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研究成果の概要（和文）：心血管系の発生と形作りのメカニズム解析は、生物学の中心課題であるだけでなく、先天性
心血管奇形・遺伝性血管病などの様々なヒト疾患の病因解明に必須の研究テーマである。今回の研究において、私たち
が近年報告した新しい血管特異的遺伝子の発現部位・発現量を規定する機構や分子としての働きを明らかにするための
研究を行った。この遺伝子の欠損によってマウスの血管形成の重篤な異常が生ずることが判明しており、この遺伝子の
発現制御に働くシグナル伝達系はヒト疾患の病態に深く関与する。今後、この遺伝子のヒト疾患における意義を検討す
ることも重要な研究課題である。

研究成果の概要（英文）：Mice that lack the ALK1/Acvrl1 receptor die before birth due to severe 
abnormalities of vascular formation, and the defects of ALK1-mediated signaling are implicated in the 
etiologies of human diseases including hereditary hemorrhagic telangiectasia and pulmonary arterial 
hypertension. We recently identified TMEM100, a gene encoding a previously uncharacterized transmembrane 
protein, to be an endothelium-enriched gene activated by the ALK1 signaling. Tmem100 null mice showed 
embryonic lethality due to the defects of vascular morphogenesis virtually identical to the abnormalities 
observed with the Acvrl1/Alk1 deficiency. In this study, we examined mechanisms of embryonic vascular 
expression and molecular functions of TMEM100 using various experimental techniques such as RNA 
measurement and transgenic mouse analysis. Further studies are ongoing in our laboratory to clarify the 
significance of TMEM100 in vascular development and disease.

研究分野：発生生物学　循環器内科学　小児循環器学
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１．研究開始当初の背景 
 
 心血管系の発生・分化・形態形成の制御機
構の解析は、生物学の中心課題であるだけで
なく、先天性心血管奇形・遺伝性血管病を含
む、様々なヒト疾患の病因解明に必須の研究
テーマである。さらに、癌・虚血性心疾患・
脳血管障害などを含め、様々な成人疾患の病
態にも深く関与する。 
 私たちはこれまで心血管シグナル伝達の
研究を行っており、例えば、Notch情報伝達
系の下流転写因子Hrtの意義を明らかにした
（Nakagawa et al., Genes Dev 2005、Xin et 
al., PNAS 2007 な ど ）。 一 方 、 Bone 
Morphogenetic Protein 9(BMP9)/BMP10 は
ALK1受容体の活性化により血管内皮分化と
心血管形態形成を制御する。ALK1欠損(KO)マ
ウスは重篤な血管異常により胎生致死とな
り、ALK1受容体とコファクターEndoglinの遺
伝子変異はヒト遺伝性出血性末梢血管拡張
症(HHT)の原因となる(ten Dijke et al., 
Trends Cell Biol 2010)。このように、
BMP9/BMP10-ALK1シグナルの生物学的・臨床
的意義は大きいが、その下流でどのような分
子が働くかについては不明の点が多い。 
 最近私たちはBMP9/BMP10-ALK1シグナルに
よって著しい発現亢進を受ける内皮特異的
遺伝子TMEM100を同定した（Somekawa et al., 
PNAS 2012）。TMEM100は膜貫通領域を有する
遺伝子のリストにおいてTransmembrane 
Protein No.100と命名されていたが、その生
理的意義は解析されていなかった。興味深い
ことに、TMEM100 KOマウスはALK1 KOマウス
に酷似した血管異常を示して胎生期に死亡
し、TMEM100がALK1シグナル系の新しい下流
因子として心血管発生に必須であることが
示された。TMEM100 KOマウスは胎生期動脈の
Notchシグナル抑制・分化阻害を示し、
TMEM100は新しい内皮分化制御因子として働
くと考えられた。しかしながら、TMEM100の
発現調節・分子機能・治療ターゲットとして
の有用性については全く不明のままであっ
た。  
  
２．研究の目的 
 
 本研究は、ヒト心血管病に深く関与する
BMP9/BMP10-ALK1シグナル伝達系による発
生・形態形成制御機構を、私たち自身が近年
報告した新規下流分子TMEM100に焦点を当て
て解析するものである。これまで注目されて
いなかったTMEM100の発現調節・分子機能・
生体における意義について、先進的な実験手
技を組み合わせて明らかにしようとする試
みである。 
 
３．研究の方法 
 
ヒト培養内皮細胞（human umbilical artery 
endothelial cell）およびマウス内皮細胞株

（ MS-1 、 bEnd3 、 C199 な ど）における
BMP9/BMP10-ALK1 シグナル活性化に伴う
TMEM100発現亢進のメカニズムをRT-PCR解析、
Western Blot解析などを用いて解析した。ま
た、TMEM100遺伝子領域を含むBacterial 
Artificial Chromosome（BAC）クローンの大
腸菌内相同組換えによるレポーター作成を
行い、トランスジェニックマウス胎仔におけ
る転写活性解析を行った。さらに、TMEM100
分子との共沈分子Mass Spec解析などにより
TMEM100の複合体パートナー同定を試みた。 
 
４．研究成果 
 
 私たちは、ヒト培養血管内皮細胞における
TMEM100のmRNA発現がBMP9/BMP10刺激による
ALK1受容体シグナルの活性化により著明な
亢進を示すことを明らかにしたが、既知の
ALK1シグナル下流遺伝子（Id1、Id2など）の
発現亢進が刺激後数時間後までにピークに
達するのと対照的に、TMEM100の発現亢進は
刺激後24時間まで徐々に増加する様式を取
った。 
 そのTMEM100 mRNA発現亢進にはSMAD転写因
子の活性化が必須であるが、上記の既知ALK1
シグナル下流遺伝子がSMAD転写因子のリン
酸化による活性化と転写調節領域への結合
によって生ずるのに対し、TMEM100遺伝子の
転写調節領域にはSMAD転写因子の結合が認
められないと考えられた。転写阻害剤
Actinomycin Dを用いた実験によってTMEM100 
mRNA発現亢進は転写活性化によることが示
唆されたが、一方、翻訳阻害剤Cycloheximide
を用いた実験によってTMEM100 mRNA発現亢進
には新たな蛋白質因子の生合成が必須であ
ることも判明し、SMAD転写因子の活性化によ
って転写・蛋白質合成活性化を示す何らかの
因子がTMEM100 mRNA発現の直接の制御因子に
なっていることも示唆された。さらに、
TMEM100 mRNA発現亢進には染色体高次構造の
変化を伴うエピゲノム遺伝子発現制御機構
に働く複数の分子の重要性が示された。現在、
血管内皮細胞におけるBMP9/BMP10-ALK1シグ
ナル活性化によるTMEM100発現亢進機構の解
析を継続している。 
 また、トランスジェニックマウスを用いて
マウス胎仔における血管内皮特異的TMEM100
発現に関する研究も進めた。先述のように、
TMEM100の発現制御には染色体高次構造の変
化が関与することが示唆されたため、特に今
回、遠位に存在するエンハンサーのTMEM100
発現に対する影響を検討した。約200kbの
TMEM100遺伝子領域を含有するBACクローン
を用いて大腸菌内相同組換えによってLacZ
レポーターを作成してトランスジェニック
マウス解析を行ったところ、TMEM100の血管
内皮特異的発現を再現しうる染色体DNA断片
の同定に成功した。今後、このDNA断片の詳
細なエンハンサー活性解析を行い、TMEM100
の胎生期血管内皮特異的発現のメカニズム



を明らかにしてゆく計画である。 
 一方、TMEM100の分子機能を明らかにする
ため、TMEMと協調して働く複合体パートナー
分子の解析を行った。培養細胞を用いた検討
においてTMEM100と細胞内分子輸送に関連す
るタンパクとの複合体形成を示唆する結果
を得たが、その生理学的意義については、今
後の検討が必要である。また、近年TMEM100
はTRPチャネルとの相互作用により細胞内カ
ルシウムイオン制御系に影響を与えること
が示されたが、実際にTMEM100ノックアウト
マウスの内皮細胞においてカルシウムシグ
ナル反応性の転写調節因子活性化の抑制が
認められた。この転写調節因子活性の抑制が、
胎生期の心血管系、特に内皮細胞の機能に影
響を与え、ノックアウトマウスの心血管形態
形成異常の一因になることが示唆された。 
 TMEM100発現トランスジェニックマウス系
統樹立について、マウスの正常発育には
TMEM100の発現部位・発現レベルの精密なコ
ントロールが必要と考えられ、今回作成した
TMEM100過剰発現マウスの系統を樹立するこ
とは困難であった。今後、異なるストラテジ
ーによるTMEM100発現トランスジェニックマ
ウス系統の作成が必要と考えられた。 
 私たちが新しい胎生期血管内皮特異的遺
伝子として報告したTMEM100について、その
発現制御機構、分子機能、生理・病態生理的
意義の研究は端緒についたばかりであり、今
後も様々な分子生物学・発生生物学・細胞生
物学的手法を組み合わせて、その詳細を明ら
かにしてゆきたいと考えている。 
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