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（牛バンド3 (AEl)欠損症における優性遺伝球状赤血球症発症の分子機構）

学位論文内容の要旨

    ヒトと動物で、AE1（アニオン交換輸送体anion exchanger1、バンド3）遺伝子の様々

な変異が赤血球膜AE1の減少をもたらし、代表的な先天性溶血性貧血である遺伝性球状赤血球

症発症の原因となることが知られる。AE1減少の程度と病態はそれぞれの変異により異なるが、

ほとんどの場合、球状赤血球症は優性の遺伝様式をとる。ところが、AE1タンパク質含量の低

下、ならびに赤血球病態の優性遺伝をもたらす分子機構はいずれも不明である。黒毛和種牛の

バンド3欠損症(band 3Bo、.Ymgat。）は、AE1遺伝子のナンセンス変異(R664X変異）に起因する疾

患であり、ホモ接合型ではAE1の完全欠損による重度の赤血球形態異常を、またへテロ接合型

ではAE1の部分欠損による典型的な球状赤血球症を生じ、やはり優性の遺伝様式を示す。本研

究の目的は、このAE1のR664X変異がどのようにして赤血球AE1含量の低下を生じるのか、ま

た、なぜ赤血球病態が優性遺伝するのか、その分子機構を解明することである。

    第1章では、正常AEl (WT AEl)とR664X AE1をK562、あるいはHEK293細胞とカエル卵母

細胞に発現させて、それらの発現動態と細胞内分布とを解析した。K562細胞の安定発現系にお

いてR664X変異体は著しく不安定で合成後早期に分解された。また、WT AE1と共存させるとヘ

テロオリゴマーを形成し、WT AE1の膜移行を低下させ、また分解を促進した。卵母細胞に発現

させたWT AE1によるアニオン輸送は、R664X AE1存在下で特異的に抑制された。さらに、R664X

AE1はK562、HEK293の両者で、主に小胞体(ER)に局在し、プロテアソーム系によるER関連分

解(ERAD)を受けることが明らかになった。これらの知見は、R664X AE1がWT AE1の機能的発現

に対 して ドミ ナン トネガ ティ ブな 作用を有することを実証するものである。

    次に、第2章では、このAE1分解系の性状について、ユビキチン化されてERAD基質とな

ることが知られるCFTR (cystic fibrosis transmembrane conductance regulator)の変異体

DF508-CFTRと比較・検討を行った。その結果、K562、HEK293、いずれの細胞ともAE1のユビキ

チン化は検出できず、AE1のERADはユビキチン非依存性に生じることが示唆された。また、プ

ロテアソーム阻害下でDF508－CFTRが大きな細胞質凝集塊アグリソームを形成するのに対し、

AE1は散在するERへの集積が認められ、AE1の分解に際しては、プロテアソームが分解に加え
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て細胞質への逆行輸送にも関与する可能性が示された。さらに、牛AE1が舮結合型糖鎖を持た

ないことを実証し、逆に舮結合型糖鎖付加変異体(P661S/R664X)がR664Xと同様の細胞内動態

を示すことと併せてAE1のERADが舮結合型糖鎖の認識と無関係に生じることを明らかにした。

これらの性状は、主にDF508－CFTRについて知られてきた膜内在性タンパク質のプロテアソー

ム系分解の性質と大きく異なり、ERADの新しい分子認識・分解の機構の存在を示唆するもので

ある。

    最後に第3章において、band 3B。v．Y…  gat。の赤血球病態に特徴的な膜骨格タンパク質アンキ

リンの減少が生じる機序を、HEK293細胞にWT、あるいはR664X AE1とEGFP一AnkN90 (enhanced

green fluorescent proteinで標識したN末端側90 kDaのAE1結合ドメイン）を導入して検討

した。WT AE1との共存下ではEGFP－-AnkN90は主に細胞膜に分布が認められた。対照的に、R664X

AE1とEGFP―AnkN90の両者を発現する細胞のほとんどで、EGFP－AnkN90はR664X AE1と同じく

ERに分布し、細胞膜への局在は認められなかった。また、これらの細胞ではEGFP一AnkN90と

AE1との特異的な相互作用が確認され、さらにプロテアソーム阻害によりEGFP一AnkN90の分解

が抑制された。したがって、ERに留まりERADにより分解されるR664X AE1は、特異的な結合

によりEGFP一AnkN90と複合体を形成し、その細胞膜移行を低下させるとともに分解を促進する

と考えられる。

    以上の知見から、R664X AE1が正常AE1分子、ならびにAE1とERにおいて特異的に結合

するアンキリンの両者の機能的発現に対してドミナントネガティブな相互作用を発揮するこ

とが、この変異に起因する牛の球状赤血球症優性遺伝の分子機構であることが実証された。さ

らに、この作用には、従来の知見とは異なる認識・分解機構をもつAE1のプロテアソーム系ERAD

による品質管理が重要な役割をもっことが明らかになった。
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学位論文審査の要旨
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    学位論文題名
    IVIolecular Pathogenesis for Dominant Hereditary
Spherocytosis Associated with Band3Deficiency in
Cattle Due toANonsense IVIutation of The AEl gene

（牛バンド3 (AEl)欠損症における優性遺伝球状赤血球症発症の分子機構）

  ヒトと動物で、AEl (anion exchanger1、バンド3）遺伝子の様々な変異が赤血球膜AE1の減少をもた
らし、代表的な先天性溶血性貧血である優性の遺伝性球状赤血球症発症の原因となることが知られる。し
かし、AE1夕ンパク質含量の低下、ならびに赤血球病態の優性遺伝をもたらす分子機構はいずれも不明で
ある。黒毛和種牛のバンド3欠損症(band 3Bo丶・.Yam。gata)は、AE1遺伝子のナンセンス変異(R664X変異）に起
因して典型的な優性遺伝球状赤血球症と溶血性貧血を生じる。本研究は、このR664X変異が赤血球AE1

含 量 の低 下 と 赤血 球 病 態の 優 性遺 伝 を 生じ る 分子機構 の解明を 目指した ものであ る。
  第1章では、正常AEl (WT AE1）とR664X AE1をK562細胞、HEK293細胞、あるいはカエル卵母細胞
に発現させて、それらの発現動態と細胞内分布とを解析した。K562細胞の安定発現系においてR664X変
異体は著しく不安定で合成後早期に分解された。また、WT AE1と共存させるとへテロオリゴマーを形成
してWT AE1の膜移行を低下させ、また分解を促進した。卵母細胞に発現させたWT AE1によるアニオ
ン輸送は、R664X AE1存在下で特異的に抑制された。さらに、R664X AE1はK562、HEK293の両者で、
主に小胞体(ER)に局在し、プロテアソーム系によるER関連分解(ERAD)を受けることが明らかになった。

これらの知見は、R664X AE1がWT AE1の機能的発現に対してドミナントネガティブな作用を有するこ
とを実証するものである。
  次に、第2章では、このAE1分解系の性状について、ユビキチン化されてERAD基質となることが知
られるCFTR (cystic fibrosis transmembrane-conductance regulator)の変異体AF508-CFTRと比較・検討を行つ
た。その結果、K562、HEK293、いずれの細胞ともAE1のユビキチン化は検出できず、AE1のERADは
ユビキチン非依存性に生じることが示唆された。また、プロテアソーム阻害下でAF508－CFTRが大きな細
胞質凝集塊アグリソームを形成するのに対し、AE1は散在するERへの集積が認められ、AEIの分解に際
しては、プロテアソームが分解に加えて細胞質への逆行輸送にも関与する可能性が示された。さらに、AE1
のM結合型糖鎖付加変異体(P661S/R664X)がM結合型糖鎖をもたないR664Xと同様の細胞内動態を示す
ことから、AEIのERADがN-結合型糖鎖の認識と無関係に生じることを明らかにした。これらの性状は、
主にAF508-CFTRについて知られてきた膜内在性タンパク質のプロテアソーム系分解の性質と大きく異な
り、ERADの新しい分子認識・分解の機構の存在を示唆するものである。
  最後に第3章において、band 3Ba丶Yamagataの赤血球病態に特徴的な膜骨格タンパク質アンキリンの減少が
生じる機序を、HEK293細胞にWT、あるいはR664X AE1とEGFP-AnkN90 (enhanced green fluorescent protein
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で標識したN末端側90 kDaのAEI結合ドメイン）を導入して検討した。WT AE1との共存下では
EGFP-AnkN90は主に細胞膜に分布が認められた。対照的に、R664X AE1とEGFP-AnkN90の両者を発現
する細胞のほとんどで、EGFP・AnkN90はR664X AE1と同じくERに分布し、細胞膜への局在は認められ
なかった。また、これらの細胞ではEGFP-AnkN90とAE1との特異的な相互作用が確認され、さらにプロ
テアソーム阻害によりEGFP-AnkN90の分解が抑制された。したがって、ERに留まりERADにより分解

されるR664X AE1は、特異的な結合によりEGFP-AnkN90と複合体を形成し、その細胞膜移行を低下させ、
また分解を促進することが示唆された。
  本研究は、band 3Bo丶Yamagataにおける赤血球病態が、正常AE1とアンキリンの機能的発現に対するR664X
AE1のドミナントネガティブな作用に起因すること、さらにその作用には、従来の知見とは異なる認識・
分解機構をもつAE1のプロテアソーム系ERADによる品質管理が重要な役割をもつことを明らかにした
ものであり、広く遺伝性膜疾患発症の分子機構解明に貢献すると期待される。したがって、審査員一同は、
上記博士論文提出者伊東大介の博士論文が北海道大学大学院獣医学研究科規程第6条の規定による本研
究科博士論文審査等に合格と認めた。
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