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研究成果の概要（和文）：先行研究によりTmem100が胎生期の心血管形態形成において必須であることを示して
いたが、その分子機能や発現制御機構は未だ不明のままであった。本研究では、Tmem100遺伝子上流および下流
約200kbの染色体DNAを含むBACクローン2種類を用い、大腸菌内相同組換えにより作成したLacZレポーターのトラ
ンスジェニックマウス胎仔における発現パターンを解析した。その結果、胎生期血管内皮発現に必要十分な新規
エンハンサーを同定し、活性を制御する転写因子も複数絞られてきた。この領域はヒトにおいても高く保存され
ており、マウス、ヒトのTmem100エンハンサー領域を同定できたと考えられる。

研究成果の概要（英文）：We previously demonstrated that the expression of transmembrane protein No.
100 (TMEM100) was markedly induced by the activation of ALK1 signaling in cultured human endothelial
 cells. Tmem100 was expressed in arterial endothelial cells during mouse embryo development, and 
Tmem100 null mice showed embryonic lethality due to impairment of endothelial differentiation and 
vascular morphogenesis. However, the regulatory mechanisms of TMEM100 expression in embryonic 
vasculature are largely unknown.  We identified a well-conserved endothelial enhancer of mouse 
Tmem100/human TMEM100 through BAC-based reporter analysis in mouse embryos. The reporter expression 
pattern was restricted to intermediate to large arteries and distinct from broader expression of the
 Alk1 knock-in LacZ reporter in the smaller caliber-vessels. These results suggest that the TMEM100 
expression in embryonic endothelial cells is likely to be controlled by a unique combination of 
BMP-ALK1 and other signaling pathways.

研究分野：発生生物学、生化学、腫瘍学
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１．研究開始当初の背景 
 
心血管系の形態形成異常は先天性心血管奇

形の病因に直結するが、その分子機序には不

明の点が多い。心血管奇形は新生児に高頻度

に生じ、その原因の解明、治療ターゲットの

同定が切望されている。 

BMP9 およ

び BMP10 に

よる ALK1 受

容体活性化を

起点とする内

皮細胞シグナ

ル（BMP9/10- 

ALK1 シグナ

ル、以下 ALK1

シグナルとす

る）は胎生期の

血管形態形成

に必須の役割 

を有している(ten Djike et al.,Trends Cell 

Biol 2010)【図 1】。私の所属研究室では、

ALK1 シグナルによってヒト培養内皮細胞

における発現が顕著な亢進を示す膜タンパ

ク質Tmem100を、内皮特異的な新規ALK1

下流因子として同定していた【図 2】。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Tmem100ノックアウト（KO）マウスは、

胎生期の心血管形成異常により胎生致死と

なり、Tmem100 が心血管発生に必須の因

子であることも明らかになっている

（Somekawa et al, PNAS 2012）【図 3】。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

一方、Tmem100 の ALK1 シグナルによる

発 現 誘 導 は タ ン パ ク 質 合 成 阻 害 剤

Cycloheximideにより完全に抑制され【図 4】、

BMP9 刺激により産生される何らかのタンパ

ク質が Tmem100 の発現を誘導していること

が示唆されていた（未発表）。この特徴は、

ALK1 シグナルにおいてタンパク質合成を介

さず、転写因子 Smad のリン酸化により転写

制御を受ける既知の下流因子群の発現制御と

全く異なり、ALK1 シグナルによる新しい下

流遺伝子発現調節メカニズムとして注目する



に値した。さらに、染色体高次構造を制御す

るエピゲノム因子（CTCF、Rad21）の発現阻

害により Tmem100 の発現上昇が抑制され、

遠位エンハンサーの立体的配置が変化して近

位プロモーターに会合することの重要性も示

唆されていた【図 5】（未発表）。 

また、Tmem100 KOマウス胚では、(1)心

臓形態形成期において房室管内皮細胞の間

葉 系 細 胞 へ の 形 質 転 換 (EndMT: 

Endothelial-mesenchymal transition）が著

しく障害されること【図 6(A)】、(2) 房室管内

皮においてカルシウム(Ca)シグナル反応性の

転写因子 Nfatc1 の核移行・活性化が消失す

ること【図 6(B)】を見出し、Tmem100 が

EndMT と Ca シグナル制御に重要な機能を

有する可能性を提唱していた(Mizuta et al., 

Dev Dyn 2015)。その後、他グループから、

成体の後根神経節に Tmem100 が発現し、

transient receptor potential (TRP) Caチャ

ネルと複合体を形成して活性を制御してい

ることが報告された（Weng et al., Neuron 

2015）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
２．研究の目的 
 
課題１：Tmem100 の発現制御解析を通して

ALK1シグナルによる新しい下流遺伝子発現

制御機構の同定を目指す。 

課題 2：EndMT における Tmem100 の意義

を検討するとともに、内皮 Ca シグナル制御

における分子機能の解明を目指す。 

 

本研究により、新しい心血管形態形成の必

須因子Tmem100のALK1シグナルを中心と

した発現調節様式、および、分子機能を検討

し、心血管形態形成の新たな制御メカニズム

の同定を試みることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 

課題 1： 

【図 5】に示した先行研究により、Tmem100

の発現制御メカニズムは既知の ALK1 シグナ

ル下流遺伝子群とは全く異なり、新たなタン

パク質の合成を介した遠位エンハンサーの

エピゲノム調節によることが示唆された。そ

こで、Tmem100遺伝子上流および下流約200kb

の染色体 DNA を含む BAC クローン２種類(A、

B)を用い、大腸菌内相同組換えによってノッ

クイン LacZ レポーターを作製した。これら

のBACレポーターのトランスジェニック(Tg)

マウスを作成して LacZ 発現を解析した。ま

た、クローンBの数種類の欠失変異体を用い、

内在性Tmem100発現パターンを再現する内皮

特異的エンハンサーと考えらえる領域を同

定し、その領域のヒストン修飾、転写因子結

合配列、種間の塩基配列相同性について in 

silico 解析を行った。 

 

課題 2： 

 後根神経節における報告のように、

Tmem100 は TRP チャネルファミリーの機能制

御を介して Ca シグナルに関与することが考

えられるが、20 種類以上の分子からなる TRP

ファミリーの房室管内皮における意義は全

く不明のままである。申請者らはマウス胚か

らの内皮細胞分離方法を確立し、胎生期内皮

におけるTRPファミリー因子の網羅的発現解

析を行った。 

 



４．研究成果 

課題 1： 

BAC クローン２種類(A、B)の LacZ レポータ

ー Tgマウスを作成してLacZ発現を解析した。

ところ、Tmem100 遺伝子下流 216kb を含むク

ローン Bにおいて内在性 Tmem100 発現パター

ンを再現する胎生期血管特異的エンハンサ

ーが存在すると考えられた。このクローン B

の数種類の欠失変異体を用い、内在性

Tmem100 発現パターンを再現する内皮特異的

エンハンサーと考えらえる領域約 37kb を同

定した。さらに数種類の欠失変異体を作製し、

約2kbの領域が血管内皮発現に必要十分な新

規エンハンサーとして働くことを明らかに

した。この領域はヒト遺伝子においても保存

性が高く、マウスで同定した領域に相当する

ヒト遺伝子約２kb の領域を用いて LacZ レポ

ーター解析を行った。その結果、内皮特異的

な発現パターンを示した。以上より、マウス、

ヒトのTmem100エンハンサー領域を同定でき

たと考えられる。 

さらに、この約 2kb 領域についてヒストン

修飾、転写因子結合配列、種間の塩基配列相

同性について in silico 解析を行い、結合が

予想される転写因子がエンハンサー活性へ

与える影響についてルシフェラーゼアッセ

イにより解析した。その結果、血管発生を制

御していることが既知の転写因子数種類が

Tmem100 エンハンサー活性を促進する結果を

得た。 

また Tmem100の研究を行う上で抗体は必須

であると考えられるが、Tmem100 に対する抗

体はこれまでに数種類試みているが解析に

有用な良い抗体を得ることができないのが

現状である。そこで、BAC クローン Bの EGFP

レポーターTg（BAC-EGFP）マウスラインを作

製した。これは、Tmem100 発現を EGFP レポー

ターにより再現することができ、抗体を用い

ずTmem100発現細胞を回収することができる

非常に有用性の高いツールである。 

課題 2： 

胎生期内皮におけるTRPファミリー因子の

網羅的発現解析を行った結果、３種類の TRP

因子が内皮特異的に発現していることを明

らかにした。免疫沈降実験により Tmem100 と

これらのTRP因子が複合体を形成するという

結果も得ている。今後は、Tmem100 と TRP 因

子による生理機能についての解析が課題で

ある。 
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