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はしがき

ダ リエ ー 病 は常 染 色 体 優 性 遺 伝 の 角 化 異 常 症 で、 原 因遺 伝 子 は染 色 体12q24.1領

域 の 小 胞 体 カ ル シ ウ ム ポ ン プ(SERCA2b(sarcoendoplas血creticulum

calcium・ATPasetype2b))で あ る(NatureGenetics21:271・277,1999)。 多 くの ダ

リエ ー病 患 者 の 解 析 に よ り、 わ れ わ れ の発 見 した も の(Takahashi,Iizukaetal:J

DermatolSci26:167・175,2001)も 含 めて 、現 在 まで に80以 上 の遺 伝子 変 異 が 同

定 され て い る。一 方 、変 異 に伴 う小 胞 体 カル シウ ム ポ ンプ の 機 能 面 の解 析 は わ れ わ

れ の報 告(Daiho,Iizuka,etal:JBiolChem276:32771・8,2001)を 除 い て は事 実

上 な され て いな か った 。特 に変 異遺 伝 子 を培 養 細胞 に導 入 し、機能 を調 べ る研 究 に

つ い て は 、 わ れ わ れ の 知 る限 り全 く手 が つ け られ て お らず 、 未 知 の 領 域 で あ った 。

本 研 究 は 、 現 時 点 で 報 告 され て いるSERCA2bの 変 異遺 伝 子 を系 統 的 に作 成 し、

SERCA2bを 持 た な いCos1細 胞 に導 入 し、 小胞 体 カ ル シ ウ ムポ ンプ の 詳 細 な 機 能

解 析 を行 っ た もの で あ る。
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結果および考案

ダリエ0病 は小胞体 カルシウムポ ンプ遺伝子ATP2A2の 変 異 によ り発症す る角

化 異 常 症 で あ る。ATP2A2の 転 写 産 物 で あ るSERCA2b(sarcoendoplas血c

reticulumcalcium・ATPasetype2b)はATPを 加水分解 し、カル シ ウム を細胞質

か ら小胞体内腔へ輸送する。われわれは現時点で報告のある変異の うち、ナン

センス変異以外の点突然変異を有するSERCA2bを51種 類全て作成 した。 さ

らに これ らを内因性SERCA2b活 性 のないCos1細 胞 に導入 し機能解析 を行 うシ

ステム を確立 した。

その結果、51種 類 中、15種 類はSERCA2bの 発現そ のものが低下 してお り、

これはおそ らく異常なSERCA2b蛋 白が品質管理 の過程でユ ビキチ ン化され、

分解 されて しまい、発現 しな くなったもの と推定 された。これ らのグループは

SERCA2bに つ いて はstopcodonに よ るナ ンセ ンス変 異のよ うにふ るまってい

ることが予想 される。

残 りの31種 類 の うち21種 類 はカル シウムポ ンプ機能 と共役するATPase活

性 が完全 に消 失 して いる ことが明 らか となった。SERCA2bはATPase活 性 と連

動 して 濃度勾 配 に逆 らいカル シウム を細胞質内か ら小胞体 に組み入れるため、

ATPase活 性 の消失は輸送 に必 要なエネルギーの消失につながり、ポンプ機能が

発揮できないことが予想された。

さらに残 りの8種 類 はATPase活 性 はある もののカル シウム ポンプとの間の機

能的uncouphngが お きているmutantで あ ることが明 らか とな った。したがっ

て前述のmutantと 同様 にポ ンプ機 能は遂 行で きず 、エネルギーの無駄な消費

のみがお こって いる ことになる。 興味深 いことにこのタイプのmutantは

ATPase活 性消 失型mutantと 比べ全 体的 に症状が 強い傾向 がみられた。おそ ら

くATPの 無駄 な消 費が、他 の細胞 機能 にも影響を及 ぼしているものと推定 して

いる。

最後に残 った3種 類(1274V,L321F,M7191)は 、全て われわれ が新規 に発見 した

ミスセ ンス変異であるが、これ らの変異SERCA2bは ほぼ正 常に発 現、局在化

し、 しか も高いカル シウム輸送活性 を有 していた。 さらなる解析の結果、これ

ら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示 し、

1274Vで は正 常なカル シウム親和性 だが、輸送活性 は若干低下し、M7191で は

いず れ も若干低 下 して いた。輸 送活性の低下は、細胞質および小胞体内腔 にお

けるカルシウム代謝に対する迅速な対応が不十分であることを意味 し、細胞質

カルシウムに対する親和性の低下は、細胞質カルシウムレベルが異常な高値 に

設定されてしまうことを意味する。 さらにL321F変 異体はM7191と 同様 に細

胞 質カル シウム 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、



すなわち小胞体内腔カルシウムによるfeedbackinhibitionに 対す る非感受性 を

有 し、そ の結果 、小胞体 内腔 カルシウム レベル の異常高値での設定 を引き起 こ

す ことが明らか となった。ダリエー病は従来、SERCA2b変 異体 の極度 の発 現低

下や機能 喪失 によるhaproinsuf丘ciencyに よ り発症す るもの と予 測 され てきた

が、われわれの結果は、ミスセ ンス変異によっては異なるタイ プの速度論的性

質の異常により、細胞内カルシウム恒常性の変動が引き起こされることを初め

て示したものである。

また これ らの変異の検索の過程でSERCA2bの 異常 の部位 には、 いわ ゆるhot

spotに 相 当す る ものはな く、SERCA2bは 機能的 にあ らゆる部位が重 要な、い

いかえると機能的 に進化の究極 にある、極めて分子進化の遅 い蛋白であること

が明らか となった。
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