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研究成果の概要（和文）：カルシウム活性化クロライド（ClCa）チャネルとして同定されたTMEM16Aに注目し、血管平
滑筋における生理的意義の解明を目指した。マウス門脈平滑筋細胞において、TMEM16Aが高発現し、二量体でClCaチャ
ネルを形成していた。その活性はアクチン骨格との相互作用による影響を受けた。TMEM16AはTMEM16Bとヘテロ二量体で
ClCaチャネルを形成できることが示唆された。肝硬変由来の門脈圧亢進症モデルマウスにおいて、門脈平滑筋細胞での
TMEM16Aの発現および機能が低下していた。本研究成果は、血管におけるTMEM16Aチャネルの生理機能と病態での役割を
解明する上で重要な知見であると考えられる。

研究成果の概要（英文）：The calcium-activated chloride (ClCa) channel plays substantial roles in the 
regulation of membrane excitability in vascular smooth muscles. Recently, TMEM16A-coding protein has been 
identified as the molecular entity responsible for ClCa channel in several types of vascular smooth 
muscles. In this study, the functional expression of TMEM16A and its regulatory factors was examined in 
murine portal vein smooth muscle cells. TMEM16A was abundantly expressed in portal vein myocytes and 
formed a dimeric ClCa channel. The activity of TMEM16A ClCa channel was modified by the interaction with 
actin cytoskeleton. TMEM16A was also interacted with TMEM16B to form a heteromeric ClCa channel. Finally, 
TMEM16A was downregulated in portal vein smooth muscle cells from hepatic cirrhosis-induced portal 
hypertensive mice. These results provide useful information for elucidating physiological and 
pathological significances of TMEM16A ClCa channels in vascular smooth muscles.

研究分野： 薬理学
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１．研究開始当初の背景 
クロライド（Cl-）チャネルは、平滑筋を始

め心臓・神経・分泌細胞において、細胞膜興
奮性の制御や静止膜電位の形成・陰イオンの
輸送・浸透圧の感知や細胞容積の調節などの
基本的な生理機能を担当する。このチャネル
群の一種であるカルシウム活性化クロライ
ド（ClCa）チャネルは、細胞内カルシウム濃
度（[Ca2+]cyt）の上昇により活性化され、筋細
胞を脱分極すなわち収縮方向へ誘導する
（ Galietta, Biophys J, 2009; Ferrera et al, 
Physiology, 2010; Huang et al, Pharmacol Rev, 
2012）。血管組織において、ClCaチャネルは自
発運動能を有する門脈や抵抗血管である腸
間膜動脈などのごく一部の血管平滑筋細胞
でのみ高発現し、機能的な役割を果たしてい
ることは興味深い知見である（Kunzelmann, 
Pflügers Arch, 2011）。 

長い間、ClCa チャネルの分子実体が不明で
あったため、その生理的・病理的意義の解明
は、他のイオンチャネルに比べ非常に遅れて
いた。近年、TMEM16 遺伝子ファミリー（図
１；Duran & Hartzell, Acta Pharmacol Sin, 
2011）に属するタンパク質の一部（TMEM16A
と TMEM16B）が ClCaチャネル活性を有する
ことが報告された（Yang et al, Nature, 2008; 
Caputo et al, Science, 2008; Schroeder et al, Cell, 
2008）。 

TMEM16A チャネル電流の電気生理学的・
薬理学的特徴の幾つかが血管・気管・消化管
由来の平滑筋細胞から単離されたClCaチャネ
ル電流と類似していることから、この分子群
がClCaチャネルの分子候補として注目された
（図２；Hartzell et al, J Physiol, 2009）。しかし
ながら、両者の特性に関しては乖離している
点も指摘されている。 
我々の先行研究（Yamamura et al, Pulm Circ, 

2011）や他の研究グループ（Manoury et al, J 
Physiol, 2010; Davis et al, Am J Physiol Cell 
Physiol, 2010; Thomas-Gatewood et al, Am J 
Physiol Heart Circ Physiol, 2011; Wang et al, 
Circulation, 2012）から報告された血管平滑筋
細胞より単離したClCaチャネル電流とその候
補分子と想定されている TMEM16A 由来の
ClCa チャネル活性を比較した場合、以下の示

す類似点と相違点が存在する。 
［類似点］ 
・ClCa チャネルの活性化：活性化の時定数、
電流－電圧関係、外向き整流性。 

・Cl-の透過性。 
・細胞膜における TMEM16A タンパクの発現。 
［相違点（培養細胞に再構築した TMEM16A
チャネルに対して）］ 

・ClCa チャネルの脱活性化：末尾電流の脱活
性化が早い（脱活性化時定数が小さい）。 

・薬物感受性：ニフルミ酸（ClCa チャネルの
阻害薬）の感受性が低い（IC50値が大きい）。 

・発現密度：ClCa チャネル電流の大きさと
TMEM16A タンパクの発現量が相関しない。 

 
２．研究の目的 
本研究課題では、門脈平滑筋における

TMEM16 遺伝子ファミリーの発現分布を網
羅的に解析し、門脈平滑筋特異的なサブタイ
プ構成を同定した。次に、門脈平滑筋細胞に
発現する TMEM16 と分子間相互作用もしく
は活性を制御する修飾因子を同定し、それら
が TMEM16 チャネル機能（発現分布、電気
生理学的特性、薬物応答性など）に及ぼす影
響を詳細に解析した。さらに、門脈圧亢進症
での TMEM16 の発現変化を解析し、その病
態と TMEM16A チャネル活性の関連につい
て検討した。 
 
３．研究の方法 
（１）発現解析 
マウス門脈平滑筋由来の総 RNA から逆転

写（RT）法で cDNA を作製した。その cDNA
をテンプレートにしてリアルタイムPCRを行
い、TMEM16 ファミリーの発現を mRNA レベ
ルで定量的に解析した。さらに、免疫抗体染
色法を適用し、TMEM16 の細胞レベルでのタ
ンパク質発現を共焦点蛍光顕微鏡で解析した。 
 
（２）パッチクランプ法 
マウス門脈から酵素処理によって、門脈平

滑筋細胞を単離した。門脈平滑筋細胞の電流
特性をホールセルパッチクランプ法により電
気生理学的ならびに薬理学的に解析した。 
 
（３）画像解析法 
 TMEM16 分子を蛍光標識（CFP, YFP, GFP）
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図１ TMEM16 遺伝子ファミリーの樹形図 
TMEM16 ファミリーには、10 種類（TMEM16A~K、I
を 除 く ） の 遺 伝 子 が 含 ま れ る 。 現 在 ま で に 、
TMEM16AおよびTMEM16Bが、ClCaチャネル活性
を有するタンパク質であることが報告されている。 
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図２ TMEM16 チャネルの推定構造 
TMEM16 チャネルは、N 末端および C 末端領域を
細胞内に配し、8 回膜貫通型構造であると推定され
ている。第 5（S5）と第 6 膜貫通（S6）領域の間が、
イオン透過孔である推測されている。 

 



して、HEK293 細胞に発現させた。全反射蛍
光（TIRF）顕微鏡下での蛍光共鳴エネルギー
移動（FRET）解析や共焦点蛍光顕微鏡下での
タンパク質再構成（BiFC）アッセイにより分
子間相互作用を解析した。また、一分子レベ
ルで GFP フォトブリーチングを行い、機能的
イオンチャネル内の分子数を推定した。 
 
（４）門脈圧亢進症モデル動物の作製 
麻酔下でマウスの胆管を結紮し、肝硬変由

来の門脈圧亢進症モデル（BDL）マウスを作
製した。結紮 4 週間後、脾腫により脾臓湿重
量が正常時（2.5 mg/BW）の 2 倍以上（>5.0 
mg/BW）になった場合、および門脈肥厚によ
り門脈湿重量が正常時（0.5 mg）の 2 倍以上
（>1.0 mg）になった場合を門脈圧亢進症と見
なした。 
 
（５）等張性収縮実験 
マウスから門脈平滑筋を摘出し、等張性ト

ランスデューサーを用いて、等張性収縮を測
定した。 
 
４．研究成果 
（１）門脈平滑筋細胞における TMEM16A の

機能発現とその制御因子 
血管平滑筋において、ClCa チャネルの活性

化は、静止膜電位を脱分極側へシフトさせる
ため、血管筋緊張の増大をもたらす重要な要
素である。近年、TMEM16 遺伝子ファミリー
に属する TMEM16A が、様々な平滑筋に発現
するClCaチャネルの分子実体として報告され
た。そこで、マウス門脈平滑筋細胞に発現す
る TMEM16 ファミリーの発現解析と機能解
析を行った。その結果、門脈平滑筋において、
TMEM16A の mRNA およびタンパク質発現
が認められた（図３）。 

また、門脈平滑筋細胞で脱分極刺激によっ
て活性化する外向き電流と再分極によって
惹起される内向き末尾電流が観察された。こ

れらの電流は、ClCa チャネルの阻害薬によっ
て抑制された。次に、門脈平滑筋から
TMEM16A をクローニングしたところ、スプ
ライスバリアントの abc 体と acd 体が大部分
を占めた。abc 体と acd 体を HEK293 細胞に
発現させて、ClCa 電流を観察したところ、末
尾電流の時定数は、門脈平滑筋細胞の時定数
よりも大きかった。そこで、門脈平滑筋細胞
をアクチン骨格の重合阻害剤で前処置した
ところ、その時定数は延長した（図４）。 

さらに TIRF 顕微鏡を用いた FRET 解析や
一分子レベルでの GFP フォトブリーチング
によって、TMEM16A のスプライスバリアン
ト体は、ホモもしくはヘテロ二量体でチャネ
ル 1 分子を構成することが示された（図５）。 
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図３ 門脈平滑筋における TMEM16A の発現解析 
（A）マウス門脈平滑筋細胞に TMEM16A の mRNA
が高発現していた【定量的 PCR 法】。（B）マウス門脈
平滑筋の細胞膜上に TMEM16A タンパク質が発現し
ていた【免疫抗体染色法】。【業績 17 より抜粋】 
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図４ 門脈平滑筋細胞における ClCa チャネル電流 
（A）マウス門脈平滑筋細胞で観察された ClCa 電流（左
図）。ClCa電流に対するアクチン重合阻害薬（サイトカラシ
ン D：中図）と促進薬（ジャスプラキノリド：右図）の効果
【ホールセルパッチクランプ法】。（B）ClCa 電流の脱活性
化は、細胞骨格（アクチン）により制御されていた。
*p<0.05, **p<0.01。【業績 13 より抜粋】 
 

 

図５ TMEM16A の二量体形成 
GFP 標識した TMEM16A 分子を一分子レベルでフォト
ブリーチングした（上段）結果、二段階の GFP 消光が多
数を占めた（中段）。この結果、TMEM16A は二量体
（ダイマー）で機能的 ClCa チャネルを形成することが分
かった（下段）【一分子イメージング】。【業績 4 より抜粋】 



以上より、マウス門脈平滑筋細胞では、主
に TMEM16A(abc)と TMEM16A(acd)のホモも
しくはヘテロ二量体で機能的ClCaチャネルを
形成していることが明らかとなった。また、
ClCa チャネル活性は、アクチン骨格によって
制御されていることも示唆された。これらの
成果は、血管平滑筋に機能発現する ClCaチャ
ネルの生理機能を解明する上で重要な知見
になり得ると考えられる。 
 
（２）門脈圧亢進症における TMEM16A チャ

ネルの発現亢進 
門脈圧亢進症は門脈圧が上昇する疾患群

の総称であるが、肝硬変の合併症として発症
する場合が大部分を占めている。門脈圧亢進
症が進行すると食道静脈瘤、脾腫、腹水など
の症状を呈する。門脈圧亢進症には、未だ根
本的な予防法・治療法が確立されておらず、
対症療法による治療が主である。また、門脈
圧亢進症の病態の進行メカニズムについて
は未だに知見が乏しい。そこで、門脈圧亢進
症モデルマウスの門脈を用いて、病態時の門
脈平滑筋機能変化の分子基盤の解明を目指
した。 
胆汁性の肝硬変を起こす BDL マウスを使

用した。リアルタイム PCR 法により BDL 群
の門脈平滑筋では、ClCa チャネル分子である
TMEM16A の mRNA 発現量が Sham 群と比較
して減少していた。免疫抗体染色の結果、
TMEM16A がタンパク質レベルでも減少して
いた。また、ホールセルパッチクランプ法に
よる電流解析の結果、ClCa チャネルの電流密
度が BDL 群から単離した門脈平滑筋細胞に
おいて有意に減少していた。さらに収縮実験
において、両群ともに自発収縮が観察された
が、BDL 群では Sham 群と比較し収縮力減少
と、収縮頻度増加の傾向が明らかとなった。 
以上より、門脈圧亢進症では門脈平滑筋細

胞における TMEM16A の発現および機能が
低下した結果、自発収縮の発生機序に変化の
生じた可能性が示唆された。平滑筋において、
ClCa チャネル活性が減弱すると細胞膜が過分
極し、細胞の興奮性が低下することが知られ
ているため、TMEM16A の機能発現低下は門
脈圧の上昇に対し抑制的に働いていると考
えられる。本研究で得られた知見が門脈圧亢
進症の病態進行の機序解明に役立つことが
期待される。 
 
（３）TMEM16A チャネルの活性を修飾する

TMEM16B チャネル 
門脈平滑筋細胞に豊富に発現している

TMEM16A チャネルに対する他の TMEM16
ファミリー遺伝子の影響を解析した。ヒト・
マウス・ラット由来の TMEM16A（細胞内 Ca2+

に対する感受性は高い、活性化および脱活性
化は遅い）を発現させた HEK293 細胞に
TMEM16B（細胞内 Ca2+に対する感受性は低
い、活性化および脱活性化は早い、ClCa チャ
ネル活性を有する）を一過性に遺伝子導入し、

パッチクランプ法を用いて電気生理学的な
解析を行った。共発現細胞の TMEM16A チャ
ネル電流では、細胞内 Ca2+感受性が低下し、
活性化および脱活性化が早くなった。その変
化量は、TMEM16B の導入量に比例した。次
に、TMEM16A と TMEM16B の相互作用を検
出するため、TIRF 顕微鏡下での FRET 解析お
よび共焦点蛍光顕微鏡下での BiFC アッセイ
を行った。その結果、TMEM16A は TMEM16B
と相互作用し、ヘテロ二量体として機能的
ClCa チャネルを形成できることが示唆された。 
本研究成果は、TMEM16 チャネルの生理機

能を解明する上で、非常に重要な知見である
と考えられる。 
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