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研 究 目 的                      

SERCA ( sa rco (endo)p la smic  r e t i cu lum ca l c iu m ATPase )は、 ATPの加水分解に共

役したカルシウムポンプであり、 Ca 2 +を細胞質から細胞内 Ca 2 +貯蔵部位である小

胞体に汲み上げることにより、細胞質および小胞体内腔の Ca 2 +濃度を調節する。

Ca 2 +輸送サイクルでは、先ず細胞質 Ca 2 +が輸送部位に結合して酵素は活性化され

（ E 2＋ 2 C a 2 +→E 1 C a 2）、 AT Pにより自己リン酸化反応中間体（ E P・ C a 2）を形成

し 、 そ の 異 性 化 反 応 （ E 1 P・ C a 2→E 2 P + 2 C a 2 +） に よ り C a 2 +を 小 胞 体 内 腔 に 放 出

し、最後に加水分解する（ E2 P→E 2 + P i）。 S E R C Aは 3種の異なる遺伝子群により

コードされ、それらの異常は細胞間接着異常による角化異常、扁平上皮癌、筋

弛緩障害、感覚器官異常など様々の重篤な病態を引き起こす。常染色体優性遺

伝性角化異常症ダリエ病の原因遺伝子は S E RC A2b  i so f o r mをコードする ATP 2A2

であることが明らかとなっている 1 , 2 , 3 , 4 )。また、日本人ダリエ病患者についての

遺伝子解析により初めて我々が発見した I274V、 L321F、 M719Iの 3種のミスセン

ス変異 5 )それぞれを導入した SERCA2b蛋白を COS-1細胞で発現させ、発現量、細

胞内局在、及び機能について解析したところ、 3種の変異体は速度論的性質にお

いてそれぞれ異なるタイプの異常を呈し、従って異なる内容の Ca 2 +ホメオスタシ

スの異常を誘起することが示唆される。 I274 Vでは正常な Ca 2 +親和性だが Ca 2 +輸

送活性が若干低下し、 M719では Ca 2 +親和性、輸送活性とも若干低下していた。
 
 
  



 
 
従ってI274VとM719Iは、角化細胞のCa2+ホメオスタシスにおける（わずかな）haploinsufficiency

によりダリエ病を発症させると示唆された。L321F変異体はM719Iと同様に細胞質Ca2+に対する

親和性が低下していることに加え、顕著な特異的異常、すなわち内腔Ca2+によるFeedback 

inhibitionに対する不感受性を有する。単純なhaploinsufficiencyではなく、小胞体内腔の異常に高

いCa2+レベルが特徴的な病態発症要因であると示唆された。 

上記検討により、SERCA2b蛋白の発現・局在・機能・反応速度論の分子レベル観点からダリエ

病の発症を解明する初の報告となったことから、我々は更にダリエ病患者において報告された

ミスセンス変異SERCA2b蛋白51種における発現ならびに機能解析を行い、それぞれの変異によ

りどのような異常がSERCA2b蛋白に起こりダリエ病が発症するか、分子レベルからの解明を目

的とした。 

 

材 料 ・ 方 法                      

Human SERCA2b cDNAを pMT2発現ベクターの EcoRI s i teに組み込み、 over lap   

extension PCR 法 を 用 い て SERCA2b cDNA へ の 変 異 導 入 を 行 っ た 。 Liposome-

media ted  DNA t ransfect ion法を用いて SERCA2b cDNAを COS-1細胞に導入し、マ

イクロソーム画分を回収し解析に供した。 SERCA2b蛋白の発現は SERCA2特異的

モ ノ ク ロ ナ ル 抗 体 を 用 い ELISA法 で 定 量 し た 。 機 能 解 析 と し て 、 ATPase活 性 、

Ca 2 +輸送活性、自己リン酸化反応中間体（ EP）定量、を実施した。  

 

成 績                    

1)  作 成 し た 51種 変 異 体 の う ち 、 36種 類 は 野 生 型 蛋 白 と ほ ぼ 同 程 度 に 発 現 し た

が、他の 15種類では野生型の 30%以下の極めて低い発現であった。なお、点

変異部位の存在領域と発現量低下の間に明確な相関はなかった。  

2)  高レベルに発現した 36種の変異体のうち、 21種は ATP分解活性をほぼ完全に

失い、他方 15種では、活性が認められた。このうち特に 7種は野生型に 近い

（ 50%以上）の活性を有していた。  

3)  更に、 ATP分解活性を有する計 15種の変異体について、 Ca 2 +輸送活性を測定

し た 結 果 、 3種 を 除 く 12種 の 変 異 体 は Ca 2 + 輸 送 活 性 を ほ ぼ 完 全 に 喪 失 し た

“ uncoupl ing mutants”であった。  

4)  発現した 36種の変異体ついて、 ATP分解反応の詳細な速度論的解析を行なっ

た結果、次の 4種の異常（あるいはそれらの複合的異常）が存在するこ とが

明 ら か と な っ た 。 1)ATPか ら 自 己 リ ン 酸 化 反 応 中 間 体 （ EP） を 形 成 し な い

（ ATPを分解できない）。 2)EPを形成するがその分解が阻害されている（ ATP

分解が遅い、あるいはできない）。 3)Ca2 +親和性が低い。 4)ATP分解が起こっ

ても Ca 2 +の輸送ができない（上記 uncoupl ing mutants）。  
 

 
 
 



 
 

考 案                    

ダリエ病患者において報告されたミスセンス変異 SERCA2b蛋白 51種における発

現ならびに機能解析を行った結果、蛋白機能の面からみて、その破綻型は多岐

に渡っており、ただ単に SERCA2b機能喪失だけがダリエ病発症の原因ではない

ことが明らかとなった。 SERCA2b変異体の発現程度は、ほとんど発現しないも

のからほぼ野生型 SERCA2bと同等程度のものまで様々であった。その発現と ATP

分解活性の関係には、 1)発現の程度に関わらず、活性が失活している 2)ある程

度の発現は見込まれるものの、その活性は、正常より低い 3)発現が高く、活性

も高い、すなわち一見正常な機能が保持されている  の 3 型に分けられる。 1)

については、細胞質内から小胞への Ca 2 +の取り込みが阻害されている事は明らか

であり、ダリエ病における Ca2+ホメオスタシスに明らかな異常がみられる変異体で

あることが予測される。 3)については、正常蛋白が発現しているにも関わらず、

病態に陥るということを示しており、これには ATP分解反応の速度論的解析によ

り既に解が見出されている（ (2004) J. Biol. Chem. 279(34), 35595-35603.）。  

また、発現には異常が見られなかった 36種の変異体ついて、 ATP分解反応の詳細

な速度論的解析を行なった結果、 4種の異常（あるいはそれらの複合的異常）が

存在することが明らかとなったことから、 Ca 2 +ポンプの構造機能連関、そしてカ

チオン能動輸送におけるエネルギー共役機構の解明という基礎生命科学研究の

観点からも、極めて重要かつ膨大な情報を与えていると考えている。  

 

結 論                    

ダリエ病患者において報告されたミスセンス変異 SERCA2b蛋白 51種における発

現ならびに機能解析を行い、それぞれの変異によりどのような異常が SERCA2b

蛋白に起こりダリエ病が発症するか、分子レベルから解析し、 SERCA2b変異体

の極度の発現低下や機能喪失による haploinsuff ic iencyにより発症することを明ら

かにした。さらに、表皮細胞における Ca 2 +代謝制御の破綻と病態が関連し、かつ

その制御が極めて厳密となっていることを示した。  
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