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研究成果の概要（和文）：本研究は、TMEM16E遺伝子の機能および生理的役割を分子細胞生物学的手法により検討し、T
MEM16E関連遺伝性疾患発症の分子メカニズムを解明することを目的とした．
その結果，TMEM16Eノックアウトマウスでは明らかな表現型が認められず，他の筋ジストロフィー関連分子の代償性活
性化により相殺されている可能性が予想された．さらに，ヒト筋芽細胞のin vitro分化の系において，TMEM16E蛋白が
筋管細胞のみならず分裂期の筋芽細胞においても高発現していることを発見したことから，筋分化とは別に細胞周期依
存的にその発現が調節されることが予想された．

研究成果の概要（英文）：In this study, TMEM16E knockout mice showed no phenotypic signs. The result 
suggested that the function of TMEM16E was compensated by other muscular dystrophy related molecules. 
During in vitro human myogenic cell differentiation, TMEM16E protein expression was up-regulated in 
mitotic myoblasts as well as myotubes. This finding suggests that TMEM16E protein expression is regulated 
in a cell cycle dependent manner.

研究分野： 外科系歯学
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１．研究開始当初の背景 
 申請者ら研究グループは顎骨骨幹異形

成症（GDD）の疾患責任遺伝子として全 22 エ
キソンからなる新規遺伝子 TMEM16E/GDD1 の
同定に成功し（Tsutsumi S et al. ，Am J Hum 
Genet，2004），以降 TMEM16E遺伝子産物の機
能解析研究を行ってきた．  
さらに，申請者らはディスフェルリン遺伝

子が正常であるにもかかわらずディスフェ
ルリン欠損と同様の臨床的症状を示す肢帯
型筋ジストロフィー罹患国外家系における
疾患責任遺伝子として TMEM16Eの新規変異ア
リルを同定することに成功し 2010 年に報告
した(Bolduc V  et al. ，Am J Hum Genet)． 
これまでに申請者らは，抗マウス TMEM16E

ポリクローナル抗体および抗ヒトTMEM16Eポ
リクローナル抗体を作製し，TMEM16E 蛋白の
細胞内局在，組織分布の検討を行ってきた．
その結果，マウス TMEM16E 蛋白が膜貫通型の
糖蛋白で，細胞内の低比重膜画分に多く存在
することが明らかとなった（Mizuta K et al. ，
Biochem Biophys Res Commun，2007)．また，
TMEM16 は遺伝子ファミリー(TMEM16A～K)を
形成しているが，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クロライドチャ
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． TMEM16E 遺伝子産物はカルシウ
ム添加の有無にかかわらずクロライドチャ
ンネル活性を認めず，カルシウム依存性クロ
ライドチャンネル（CaCC）機能とは異なった
機能を持つことが現時点で申請者らの研究
で分かっている．また，申請者らは，TMEM16A 
との比較により TMEM16E 独自の特徴として，
顕著なタンパク不安定性を見出すとともに，
筋細胞特異的なTMEM16Eタンパクの安定化を
見出している． 
TMEM16E は遺伝性の骨系統疾患と筋疾患の

両方の原因遺伝子として同定されたが，
TMEM16E 遺伝子産物の生化学的機能やその発
症メカニズムは未だ解明されていない． 
 

２．研究の目的 
本研究は，TMEM16E 遺伝子の機能および生

理的役割を検討し，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的とし
た． 
 
３．研究の方法 
TMEM16E 分子の機能および生理的役割を，

遺伝子改変マウスの表現型解析と分子細胞
生物学的手法を用いた解析により検討した． 
 
 

４．研究成果 
①TMEM16E 遺伝子改変マウスの表現型解析 
これまでに，肢体型筋ジストロフィーの疾

患モデルとしてTMEM16Eノックアウトマウス
を作製し，その解析を進めてきた． 
TMEM16E ノックアウトマウスは，通常飼育

では外見上正常で，生命機能に異常は認めら
れなかった．このことから，TMEM16E 欠損に
よるLGMD2表現型が他の筋ジストロフィー関
連分子の代償性活性化により相殺されてい
る可能性が予想された．そこで，TMEM16E ノ
ックアウトマウスから筋組織を採取しウエ
スタンブロッティングを行ったところ，筋膜
修復分子Dysferlinが特異的プロセッシング
を受け活性型がメジャープロダクトとなっ
ていることを発見した（図 1）． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

図 1. TMEM16E ノックアウトマウスにおける
Dysferlin の代償的活性化         

Dystrophin を欠損したマウス（筋ジストロ
フィーを発症）では， Dysferlin の活性型へ
のシフトが認められないため TMEM16E と
Dysferlin との筋修復機構における，強い機
能的関連性が示唆された． 
 
②TMEM16E モノクローナル抗体の作製 
TMEM16E ノックアウトマウスの組織学的解

析を進めていくうえで，特異的な抗体が必要
不可欠であるが，現在までに作製したポリク
ローナル抗体は免疫組織学的解析で使用す
るには非特異的シグナルが多く，解析が困難
であると判断した．そのため，DNA 免疫法に
よるTMEM16Eのモノクローナル抗体の作製に
着手した． 
マウス TMEM16Eの C端部分の遺伝子配列を

組み込んだ免疫用プラスミドを作製し，ラッ
トに免疫，ハイブリドーマ細胞を作製した．
作製したハイブリドーマのスクリーニング
を行い，特異的な反応を示すハイブリドーマ
クローン（図 2）を複数個確認した． 
今後は，この陽性クローンのクローニング

を行い，ハイブリドーマ細胞株の樹立，
TMEM16E 特異的モノクローナル抗体を作製す
る予定である． 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 2. ハイブリドーマ細胞のスクリーニング 

上段：フローサイトメーター解析 
下段：蛍光免疫染色                

 
③TMEM16E 蛋白分解制御機構の解明 
TMEM16E-GFP 遺伝子を安定発現する培養筋

芽細胞株を樹立し，この細胞を in vitro で
筋分化誘導したところ，分化を完遂した筋管
細胞のみにTMEM16Eが発現していることをこ
れまでに発見し報告している（図 3）． 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

 

図 3. TMEM16E 蛋白は未分化筋芽細胞では分
解され発現を認めず，筋管細胞のみで安定し
て発現（点線囲み）する．         

この結果より，TMEM16E 蛋白は分化してい
ない筋芽細胞では恒常的に分解されている
ことが予想された．また，多くの培養細胞株
で TMEM16E-GFP の安定導入を検討した結果，
TMEM16E 蛋白は多くの細胞，組織においても
恒常的に分解されていることが分かってい
る． 
ヒト線維芽細胞株の過剰発現では，

TMEM16E はプロテアソーム経路で恒常的に分
解され不安定である．このためライソソーム
阻害に比較してプロテアソーム阻害により
特異的に蓄積することを発見した（図 4）． 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
通常，筋芽細胞は筋分化が始まると細胞

分裂せずに筋芽細胞の融合が起こり，筋管
に分化し増殖が停止する．新たに入手した
ヒト筋芽細胞株では，増殖条件でのみ筋分化
がおこらないため，筋管に分化した細胞と分
裂中の筋芽細胞の両方が観察できることが
分かった．このヒト筋芽細胞を TMEM16E 抗体
で免疫染色したところ，筋管細胞のみならず，
分裂期の筋芽細胞にもTMEM16E蛋白の高い発
現が認められた（データ未発表）．これらの
結果から，細胞周期の G2-M 期に OFF となる
プロテアソーム分解系の存在が判明し（図 5），
プロテアソーム分解から免れることにより
TMEM16E の蛋白発現が安定化することが想定
された． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 5. TMEM16E 蛋白の発現は，細胞周期依存
的に分解制御されている．         

本研究で明らかとなったTMEM16E遺伝子お
よび遺伝子産物の特性は，TMEM16E の活性制
御が骨・筋肉の分化および代謝に重要な機能
を果たしていることを示唆し，TMEM16E の機
能と安定化調節機構を解明することにより，
様々な骨・筋疾患の病態の理解と治療法の開
発に役立つことが予想される．また，高い信
頼度でTMEM16Eを検出できるモノクローナル
抗体を作製することは，臨床診断ツールとし

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 4. TMEM16E を安定化発現させた HEK293 細
胞にプロテアソーム阻害剤（MG132）と ライ
ソソーム阻害剤（Chl）を処理したところ，プ
ロテアソーム阻害剤処理で TMEM16E 蛋白が特
異的に蓄積した．（WB 法）         

TMEM16E-GFP 導入筋芽細胞 

GFP（コントロール）導入筋芽細



て汎用性の高い特異抗体の開発や，疾患の進
行・発生を制御する治療法の開発につながる
ことが期待される． 
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