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研究成果の概要（和文）： 

本研究で新たに抗ヒト GDD1ポリクローナル抗体を作製した．また， GDD1 遺伝子の機能解

析を目的に GDD1発現ベクターを作製し，培養細胞における外来性 GDD1安定発現システムの

確立を試みてきた．しかし，GDD1タンパクは細胞内で非常に分解を受けやすく，タンパク検

出が困難であった．このため，GDD1遺伝子の生理的機能は長く不明であったが，申請者らは

GDD1 が筋萎縮を症状とする LGMD2の原因遺伝子であることを発見し，筋芽細胞株を用いた発

現実験で骨格筋恒常性維持に GDD1遺伝子が重要な役割を発揮していることを証明した． 

 
研究成果の概要（英文）： 

In this study, we generated specific antibodies against the human GDD1 protein. As an 

essential step toward elucidating the molecular functions of GDD1 gene, we also made the 

GDD1 expression vector and had been tried to establish stable expression system of GDD1 

protein in the cultured cell. The GDD1 protein was easily degraded in the cell, and the 

protein detection was difficult. Therefore, the physiological and molecular biochemical 

functions of GDD1 gene have been uncertain. However, our recent study led to identify 

that GDD1 gene was also the responsible gene of proximal limb girdle muscular dystrophy 

(LGMD2L) of which the symptom was a muscular atrophy, and the GDD1 gene was demonstrated 

to play important roles in the skeletal muscle homeostasis maintenance by the expression 

experiment using the myoblastic cell line. 
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１．研究開始当初の背景 

顎骨骨幹異形成症（GDD）は，顎骨の骨性
異形成症，四肢の易骨折性，長管骨骨幹部
皮質の肥厚を特徴とする遺伝性骨系統疾患
である．われわれ研究グループはポジショ
ナルクローニングにより，2003年に疾患責
任遺伝子 GDD1 を同定した．しかしながら，
GDD1遺伝子は機能未知の新規遺伝子でGDD1
遺伝子産物の生化学的機能やGDD1遺伝子の
変異により引き起こされる GDD の分子病態
は不明であった．  

 
２．研究の目的 

本研究ではヒトGDD1遺伝子の機能

解析およびGDDの病態解析を行う上で

必要不可欠な抗ヒトGDD1抗体を作製

し，ヒトGDD1蛋白の細胞内局在，組織

分布の検討等を行い，GDD1遺伝子の機

能の解明とGDDの原因の解明と病態解

析を行う． 
 

３．研究の方法 

①ヒト GDD1遺伝子上の任意の配列 3か所を

選択し，そのペプチドを抗原としラビット

に免疫し抗体を作製した．抗体の有用性は

ウェスタンブロッティングおよび免疫染色

で確認した． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

②GDD1 遺伝子の変異が GDDの発症・病態に

どのように関係するか検討するため，ヒト

GDD1遺伝子をクローニングし，野生型およ

び変異型の GDD1 遺伝子発現ベクターを作

製した．さらにウィルスベクターの構築も

行った． 

 

 

 

 

 

 
       レトロウィルスベクター構築 

③作製した GDD1 遺伝子発現ベクターの野

生型と変異型をマウス，ヒト培養細胞に導

入し安定株を樹立し，その解析を行った． 

 

 

４．研究成果 
① 3 種類の抗ヒト GDD1 ポリクローナル抗体
を作製し，その抗体の評価を行い，そのうち
2 種類がウェスタンブロッティング，免疫染
色に使用可能であることを確認できた． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
② 申請者らはこれまでに，培養筋芽細胞株

を筋分化させる過程で GDD1遺伝子の発現が

上昇することを明らかにし，GDD1-GFP遺伝子

を安定発現する培養筋芽細胞株（C2C12）を

樹立している．樹立した細胞を in vitroで
筋分化誘導したところ，分化を完遂した筋管

細胞(細長い筋管と呼ばれる点線で囲った細

胞)のみで，GDD1-GFPの蛍光が検出できるこ

とを発見した．一方，コントロールの GFP遺
伝子を安定発現する筋芽細胞株は筋分化の

有無にかかわらず，すべての細胞で GFPの蛍

光が検出される．この結果より，申請者らは

GDD1-GFPタンパクは分化していない筋芽細

胞では恒常的に分解破壊されていることを

世界に先駆けて確証した． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

GDD1の機能解析を行う目的で, 導入した

 

 

 

 

 



GDD1遺伝子産物を骨芽細胞, 各種扁平上皮

癌細胞や骨肉腫細胞などにレトロウイルス

ベクターを用いて遺伝子導入を行い安定化

発現させた細胞を樹立し，遺伝子産物の発現

検討を行った. その結果,GDD1タンパクは多

くの細胞，組織においても恒常的に分解され

ていることが判明した．また，GFP融合野生

型，変異型 GDD1を安定導入した C2C12細胞

の筋分化誘導時における GDD1タンパクの発

現をウエスタンブロッティングにて検討し

たところ，カベオリン 3の発現が確認された

筋分化細胞においてのみ, GFP融合野生型, 

変異型 GDD1蛋白の発現が確認された.このこ

とから，GDD1遺伝子産物が筋分化に伴って安

定化することを見出した. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

③ GDD1は TMEM16Eとも呼ばれ，TMEM16遺伝

子ファミリー(TMEM16A～K)に属するが，

TMEM16ファミリー遺伝子産物の機能はこれ

まで不明であった．2008年に TMEM16Aがカル

シウム依存性 Cl-チャンネルとして機能する

（Schroeder BC  et al. ，Cell，2008）こ

とが， また 2009年には TMEM16Bも同様の機

能をする（Stöhr H  et al. ，J Neurosci.，

2009）ことが相次いで報告された．GDD1と

TMEM16Aのアミノ酸配列の相同性が非常に高

いことから，GDD1も カルシウム依存性 Cl-

チャンネルとして機能する可能性があると

考え，培養細胞を用いた発現比較実験を行っ

た． TMEM16Aの安定的タンパク発現は，検討

に用いたすべての細胞株において可能であ

った．GDD1のイオンチャンネル活性を検討す

るために，GDD1-GFPを通常の培養条件で恒常

発現できる細胞株があることが望ましく，網

羅的に検索した結果，図に示すように，ある

細胞株（未公開）に安定導入した GDD1-GFP

は恒常的に発現可能であることを発見した． 

また，GDD1-GFPは分化した筋管細胞では

細胞内小器官膜へソーティングされ形質膜

への局在が乏しかったが，この細胞株でも

GDD1-GFPの局在動態は同様であった．一方こ

の細胞株における TMEM16A-GFPは形質膜へ非

常に効率的にソーティングされており，イオ

ンチャンネル活性を検出することが可能で

あったが，GDD1-GFP導入細胞に同様のイオン

チャンネル活性は検出できなかった． 
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