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1 要旨 

低汗性外胚葉形成不全症 (hypohidrotic ectodermal dysplasia: HED)は、低汗症、乏歯症

乏毛症を特徴とする遺伝性疾患である。本疾患の家系のほとんどが X 連鎖劣性 (X-linked 

recessive: XR)の遺伝形式を示すが、稀に常染色体優性 (autosomal dominant: AD)または常

染色体劣性 (autosomal recessive: AR)の遺伝形式を示す家系も存在する。XR の HED は

EDA遺伝子の変異で発症し、AD/ARのHEDはEDARまたはEDARADD遺伝子のいずれか

の変異で発症する。現在までに、EDAおよび EDARの変異に関してはHEDの発症機序が明ら

かにされてきたが、EDARADD の変異がどのように HED を引き起こすかについての情報は乏し

かった。 

本研究では、過去に HEDの家系に同定された EDARADD遺伝子変異のうち、ADの遺伝形

式を示す p.D120Y、p.L122R、p.D123N と、ARの遺伝形式を示す p.E152Kに着目し、培養細

胞レベルでさまざまな解析を行った。EDARADD は、シグナル伝達の主要分子である TRAF6 と

結合し、最終的に下流のNF-κBを活性化させるが、ADの変異型EDARADDはNF-κBの活性

化能を著しく喪失していた。一方で、AR の変異型 EDARADD の同活性化能の低下は軽度だっ

た。また、解析した全ての変異型 EDARADD は、EDAR および野生型 EDARADD との親和性

を維持していたが、ADの変異型 EDARADD は、EDAR と野生型 EDARADD との相互作用を

dominant negative効果によって阻害することを明らかにした。さらに、ADの変異型EDARADD

は TRAF6 との結合能を完全に失い、ARの変異 EDARADD も野生型に比べて TRAF6 との結

合能が低下することを示した。 

HEDにおける臨床型と遺伝子型の相関関係は未だ明らかではないが、本研究で得られた知見

は、EDARADD遺伝子変異と HEDの発症メカニズムの関連性の一端を解明したといえる。 

 

 

2 背景と目的 

HED は、毛包、歯牙、エクリン汗腺の形成異常を 3 徴候とする先天性疾患である。臨床的な特

徴としては、前額部の突出、鞍鼻、眼囲の色素沈着、下口唇の外反、耳介低位などの顔貌異常が

認められ（図 1）、一部の患者では、爪の低形成や掌蹠角化症なども呈しうる 1, 2。大部分の HED

は X連鎖劣性遺伝 (Online Mendelian Inheritance in Man [OMIM] 305100)だが、常染色

体優性 (OMIM 129490)あるいは劣性遺伝 (OMIM 224900)の家系も存在する。X連鎖劣性遺

伝の HEDは X染色体に局在する ectodysplasin A (EDA)遺伝子の変異により生じる 3。本邦に

おいても HEDのほとんどが X連鎖劣性遺伝形式を示すために患者の多くが男性で、EDA 遺伝
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子に病的変異が同定されている 1。一方、常染色体遺伝性のHEDは、ectodysplasin A receptor 

(EDAR)4または EDAR-associated death domain (EDARADD)遺伝子 5,6の変異で生じる。

EDA遺伝子は、選択的スプライシングにより複数のⅡ型膜貫通型蛋白の isoform をコードするが、

これらの中で EDA-A1が最も多くのアミノ酸残基から構成される 7。EDA-A1は、tumor necrosis 

factor (TNF)リガンドスーパーファミリーに属する蛋白であり 7-9、N末端側の膜貫通ドメインを介し

て細胞膜に局在しているが、furin という蛋白分解酵素によって細胞外ドメインが細胞膜から遊離

されることでリガンドとして作用する（図 2）10。EDAR は、TNF 受容体スーパーファミリーに属する

Ⅰ型膜貫通型蛋白であり、細胞内にデスドメイン (death domain: DD)を有するだけでなく、細胞

外にはシステインが豊富なドメインを持つ 11。また、EDARADDは C末端に DDを有する 5。重要

なことに、EDARはEDA-A1の特異的な受容体であり 12、EDARADDはEDARのアダプター蛋

白であることが明らかになっている 5。EDA-A1 は EDAR の細胞外ドメインと結合し、EDAR と

EDARADD は DD を介して細胞質内で相互に作用する 13。さらに EDARADD は TNF 

receptor-associated factor 6 （TRAF6）などのシグナル伝達の主要蛋白に結合し、最終的に下

流の nuclear factor （NF）-κBが活性化され 14、外胚葉形成にかかわる多数の遺伝子の発現を

誘導する （図 2）2,15。このように、EDAR シグナル伝達系において、EDA-A1、EDAR および

EDARADDは機能的に密に関連する”key players”であるため、いずれに異常が生じても HED

を発症するのである。 

過去の研究で、EDA遺伝子とEDAR遺伝子の変異によるHEDの発症メカニズムはかなり明ら

かになったが 16-21、EDARADD 遺伝子変異による発症メカニズムついてはほとんど未解明だった。

また、これまでに同定されたEDARADD遺伝子変異の数は限られており、多くがミスセンス変異だ

った 5,6,22,23。これらのミスセンス変異の中で、p.D120Y, p.L122R, p.D123Nは常染色体優性遺伝

形式を示し 6,22,23、p.E152K は常染色体劣性遺伝形式を示していた 5。重要なことに、これらの変

異はすべて EDARADDの DD内か DDの近傍に局在していた （図 3）24。 

本研究では、上記 EDARADD遺伝子変異による HEDの発症機構を明らかにするため、培養

細胞を用いて一連の生化学的解析を行った。 
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図 1. 低汗性外胚葉形成不全症の臨床像 

EDA遺伝子に病的変異が同定された成人男性。乏毛症に加え、前額部の突出、鞍鼻、眼周囲の色素

沈着、鞍鼻、口唇の肥厚などの顔貌異常を呈す。    

 

 

図 2. EDAR シグナル伝達系の模式図 

EDA-A1/EDAR/EDARADDの下流では TRAF6などの様々な分子が作用し、最終的に転写因子

NF-κBの活性化につながり、外胚葉形成に重要な多数の遺伝子の発現が誘導される。 
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図 3. EDARADDの模式図と本研究で解析した変異の位置。（参考文献 24 より引用） 

全ての変異が EDARADDの death domain (DD)内または DDの近傍に局在している。 

*は TRAF6が結合すると考えられるドメイン（27-31番目のアミノ酸残基； Pro-Val-Glu-Asp-Thr）を

示す。AD：autosomal dominant inheritance； AR：autosomal recessive inheritance。 

 

 

3 方法 

1) 発現ベクターの作製 

N 末 端 に Flag-tag を 付 け た 全 長 の 野 生 型 EDAR を 発 現 す る ベ ク タ ー 

(pCXN2.1-Flag-EDAR-Wt) 、N 末端に myc-tag を付けた野生型 EDAR の細胞内領域 

(intracellular domain: IC)を発現するベクター (pCXN2.1-myc-EDAR-IC-Wt)、N 末端に

Flag-tag ま た は myc-tag を 付 け た 野 生 型 EDARADD を 発 現 す る ベ ク タ ー

(pCXN2.1-Flag-EDARADD-Wt, pCXN2.1-myc-EDARADD-Wt)、N末端に hemagglutinin 

(HA)-tag を付けた野生型 TRAF6 を発現するベクター (pCXN2.1-HA-TRAF6-Wt)は、我々の

研究グループによる過去の研究で既に作製されていた 21, 25。pCXN2.1-Flag-EDARADD-Wtベ

クターを鋳型として使用し、EDARADD 遺伝子の塩基配列を polymerase chain reaction 

(PCR)によって増幅した。この際、HA-tag の塩基配列を導入した forward primer 

(5′-AAAGCGGCCGCCATGTACCCCTACGACGTGCCCGACTACGCCATGGGC 

CTCAGGACGACTA-3′)と reverse primer (5′-AAAGGTACCTAGAAGTGCCTGGAGG 

GGTC-3′)を用いた。PCR 産物は pCXN2.1 ベクター26 の NotI と KpnI サイトに組み込み、

pCXN2.1-HA-EDARADD-Wt ベクターと命名した。次に、QuikChange site-directed 

mutagenesis kit (Agilent Technologies)を用いて、pCXN2.1-Flag-EDARADD-Wtベクター

にミスセンス変異 c.358G>T (p.D120Y)、c.365T>G (p.L122R)、c.367G>A (p.D123N)および

c.454G>A (p.E152K)をそれぞれ導入した。変異導入のために使用したプライマーを表 1 に示す。

26-35番目のアミノ酸残基が欠損した変異型EDARADDを発現するベクターを作製するために、

N末端に Flag-tag をつけた EDARADDの 1-25番目のアミノ酸残基をコードする塩基配列およ

び 36-215番目のアミノ酸残基をコードする塩基配列をそれぞれpCXN2.1-Flag-EDARADD-Wt
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ベ ク タ ー か ら PCR で 増 幅 さ せ た 。 前 者 で は forward primer 

(5′-AAAGCGGCCGCCACCATGGATT 

ACA-3′)と reverse primer (5′-CTCAAGCTTTACCATATGATCCTCTTGG-3′)を用い、後者で

は forward primer (5′-CTCAAGCTTTCCTTTAATATGTCAGACAAATATCC-3′) と reverse 

primer (5′-AAAGGTACCTAGAAGTGCCTGGAGGGGTC-3′)を用いた。2 つの PCR 産物を

HindIII サイトで連結後、pCXN2.1 ベクターの NotI と KpnI サイトに組み込んだ。なお、作製

した全てのベクターの塩基配列をサンガー法で確認し、実験に用いた。 

 

表 1. PCRで使用したプライマー（参考文献 24より引用） 

 

 

2) 細胞培養と NF-κB レポーターアッセイ 

10％ウシ胎児血清 (Life Technologies)と100IU/mlペニシリン、100 µg/ml ストレプトマイシン

を加えた Dulbecco's modified Eagle's medium (Life Technologies)で HEK293T細胞を培養

した。トランスフェクションの前日に HEK293T 細胞を 12 well plate に撒いた。Lipofectamine 

2000 (Life Technologies)を用いて、野生型と変異型の pCXN2.1-Flag-EDARADDベクター、

pCXN2.1-Flag-EDAR-Wtベクター、空の pCXN2.1 ベクター（それぞれ10-30 ng）とともに、50 

ng のpNF-κBLuc ベクター (Clontech)を各wellにトランスフェクションした。さらに、トランスフェ

クションの効率を標準化するために、50 ng の β–galactosidase のレポーターベクター 

(Promega)も共にトランスフェクションした 27。トランスフェクションの30時間後に細胞溶解液を回収

してアッセイに用いた。ルシフェラーゼ活性は、Luciferase Assay System (Promega)と

Luminescencer-Octa (ATTO Corporation)を使用して測定した。β–galactosidase活性は、β–

galactosidase Enzyme Assay System (Promega) と、Model 680 microplate reader 

(Bio-Rad Laboratories)を用いて、415nmの吸光度で測定した。各条件を triplicateで実施し、

さらに 3 回の同様の実験の代表データを提示した。各データについては、標準誤差で表し、一元

配置分散分析を行い、Turkey’s HSD testで事後解析を行った。p<0.05を統計学的に有意差あ
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りと判定した。 

 

3)  共免疫沈降法と western blot (WB) 

 HEK293T 細胞をトランスフェクションの前日に 6 well plate に撒いた。myc-EDAR-IC、

Flag-EDARADD、myc-EDARADD、HA-EDARADD、HA-TRAF6 の発現ベクター (各 1.0 

μg)を、Lipofectamine 2000 (Life Technologies)を用いてトランスフェクションした。それぞれの

総ベクター量は空の pCXN2.1 ベクターを加えて統一した。トランスフェクションの 24 時間後、培

養細胞を回収して溶解バッファー (20 mM Tris-HCl (pH 7.5), 137 mM NaCl, 10% Glycerol, 

2mM EDTA, 0.5% Triton X、1× Protease Inhibitor Cocktail (Takara Bio))でホモジェナイズ

した。その後、サンプルを4℃, 15,000 gで15分間遠心分離し、上清を細胞溶解液として回収した。

各溶解液はマウスモノクローナル抗 DDDDK (Flag)抗体アガロースゲル (MBL International)、

またはマウスモノクローナル抗HA抗体アガロースゲル (Sigma-Aldrich)とともに、4℃で 2時間イ

ンキュベートさせて免疫沈降を行った。アガロースゲルは溶解バッファーで 4 回洗浄し、沈降した

蛋白を 4XLDS sample buffer と 10Xreducing agent (Life Technologies)で溶出し、75℃，10

分で熱変性させた。続いて4-12% NuPAGE ゲル (Life Technologies)での電気泳動とWBを過

去の研究の方法に従って行った 28。使用した一次抗体は、ウサギポリクローナル抗 myc 抗体 

(diluted 1:1,000; MBL International)、ウサギポリクローナル抗 DDDDK (Flag)抗体 (diluted 

1:1,000; MBL International)、ウサギ抗HAポリクローナル抗体 (diluted 1:3,000; Abcam)で

ある。それぞれの実験は計３回行った。共沈した myc-EDAR-IC の蛋白量は Image J (http:// 

rsbweb.nih.gov/ij/)を用いて定量し、結果をDunnett’s t-testで解析した。p<0.05を統計学的に

有意と判定した。 

 

 

4 結果 

1)  変異型 EDARADD蛋白はその下流の NF-κBの活性を低下させた。 

 まず、野生型または変異型の EDARADD を HEK293T 細胞内でそれぞれ過剰発現させ、

NF-κBレポーターアッセイを行った。野生型EDARADDと比較し、4つの変異型EDARADDで

はルシフェラーゼ活性が有意に低く、特に優性遺伝性変異型である p.D120Y、p.L122R、

p.D123Nではその傾向が強いことがわかった（図 4a）。次にEDARを共発現させた系で NF-κB

レポーターアッセイを行った。EDAR を野生型 EDARADD と共発現させるとルシフェラーゼ活性

は顕著に上昇したが、優性遺伝性変異型EDARADDと共発現させた場合はわずかしか上昇しな
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かった（図4b）。劣性遺伝性変異型のp.E152Kの場合では、ルシフェラーゼ活性は比較的高かっ

たが、野生型と比べると有意に低下していた（図 4b）。 

 

図 4. NF-κB レポーターアッセイの結果（参考文献 24より引用） 

変異型 EDARADDでは統計学的に有意に NF-κBの活性が低下した。p < 0.05 を統計学的有意差

ありと判断した。 

 

 

 

2) 優性遺伝性変異型 EDARADD は、EDAR が過剰発現した条件下では野生型

EDARADDの活性を低下させた。 

 変異型の EDARADD が野生型の EDARADD の機能に影響を与えるかどうかを調べるために

追加の NF-κB レポーターアッセイを行った。まず、EDARADD の野生型といずれかの変異型の

組み合わせで過剰発現させた場合、4つの変異型 EDARADD はすべて野生型 EDARADD に

よるルシフェラーゼ活性を低下させなかった（図 5a）。次に、EDAR を共発現させた条件で同アッ

セイを行った。この条件において、野生型 EDARADD を優性遺伝性変異型 EDARADD

（p.D120Y, p.L122R, p.D123N）と共発現させた場合、野生型 EDARADDのみを発現させた場

合と比較してルシフェラーゼ活性が軽度だが統計学的に有意に低下した（図 5b）。これに対し、劣

性遺伝型の EDARADD （p.E152K）では、野生型 EDARADD による NF-κB の活性を低下さ

せなかった（図 5b）。すなわち、優性遺伝性変異型 EDARADD は野生型 EDARADD に対して

dominant negative 効果を発揮しうることが示された。しかしながら、この効果は変異型

EDARADDの容量依存性には増強されなかった（図 5c）。 
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図 5. 優性遺伝性変異型の EDARADDは、EDAR を共発現させた条件下で野生型 EDARADDに

より誘導された NF-κBの活性をわずかに低下させた。（参考文献 24 より引用） 

(a) EDARADDのみを過剰発現させた場合、変異型 EDARADDは野生型 EDARADD によって誘

導されたルシフェラーゼ活性を低下させなかった。 

(b) EDAR を共発現させた場合、優性遺伝性変異型 EDARADD は野生型 EDARADD による

NF-κB活性を軽度低下させたが、劣性遺伝性変異型 EDARADDは同活性を低下させなかった。 

（c） 優性遺伝性変異型 EDARADD は野生型 EDARADD によって誘導された NF-κB の活性を低

下させたが、その効果は用量依存性には増強されなかった。 

p < 0.05を統計学的有意差ありと判断した （N.S.：統計学的有意差なし）。 
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3) 変異型 EDARADDは EDAR と野生型 EDARADD との親和性を維持していた。 

 変異型 EDARADD によって NF-κB の活性が低下するメカニズムをさらに調べるために、野生

型と変異型の Flag-EDARADD と、myc-EDAR-IC の間で共免疫沈降を行った。すると、全ての

変異型EDARADDはEDARとの結合能を維持していた（図 6）。次に、野生型EDARADD同士

の結合能について検討した結果、野生型EDARADDは互いに結合して重合する性質を有するこ

とが示された（図 7）。そこで、変異型EDARADDでは野生型EDARADDとの結合能が保たれる

のかどうかを調べることにした。野生型または変異型の Flag-EDARADD と、野生型の

myc-EDARADD の間で共免疫沈降を行ったが、解析した全ての変異型 EDARADD は野生型

の EDARADD と結合した（図 8）。 

 

図 6. 変異型 EDARADDは EDAR との親和性を維持していた。（参考文献 24より引用） 

Flag-EDARADD とmyc-EDAR-ICの共免疫沈降の結果。免疫沈降は抗 Flag抗体アガロースゲル

を用いて施行した。myc-EDAR-ICは野生型および全4種の変異型Flag-EDARADDと共沈降した。 
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図 7. EDARADD同士は重合する。（参考文献 24 より引用） 

(a) Flag-EDARADD（野生型）を HEK293T細胞で過剰発現させ、非還元または還元条件下で、細

胞溶解液を 4-12% NuPAGE ゲルで電気泳動し分離した。その後、抗 Flag抗体を用いて western 

blot（WB）を行った。二量体、三量体、四量体を示すバンドが非還元条件で認められた。WBでのコン

トロールとして抗 βアクチン抗体を用いた。 

(b) Flag-EDARADD （野生型）、myc-EDARADD （野生型）、HA-EDARADD （野生型）を共発

現させた系で抗 Flag抗体アガロースゲルを用いて共免疫沈降を行ったところ、myc-EDARADD、

HA-EDARADDは Flag-EDARADD と共沈降した。これは、EDARADD同士が少なくとも 3量体を

形成することを示している。 
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図 8. 変異型 EDARADDは野生型 EDARADD との親和性を維持した。（参考文献 24 より引用） 

Flag-EDARADDとmyc-EDARADD （野生型）の共免疫沈降の結果。免疫沈降は抗Flag抗体アガ

ロースゲルを用いて施行した。myc-EDARADD（野生型）は野生型および全 4 種の変異型

Flag-EDARADD と共沈降した。IP: immunoprecipitation； WB： western blot。 

 

 

4) 優性遺伝性変異型EDARADDはEDARと野生型EDARADDとの相互作用を妨げた。 

  図 8の結果をもとに、変異型の EDARADDの中には、野生型 EDARADD と強固に結合する

ことにより、EDAR と野生型 EDARADD との相互作用に影響を及ぼすものがあるのではないかと

予想した 。 この仮説を検証するために 、myc-EDAR-IC 、野生型または変異型の

Flag-EDARADD、野生型の HA-EDARADD を HEK293T 細胞で過剰発現させ、溶解液を抗

HAアガロースゲルで免疫沈降させた。予想通り、野生型のHA-EDARADDを過剰発現させた場

合、myc-EDAR-ICとFlag-EDARADD両者の共沈降が認められた（図 9a）。しかしながら、特記

すべきことに、免疫沈降で共沈した myc-EDAR-IC の量は、優性遺伝性変異型の

Flag-EDARADD （p.D120Y, p.L122R, p.D123N）を過剰発現させた場合に有意に低下した

（図 9a, b）。一方で劣性遺伝性変異型（p.E152K）の場合は、myc-EDAR-IC と野生型
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HA-EDARADDの相互作用に影響を及ぼさなかった （図 9b）。 

 

図 9. 優性遺伝性変異型 EDARADDは EDAR と野生型 EDARADDの相互作用を阻害した。（参

考文献 24より引用） 

(a) myc-EDAR-IC、Flag-EDARADD （野生型または変異型）、HA-EDARADD （野生型）を

HEK293T細胞で共発現させ、細胞溶解液を抗 HAアガロースゲルで免疫沈降を行った。沈降した

myc-EDAR-ICの量は、優性遺伝性変異型 EDARADD を過剰発現させたときに有意に低下した。 

(b) 沈降したmyc-EDAR-IC (図 9a最上部)の量を ImageJ.で定量した。p < 0.05を統計学的有意差

ありと判断した（*）。1-5の数字は、図 9aで示した列の数字に対応している。 

N.S.： 統計学的有意差なし。IP: immunoprecipitation； WB： western blot。 

 

 

5） 優性遺伝性変異型 EDARADDは TRAF6に対する結合能を喪失した。 

 EDARADD の 27-31 番目のアミノ酸残基 （Pro-Val-Glu-Asp-Thr）は TRAF6 の結合配列

（Pro-X-Glu-X-X）と推測されていた （図 3）29, 30。EDARADDが実際にこの部分で TRAF6 と結

合することを確かめるために、26-35 番目のアミノ酸残基が欠損した変異型 EDARADD

（Flag-EDARADD-Δ26_35 ）の発現ベクターを作製した。共免疫沈降では、この変異型

EDARADDは TRAF6との相互作用を完全に失った（図 10a）。つまり 27-31番目のアミノ酸残基
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は TRAF6 の結合領域であることが証明された。しかし、この結合領域以外で生じた EDARADD

変異も TRAF6 との親和性に影響を及ぼすのではないかと仮説を立てた。興味深いことに、

HA-TRAF6 と、野生型または変異型の Flag-EDARADD で免疫沈降を行ったところ、優性遺伝

性変異型 （p.D120Y, p.L122R, p.D123N）はTRAF6との結合能を完全に失っていた （図10b）。

一方で劣性遺伝性変異型 （p.E152K）については、TRAF6 との結合能は示したものの、共沈し

た HA-TRAF6 の量はわずかに減少していた （図 9b）。すなわち、TRAF6 と p.E152K 変異型

EDARADDの結合能は、TRAF6と野生型EDARADDの結合能よりも低下していることが示唆さ

れた。 

 

図 10. TRAF6 と変異型 EDARADDの親和性は低下していた。（参考文献 24より引用） 

(a) HEK293T細胞内で、HA-TRAF6を Flag-EDARADD （野生型または 26-35番目のアミノ酸残

基が欠損した変異型）とともに共発現させ、細胞溶解液を抗 HA 抗体アガロースゲルで免疫沈降を行

った。欠損型 EDARADDは TRAF6 との親和性を失っていた。 

(b) HA-TRAF6 と Flag-EDARADD （野生型または変異型）を HEK293T細胞内で共発現させ、細

胞溶解液を抗 Flag 抗体アガロースゲルで免疫沈降を行った。優性遺伝性変異型 EDARADD は

TRAF6との結合能を完全に失っていたが、劣性遺伝性変異型EDARADDではその低下はわずかで

あった。IP: immunoprecipitation； WB： western blot。 
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5 考察 

本研究では、過去に常染色体優性または劣性遺伝のHEDを引き起こすと報告されていた計 4

種の EDARADD遺伝子のミスセンス変異の詳細な機能解析を培養細胞レベルで行った 5, 6, 22, 23。

本研究を通じ、優性遺伝性変異型 EDARADD と劣性遺伝性変異型 EDARADDではそれぞれ

異なる特徴があることを明らかにすることができた。まず、優性遺伝性変異型では下流のNF-κBの

活性化能はほとんど失われていた一方で、劣性遺伝性変異型ではその喪失の程度は軽度だった

（図 4）。この結果を支持するように、優性遺伝性変異型EDARADDはTRAF6との結合能を完全

に失っていたが、劣性変異型では若干の結合能の低下を認めたのみだった （図 10b）。これらの

結果から、NF-κBの活性化能という観点から見ると、p.D120Y, p.L122R, p.D123Nはほぼ完全

な機能喪失型変異であり、p.E152Kは部分的な機能喪失型変異、いわゆる hypomorphic変異

であることが示唆される。本研究で解析した変異型 EDARADDが TRAF6 との結合能を喪失した

り、結合能を低下させたりするメカニズムはまだ明らかにはなっていない。これらすべての変異は、

N末端の TRAF6結合領域内には位置していなかったが （図 3、10a）、EDARADD蛋白の立体

構造を顕著に変化させ、結果としてその結合領域が隠された可能性が示唆される。この仮説をより

確固たるものにするためには構造解析が必要になるが、EDARADDの立体構造はどのデータベ

ースにも公開されていないため、検証することはできなかった。また、他の蛋白質で EDARADD と

類似したものは存在しないため、homology modellingを行うこともできなかった。 

重要なことに、NF-κB レポーターアッセイによって、優性遺伝性の変異型 EDARADDは

EDARの存在下では野生型EDARADDによるNF-κB活性を抑制したが （図 5b）、このことは、

p.D120Y, p.L122R, p.D123N変異は、単なる機能喪失型ではなく、野生型 EDARADDに対し

て dominant negative効果をもたらすことを示唆している （図 5b）。しかし、この効果は、別の実

験条件では認められなかったように、比較的弱いもののようである （図 5a）。また、少なくとも本研

究の条件下においては、野生型 EDARADDによって誘導されたルシフェラーゼ活性は変異型

EDARADDの用量に依存して抑制が強まらなかったことも、優性遺伝性の変異型EDARADDに

よる dominant negative効果は限定的であることを示唆している （図 5c）。なお、本研究では初

めて優性遺伝性変異型EDARADDがEDARと野生型EDARADDの相互作用を抑制または競

合することを示すことができた （図 9）。この現象は、p.D120Y, p.L122R, p.D123N変異が

dominant negative効果を発揮する機序の 1つであると考えられる。 

過去に他のグループによって行われた研究では、野生型 EDARADD と同様に、 p.D123N変

異型 EDARADDは EDARに結合したが 23、p.E152K変異型 EDARADDはほぼ完全にその

結合能を失っていたと報告されている 5。また、Bal らは、p.L122R変異型 EDARADDは EDAR
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との結合能が強く低下していたが、p.E152K変異型 EDARADDはその低下はわずかであったこ

とを報告した 6。本研究では、野生型 EDARADD と同様に、すべての変異型 EDARADDは

EDAR との結合能を野生型 EDARADD と同様に有していたが（図 6）、我々の結果からは、

EDARと変異型EDARADDとの親和性が変化することがHEDの主たる病態メカニズムではない

と考えられた。しかし、実験条件を変えると結果が変わる可能性があるため、EDARADD変異が

EDAR との親和性に影響を及ぼすかどうかという問題については、今後さまざまな条件下でさらな

る検討を要する。 

本研究で得られた結果を踏まえると、優性遺伝性変異型 EDARADDは野生型 EDARADD と

複合体を形成し、dominant negative効果によって野生型 EDARADD と EDARの相互作用を

阻害し、NF-κBの活性を低下させると考えられる （図 11）。また、ヘテロ接合型変異の状態（保因

者）であれば劣性変異型 EDARADDは野生型EDARADD と複合体を形成するが、EDAR と野

生型 EDARADDの親和性には影響せず、したがってHEDの臨床型を示さないとみられる。しか

しながら、ホモ接合型変異の状態であれば、おそらく変異型 EDARADD と TRAF6 との親和性が

野生型 EDARADD よりも弱いために NF-κBの活性が低下すると推測される （図 11）。変異型

EDARADD と TRAF6の相互作用が低下することが本当に重要かどうかを明らかにするためには、

EDARADD と TRAF6を共発現させた条件でNF-κB レポーターアッセイを行う必要があるが、

TRAF6を過剰発現させると、それ自体がNF-κBの活性を極めて顕著に高めて飽和状態に陥っ

てしまうために、他の蛋白を共発現させた際の変化を認めにくいという問題が残っている 25。 

もし遺伝子型と臨床型（特に疾患の重症度）の明らかな相関関係が認められれば有益な情報で

あるが、過去の論文において各変異で生じた臨床症状については限られた記載しかないため

5,6,22,23,31、本研究で判明した各変異の特徴と臨床症状を照合して検討することが困難だった。しか

しながら、本研究の結果は EDARADD遺伝子変異がHEDの発症機序を解明する一助になると

考える。 
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図 11. EDARADD遺伝子のミスセンス変異がもたらす HEDの想定される病態メカニズム 

健常人ではEDAR、EDARADD（野生型）、TRAF6は複合体を形成し、下流のNF-κBを活性化さ

せる （左）。優性遺伝性変異型 EDARADDは EDAR と EDARADD （野生型）の親和性を

dominant negative効果で阻害し、EDARADD （野生型）と TRAF6の相互作用を減弱させ、

NF-κBの活性を低下させる （中央）。劣性遺伝性変異型 EDARADDもNF-κBの活性を低下させる

が、おそらく TRAF6 との親和性低下によるものと思われる （右）。AD：autosomal dominant 

inheritance； AR：autosomal recessive inheritance。 
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