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研究成果の概要（和文）：本研究では、TMEM16E関連遺伝性疾患発症の分子メカニズムを解明する手がかりとし
て、申請者らは、TMEM16E遺伝子に認められるGDD型ミスセンス変異がTMEM16E異常タンパクを産生、蓄積するこ
とで骨系統疾患（GDD)を発症させるという仮説のもとに、疾患モデルマウスとしてTMEM16Eノックインマウスの
繁殖・系統維持および表現型解析を継続して進め、疾患モデルの確立に努めてきた。しかしながら、GDDミスセ
ンス変異型TMEM16Eノックインマウスは個体サイズが大きくなるが早期に男性不妊の傾向が認められ、研究最終
年度の段階までに作製した動物モデルではGDDの臨床症状の再現まで至らなかった。

研究成果の概要（英文）：In this study, as a clue to elucidate the molecular mechanism of the onset 
of TMEM16E-related hereditary diseases, we hypothesized that GDD-type TMEM16E missense mutations 
produce and accumulate TMEM16E abnormal proteins to develop a bone rare disorder (GDD). Based on 
this, we have continued to maintain the mouse strain and analyze the phenotype of TMEM16E knock-in 
mice, and have tried to establish a disease model. However, it was difficult to maintain the strain 
of the GDD missense mutant TMEM16E knock-in mouse, and no clinical symptoms of GDD could be observed
 in the knock-in mice.

研究分野：口腔外科

キーワード： TMEM16E　ANO5　GDD
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は，TMEM16E遺伝子の機能および生理的役割を解明することを目的とした．
これまでの研究成果から，TMEM16Eに機能獲得型変異がおこると蛋白の安定性獲得による生理機能発揮がGDDを発
症させることが予想される．顎骨に生じる線維骨性病変の発症機構は未だ解明されておらず，これを明らかにす
ることで，その病態の理解と病態に応じた治療法や将来の遺伝子治療の開発が可能になる．TMEM16Eの活性制御
が骨の分化および代謝に重要な機能を果たしていることは明らかで，TMEM16Eの機能と安定化調節機構を解明す
ることにより，様々な骨疾患の病態の理解と治療法の開発に役立つことが期待される．

※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 
顎骨の骨性異形成症を主要症状の一つとする顎骨骨幹異形成症（GDD）は， TMEM16Eの
変異を原因とする常染色体優性の遺伝性骨系統疾患である。 
イオンチャンネル様の膜貫通型蛋白をコードする TMEM16E 遺伝子の mRNA は骨格筋お
よび骨組織に高発現している。その一方で，TMEM16E mRNAを過剰発現させた培養細胞で
は顕著な TMEM16E 蛋白不安定性を示しその検出に非常に苦慮する。ところが，筋分化誘導
させた培養筋芽細胞あるいは筋組織においては TMEM16E 蛋白が非常によく検出できること
から，TMEM16E機能発現組織は組織特異的な遺伝子発現だけではなく，細胞環境が提供する
翻訳後の TMEM16E 蛋白安定化により 2 重制御されていると考えた。骨格は骨組織自体が硬
度を持つことにより保たれているが，メカニカルストレスによる損傷と修復により組織のター
ンオーバーが恒常的に起きている可塑性に富んだ組織でもある。上下顎骨あるいは四肢長管骨
は持続的に方向性を持った荷重を受け続けるため，筋組織と共通する恒常的な細胞膜損傷負荷
が TMEM16E蛋白を安定化し，細胞膜損傷を修復する過程で GDD変異アリル由来の gain of 
function型 TMEM16Eが骨性異形成症を発症させると考えている。すなわち，GDDミスセン
ス変異は gain of function型変異として骨系統疾患を，ナンセンス変異は loss of function型変
異として筋ジストロフィーをそれぞれ遅延性に発症させると予想した。 

GDD 患者の報告はこれまでに国内外を含め数家系にしかなく，極めてまれな遺伝疾患とい
えるが，上下顎の骨性異形成症を必発し，同部位にしばしば歯周組織経由の 2次的感染を伴う
ため，難治性の顎骨骨髄炎様症状を呈し，顎骨掻爬や切除等の口腔外科的処置が必要になるこ
とが多い。本研究により GDD 病態の発症メカニズムを解明することは，顎骨に生じる硬組織
形成線維性病変の発症機構および治療方法の確立に寄与すると考えられ，本研究の着想に至っ
た。 
 
２。研究の目的 

GDD 患者の顎骨病変は，混合歯列期の段階から下顎前歯部の根尖性骨性異形成症様透過像
や臼歯部の綿様不透過像などを認め， 徐々に全顎の開花性骨性異形成症へ移行し， 硬組織成
分の融合と線維性成分の消失により局所の循環不全に陥り， 二次的な感染により骨髄炎様症状
至るといった経過をたどる。 そのため腐骨化した部分の顎骨の切除術が必要になる。 また， 罹
患者の中には骨性異形成症が腫瘍性に増殖し顎骨の変形をきたし， 頻回の腫瘍減量術を必要と
する場合もある。 GDDの原因遺伝子である TMEM16Eは， gain of function型変異として
骨系統疾患を， loss of function型変異として筋ジストロフィーをそれぞれ発症させるが，申
請者はこれまでの独自の知見より骨と骨格筋に限局性病変を発症させるメカニズムに組織特異
的蛋白安定化機構が関与する可能性を想定している。 
これまでにわれわれは，TMEM16E ポリクローナル抗体の作製，TMEM16E ノックアウト
マウスおよび GDD 型ミスセンス変異ノックインマウスを作製維持し，その解析を進めてきた
が，作製した TMEM16E ポリクローナル抗体は，マウス組織での免疫組織学的解析で非特異
反応を認めることから，マウスの表現型解析を行う上で大きな障害となっていた．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，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，TMEM16Eを切り口として顎骨に生
じる硬組織形成線維性病変発症・病態のメカニズムの解明に役立つと考えた。 
 
３。研究の方法 
①遺伝子改変モデルマウスの表現型解析と系統維持 
これまでに GDD の疾患モデルとして疾患変異ノックインマウス(TMEM16Egdd ノックインマウ
ス)を作製している。これらマウスを用い，TMEM16E 分子機能及びミスセンス変異体の獲得機能
を解析するとともに， GDD モデルマウスとして病態の解析を行った。 
 
②新規 TMEM16E モノクローナル抗体の作製と評価 
これまでにマウス TMEM16E の遺伝子配列を組み込んだ免疫用プラスミドをラットに免疫し
（DNA 免疫法），ハイブリドーマ細胞を作製した。解析用発現ベクター（pBomB1*/マウス TMEM16E 
C-term）を 293T 細胞にトランスフェクションした後 24 時間後に回収して得られた一過性強制
発現 293T 細胞を用い，FCM 解析による作製したハイブリドーマのスクリーニングを行い，特異
的な反応を示すクローンを複数個確認した．特異的な反応を示すハイブリドーマクローンの組
織特異性を評価するための免疫組織化学的検討を行った。 
 
 
 



４。研究成果 
①疾患モデルマウスとして TMEM16E ノックインマウスの繁殖・系統維持および表現型解析を継
続して進め，疾患モデルの確立に努めてきたが。しかしながら，GDD ミスセンス変異型 TMEM16E
ノックインマウスは個体サイズが大きくなるが早期に男性不妊の傾向が認められ，系統維持に
努めているが，研究最終年度の段階までに作製した動物モデルでは GDD の臨床症状の再現まで
至らなかった。 
②マウスTMEM16Eの遺伝子配列を組み込んだ免疫用プラスミドをラットに免疫し（DNA免疫法），
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，培養筋管
細胞において，WB 及び免疫染色で強く特異シグナルを検出できる ハイブリドーマクローン
（mTMEM16E clone:3-3）を同定した（図 1）。 
 
 
 
 
 
 
 
さらに，野生型マウスの骨格筋組織の免疫組織化学的検討を行ったところ，マウス筋組織を用
いた免疫染色でも新規 TMEM16E モノクローナル抗体は既製抗体よりも強いシグナルを特異的に
検出することが確認できた（図 2）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
このため，内在性 TMEM16E の局在する細胞内小器官膜の特徴付けと形質膜へのテザリングを発
見することができた。さらに，TMEM16E が DHPR とカベオリン３と複合体を作ることを貴重な実
験ツールである TMEM16E 抗体を用いて in situ で可視化することにも成功した（業績 Biochem 
Biophys Res Commun。 2020）。 
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