時間）、引き続き蛍光標識された 2次抗体（Alexa488 conjugated anti-

rabbit IgG, Alexa546-conjugated anti-mouse IgG）（室温、45 分）で処理し、洗浄

の後、共焦点レーザー顕微鏡（オリンパス FV1000）にて蛍光観察を行った。 



 

(2) Tmem100 の有無で TRPV4 活性に影響があるか否か、パッチクランプ法による TRPV4 電流量

測定および蛍光測定法による細胞内 Ca2+レベル測定により検討できる系を立ち上げた。 

① Myc-TRPV4 を恒常的に発現した HEK 細胞の作製:HEK293Ａ細胞に Myc-TRPV4(ネオマイ

シン耐性)をトランスフェクションし、ジェネティシン(G418)存在下で培養して TRPV4

を恒常的に発現する細胞を作製した。 

② パッチクランプ法による TRPV4 電流量測定：TRPV4 発現 HEK 細胞をホールセルパッチ

クランプにて膜電位 40mV で保持し、アゴニストである 4-PDD を加えて TRPV4 チャネ

ルを活性化した。 

③ 蛍光測定法による細胞内 Ca2+レベル測定：TRPV4 発現 HEK 細胞および非発現細胞に Ca2+

指示薬である Fura-2 を導入し（4uM, 30 分）、4-PDD 添加による細胞内 Ca2+の増加を

レシオイメージングした。 

 

(3) Tmem100 結合因子の網羅的探索 

HUVEC に Tmem100 x3FLAG-HA をコードするアデノウイルスあるいはコントロールアデノウイ

ルス（LacZ）をインフェクションし、抗 HA 抗体結合セファロースにより免疫沈降後、ペプ

チド溶出を行った。その後、銀染色にて Tmem100 x3FLAG-HA 群とコントロール群を比較し、

Tmem100 x3FLAG-HA 群にのみ認められたバンドを見出した。 

 

４． 研究成果 

(1) 発 現 系 で の 実 験 に よ り 、 Tmem100

（mTmem100 x3FLAG-HA））は内皮で重要な

役割を担う TRPV4（2myc-mTRPv4）との結

合が認められた（図１A）。一方、Tmem100

（ｈTMEM100-myc）は、血管平滑筋に重要

な役割を担う TRPC6（hTRPC-HA）には結

合は認められなかった（図１B）。この物

理的相互作用は、Tmem100, TRPV4, TRPC6

いずれを先に免疫沈降しても同じ結果

が得られた。 

 

(2) また Tmem100 は HUVEC において単独発現

の際には主に小胞体

（ER）膜に、一方 TRPV4

は形質膜に主に局在し

ていたが、共発現させ

ると Tmem100 も小胞体

近傍のみならず形質膜

において共局在してい

た（図２）。図 1、図２

の結果から、Tmem100 が TRPV4 と相互作用して血管形成過程に寄与する可能性がある。 

 

 



(3) Tmem100 が TRPV4 の機能に影響するか確認するための実験系の確立。 

① 上記方法により、TRPV4 を恒常的に発現する HEK293A 細胞を作製したところ、一過的に

TRPV4 を発現する細胞と同程度の発現が認められた（図３A）。これら細胞を用いてホー

ルセルパッチクランプ法にて TRPV4 のアゴニストである 4-PDD を添加したところ、図

３B のように外向き整流性の TRPV4 電流が測定できた。さらに Fura-2 を用いた細胞内

Ca2＋蛍光測定を行った結果、図３C に示すように、TRPV4 を発現した細胞においてのみ

Ca2+トランジエントが認められた。今後はこの実験系を用いて Tmem100 をアデノウイル

スにてインフェクションし、Tmewm100 の有無で TRPV4 活性が変化するか、電気生理学

的手法および蛍光イメージング法により明らかにする予定である。こういった測定は

これまでに何度も行ってきている 6, 7)。 

 

(4) Tmem100 結合因子の網

羅的探索に関しては、

図４A の銀染色に示す

ように、Tmem100 以外

に既にいくつかの結

合候補因子のバンド

が認められている。今

後はこれらのバンド

を切り出し、質量分析

にかけてTmem100の結

合因子を同定する予

定である。こういった

プロテオーム的手法

による結合タンパク

質の同定は、これまでにも行ってきた 8)。 
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