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Ⅰ．略語  

 

AcGFP Aequorea coerulescens Green Fluorescent Protein 

ADP Adenosine diphosphate 

AMPPCP Adenylyl imidodiphosphate, adenylylimidodiphosphate 

ATP Adenosine triphosphate 

BLAST Basic Local Alignment Search Tool 

bp  Base pair(s)  

C Cytosine 

CaV1.1 Calcium channel, voltage-dependent, L type, alpha 1S subunit 

CBB Coomassie Brilliant Blue 

CDM Congenital myotonic dystrophy 

cDNA	
  Complementary DNA 

CELF CUG-BP and ETR-3-like factor 

CMV Cytomegalovirus 

DM Myotonic dystrophy	
 (Dytrophia Myotonica) 

DMEM Dulbecco's modified Eagle medium 

DMPK Dystrophia myotonica protein kinase 

DMSO Dimethyl sulfoxide 

DNA  Deoxyribonucleic acid 

DNase Deoxyribonuclease 

DTT Dithiothreitol 

EDTA Ethylenediaminetetraacetic acid 

EGTA Ethylene glycol tetraacetic acid 

FBS Fetal bovine serum 

Fw Forward 

G Guanine 

HSA Human skeletal α-actin gene 

HRP Horseradish peroxidase 

IRES Internal ribosome entry sites 

kDa kiloDalton 

M mol/L 

MBNL1 Muscle blind-like protein 1 
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MOPS 3-Morpholinopropanesulfonic acid 

mRNA  Messenger ribonucleic acid 

NCBI National Center for Biotechnology Information 

PCR  Polymerase chain reaction 

PKC Protein kinase C 

pH Potential Hydrygen 

PLN Phospholamban 

PMA Phorbol 12-myristate 13-acetate 

PMSF phenylmethylsulfonyl fluoride 

PVDF PolyVinylidene DiFluoride 

RNA Ribonucleic acid 

RNAi RNA interference 

RT-PCR Reverse transcription-polymerase chain reaction 

Rv Reverse 

RyR1 Ryanodine receptor 1 

SERCA1 Sarco/endoplasmic reticulum Ca2+ -ATPase1 

SDS-PAGE   Polyacrylamide gel electrophoresis 

siRNA Small interfering RNA 

SLN Sarcolipin 

T Tyrosine 

TEV Tobacco Etch Virus 

TG Thapsigargin 

Tris Hydroxymethyl aminomethane 

U Urasil 

UTR Untransted region 

表 1 アミノ酸略称まとめ  
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Ⅱ．序章  

 

・はじめに	
  
 

	
 Ca2+は我々体内で炭素、酸素、窒素、水素に次いで五番目に多い元素で、最も大量に

存在する金属元素である。体重のおよそ 2%を占め、その内 99%は骨や歯として存在す

る。残りの 1%は、筋収縮、分泌、細胞増殖や細胞死において、極めて重要なセカンド

メッセンジャーとして働く。 

	
 厳密な細胞質内 Ca2+濃度制御を可能とするため、平時、細胞内の Ca2+は低く抑えられ

ている(1×10-7 M)。骨格筋においては、放出シグナルが伝わって来た時のみ、小胞体/

筋小胞体に蓄えられた Ca2+は、細胞質内に放出され、タンパク質と相互作用して機能す

る。 

 

 

・筋収縮における Ca2+の役割  
 

	
 筋収縮において Ca2+は欠かせない陽イオンである。筋収縮の際、シナプスから伝わっ

て来た興奮は、T管を介して電位依存性 Ca2+チャネル Calcium channel, voltage-dependent, 

L type, alpha 1S subunit (CaV1.1)に伝わる。すると、CaV1.1と機械的に結合している筋小

胞体上のリアノジン受容体 Ryanodine receptor 1 (RyR1)が活性化され、筋小胞体内に貯蔵

されている大量の Ca2+が細胞質に流入する。放出された Ca2+は細胞質 Ca2+濃度を 10-6 M

以上にまで増大させる。結果、Ca2+とトロポニン Cとの結合が起こり、抑制されていた

ミオシン・アクチンの相互作用が引き起こされ、筋肉が収縮する。細胞質中に放出され

た大量の Ca2+は、次の収縮に備えて速やかに筋小胞体内へ、筋小胞体 Ca2+ポンプ

Sarco/endoplasmic reticulum Ca2+-ATPase (SERCA)によって取り込まれる。これにより、

細胞質中の Ca2+濃度は元のレベルまで減少し、筋肉は弛緩する。 
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・SERCAファミリー  
 

	
 SERCA は、Ca2+の濃度勾配に逆らって、ATP の加水分解により、能動的に Ca2+を筋

小胞体内に汲み上げる P型イオンポンプである。大量の Ca2+を速やかに汲み上げる必要

があるため、筋小胞体膜タンパク質中、最も大量に存在し、筋収縮において重要な役割

を果たす。 

	
 SERCA ファミリーは、三つの遺伝子から成り、それぞれ更に選択的スプライシング

によっていくつかのアイソフォームに分けられる。SERCA1~3は相同性が 75~85%と高

い。SERCA1は骨格筋速筋の筋小胞体に発現し、成人型のSERCA1aと幼若型のSERCA1b

が存在する。SERCA2には、骨格筋遅筋と心筋に発現する SERCA2aとユビキタスに発

現する SERCA2bがある。SERCA3にはいくつかのアイソフォームがあり、主に上皮や

血管内皮細胞などの Ca2+の細かい濃度調節が必要な非筋肉細胞の小胞体に発現してい

る。 

 

 

・SERCA1 
 

	
 SERCA1 は、エクソン 22 の選択的スプライシングによって、SERCA1a と SERCA1b

の二つのアイソフォームに転写される。 両アイソフォームはそれぞれタンパク質に翻

訳され、SERCA1aはエクソン 22上のストップコドンにより、994アミノ酸、SERCA1b

はそれより７アミノ酸長く、8 アミノ酸異なった 1001 アミノ酸から成り、C 末に特異

的な親水性尾部を持つ(図 1)。1986 年の論文では、先に幼若型の SERCA1b が報告され

(Brandl et al., 1986)、その約半年後に SERCA1aがクローニングされた(Brandl et al., 1987)。

両アイソフォームの発現が時期特異的に制御されていること、つまり新生児では、

SERCA1b が主として発現し、発生過程において、成人型の SERCA1a に移行すること

も 1987年に報告された(Brandl et al., 1987)。しかしながら、SERCA1b尾部のわずか 8

アミノ酸の機能や両アイソフォームの機能的差異に関しては、最初のクローニングの論

文で SERCA1bの特徴的な親水性尾部が言及されながらも、1988年の論文では活性差を

確認することが出来なかったと報告されている(Maruyama et al., 1988)。 
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図 1 SERCA1のスプライスバリアント  

SERCA1の最終エクソンはエクソン 23。SERCA1aのGは 994番目のアミノ酸のグリシンを表す。

SERCA1bの一番左側の D は 994番目のアミノ酸のアスパラギン酸を表す。exはエクソン、a.a.

はアミノ酸、青文字は親水性アミノ酸を表す。 

 

	
 これ以降、SERCA1a に関してはウサギの大腿筋から大量かつ簡便に精製されること

から、数多くの生化学的・構造学的解析がなされ、機能が詳細に解析されてきた(Wuytack 

et al., 2002, Kosk-Kosicka, 2005)。一方、SERCA1bは大きく注目されることなく、年に１

報程、論文が発表されるのみで、また、SERCA1a との比較が再びなされることはなか

った。 

 

 

・SERCA1b 
 

	
 SERCA1bが再び注目されるようになったのは、筋強直性ジストロフィー(DM)という

遺伝性筋疾患の研究による。DMの歴史や詳細は第一章の序論で記述するが、2005年、

この病気で SERCA1 のスプライシング異常(mRNA レベルでの SERCA1b の異常発現)が

見つかった(Kimura et al., 2005)。DMの分子機構が研究されていく過程で、SERCA1のス

プライシング制御機構についても理解が深まり、健常者の成人骨格筋では、SERCA1a

のみが発現するよう、厳密に制御されていることが分かった(Hino et al., 2007)。 
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 また、DM では SERCA1 以外にも、Ca2+ホメオスタシスに関わる重要な遺伝子(RyR1, 

CaV1.1)のスプライシング異常が報告されており(Kimura et al., 2005, Tang et al., 2012)、患

者筋においても、細胞質内の Ca2+濃度の上昇が報告された(Jacobs et al., 1991)。複数の

Ca2+に関わる遺伝子のスプライシング異常が発見されたため、SERCA1 のスプライシン

グ異常と筋症状とを短絡的に結びつけることは出来ないが、症状に寄与している可能性

が高まった。 

	
 しかしながら、上記の DM における Ca2+ホメオスタシスの乱れに関する論文では、

SERCA1 のスプライシング異常には言及するものの、タンパク質レベルでの SERCA1b

の発現や、両アイソフォームの活性差を示すデータはなかった。 

 

 

・本論文の概要  
 

	
 本論文で私は、以上の背景を踏まえ、SERCA1のスプライシングがどのように制御さ

れているのか、なぜ制御される必要があるのかに興味を持ち、研究を行った。第一章で

は、SERCA1の選択的スプライシングの制御機構の解明を試みた。その結果、タンパク

質キナーゼ C(PKC)や DM 病態に深く関わるスプライシング制御因子(CELF1)による制

御機構の一部を明らかにした。第二章では、DM 患者において、SERCA1b のタンパク

質レベルでの発現異常を確認した上で、哺乳類で両アイソフォームが厳密に保存されて

いること、発生特異的に発現が認められること、更に SERCA1bの C末端にある特異的

な親水性アミノ酸が集まった尾部の存在から、SERCA1のタンパク質そのものに着目し

た。30 年近く機能が等しいとされてきた SERCA1 の二つのスプライスバリアント、

SERCA1aと SERCA1b、の機能を生化学的手法によって比較したところ、両アイソフォ

ームにおける大きな活性の差異を見出し、その差異をもたらす機構についても、若干の

示唆を加えることが出来た。 
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Ⅲ．第一章  

1.1 序論  

 

1.1.1 はじめに  
 

	
 筋強直性ジストロフィーという病気では、SERCA1のスプライシング異常が報告され

ている。本章では、そのスプライシング制御機構の解明を試みた。 

 

 

1.1.2 筋強直性ジストロフィー  
 

	
 筋強直性ジストロフィー(Myotonic Dystrophy, DM)は、進行性の筋症状を主とする全

身性の遺伝病(常染色体優性遺伝)である。主症状は、筋緊張（筋収縮後の弛緩障害、ミ

オトニア）、進行性筋萎縮による筋力低下であるが、これ以外にも白内障、耐糖能障害

や心伝導障害、内分泌・免疫系異常、知能障害、中枢神経障害（性格変化・認知障害・

過眠）等、症状は多岐にわたる。筋病理では中心核、筋線維の小径化(タイプ１、赤筋

に顕著)等が見られるが、他の筋疾患に多く見られる顕著な筋肉の壊死や線維化は見ら

れない。そのかわり、タンパク質の合成が減少することによる、筋線維の小径化が認め

られており(Halliday et al., 1985, Griggs et al., 1990)、これは、筋同化が阻害されているこ

とを意味する。患者は特徴的な筋萎縮によって斧様顔貌を呈する。DMの罹患率は、成

人型筋ジストロフィーで最多の、10万人に約 5人(日本)である。 

	
 1992年、DM患者では、第 19番染色体長腕(19q13.3)に位置する Dystrophia Myotonica 

Protein Kinase (DMPK)遺伝子の 3’末端非翻訳領域(3’-UTR)内の CTG反復配列に異常伸

長が見られることが分かり、責任遺伝子が判明した(Brook et al., 1992)。健常者では、CTG

の反復回数が 5から 35回であるが、DM患者では、50回から数千回前後まで増大する。

この反復回数と病状には明白な相関があり、反復回数の増大に比例して病状は深刻化し、

発症年齢も若齢化する。また、世代を経るごとに反復回数の増大が見られ、1000 回以

上の患者では非常に重篤な症状を示す先天性 DM(CDM)が認められる。 
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1.1.3 DMの分子機構  
 

	
 タンパク質に翻訳されないゲノム部分の異常伸長が病気を引き起こし、更に全身に影

響を及ぼす機構について、1990年代半ばより研究が進み、異常伸長した CTG反復配列

が転写されて、RNA毒性を示すことが明らかとなった。変異 RNAは凝集しやすく、核

内で安定な構造である fociを形成する（Taneja et al., 1995, Michalowski et al., 1999）。こ

のため、分解されにくく、細胞内に蓄積し、親和性の高い RNA結合タンパク質の局在

に影響を及ぼし、その正常機能を攪乱する。 

	
 変異 RNAに結合する二つの代表的な RNA結合タンパク質として、Muscle blind-like 

protein 1 (MBNL1)と CUGBP/Elav-like family member 1 (CELF1)が知られている。核内に

おいて、MBNL1と CELF1はそれぞれ、成人型、幼若型スプライシングを促進するスプ

ライシング制御因子として相反する機能を持つ。DM において、MBNL1 は、凝集した

変異 RNAに捕捉され、fociと共局在する。そのため、スプライシングに必要な MBNL1

量が減少し、選択的スプライシング異常が引き起こされる（Ho et al., 2005）。一方、

CELF1は選択的スプライシング以外にも RNA安定性・翻訳の各段階で制御する多機能

タンパク質である。すなわち、スプライシング異常以外の機構でも DMの症状に寄与す

ると考えられている。反復配列存在下で CELF1 は、PKC によって強くリン酸化され、

安定化して、機能が促進されることが知られている（Savkur et al., 2001）。しかし、反

復配列が存在するとなぜ PKCによる CELF1のリン酸化が起こるのか、この強度のリン

酸化と呼ばれる状態の CELF1 の詳細なリン酸化プロファイルについては明らかとなっ

ていない。 

 

 

1.1.4 DMにおける SERCA1 
 

	
 2001年、DMでは、SERCA1のスプライシングが異常となっており、成人骨格筋では

本来発現しないはずの SERCA1bが検出されることが報告された(Kimura et al., 2005)。そ

の後の研究により、SERCA1のエクソン 22の選択的スプライシングは、MBNL1によっ

て制御されることが分かった(Hino et al., 2007)。 

	
 現在の DM研究では、SERCA1の選択的スプライシング型を調べることが、そのまま

DM症状の改善指標の一つとして使われることが多い。これは、SERCA1bの発現量が対

照群では全く見られないため、容易に DM かどうかの判別がつくためである。また、

SERCA1のスプライシング異常は、全ての DMモデル系（マウス、培養細胞など）で見
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られ(Kimura et al., 2005, Lin et al., 2006, Ward et al., 2010)、DM病理の第一次段階の応答

だと考えられている。従って、SERCA1のスプライシング制御機構の解明は、直接 DM

病理の解明につながる可能性が大きい。 

 

 

1.1.5 第一章の目的  
 

	
 SERCA1 の選択的スプライシングの制御機構については、MBNL1 によって制御され

ることが知られているが、MBNL1 のみでは、100%SERCA1a のみが発現するように制

御することは出来ない(Hino et al., 2007)。従って、他の制御因子が存在する可能性が考

えられた。そこで、DM におけるもう一つの重要なスプライシング制御因子である

CELF1 による SERCA1 の選択的スプライシングの制御機構の検証からその機構解明に

取り組んだ。 
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1.2 方法  

 

1.2.1 内在性 SERCA1のスプライシング型の検出  (RT-PCR) 
 

HEK293(ヒト胎児腎臓)細胞は、10% FBS-DMEM、37 ℃、5 % CO2の環境下で培養し

た。規定時間培養後の培養細胞から、GenElute Mammalian Total RNA Extraction Kit

（Sigma-Aldrich社）を用いて total RNAを抽出した。DNase処理は行わなかった。逆転

写には PrimeScript 1st strand cDNA Synthesis Kit（タカラバイオ社）を用いた。抽出した

total RNA 2500 ng をテンプレートとして逆転写を行った。プライマーには oligo dT 

primer (50 µM)を用いた。逆転写産物はMilliQ水で 5倍希釈して cDNAサンプルとした。 

SERCA1のエクソン 21とエクソン 23に設計したプライマー（Fw: ATCTTCAAGCTCC	
 

GGGCCCT; Rv: CAGCTCTGCCTGAAGATGTG、Greiner bio-one社）を用いて、PCRを

行った。サイクル数は PCR産物が指数関数的に増幅される範囲に設定した。これは、

29 サイクルに相当した。PCR産物は 8 % ポリアクリルアミドゲル電気泳動で分離し、

エチジウムブロマイド染色液で 10分間染色した。泳動像は LAS-3000 (FUJIFILM社)で

観察・記録し、Multi Gauge(FUJIFILM社)でそれぞれのバンドの輝度を定量した。統計

処理は、GraphPad Prism 4 (GraphPad Software社)を使用した。 

 

 

2.2. CELF1の強制発現  
 

	
 当研究室で使用されていた pSecDK(横浜市立大学大野茂男教授よりご提供いただい

た)に CELF1が挿入されたプラスミド(Kino et al., 2009)を Lipofectamine LTX (Invitrogen

社)を用いて HEK293細胞に形質導入した。その後、48時間後に細胞を回収し、RNAを

抽出して解析を行った。なお、強制発現は、ウェスタンブロット解析を行って確かめた。 

 

 

2.3 RNA 干渉  
 

	
 CELF1 の RNA 干渉については、CELF1 に特異的な Stealth-siRNA (siCELF1: 

UGAACAGGUUGGCUCCCUCUGGACC、センス鎖)を RNAi MAX(Invitrogen 社)を用い

て HEK293細胞にトランスフェクションした。Phorbol 12 myristate 13 acetate (PMA)との



 13 

相互作用を見る実験では、十分に CELF1を発現抑制するため、RNAiのトランスフェク

ション後から 48時間後に PMAを添加し、更に 48時間後に細胞を回収した。なお、CELF1

の RNAi による発現抑制効果があることがトランスフェクション後 96 時間まで継続す

ることは、ウェスタンブロット解析を行って確かめた。 

	
 PKCアイソザイムの RNA干渉については、PKCα, PKCβI, PKCβII, PKCγ, PKCδ, PKCε, 

PKCη, PKCθ, PKCµ, PKCνに特異的な siRNA (Invitrogen社、配列は表 2)を RNAi MAXを

用いて HEK293 細胞にトランスフェクションした。なお、PKC アイソザイムの RNAi

は、RT-PCRによって、mRNAレベルでの発現抑制効果を確かめた。 

 

表 2 PKCアイソザイムの siRNAの配列  

siPKCs の配列は以下の通りである  (いずれもセンス鎖 )。この配列は Invitrogen 社の

BLOCK-iT™ RNAi Designerを使用して得られたものである。 

PKC isozyme Sequence 

PKCα 5’-AAA GGC UGA GGU UGC UGA UTT-3’ 

PKCβΙ, 5’-GCU GGC UUC UCU UAU ACU ATT-3’ 

PKCβΙΙ 5’-CCA GGA AGU CAU CAG GAA UTT-3’ 

PKCγ 5’-GCA GAU GAG AUC CAC GUA ATT-3’ 

PKCδ 5’-GCA UCG CCU UCA ACU CCU ATT-3’ 

PKCε 5’-CCA CUU CGA GGA CUG GAU UTT-3’ 

PKCη 5’-GCA CCU GUG UCG UCC AUA ATT-3’ 

PKCθ 5’-GGA GAU CAA CUG GGA GGA ATT-3’ 

PKCµ 5’-GCU GGU ACG UCA AGG UCU UTT-3’ 

PKCν 5’-GCC CGA CUC UCU AAU GGA ATT-3’ 
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1.3 結果  

 

1.3.1 CELF1は SERCA1bの選択的スプライシングを促進する  
 

	
 CELF1 が SERCA1 の選択的スプライシングを制御するかどうかを確かめるために、

HEK293細胞を用いて、CELF1を CELF1/pSecDKベクター、或は CELF1の siRNAのト

ランスフェクションによって強制発現、又は発現抑制し、内在 SERCA1の選択的スプラ

イシングに及ぼす影響を、RT-PCR を行って確かめた。なお、HEK293 細胞に SERCA1

が発現しているという報告はないものの、mRNA レベルでの発現は報告されている

(Hino et al., 2007)。 

	
 RT-PCRによってスプライス型を調べた結果、CELF1の強制発現は SERCA1のエクソ

ン 22の挿入率を減少させ、SERCA1bのスプライシングを促進した(図 2A)。また、CELF1

の発現抑制は、逆にエクソン 22の挿入率を増大させ、SERCA1aのスプライシングを促

進することが分かった(図 2B)。従って、MBNL1だけでなく、CELF1も SERCA1の選択

的スプライシングを制御しており、エクソン 22の挿入を増加させ、SERCA1bの発現を

促進することが示された。 
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図 2 CELF1による SERCA1のスプライシング制御  

(A) CELF1を強制発現させた時の内在 SERCA1のエクソン 22の挿入率(%)。Vectorは空ベクター

をトランスフェクションしたもの。(B) HEK293の内在 CELF1を RNA干渉によって発現抑制し

た時の内在 SERCA1 のエクソン 22 の挿入率(%)。siCTL はコントロールのランダム siRNA を、

siCELF1は CELF1の siRNAをトランスフェクションしたことを表す。***p<0.001 (n=3, Student’s 

t-test, mean±S.E.)。 
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1.3.2 PMAは SERCA1の選択的スプライシングを制御する  
 

	
 CELF1は PKCによってリン酸化され、分解されにくくなる結果、CELF1の総量が増

加し、活性が増大することが知られている。そこで、CELF1 による SERCA1 のスプラ

イシング制御の詳細を調べるため、PKCの活性化剤として知られている PMAを添加し

て、HEK293細胞の内在 SERCA1のスプライシングに及ぼす影響を調べた。PMAを 500 

nM, 48時間 HEK293細胞に添加した後、RNA抽出をして RT-PCRを行った結果、当初

の予想とは反して、エクソン 22の挿入、SERCA1aの選択的スプライシングが促進され

た(図 3A)。 

	
 PMAは添加後 5分以内に PKCを活性化する(Ohmori et al., 1998)が、長時間の PMA添

加では、PKCが分解されてしまうことが知られている(Hossain et al., 1998)。そこで、PMA

添加による内在性 SERCA1 のスプライシングに及ぼす影響を、タイムコースを取得し

て調べた。すると、1.5 時間の PMA 添加では、エクソン 22 の挿入率(%)が有意に下が

り、SERCA1bの発現が促進されることが分かった(図 3B, C)。 

	
 次に、PMA による SERCA1 スプライシングの変化が濃度依存的であるかどうか調べ

た。すると、PMA で 1.5 時間刺激した時、48 時間刺激した時共に、SERCA1 の選択的

スプライシングに及ぼす影響は濃度依存的であることが分かった(図 3D, E)。 
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図 3 PMAによる SERCA1の選択的スプライシング制御  

(A) 500 nM PMAの 48時間刺激はエクソン 22の挿入を促進した。***p<0.001 (n=3, Student’s t-test, 

mean±S.E.)。(B, C) 500 nM PMA刺激による SERCA1スプライシング型への影響を見たタイムコ

ースのグラフ。(B)は(C)の 0~5時間までの拡大図。(D) 1.5時間 PMA刺激, (E) 48時間 PMA刺激

の濃度依存性を確認した。*p<0.05, **p<0.01 (n=3, Dunnett’s test, mean±S.E.)。 
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1.3.3 PKCは SERCA1の選択的スプライシングを制御する  
 

	
 SERCA1の選択的スプライシングが、PMAによってリン酸化された PKCによって制

御されているかを確かめるために、PKCの阻害剤である Ro 31-8220を同時添加して調

べた。結果、1.5時間、48時間の PMA刺激共に、Ro 31-8220 (1 µM)によって阻害され

ることが分かった(図 4A,B)。 

	
 次に、直接 PKCのアイソザイムを同定するために、PKCアイソザイム特異的な siRNA

をトランスフェクションして、PKC アイソザイムをそれぞれ発現抑制し、PMA の 1.5

時間の効果を再現するものがないか調べた。すると、PKCβⅡ と PKCθを発現抑制した

時、PMAの 1.5時間の効果であるエクソン 22の挿入が促進された(図 4C)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 4 PKCによる SERCA1のスプライシング制御  

(A, B) PMA(PKC活性化剤, P)と Ro 31-8220 (PKC阻害剤, R, Ro)を 1.5時間(A), 48時間(B)添加し

た時の SERCA1のエクソン 22の挿入率を示す。(C) PKCアイソザイムをそれぞれ RNAiによっ

て発現抑制した時の SERCA1のエクソン 22の挿入率。**p<0.01 (n=3, Dunnett’s test, mean±S.E.) 
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1.3.4 PMAと CELF1は同一経路で  

SERCA1の選択的スプライシングを制御する  
 

	
 CELF1による SERCA1のスプライシング制御が、PMAによる PKCリン酸化経路の下

流に存在するかどうかを確かめるため、CELF1の発現抑制と PMAの添加の関係を調べ

た。その結果、DMSO対照群では、CELF1の発現抑制により、エクソン 22の挿入が促

進されたのに対し、PMA を添加すると、CELF1 の発現抑制効果がなくなった    (図

5A, B)。従って、CELF1による SERCA1のスプライシング制御は、PMAと同一経路で

あることが分かった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 5 CELF1と PMAの SERCA1スプライシング制御における相互作用  

(A) CELF1を発現抑制した HEK293細胞に DMSO(対照)を添加した時の、SERCA1のエクソン 22

の挿入率。(B) CELF1を発現抑制した HEK293細胞に、500 nM PMAを 48時間添加した時の、

SERCA1のエクソン 22の挿入率。**p<0.01 (n=3, Student’s t-test, mean±S.E.) 
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1.4	
 考察  

 

1.4.1 CELF1による SERCA1のスプライシング制御  
 

	
 CELF1 による SERCA1 のスプライシング制御は、その強制発現と発現抑制とで逆の

結果を示したことから、CELF1 によって、SERCA1b の発現が促進されることが確かめ

られた。 

	
 これまで、SERCA1の選択的スプライシングは、エクソン 22の下流部位に結合して、

エクソン 22の挿入を促進するMBNL1によって行われることが知られていた(Hino et al., 

2007)。同じ論文で、DM におけるもう一つの重要なスプライシング制御因子である

CELF1に関しても、強制発現によって、HEK293細胞における SERCA1の mini-geneの

スプライシングへの影響を調べている。しかし、その時は影響は見られなかった。これ

は、本章の 1.3.1と異なる結果である。では、この相違はどこから来るのだろうか。 

	
 そもそも、Hinoらの論文では、HEK293細胞における内在性 SERCA1のスプライシン

グは、SERCA1b が 100%となっており、SERCA1b への促進作用が検出出来ない(本論文

で使用した HEK293 細胞の 80~85%とは異なる)。そこで、彼らは SERCA1 の mini-gene

を細胞に導入することによって、両方向へのスプライシングシフトを検出可能にしてい

た。Mini-gene を使用したスプライシング解析は、組み込まれなかったゲノム部位によ

るスプライシング制御を排除してしまうため、CELF1 の関与を検出出来なかったもの

と考えられる。また、逆に考えれば、CELF1による SERCA1のスプライシング制御は、

HinoらがMini-geneに組み入れたエクソン 21からエクソン 23までの部位以外の部分が

必須である可能性が高い。 

	
 ちなみに、Hinoらの Mini-geneでは、マウス SERCA1の配列を使用している。本章で

は示していないが、マウス由来の筋芽細胞の C2C12細胞で、1.3.1と同様の結果が得ら

れていることから、生物種による違いが CELF1 に対する応答性の違いをもたらした可

能性は否定されている。 
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1.4.2 PKCによる SERCA1のスプライシング制御  
 

	
 CELF1の強度のリン酸化が DM患者で見られることや、それが PKCによって引き起

こされること(Kuyumcu-Martinez et al., 2007)が知られていたため、CELF1による SERCA1

のスプライシング制御も、PKC によるリン酸化経路によって制御されているのではな

いかと考えた。本章の図 3や図 4A, Bでは、PMAや PKC阻害剤等による間接的な PKC

の関与が示された。また、図 4Cでは、RNAiによって特定の PKCアイソザイムの発現

を抑制することが出来たので、確かに PKC による SERCA1 のスプライシング制御を確

認することが出来た。 

	
 一見して、全ての結果は矛盾ないように見える。しかし、注意してみると、図 4Aの

1.5時間の刺激では、PKC阻害剤である Ro 31-8220が単独でスプライシングを変化させ

た。一方、48 時間添加時では、スプライシングを変化させなかった(図 4B)。この違い

はどこから来るのだろうか。 

	
 Ro 31-8220 による、PKC を介さない SERCA1 のスプライシング制御機構があるかど

うかについては、今後、両時間における PKC のリン酸化具合を調べることで、明らか

に出来るが、2014年、これに関連した興味深い論文が発表された。Ketleyらによれば、

Ro 31-8220 の添加によって、DM に特徴的な核内 foci が解消し(これによって MBNL1

が核内から解放される)、CELF1のタンパク質量が減少し、そしてわずかながら、SERCA1

のスプライシングが改善されるという(Ketley et al., 2014)。SERCA1のスプライシングの

改善が、MBNL1 によるものなのか、CELF1 によるものなのかは検討されていないが、

PKCαを発現抑制した細胞では、PKC阻害剤である Ro 31-8220の効果を再現出来なかっ

たとしている。つまり、Ro 31-8220による SERCA1のスプライシング変化をもたらす一

連の現象は、PKCを介さないというのである。この論文での Ro 31-8220の使用量は、

培養細胞を用いて 10 µMで、1.3.3の 10倍の濃度である。また、発現抑制した PKCア

イソザイムも、PKCαのみであることから、必ずしも PKCの関与が否定された訳ではな

い。しかし、事実 Ro 31-8220は PKC以外にも多くのタンパク質に作用することが知ら

れているため(Standaert et al., 1999, Han et al., 2000)、阻害剤や活性化剤のみでは PKCの

関与を示すには不十分であった。 

	
 そこで、図 4Cでは、個々の発現抑制の実験により、PKCの関与を直接調べる実験を

行い、同時に関与する PKC アイソザイムの同定を行った。同定された PKCβⅡ につい

ては、過去の文献でも CELF1を強くリン酸化する PKCアイソザイムとして報告されて

いる(Kuyumcu-Martinez et al., 2007)。PKCθについては、初めての報告となる。逆の結果

が得られることを期待して行った PKCβⅡ と PKCθの強制発現実験では、SERCA1 のス
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プライシングを変化させることが出来なかった。今後、恒常的活性化型の PKC を作製

し、結果を確かめる必要がある。現段階では、PKC は SERCA1 のスプライシングを制

御するための必須条件ではあるが、十分条件ではない可能性が考えられる。 

 

 

1.4.3 CELF1と PKCの SERCA1スプライシング制御における相互作用  
 

	
 CELF1 による SERCA1 のスプライシング制御は、PKC 経路と同一のものだろうか。

CELF1 を発現抑制した細胞が PMA 刺激に応答しないことから、PMA から PKC と、

CELF1 による SERCA1 のスプライシング制御が同一経路であることが分かった。PMA

による PKC のリン酸化 (Huberman et al., 1979)、PKC による CELF1 のリン酸化

(Kuyumcu-Martinez et al., 2007)を考慮すると、PKCのリン酸化は、CELF1のリン酸化を

もたらし、それが SERCA1のエクソン 22の排除、SERCA1bの発現を促進することが考

えられる。 

	
 この結果を確かめるためには、CELF1 のリン酸化状態を等電点電気泳動によって把

握し、PMA刺激を、直接 PKC発現抑制に置き換えた実験が必要となる。また、これと

同時に CELF1のリン酸化プロファイルを調べることも DM病理を理解する上で重要な

情報である。 

 

 

1.4.4 DM病理との関連  
 

	
 SERCA1 のスプライシングは、MBNL1 が核内の foci に捕捉されることにより、異常

型に傾く。そのスプライシングが、更に PKC、CELF1によって制御されることは、DM

病理の理解にどのように役立つのだろうか。タンパク質レベルでの SERCA1 の機能解

析を踏まえ、第二章で詳細に検討する。 
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Ⅳ．第二章  

2.1 序論  

 

2.1.1 はじめに  
 

	
 SERCA1 には二つのスプライスアイソフォームがあり、その違いは C 末端のわずか

８アミノ酸である。本章では、これまで同じと考えられてきた両アイソフォームの機能

について、生化学的・構造生物学的解析を行った。 

 

 

2.1.2 SERCA1 
 

	
 SERCA1aは、1分子の ATPを加水分解して、2分子の Ca2+を運搬する P型 Ca2+ポン

プである。筋小胞体膜に局在し、筋肉を収縮させるために細胞質中に放出された大量の

Ca2+を再び筋小胞体内に取り込む働きを担っている。筋小胞体の SDS-PAGEを行うと、

CBB 染色で一番濃く、太く見えるバンドが SERCA1 で、全筋小胞体膜タンパク質の約

６割（実際に調べたウサギの SERCA1 では８割）を占める非常に重要なタンパク質で

ある。 

	
 SERCA1a の研究は、序章でも記したように、1986 年から始まった。同じ SERCA フ

ァミリーの SERCA2、SERCA3と相同性が約８割と高く、詳細な活性比較がなされてい

る。その結果、至適 pHや Ca2+との親和性に大きな違いが見られることが分かった(Lytton 

et al., 1992)。また、SERCA特異的な阻害剤であるタプシガルギン(TG)の発見(Lytton et al., 

1991)により、混在している内在性 ATPase、Ca2+輸送チャネルやポンプの影響が軽減さ

れ、最も研究が進んでいるイオンポンプとなった。 
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2.1.3 SERCA1の機能  
 

	
 SERCA1は筋小胞体において、筋収縮の際に放出された大量の Ca2+を筋小胞体内に汲

み上げることで、筋肉を弛緩させる働きを担っている。SERCA1に関連した疾患として

は、SERCA1の遺伝子変異によって引き起こされる運動後の筋弛緩異常を示す常染色体

劣性遺伝である Brody病(Brody et al., 1969)が報告されている(Odermatt et al., 1996)。

Brody 病患者の筋小胞体における Ca2+依存的な ATPase 活性や、Ca2+輸送活性は正常に

比べて 50%以下である。同疾患を引き起こす SERCA1遺伝子の変異や変異箇所は様々だ

が、SERCA1 のタンパク質レベルでの減少やリン酸化レベル の減少が報告されている 

(Odermatt et al., 1996, Drogemuller et al., 2008, Guglielmi et al., 2013)。より詳細な解析のた

め、Brody病の病態モデルとして、SERCA1の null変異マウスが作製された (Pan et al., 

2003)が、ヒトの Brody 病とは異なり、出生後２時間以内に死亡することが分かった。

解剖により、横隔膜における過剰収縮や肺にうっ血が見られ、死因は呼吸不全であるこ

とが分かった。その他の臓器は正常であったことや、胎児では、形態や体重ともに正常

マウスと変わらないことから、SERCA1はマウス発生のごく後期で必須であることが明

らかになった。しかしながら、未だ SERCA1 の発生過程における役割ははっきりとは

分かっていない。 

	
 近年注目されつつある SERCA1 のもう一つの役割である、熱産生に関しては、その

重要な制御タンパク質であるサルコリピン(SLN)の紹介と共に、後述の 2.1.6の項にまと

めた。 
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2.1.4 SERCA1aの反応サイクル  
 

	
 SERCA1に限らず、P型イオンポンプの反応機構は古くから詳細に調べられて来てお

り、輸送イオンとの親和性の高さによって、E1状態(親和性が高い)と E2状態(親和性が

低い)の二つの状態に分けられている。P型イオンポンプは、ATPの加水分解によって、

両状態を行き来することによってイオンを輸送する。E1状態の SERCA1は、その高い

親和性から、二つの Ca2+が立て続けに細胞質側からポンプ内部に配位する(図 6A)。す

ると、ATPが結合しやすくなり、その加水分解が起きる(図 6B)。ADPが放出されると(図

6C)、この変化によって、二つの Ca2+はルーメン側に放出され、SERCA1は Ca2+と親和

性が低い E2状態になる(図 6D)。次に遊離リン酸も放出されて(図 6E)、Ca2+の代わりに

SERCA1 に入り込んだ 2~3 個の H+がルーメン側から細胞質側に放出されて(図 6F)、再

びはじめの E1状態に戻る。 

 

 

図 6  SERCA1の反応サイクル (杉田 , 2008より改変 ) 

A~Bはそれぞれの反応経路を示す。 
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2.1.5 SERCA1aの構造解析  
 

	
 SERCA1aは単一ポリペプチド鎖より成り、10本の膜貫通ヘリックスと、細胞質側に

大きな三つのドメイン(A, P, N)がある(図 7)。10本の膜貫通ヘリックスのうち、M1~M6

は Ca2+や Mg2+、H+などと相互作用し、大きく動いて輸送に関与する。一方、M7~M10

ヘリックスは比較的動きが少なく、SERCA1を膜に固定する錨の役割を果たすと考えら

れている。細胞質ドメインに関しては、Aドメインはイオン通路のゲートとなっており、

連動して M1、M2ヘリックスを上下に動かすことによって、Ca2+の流入を制御する。P

ドメインには、P 型イオンポンプの名前の由来となる、リン酸化部位(アスパラギン酸

351)があり、ATPの加水分解によって、リン酸化され、ルーメン側からの Ca2+の出入り

を制御している。N ドメインは ATP のアデニン環が結合する部位で、細胞質側からの

Ca2+の出入りを制御している(図 8)。 

 

 

図 7 SERCA1の立体構造 (Protein data bank ID: 3W5A) 

黒矢頭：N末端、白矢頭：C末端、A：Aドメイン(細胞質側の青色部分)、P：Pドメイン(細胞質

側の黄色部分)、N：Nドメイン(細胞質側の緑色部分)を表す。ヘリックスは、青から M1ヘリッ

クス、最後の赤が M10ヘリックス。 
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図 8 SERCA1aの反応サイクルにおける立体構造模式図 (池田 , 2010) 

SERCA1 は細胞質側ゲートとルーメン側ゲートを交互に開閉して、濃度勾配に逆らって Ca2+を

輸送する。 
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 SERCA1という 110 kDaの大きな構造変化を引き起こしているのは、Ca2+や Mg2+の配

位によるヘリックスを構成するアミノ酸のバックボーンへの、働きかけによる。この電

気的相互作用が膜貫通領域中心部に及ぼす小さな動き(数Åレベル)が、110 kDaという巨

大な膜タンパク質の離れた部位に伝わった時、A ドメインの 30°~110°の大きな回転

や、N ドメインの大きな開閉運動等につながるのである。これらの解釈は、SERCA1a

の反応中間体の立体構造が、丁寧に X 線結晶構造解析によって一つずつ解かれたこと

による(Toyoshima et al., 2000, 2002, 2004, 2013, Sorenson et al., 2004)。SERCA1の反応に

Mg2+が必須である理由、最初の Ca2+の配位によって次の Ca2+の配位が促進される理由、

Ca2+二個の配位によって初めて ATP 加水分解が可能となる理由など、ここまではっき

りと立体構造と反応様式が意味づけられた酵素は他に類を見ない。 

 

  

図 9 SERCA1の反応サイクル (Toyoshima et al., 2013) 

SERCA1の反応サイクルにおいて、既に結晶構造が解かれたものは□や■で囲まれている。また、

斜体の AMPPCPは ATPのアナログ、 AlF4
- 、 BeF3

- 、 MgF4
2- 、 SO4

2-は、リン酸化アナログ

で、その反応中間体を維持するため添加される物質である。	
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2.1.6 SERCA1を制御するタンパク質  
 

	
 SERCA1の制御タンパク質として、ホスホランバン (PLN)とサルコリピン (SLN)が知

られている。 

	
 PLNは 52アミノ酸から成る 1回膜貫通型タンパク質で、主に心筋や遅筋で発現する

ことが知られている。SERCA に結合して Ca2+との親和性を低くすることでその働きを

阻害するが、リン酸化されると SERCAと結合出来なくなり、阻害作用を失う (Kimura et 

al., 1996)。主に心筋における働きが多く研究されてきており、心筋における PLN によ

る SERCA2aの活性阻害は、PLNのリン酸化異常によって、心不全につながることが知

られている(Schmitt et al., 2003, Gianni et al., 2005)。PLNは、SERCA1にも結合してその

働きを阻害する(MacLennan et al., 2003)が、発現部位の違いにより、生体内で SERCA1

に作用する可能性は低い。 

	
 一方、SLNは 31アミノ酸から成る PLNに似た構造を持つ 1回膜貫通型タンパク質で、

主に速筋に発現し、SERCA1に結合してその働きを阻害する(Odermatt et al., 1998)。2012

年、SLNによる SERCA1の機能阻害は、非震え熱産生(non-shivering thermogenesis)に寄

与することが報告された(Bal et al., 2012)。SLNは、SERCA1の ATPase活性と Ca2+輸送

活性の脱共役を引き起こし、ATP の加水分解によって得られたエネルギーが、熱産生

に関わるというのである。その後の詳細な解析によって、SLN は SERCA1 の Ca2+輸送

活性の Vmaxを阻害するが、Ca2+との親和性は変化させないことが分かった(Sahoo et al., 

2013)。また、PLN は非震え熱産生には関与しないことも同論文で示されており、良く

似たタンパク質である PLNと SLNは、SERCA1の同じ溝(M2, 6, 9ヘリックスによって

構成される)に結合しながらも、異なった阻害様式を取ることが分かった。 
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2.1.7 SERCA1b 
 

	
 1986 年にクローニングされ、1988 年に SERCA1a との活性差が認められなかった

SERCA1b については、それ以降 10 年近く報告がなかった。1996 年、ラットのヒラメ

筋をノテキシン(神経毒)で壊死させた後、再生筋において、SERCA1a と SERCA2a の発

現が一旦下がり、替わりに SERCA1bの発現が mRNAレベルで上昇することが報告され

た(Zador et al., 1996)。これにより、SERCA1bが再生に関わる可能性が示唆された。 

	
 その後、mRNA の上昇が必ずしもタンパク質レベルに反映されないことが示され

(Zador et al., 2007)、SERCA1bの発現解析は、SERCA1b特異的抗体(Zador et al., 2007)を

用いたタンパク質レベルでのウェスタンブロット解析が必須であることが分かった。 

	
 2006 年に、SERCA1a と SERCA1b の TG に対する感受性の違いを調べた論文が発表

され、いずれも Ki値が 0.21 nMで相違ないことが分かった(Wootton et al., 2006)。これ

が、1988年以降に発表された唯一の両アイソフォームを比較した論文となる。 

	
 以上が、SERCA1b について分かっている全ての内容である。従って、最も研究され

ているイオンポンプである SERCA1a とは対照的に、SERCA1b についての知見はほと

んど得られていない。 
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2.1.8 SERCA1のスプライシングは哺乳類で厳密に保存されている  
 

	
 SERCA1の尾部構造は、スプライスバリアント間の機能的差異が見られなかったとの

過去の報告を受けて、研究されて来なかった。SERCA1の配列を NCBIで検索してみる

と、1001 アミノ酸と 994 アミノ酸の報告が入り乱れて報告されており、SERCA1a と

SERCA1bが区別されているのは、ヒトのみであった。しかし、SERCA1bを生じ得る配

列は、マウスやウサギ、ウシ (表 3)はもちろん、ホッキョクグマからアフリカゾウ、ミ

ンククジラやコウモリなどの哺乳類でも厳密に保存されていることが分かった (NCBI 

Protein BLASTを使用した、SERCA1b尾部 8アミノ酸のホモロジー検索による)。 

	
 更に調べてみると、既に数多くの X線結晶構造解析が行われているウサギ SERCA1a

の配列は、実際は NCBIに登録されておらず、1001アミノ酸のウサギ SERCA1bしか登

録がなかった。これは、両アイソフォームが別物として意識されていないためであろう。 

 

表 3 哺乳類における SERCA1アイソフォームの C末端配列  

赤文字は SERCA1a特異的な尾部、青文字は SERCA1b特異的尾部のアミノ酸を示す。 

Isoform	
 生物種	
 Ref	
 Number	
 C 末端配列	
 

SERCA1a	
 ウサギ	
 P04191-2	
 LDEILKFIARNYLEG	
 

SERCA1b	
 ウサギ	
 NP_001082787.1	
 LDEILKFIARNYLEDPEDERRK	
 

SERCA1a	
 ウシ	
 NP_001069235	
 	
 LDEILKFVARNYLEG	
 

SERCA1b	
 ウシ	
 XP_006070599.1	
 LDEILKFVARNYLEDPEDERRKQPGLLPSLPTP	
 

SERCA1a	
 ヒト	
 NP_004311.1	
 LDEILKFVARNYLEG	
 

SERCA1b	
 ヒト	
 NP_775293.1	
 LDEILKFVARNYLEDPEDERRK	
 

SERCA1a	
 マウス	
 NP_031530.2	
 LDELLKFIARNYLEG	
 

SERCA1b	
 マウス	
 XP_006507331.1	
 LDELLKFIARNYLEDPEDERRK	
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2.1.9 DMにおける Ca2+ホメオスタシスの乱れ  
 

	
 DMにおける Ca2+ホメオスタシスの乱れは、DM研究の初期から報告があったが、今

でもその分子機構は十分に明らかになっているとは言えない。mRNA レベルでは、序

章で述べた細胞質 Ca2+濃度調節に関わる重要な三遺伝子(SERCA1, RyR1, CaV1.1)全てに

おいて、選択的スプライシングの異常が報告されている。しかし、(ア) SERCA1におい

ては、アイソフォームの違いがもたらす機能的差異についての解析がないこと、 (イ) 

DMの特徴として、mRNAレベルでの発現量とタンパク質レベルでの発現量が大きく異

なる現象が報告されていること、(ウ) DM患者由来の培養細胞を用いたとしても、DM

患者生検筋と選択的スプライシングのパターンが異なり、患者生体内の細胞質内 Ca2+

濃度の測定が困難であること等によって、精確な解析が困難となっている。 

	
 以下に、既知とされる DMに関連した Ca2+濃度調節機構をまとめているが、(ア)〜(ウ)

の現状を踏まえ、大いに異なった現象が生体内で起きている可能性も十分考慮の余地が

ある。 

	
 まず、DM患者由来の培養筋管細胞における細胞質 Ca2+の上昇 (Jacobs et al., 1991)は、

2012年に CaV1.1のスプライシング異常によって活性が上がったためだということが明

らかにされた(Tang et al., 2011)。そして、慢性的な高濃度の細胞質内 Ca2+が維持された

結果、小胞体ストレスが引き起こされ、興奮収縮連関の乱れやタンパク質の発現異常、

細胞死などにつながるのではないかと考えられている(Botta et al., 2013)。また、RyR1

のタンパク質レベルでの発現量減少の結果、筋小胞体からの Ca2+の放出が低くなってい

るという報告もある(Santoro et al., 2014)。 

	
 DM患者では、本来 SERCA1aしか発現しない成人骨格筋において、SERCA1bのmRNA

が検出される(Kimura et al., 2005)。しかし、タンパク質レベルでの発現や、そもそも

SERCA1のスプライシング自体の意義、つまりスプライスバリアント間の機能的差異に

関しては全く調べられて来なかった。 
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2.1.10 第二章の目的  
 

	
 前述の通り、SERCA1a に関しては数多くの生化学的・構造生物学的知見が得られて

いるが、SERCA1b に関しては、ほとんど何も知られていない。しかしながら、DM に

おいて Ca2+恒常性の異常が報告されており、SERCA1がその恒常性維持に非常に重要な

タンパク質であること、SERCA1の選択的スプライシング異常によって、SERCA1bの異

常発現が mRNAレベルで報告されていることから、まず、DMにおける SERCA1bのタ

ンパク質レベルでの異常発現の検証を目指した。そして、SERCA1のスプライスアイソ

フォームである、SERCA1a と SERCA1b の機能的差異の再検証を行い、その違いをも

たらす機構についても、明らかにすることを目指した。 
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2.2 方法  

 

2.2.1 DMモデルマウス（HSALRマウス）  
 

	
 HSALRマウスはロチェスター大学の Charles A. Thornton教授が作製し、大阪大学大学

院医学部研究科、高橋正紀助教から当研究室に提供されたトランスジェニックマウス

(Mankodi et al., 2000)である。ヒト骨格筋アクチンプロモーター(Human Skeletal α-Actin 

gene promoter)の下流に(CTG)250が挿入された遺伝子が発現するようになっており、骨格

筋において、DM様症状（筋強直、筋力低下など）が見られる。対照群として使用した

野生型マウスには、FVB/NJc1(日本クレア社)を用いた。 

 

 

2.2.2 SERCA1b尾部特異的抗体の作製  
 

	
 Zádor et al., 2007を参考に、SERCA1bの特異的尾部を含んだ CLEDPEDERRKを抗原

とし、株式会社医学生物学研究所にウサギ 2頭を使用してのポリクローナル抗体作製を

依頼した。その後、血清からアフィニティーカラムクロマトグラフィーにて抗体を精製

したが、血清をそのまま使用しても検出感度が変わらず非特異的なバンドが見られなか

ったことから、以下の実験では、血清をそのまま使用した。 

 

 

2.2.3 ウェスタンブロット解析  
 

	
 マウス組織のウェスタンブロット解析では、筋肉組織 10倍量の骨格筋抽出 Buffer (10 

mM Tris-HCl (pH7.5), 50 mM NaCl, 1mM EDTA, 1% NP-40, 1 mM DTT, 1 mM PMSF, 0.1% 

Protease inhibitor mix)を加えて破砕し、1時間 4℃で転倒混合した後、8,000 rpm, 4℃, 10

分遠心したものの上清をタンパク質定量した。その後、サンプルバッファー(198-13282, 

和光純薬工業社)を添加し、泳動サンプルとしたものを、石浦研究室所属小穴康介氏か

ら提供頂いた。患者生検筋のウェスタンブロット解析では、10% Sucrose, 10 mM 

MOPS-KOH (pH7.0), 0.1 mM EDTA, 0.1% protease inhibitor mixを加えて破砕し、15,000×

g, 20分 4℃で遠心し、上清をタンパク質定量した。その後、サンプルバッファーを添加

し、泳動サンプルとした。SERCA1を強制発現させた細胞を用いる場合は、ミクロソー
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ム精製(後述 2.2.7)したサンプルに直接サンプルバッファーを添加し、泳動サンプルとし、

12.5 % SDS-PAGEにて泳動した。PVDF膜にウェット式転写装置(ミニトランスブロッ

ト®セル、Bio-Rad 社)で 400 mA、4℃、１時間定電流で転写した後、5 %スキムミルク

(TBST)に入れて 30分ブロッキングし、5% スキムミルク(TBST)に溶解した一次抗体(希

釈倍率は各図参照、SERCA1b: 自作のウサギのポリクローナル抗体、actin-1: A2066, 

Sigma-Aldrich 社)に浸して、低温室で一晩振とうした。翌日は一次抗体の抗原に合った

HRP付きの二次抗体(Anti-rabbit IgG, HRP-linked Antibody, 7074, Cell Signaling社)を 1000

倍、5%スキムミルクで希釈し、1 時間室温で振とうさせた。検出は、Luminata Forte 

Western HRP基質(ミリポア社)を使用して化学発光させ、LAS-3000 (FUJIFILM社)で検

出した。 

	
 なお、TBSTの組成は 20 mM Tris-HCl, pH7.5, 150 mM NaCl, 0.05% Tween20である。 
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2.2.4 培養細胞における SERCA1の強制発現系の構築  
 

	
 Kazusa DNA Res. Instから購入したヒト SERCA1の遺伝子(pFN21AE0051)は、ヒト

SERCA1bであった。これを pIRES2-AcGFPベクター (Clontech社)に組み入れて増幅し

た(primer sets : Fw: 5’-gcggatcGCTAGCagggagcacaATGGAGGCCGCTCATGCT-3’; Rv: 

5’-GGATCCgtcgacTCACTTCCTTCTTTCATCTTCTGGATCCT-3’、ファスマックバイオ

社)。ヒト SERCA1aの遺伝子は、ヒト SERCA1bの遺伝子のC末端をRv: 5’-GGATCCgtcgac 

TTATCCCTCTAGG TAGTTCCGAGCAACGAA-3’(ファスマックバイオ社)で増幅して作

製し、同様に pIRES2-AcGFPベクターに組み入れた(図 10)。SERCA1に関する全配列を

シーケンスして確かめた。 

	
 得られた発現プラスミドは、QIAGEN Plasmid Mega Kit (QIAGEN社)を用いて精製し、

収量は、LB培地 1 Lから 0.6 µg程度であった。これを、CalPhos Mammalian Transfection 

Kit (Clontech社)を用いて、80 %コンフルエントにまいた HEK293細胞にトランスフェ

クションした(細胞の培養方法については、第一章の方法参照)。48時間後、蛍光で十分

に IRES配列を介した GFPの発現が見られたことを確認して、細胞を回収した。1回の

実験で、HEK293細胞は、１遺伝子につき、15 cm dishで 5~20枚使用した。 

 

 
 

図 10 SERCA1a/bの発現ベクターの模式図  

SERCA1 遺伝子にはタグがなく、上流側に CMV プロモーターと下流側に IRES 配列を介した

AcGFPを持つ。 
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2.2.5 ミクロソーム画分の調整  
 

	
 ミクロソーム画分は、ミクロソームの小胞が破れにくい、Resh et al., 1985; Maruyama et 

al., 1988の手法に従って精製を行った。活性測定時に反応溶液中に極力 Ca2+が混入しな

いようにするため、最終的にミクロソームは、Final バッファー(20 mM MOPS-NaOH, pH 

7.0, 250 mM Sucrose, 1 mM MgCl2)中に懸濁した。この時、総タンパク質量を定量すると、

5 mg/ml程度であった。精製したミクロソームが破れていないことを示すため、ATPase

活性測定を行い、Ca2+イオノフォアである A23187 の有無によって活性が変化するかを

調べたところ、A23187の添加(10 µM)によって活性差が生じたため、Ca2+輸送活性の測

定にも適していることを確かめた。精製ミクロソームは、液体窒素中で保存し、実験に

使用する時は、10 µlずつ小分けで、-80℃で保存したものを使用した。凍結融解の回数

も厳密にそろえた。 

	
 精製したミクロソーム画分中に含まれる SERCA1a と SERCA1b の量比は、精製日ご

とにウェスタンブロット解析で定量した。 

 

 

2.2.6 ATPase活性測定  
 

	
 ATPase活性測定は、Maruyama et al., 1988の手法を参照した。反応溶液中の Ca2+濃度

を精確に把握するため、全ての添加溶液に含まれる Ca2+濃度は、原子吸光法にて定量し

た。また、全ての溶液の保存容器も Ca2+が溶け出さないプラスチック製品を使用した。

なお、添加する ATP溶液も、カラム精製を行い、Ca-freeの ATP溶液を調整して使用し

た (Ca-freeの ATP溶液に関しても Ca2+定量を行い、わずかに含まれる Ca2+も考慮して

活性測定を行った)。 

	
 -80℃で保存していた小分けのミクロソームを氷上で溶かし、37℃にあたためた反応

溶液 (40 mM MOPS-KOH, pH 7.0, 100 mM KCl, 5 mM NaN3, 5 mM MgCl2, 15 µM 

thapsigargin(+/-), 0.1 mM ouabain, pCa=5.0, 1 mM EGTA) に、80~100 µg/ml (総タンパク質

量ではなく、添加する SERCA1量をそろえた)で溶かした。5 mM oxalate-KOH, 4 mM ATP

となるようにシュウ酸と ATPを加え、反応を開始させた。2, 4, 6, 8, 10, 15分時(ATPase

によって加水分解された生成物、遊離リン酸の量が直線的に増える範囲)に 15 µlずつサ

ンプリングし、終濃度 0.05%となるように TCA を添加して反応を停止させた。サンプ

ルは測定まで氷上に静置した。Malachite Green Phosphate Assay Kit (BioAssay systems社)

を用いて、Microplate reader, SH-8100 lab (コロナ社)を用いて 620 nmの吸光度を測定し
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て、遊離リン酸の量を定量した。時間あたりの遊離リン酸生成量を活性とし、SERCA1a

の活性を 100%とした。また、A23187 を添加した実験では、最初の反応溶液に oxalate

の代わりに A23187を添加した。 

	
 ATP依存的な ATPase測定では、ATP濃度を細かく振り、50 µMから 4 mMまで測定

した。また Ca2+依存的な ATPase測定では、Ca2+はWinMAXC32 v2.51 (C. Patton, Stanford 

University)を用いて反応溶液中の free Ca2+濃度を計算して、pCa=5~8の範囲を測定した。 

 

 

2.2.7 Ca2+輸送活性測定  
 

	
 Ca2+輸送活性を測定するため、ATPase 活性測定と同じ反応溶液中に同様に添加

SERCA1量をそろえてタンパク質を溶かし、5 mM oxalate-KOH, 4 mM ATPとなるよう

にシュウ酸と ATPを加え、反応を開始させた。0, 2, 5分時に 50 µlずつサンプリングし、

フィルター(HAWP01300, メルクミリポア社)に陰圧をかけて、ミクロソームをトラップ

した。ミクロソームの周りに付着した Ca2+をWash溶液 (40 mM MOPS-KOH, pH 7.0, 100 

mM KCl, 2 mM LaCl3)で洗い流し、500 µl 4% TCAに溶かして原子吸光光度計(Z2710, 日

立ハイテクノロジーズ社)でミクロソーム中の Ca2+量を測定した。 

	
 従来の生化学的実験では、Ca2+の定量には、放射性同位体を使用した方法が主流だが、

放射性物質の使用を極力控えたいという動機から、原子吸光分析法を用いることにした。

原子はそれぞれ特定の波長の光を吸収するが、原子吸光分析法では、試料を原子化し、

そこに特定波長、今回は、239.9 nmの光を Ca2+原子に照射して、吸収された分を測定し、

その濃度を定量した。これまでの生化学的実験では、試料の原子化にフレーム法を用い

るが、必要試料が多く、今回の測定には適さなかった。そこで、必要試料の少ない、電

流で原子化するグラファイト炉を用いた方法を採用した。 

	
 グラファイト炉を用いた手法では、感度がフレーム法より約 1000 倍高いため、わず

かな Ca2+の混入でも測定結果を大きく左右してしまう。そこで、様々な条件検討 (グラ

ファイト炉の種類、時定数(システム応答性の早さを表す))を行い、グラファイト炉を感

度が低いもの(PyroTubeC HR, 日立ハイテクノロジーズ社)、時定数も大きく設定して感

度を低くし(1.0 sec)、残像が残るように設定した結果、グラファイト炉による実用的な

µMオーダーの Ca2+定量法を構築した (東京大学分子細胞生物学研究所、助教米倉慎一

郎先生と共同で行った)。 
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2.2.8 アデノウイルスの構築  
 

2.2.8.1 目的遺伝子のアデノウイルス骨格への導入  

 

	
 ウサギSERCA1bを発現するアデノウイルスは、AdEasyTM XL Adenoviral Vector System 

(Agilent Technology社)を用いて作製した。東京大学分子細胞生物学研究所、准教授小川

治夫先生からご提供いただいた pIRES2-AcGFPベクター(Clontech社)に組み込まれたウ

サギ SERCA1b 遺伝子を、pFN21K ベクター(Promega 社)、pShuttle ベクター(Agilent 

Technology社)の順に SERCA1bを組み込み、それぞれのベクターから、IRES配列を介

した AcGFP 配列、Halo タグ配列を SERCA1b の前後に配置した。各ベクターに組み込

んだ時に、SERCA1全配列をシーケンスし、変異が導入されていないものを選んで次の

操作に移った。配列が確かめられた pShuttleベクターに組み込まれた SERCA1を、Pme I 

(New England Biolabs 社 )でリニアライズした後、ウイルス骨格ベクターである

pAdEasy-1ベクターを保持している BJ5183-AD-1株の大腸菌(Agilent Technology社)にエ

レクトロポレーション法 (BIO-RAD, Gene Pulser Xcell, 200 Ω、2.5 kV, 25 µF)で形質転

換させた。pShuttleベクターと pAdEasy-1ベクターとで相同組み換えが起きるよう設計

されているので、形質転換を起こしたコロニーを選別して、目的遺伝子が入ったアデノ

ウイルスベクターを構築した。この段階でプラスミドは 40 kbp を超えているため、プ

ラスミドサイズが大きくても安定に形質転換、増幅することが出来る大腸菌 XL-10 Gold

ウルトラコンピテントセル (Agilent Technology社)に形質転換して、目的ベクターを増

やした。プラスミドは、QIAGEN Plasmid Mega Kit (QIAGEN社)を用いて精製を行った。

収量は、LB培地 1 Lから 0.6 µg程度であった。 
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2.2.8.2 目的遺伝子を発現するアデノウイルスの増幅  

 

	
 ウイルスの増幅には、HEK293 細胞より接着性を高めた AD293 細胞 (Agilent 

Technology社)を用いた。最初に、Pac I(New England Biolabs社)でリニアライズした目的

アデノウイルスベクターを CalPhos Mammalian Transfection Kit (Clontech社)を用いてト

ランスフェクションした後、IRES配列を介して発現している GFPタンパク質の蛍光で

トランスフェクションの成功を確認し(SZX16、OLYMPUS社, ECLIPSE TE2000-U、Nikon

社)、10 日ほど置いて、ウイルスの近隣細胞への感染が確認出来た段階で、培地と細胞

を共に回収した(P1 ウイルス)。液体窒素と 37℃恒温槽を用いて凍結融解によって細胞

を破砕し、ウイルスを上清に移動させた。この溶液を遠心し(4000 rpm, 5 min, himac 

CF16RXII, HITACHI社)、上清のみを次の AD293細胞に感染させた。これを P9ウイル

スまで繰り返した。途中、P3ウイルスの段階でプラーク純化を行い、COS7(アフリカミ

ドリザル腎)細胞に感染させて、発現量が多く、細胞毒性の少ないウイルス株をウェス

タンブロット解析で選別した。 

	
 X 線結晶構造解析には 5 mg/mL 程度の純度の高いタンパク質溶液が必要であったた

め、大量の SERCA1b を得る必要があった。大量の SERCA1b を得るためには、大量の

SERCA1bを発現するアデノウイルスが必要であった。そのため、15 cm dishを 120皿、

80%コンフルエントにまいた AD293細胞を用意し、P9ウイルスを感染させて、ウイル

スを精製した。COS7細胞に小スケールで量を振って精製ウイルスを感染させ、ウェス

タンブロット解析を行って最適な添加量を決定した(ロットによって異なるが、およそ

20 µl/6 cm dish)。 
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2.2.9 結晶化条件の検討  
 

2.2.9.1 COS7細胞からのミクロソーム画分調製  

 

	
 構築した SERCA1bを発現するアデノウイルスを、80%コンフルエントにまいた COS7

細胞 15 cm dish×120皿に添加して感染させた。三日後、細胞を回収し、Autry et al., 1997

の方法に従ってミクロソーム画分を精製した。得られたミクロソームは、精製回によっ

て違うが、おおよそ 25 mg/mLで 8 mL程度であった。 

 

2.2.9.2 ミクロソーム画分からの SERCA1bの可溶化  

 

	
 Toyoshima et al., 2013の方法に従って SERCA1bを可溶化した。2 mlの精製ミクロソ

ームから得られた精製 SERCA1bは、最終的に、約 5 mg/mlで 250 µL程度であった。 

 

2.2.9.3 SERCA1bの結晶化  

 

	
 結晶化条件はそれぞれの結晶の横に記載した通りである。タンパク質溶液とリザーバ

ー溶液を別々に作製し、室温で 1:1で混ぜ、96 wellプレート(VCP-1, VIOLAMO社)の場

合は、シッティングドロップ法で、24 wellプレート (HR3-306, HAMOTON Research社)

の場合は、ハンギングドロップ法を用いて結晶化を行った。得られた結晶は、ドロップ

溶液中にフリーズ用試薬（液体窒素に結晶を入れた時に凍らない様にするため、ドロッ

プの組成にスクロースを添加したもの）を 2 µl添加し、2 mmのナイロンループ(HR4-957, 

HAMPTON Research社)ですくって液体窒素中に入れ、瞬間凍結した(東京大学、分子細

胞生物学研究所の豊島近教授、同研究所椛島佳樹助教との共同作業)。これを、同研究

所の小川治夫准教授・米倉慎一郎助教・金井勇太助教に SPring-8(兵庫県)のビームライ

ン(BL41XU, 100  K, Rayonix MX225HE CCD detector)で結晶の回折データを収集頂き、解

析頂いた。 
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2.2.10 DM患者生検筋  
 

	
 ウェスタンブロット解析に用いた患者生検筋は、2名の DM患者、2名の非 DM患者

から採取されたものである。全て男性のもので、年齢は８ヶ月齢から２歳齢であった。 

Total RNA抽出に使用した患者生検筋は、5名の DM患者、5名の非 DM患者から、採

取されたものである。DM患者、対照群としての非 DM患者は共に 4名が男性、１名が

女性で、年齢は 2ヶ月齢から 31歳であった。全ての生検筋は、インフォームドコンセ

ントを得て、国立精神･神経医療研究センターで採取されたものである。非 DM患者は、

患者本人は何らかの病識はあるものの、DMではないことが確認されている。すべての

DM患者は、遺伝子診断により DMPK遺伝子の 3’UTR上の CTGリピートの伸長を確

認しているが、具体的なリピート数は明らかとなっていない。 

 

 

2.2.11 生検筋からの total RNA抽出  
 

	
 患者生検筋の SERCA1a/bの mRNAレベルでの発現解析では、国立精神・神経医療研

究センターから頂いたDM・非DMの生検筋(-80℃にて保存していた)を、500 µlの TRIzol 

Reagent (Life Technologies 社)に加えて、ペッスルで粉砕した。その後、300 µl TRIzol 

Reagent を加えて混ぜ合わせ、室温で 5 分間静置した。12,000×g、4 ℃で 10 分間遠心

して上清を回収した後、クロロホルム 160 µl加えて、Vortexで 15秒間激しく混合した。

室温で 3 分間放置した後、12,000×g、4 ℃で 15 分間遠心、上層を回収した。そこへ、

2-プロパノール 400 µl、グリコーゲン 10 µgを加えて転倒混和し、室温で 10分間放置

した。12,000×gで 4 ℃、10分間遠心した。その後、75 %エタノールで洗い、ペレット

を風乾してから、12 µlの RNase フリーの純水に懸濁した。このうち 0.5 µlを用いて total 

RNAの濃度を決定した。逆転写には、PrimeScript 1st strand cDNA Synthesis Kit(タカラバ

イオ社)を用いた。生検筋から抽出した total RNAは、500 ngをテンプレートとし、20 µl

スケールで逆転写した。プライマーには Random 6mers（50 µM）を 2 µl用いた。以降

は、第一章の手法(1.2.1)参照。SLNのリアルタイムPCR用プライマーは、Fw: 5’-ATG GTC 

CTG GGA TTG ACT GAG-3’, Rv: 5’- GTG CCC TCG GAT GGA GAA TG -3’(ファスマッ

クバイオ社)を使用した。リアルタイム PCRでは、SYBR Premix Ex TaqTM(タカラバイオ

社)を使い、7300 Real-Time PCR System(Applied Biosystems社)で行った。データの標準

化にはβ-actinを使用した(Primer sets: Fw 5’- AGA AAA TCT GGC ACC ACA CC -3’, Rv 

5’- AGA GGC GTA CAG GGA TAG CA -3’)。 
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2.3 結果  

 

2.3.1 DMモデルマウス(HSALRマウス)における SERCA1bの発現解析  
 

	
 mRNAレベルで知られている SERCA1bの異常発現をタンパク質レベルで確かめるた

めに、DM モデルマウス(HSALRマウス)の骨格筋サンプルのウェスタンブロット解析を

行った。SERCA1b 尾部の特異的 C 末端の８アミノ酸を抗原とした抗体を作製し、

SERCA1b タンパク質を特異的に検出した結果、HSALRマウスからのみ、バンドを検出

した(図 11A, B)。この時、対照群として用いた野生型マウスの骨格筋からは、SERCA1b

が全く検出されなかった。 

 

 

図 11 HSALRマウスにおける SERCA1bの異常発現  

(A) マウス骨格筋における SERCA1b のウェスタンブロットによる発現解析。SERCA1b 抗体、

β-actin抗体いずれも 2500倍希釈。WT:野生型マウス、DM: DMモデルマウス、HSALRマウスの

骨格筋サンプル。レーンごとにマウスが異なる。(B) ウェスタンブロット解析の結果をグラフ化

したもの。*p<0.05 (n=3, Student’s t-test, mean±S.D.)。 
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2.3.2 DM患者における SERCA1bの発現解析  
 

	
 DMモデルマウスを使って確かめられたタンパク質レベルでの SERCA1bの発現が、

ヒト DM患者で実際に検出されるかどうかを、患者生検筋のウェスタンブロット解析を

行って確かめた。DM モデルマウス同様、SERCA1b尾部の特異的 C末端の８アミノ酸

を抗原とした抗体を用いて、SERCA1b タンパク質を特異的に検出した結果、DM 患者

からのみ、バンドを検出した(図 12)。この時、対照群として用いた非 DM患者の生検筋

からは、SERCA1b が全く検出されなかった。なお、SERCA1 自体は全ての生検筋サン

プルから検出された。 

 

 

図 12 DM患者における SERCA1bの異常発現  

DM患者生検筋における SERCA1bのウェスタンブロットによる発現解析。1, 3:非 DM患者、2, 4: 

DM 患者。SERCA1は SERCA1抗体、SERCA1bは SERCA1b抗体、ローディングコントロール

としてβ-actin抗体で検出を行った。一次抗体は全て 2500倍希釈した。10 µgタンパク質/レーン。 
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2.3.3 SERCA1aと SERCA1bの活性比較  
 

	
 HEK293 細胞に SERCA1a 或は SERCA1b が挿入された pIRES-AcGFP2 ベクターをト

ランスフェクションし、強制発現させた。 

	
 SERCA1を強制発現させた細胞を回収し、ミクロソーム画分を精製した。これを用い

て ATPase活性測定(遊離リン定量)を行ったところ、SERCA1bは SERCA1aの約半分の

活性であった(図 13A)。この時、内在性 ATPase活性の影響を取り除くために、SERCA

特異的阻害剤である TGを使用し、その感受性の部分を SERCA1の活性とした。また、

SERCA1を発現させていない HEK293から調製したミクロソーム画分からは、TG感受

性 ATPase活性が測定出来ないほど低いことを確認した。 

	
 次に、原子吸光法を用いて、Ca2+輸送活性を調べたところ、ATPase 活性同様に、

SERCA1bは SERCA1aの約半分の活性であった(図 13B)。なお、この時も、内在性 Ca2+

輸送活性の影響を取り除くために、TG感受性活性を SERCA1の活性とした。 

	
 以上より、SERCA1b は SERCA1a の約半分の ATPase 活性を持ち、これに依存して

Ca2+輸送活性も約半分になっていることが分かった。 

 

 
図 13 SERCA1aと SERCA1bの活性比較  

SERCA1aと SERCA1bの ATPase活性(A)、Ca2+輸送活性 (B)比較。いずれも SERCA1aの活性を

100%とした時の SERCA1bの活性(%)を算出した。*p<0.05, **p<0.01 (n=3, Student’s t-test, mean

±S.E.)。 
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2.3.4 SERCA1a/bの ATPに対する見かけの親和性比較  
 

	
 ATP 濃度依存的な ATPase 活性を比較するため、ATP 濃度を変えて測定したところ、

どの ATP 濃度でも SERCA1b は SERCA1a の約半分の活性を持っていた。それぞれの

ATP濃度に対する活性をプロットすると、両酵素の ATPとの親和性はそれぞれ、Kd値、

0.35±0.05 mM (SERCA1a)と 0.32±0.04 mM (SERCA1b)であった(図 14)。従って、

SERCA1 の二つのスプライスバリアントは ATP に対する見かけの親和性に大きな違い

は見られないことが分かった。Vmaxの値のみ、SERCA1aに対して SERCA1bは、約半分

の 52%であった。 

 

図 14 ATP濃度依存的な ATPase活性の比較  

ATP濃度を振り、同条件で測定した。SERCA1a(●), SERCA1b(■)。非線形 Y=Vmax*X/(Km+X)に

フィット、最小二乗法、R2=0.94, n=16, Vmax S.E.: SERCA1a, ±4.1%; SERCA1b, ±2.0%。 
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2.3.5 SERCA1a/bの Ca2+に対する見かけの親和性比較  
 

	
 次に、Ca2+濃度依存的な ATPase 活性を比較するため、Ca2+濃度を変えて測定したと

ころ、ATP濃度依存的な活性同様、どの Ca2+濃度でも SERCA1bは SERCA1aの約半分

の活性を持っていた。それぞれの Ca2+濃度の時の活性をプロットすると、両酵素の Ca2+

との親和性はそれぞれ、K0.5値、0.22±0.04 µM (SERCA1a)と 0.22±0.04 µM (SERCA1b)

であった(図 15)。従って、SERCA1の両アイソフォームは Ca2+に対する見かけの親和性

に大きな違いは見られないことが分かった。Vmaxの値は、SERCA1aに対して SERCA1b

は、約半分の 57%であった。 

 
図 15 Ca2+依存的な ATPase活性の比較  

Ca2+濃度を振り、同条件で測定した。SERCA1a(●), SERCA1b(■)。非線形 Y=Vmax*Xh/(K0.5
h+ Xh)

にフィット(h=1.3±0.2)、最小二乗法、R2=0.96 (SERCA1a), 0.95 (SERCA1b), n=13, Vmax S.E.: 

SERCA1a, ±6.1%; SERCA1b, ±3.4%。 
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2.3.6 A23187添加時の SERCA1aと SERCA1bの活性比較  
 

	
 SERCA1の働きによって小胞体内部の Ca2+濃度は上昇し、そのままでは測定時間中に

高過ぎる Ca2+濃度によって反応が阻害されてしまう。そこで、2.3.3 の活性測定では、

反応溶液にシュウ酸を添加し、小胞体内でシュウ酸カルシウムが沈殿することで、Ca2+

を一定濃度(5 mM, Hokin et al., 1972)以下に維持していた。この Ca2+濃度は、測定時間中

に ATPase活性が一定値には達しないが、SERCA1の活性に影響を及ぼす可能性はあっ

た。そこで、カルシウムイオノフォアである A23187 (10 µM)を添加し、改めて SERCA1a

と SERCA1b の ATPase 活性を比較した。すると、両活性には活性差が見られなくなっ

た(図 16)。 

 

 
 

図 16 A23187添加時の SERCA1aと SERCA1bの ATPase活性比較  

A23187(10 µM)を添加した時の SERCA1aと SERCA1bの ATPase活性比較。いずれも SERCA1a

の活性を 100%とした時の SERCA1bの活性(%)を算出した。p=0.45 (n=3, Student’s t-test, mean±

S.E.)。 
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2.3.7 アデノウイルスを用いた SERCA1bの大量発現系の構築  
 

	
 SERCA1bの尾部の構造解析を行うため、SERCA1bの結晶化を目指すことにした。そ

のため、高次構造が正しいタンパク質が大量に必要であった。そこで、アデノウイルス

を用いた哺乳類細胞における大量発現系を構築することにした。詳細な作製方法は、方

法 2.2.8に記載した。アデノウイルスは、ヒト SERCA1a/bとウサギの SERCA1bの作製

に取り組んだ。はじめに、ヒトの SERCA1a/b をコードするアデノウイルスに取り組ん

だが、タンパク質を発現させてみると、ウイルスの代を重ねるごとに分解が進み、全長

タンパク質が作られなくなった。全てのウイルス作製は同時進行であり、ヒト

SERCA1a/bのアデノウイルスともに同様の現象が見られた。ウサギ SERCA1bについて

は、ウイルス構築に成功した。ヒト SERCA1の配列に、アデノウイルスが排除しやすい

配列が含まれていた可能性が考えられる。 

	
 ヒトとウサギの SERCA1bの配列の相等性は非常に高く、97%である。また、ATPase

活性は、ウサギ SERCA1a/bでもヒト同様に SERCA1bが SERCA1aの約半分の活性であ

った。そこで、ウサギ SERCA1bをコードするアデノウイルスを使用して、結晶解析を

行うことにした。最終的にリコンビナントのウサギ SERCA1bを精製した方法について

は、方法 2.2.9に記載した(図 17)。 
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図 17 COS7細胞から SERCA1bの精製  

番号は各ゲルのレーン番号。(A) SERCA1b をアデノウイルス感染によって発現させた COS7 細

胞(1)からミクロソーム(6)を精製する過程の CBB染色像(5 µl/lane)。(2)~(4)：ミクロソームより軽

い分画、(5)：ミクロソームより重い分画。(B) SERCA1b(14)をミクロソーム(1)から Haloタグの

アフィニティーカラムクロマトグラフィーで精製した過程の CBB染色像(7.5 µl/lane)。(2)：可溶

化 SERCA1b、(3)：SERCA1b可溶化条件における不溶分画、(4)：フロースルー、(5)~(7)：Wash

画分、(8)~(12)：TEVプロテアーゼ切断溶出液、(13)：溶出液中 SERCA1b画分(8+9)、(14)：(13)

濃縮液。(C) 精製 SERCA1b(1)から TEVプロテアーゼ(Hisタグを持つ)除去のための Niベースア

フィニティーカラムクロマトグラフィー過程の CBB 染色像(5 µl/lane)。(2)~(6)：SERCA1b 溶出

液、(7)：溶出液中 SERCA1b画分(2+3)、(8)：濃縮精製 SERCA1b(結晶化に使用したサンプル)。 
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2.3.8 SERCA1bの結晶化条件の検討  
 

	
 SERCA1bの X線結晶構造は、全く知られておらず、結晶化を試みられたこともなか

ったため、SERCA1aの結晶化条件を参考にした(Toyoshima et al., 2004, Sorenson et al., 

2004)。結晶化する SERCA1の反応中間体は、SERCA1aの結晶構造解析の結果から、C

末端尾部が本体と近いことが予想される、E1P・2Ca2+・ADP 状態から始めることにし

た。 

	
 E1P・2Ca2+・ADP 状態は、SERCA1 と、十分な Ca2+、ADP と、リン酸化アナログで

あるフッ化アルミニウムを添加した溶液中で安定であるため、それらを添加して結晶化

を試みた。沈殿剤の種類や濃度が不明であったため、広く条件を変えた(図 18A)。その

結果、棒状の結晶と三角柱状の結晶が得られた(図 18B, C)。E12で得られた三角柱の結

晶が比較的大きく、厚みもあったため、SPring-8で回折データを取得したところ、リン

酸化アナログであるフッ化アルミニウムの電子密度が見えたことや、既知の SERCA1a

の E1P・2Ca2+・ADP状態と良く似た電子密度が見えたことから、目指す E1P・2Ca2+・

ADP 状態であることが分かった。最大解像度は 4.0 Åであったが、結晶が小さく、

SERCA1b 尾部の構造を決定するまで至らなかった(図 18D. E12 の結晶化条件のみ詳細

に掲載)。 
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図 18 SERCA1b三角柱結晶の結晶化条件  

(A) 96 wellプレートにおける PEGの種類と濃度の振り方。桃色：PEG400, 緑色：PEG1000, 黄

色：PEG2000, 水色：PEG4000。αは脂質(PC)：タンパク質(SERCA1)のモル比を表す。γは界面

活性剤(C12E8)：脂質(PC)の重量比を表す。E12(三角柱結晶, B), F12(棒状結晶, C)に出来た結晶の

実体顕微鏡写真。スケールバーは 100 µm。(D) E12(三角柱結晶)の結晶化条件。 
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 次に、結晶を大きくするべく、結晶化速度を低下させる目的で、酢酸塩やプロピオン

酸塩を添加し結果、直径が 100 µm前後の菱形の結晶を得ることが出来た(図 19)。しか

し、この結晶は薄く、ループ壁に張り付き、拾い上げることが出来なかった。結晶化速

度を緩めるため、スケールも大きくして 24 wellプレートで結晶化を試みたが、ごく薄

い結晶しか出来なかった。 

 

 

図 19 SERCA1b菱形結晶の結晶化条件  

(A) 酢酸塩を添加して得られた 100 µmの菱形結晶の実体顕微鏡写真。スケールバーは 50 µm。

(B) 菱形結晶の結晶化条件。 
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2.3.9 DM患者における SLNの発現  
 

	
 DM 患者では SERCA1の制御タンパク質である SLNの発現が上昇しているという報

告があった。それでは、SLN の発現と SERCA1 のスプライシング異常にはどのような

関係があるのだろうか。DM 患者における mRNA レベルでの SLN の発現量を定量的

PCR(リアルタイム PCR)で調べてみると、個人差が大きく、有意差は得られなかったが

SLN の発現が上昇している傾向にあることが確かめられた(図 20A)。次に SLN の発現

量と SERCA1 全体における SERCA1b の発現量(%)を調べてみると、正の相関関係にあ

ることが分かった(図 20B)。 

 

 

 

 

図 20 DM患者における SLNの発現と SERCA1b(%)との相関	
  

(A) DM 患者における SLN の mRNA レベルでの発現解析(定量的 PCR による)。p=0.16 (n=5, 

Student’s t-test, mean±S.D.)。(B) SLNの mRNAレベルでの発現と、同患者での SERCA1bの発

現(%, SERCA1 全体の発現に占める割合)の相関を調べた図。**p<0.01 (n=10, Pearson’ s test, 

R2=0.73)。実線は線形近似, Y = 19.65*X - 11.76。点線は 95%の予測帯を表す。 
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2.4	
 考察  

 

2.4.1 何が SERCA1aと SERCA1bの活性差をもたらすのか  
 

	
 SERCA1aと SERCA1bの違いは、C末端のわずか８アミノ酸である。しかしながら、

両アイソフォームには、結果 2.3.2 に示したように、明らかな活性差が存在する。その

原因は、結果 2.3.3 と 2.3.4 が示すように、ATP との親和性や Ca2+との親和性の違いで

ある可能性は低い。結果 2.3.5から、Ca2+イオノフォアである A23187の添加で活性差が

なくなるということ分かった。A23187 は膜に穴を開けるが通すのは Ca2+だけである。

従って、両アイソフォームの活性差は、小胞体内の Ca2+濃度に大きく依存することが分

かった。つまり、小胞体内の Ca2+濃度が高い時(Hokin et al., 1972より、5 mM程度だと

考えられる)、SERCA1b は SERCA1a の半分の活性しか持たない。一方で、小胞体内の

Ca2+濃度が低い時（反応溶液中に添加した Ca2+濃度とほぼ同じだと予想され、約 10 µM

前後）は、両アイソフォームの活性差がなくなった。これは、高い小胞体内の Ca2+濃度

が、SERCA1bの活性を阻害する可能性を示唆している。 

	
 それでは、８アミノ酸はどのようにして SERCA1bの活性を阻害するのだろうか。結

果 2.3.7では、SERCA1bの結晶化には成功したものの、X線結晶構造解析の結果、まだ

尾部構造を明らかにするほど解像度が高くないことが分かった。小胞体内の Ca2+濃度が

SERCA1bの活性を阻害することは明らかになったが、SERCA1bの C末端は細胞質側を

向いており、小胞体内の Ca2+と直接相互作用する可能性は低いと考えられる。そこで考

えられることは、以下の二つである。まず、SERCA1b尾部が SERCA1本体と相互作用

してその反応サイクルを阻害するという可能性が考えられる。或は、SERCA1b が何か

別のタンパク質と相互作用して、SERCA1の反応サイクルを阻害するという可能性であ

る。この二つの可能性を確かめるためには、より大きな結晶が出来る結晶化条件を探索

し、構造解析を進める手法が最も直接的であろう。現在、結晶の大きさは酢酸塩の添加

により大きくなったが、まだ結晶核が多い。今後、結晶核の形成を抑え、結晶の成長に

適した結晶化条件にする必要がある。 

	
 仮に SERCA1b尾部が結晶化しても電子密度が見える性質でない場合（後述の特定の

立体構造を取らないという予測結果から、この可能性はある程度考慮する必要がある）、

尾部の８アミノ酸と SERCA1本体のみを、in vitroで混ぜ、プルダウンアッセイを行う

実験も想定しておくべきである。これは、SERCA1b尾部と SERCA1本体との相互作用

の有無を見るものである。但し、仮に SERCA1b尾部が SERCA1の反応中間体の一部と
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しか相互作用しない場合は、理想的な結果が得られないかもしれない。未知のタンパク

質との相互作用は、細胞質液と混ぜて、プルダウンアッセイを行い、結合すると考えら

れるタンパク質を、質量分析によって同定すれば良い。 

	
 ところで、SERCA1b 尾部の８アミノ酸は、そのほとんどが親水性アミノ酸で構成さ

れており、特徴的である。タンパク質は一般的にその立体構造によって機能を維持して

いる。しかし、この８アミノ酸に関しては、いくつかの予測ソフトウェア（DICHOT, 

IUPred, POODLE, PSIPRED）により、特定の立体構造を取らないことが予測された。近

年、天然変性タンパク質と呼ばれる不規則領域を持つタンパク質の機能が注目されてい

る(Wright et al., 1999)。構造を取らない不規則領域部分が、タンパク質間相互作用やタ

ンパク質と核酸との相互作用を仲介し、転写因子や RNA結合タンパク質に見られるこ

とが多い。これらのタンパク質では、30 残基以上の天然変性部位を持つことが多いた

め、SERCA1b の尾部にはあてはまらない可能性があるが、親水性アミノ酸に富んでい

ることは共通している。そのため、SERCA1b 尾部が特定の構造を取らないが（或は取

らないがために）、SERCA1の他の部分や他のタンパク質と相互作用している可能性は

高い。 
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2.4.2 SERCA1bの異常発現が DM病態にどこまで寄与するか  
 

	
 SERCA1bが SERCA1aの半分の活性を持つということは、DMの病態にどこまで寄与

するのだろうか。DM における SERCA1a と SERCA1b のタンパク質レベルでの発現比

を調べることは難しい。SERCA1a 特異的なアミノ酸残基がわずか１アミノ酸で、それ

に対する特異的な抗体を作製することが困難だからである。mRNA レベルでの発現比

をそのままタンパク質レベルにおける発現比ととらえることは危険だが、両比が等しい

と仮定すると、SERCA1b の異常発現で Brody 病のように、ミオトニアの症状が引き起

こされる可能性は十分に考えられる。ちなみに、SERCA1 の発現総量は、30~40%減少

するという説（Benders et al., 1997）と、変わらない(Kimura et al., 2005)という説とで結

論はまだ出ていない。 

	
 また、DMでスプライシングが異常になり、本来発現しないはずのタンパク質が多く

発現している。Ca2+の恒常性維持に直接関わる RyR1, CaV1.1などについては既に序論で

記述した通りであるが、これらのタンパク質の異常と SERCA1bの異常発現が全て同時

発生した時、症状が悪化することは容易に推測される。また、SERCA1の活性を阻害す

る SLNが DMにおいて異常発現していることが報告されている(Du et al., 2010)。実際、

DM患者において、SLNの発現レベルの上昇と SERCA1bの発現レベルの上昇が正の相

関関係にあることが分かった(結果 2.3.9)。SLN は SERCA1 の活性を阻害する方向に働

くので、ただでさえ SERCA1bの発現により、活性が低くなった Ca2+の輸送活性が、更

に SLN によって阻害される可能性が強まった。但し、これを確かめるためには、SLN

のウェスタンブロット解析は欠かかせないだろう。 
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2.4.3 SERCA1bの活性を考慮した新たな DM病態仮説の提唱  
 

	
 未だ支持するデータが不十分なため、提唱するには尚早ではあるが、今回の結果から、

これまで分子機構が不明であった変異RNAの存在によってCELF1が強くリン酸化され

る現象を説明出来る仮説が考えられる(図 21)。 

	
 まず CUGリピートが長くのびた変異 RNAの存在によって、MBNL1が核内に捕捉さ

れ、その本来の働きが阻害されている。そのため、SERCA1のスプライシングが異常と

なり(図 21E)、SERCA1bの低い Ca2+輸送活性によって小胞体に取り込まれる Ca2+の量が

減り、細胞質における Ca2+濃度が上昇する(図 21C)。一般に、細胞質における Ca2+濃度

の上昇は、様々な経路によって数多くの異常を引き起こすが、その中には、複数のタン

パク質をリン酸化する PKC も含まれる(図 21D)。Ca2+によって活性化された PKC は、

これまでの報告通り、CELF1を強くリン酸化するのではないだろうか(図 21A)。これに

よって、長年謎であった変異 RNAの存在によって CELF1が強くリン酸化される理由が

説明出来る。また、CELF1 に関しては、第一章で記したように、更なる SERCA1 のス

プライシング異常を引き起こしており、負の循環が形作られている可能性も考えられる

(図 21B)。 

	
  

 

 
 

図 21 SERCA1スプライシング異常を介した DMの病態仮説  

実線は既に報告されている関係、点線は未検証の関係を示す。 
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2.4.4 筋発生・筋分化における考察  
 

	
 本論文で明らかにした、CELF1や PKCによる SERCA1のスプライシング制御は、こ

れまで知られていた新生児から成人に向かって SERCA1b から SERCA1a に発現が移行

するしくみと同じなのだろうか。 

	
 SERCA1b から SERCA1a に発現が移行することについては、まだ十分な研究がなさ

れておらず、SERCA1欠損時の表現系が異なるヒトとマウスの比較やその他生物におけ

る発現、発現移行の理由については謎が多い。一方で、CELF1や PKC、MBNL1と言っ

た SERCA1のスプライシング制御因子、DMでその正常な機能が阻害されている因子に

関しては、発生過程においてある程度情報は得られている。 

	
 まず CELF1 や MBNL1 に関してであるが、SERCA1b の発現を促進する CELF1 は、

出生後２週間ほどかけて発現が減少し、その代わりに MBNL1 の発現が増加する

(Kalsotra et al., 2008)。これは、今回の結果や、DM病理と矛盾しない。また、筋分化の

過程においては選択的スプライシングによる発現制御は重要なイベントであり、更にそ

の遺伝子の多くにCELF1とMBNL1の制御配列が存在していること(Kalsotra et al., 2008; 

Lin et al., 2006; Bland et al., 2010; Wang et al., 2014)からも、先行研究や本論文から明らか

となった MBNL1 や CELF1 による SERCA1 のスプライシング制御が、実際の発生・分

化過程においても行われていると予想される。 

	
 PKCに関しては、本研究では、SERCA1のスプライシング制御に十分な条件であると

は証明出来なかったが、必須条件であることは分かった。先行研究で判明した PKCαや

PKCβIIによる CELF1制御(Kuyumcu-Martinez et al., 2007)を期待しての RNA干渉実験で

あったが、PKCθが新たに SERCA1 のスプライシングを制御していることが分かった。

PKCαや PKCβII は筋肉以外でも広く発現している PKC アイソザイムであるが、PKCθ

は T細胞での発現を除けば、筋肉で多く発現することが知られており、更に筋分化の過

程で発現の減少が報告されている(Boczán et al., 1999)。また、先行研究でも報告された

PKCβIIに関しては、その異常な活性化が、筋力低下を及ぼす(Heinnge et al., 2010)こと

が知られている。これらの PKCに関する報告は、いずれも、本研究で得られた SERCA1

スプライシングへの関与と矛盾しない結果であり、実際の発生・分化過程において、PKC

についても同様の制御が行われていることが予想される。 

	
 従って、本研究における SERCA1の選択的スプライシングの制御とその結果は、実際

の筋発生や筋分化の機構を一部解明したことになる。 
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Ⅴ．まとめ  

 

	
 本研究では、SERCA1の選択的スプライシングの制御について、また、その結果のス

プライスバリアント間の機能的差異について解析を行った。 

	
 SERCA1の選択的スプライシング制御の機構解析を行った第一章では、CELF1(図 2)、

PKC(図 3, 4) (PKCβⅡと PKCθ)のリン酸化による SERCA1のエクソン 22の挿入促進効果、

PKC分解による排除促進効果が明らかとなった。また、CELF1と PKCの関係について

は、PKCが CELF1を介して SERCA1のスプライシング制御を行うことが分かった (図

5)。 

	
 SERCA1 の機能解析を行った第二章では、筋強直性ジストロフィーにおける

SERCA1b の異常発現(図 11、図 12)を確かめ、SERCA1b では、ATPase 活性 (図 13A)、

それに依存して Ca2+輸送活性 (図 13B)が SERCA1aの約半分であることが分かった。生

化学的実験により、その活性差異は、ATP (図 14)或は Ca2+ (図 15)に対する親和性によ

るものではなく、小胞体内の Ca2+濃度に左右され、低 Ca2+濃度では活性差が見られない

ことが分かった (図 16)。また、立体構造解析を行うため、高次構造が正しい大量の

SERCA1bを得るために、(結果 2.3.7)アデノウイルスによる発現系を構築した。そして、

発現精製した大量の SERCA1b(図 17)を使用して E1・2Ca2+・ADP状態の SERCA1bの結

晶化に成功した (図 18, 19)。最後に、SERCA1の制御因子である SLNの mRNAレベル

での発現量と SERCA1bの発現促進の間に正の相関関係があることを見出した(図 20)。 

	
 本研究によって、これまで注目されてこなかった SERCA1b が、実は SERCA1a と異

なる性質を持ち、その異常発現が疾患に関わっている可能性が示された。SERCA1b を

はじめとする幼若型のスプライスバリアントが、発生過程において成人型に切り替わる

ことは多く知られているが、その調節機構や理由はまだはっきりと分かっていない。本

研究や先行研究を踏まえると、おそらく発生過程では、細胞質における最適な Ca2+濃度

が異なると推測される。SERCA に関しては、SERCA1~3 まで、生化学的手法で数多く

研究されている。今後、SERCA1b に関しても更なる詳細な解析がなされるであろう。

SERCA の立体構造解析は、現在のところ、自然界から大量に精製される SERCA1a を

除いてまだ研究が進んでいない。しかし、これからは、本研究でも使用したアデノウイ

ルスによる大量発現系の活用によって、SERCA のみでなく、膜タンパク質をはじめと

する、従来高次構造が正しいものを大量に得ることが困難であったタンパク質の構造解

析が加速していくと予想される。 
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