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Ⅰ.育 景

組織 非 特 異 型 ア ル カ リホ ス フ ァターゼ (tissue-

nonspeci丘calkalinephosphatase;TNSALP)は, グリ

コシルホスファチジルイノシ トール (GPI)を介して細

胞膜にアンカーされている酵素である｡本酵素の生理的

な役割として,硬組織石灰化,つまり歯や骨の形成 と維

持に関わるという仮説が1h tq'tm の実験系により古 くか

ら唱えられてきた｡さらに,TNSALP遺伝子の突然変

異により骨代謝に先天的異常をもつ ｢低ホスファターゼ

症｣が知られたことから,疾患 レベルにおいても硬組織

におけるTNSALPの重要性が裏付けられている｡

最近,ヒト胎盤型 ALPの Ⅹ線解析による立体構造を

基に,ヒトALPの他の3種のアイソザイム (組織非特

異型,小腸型,生殖細胞型)の 3次元立体構造モデルが

提出された｡その著 しい特徴は,大腸菌か ら晴乳類への

進化の過程で,ALPが 4個 日の金属 イオンであるカル

シウムイオンの結合部位を獲得 したことが挙げられる｡

大腸菌,噌乳類の ALPに共通 してみ られる2個の亜鉛

イオンと1個のマグネシウムイオンは触媒活性に必須な

金属イオンであ り,進化的に保存されているが,カルシ

ウムイオンの生理的意義はまだ明らかではない｡
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Ⅱ.目 的

低ホスファターゼ症は重症度と発症時期によって,局

産期型,乳児型,小児型,成人型,odonto型の5つに

分類される疾患である｡1999年に,Asp289-Val変異

(D289V)を有 し,周産期致死型低ホスファターゼ症 と

診断されたホモ接合体患者が報告された｡289番目のア

スパラギン酸側鎖におけるカルボキシル基はカルシウ

ムイオンの結合に直凄的に関わっていると推定される

ため,アスパラギン酸残基か らバ リン残基への置換は

TNSALPがカルシウムイオンに結合するのを妨げる可

能性が考えられる｡本研究では,Asp289-Val変異酵

素の分子的欠陥を分子生物学的手法で明らかにすること

を目的とした｡

Ⅲ.方 法

野生型酵素の cDNAを鋳型に,変異酵素 D289Vを部

位特異的突然変異法 を用いて作製し,COS-1細胞に発現

させた｡これらの細胞に対し,野生型と変異型について,

酵素活性 ･細胞内局在 ･分子-の糖鎖修飾の差異を比較

検討した｡方法 として,p-ニ トロフェニルリン酸を基

質とした活性測定,アゾ色素法による活性染色,蛍光抗

体染色,放射性アミノ酸標識一免疫沈降法,ウェスタン

ブロッティング法を用いた｡また,変異タンパク質の分

解経路については,ユビキチンープロテアソーム系の関

与を検討するため,抗 TNSALP抗体で免疫沈降した変

異酵素をユビキチン抗体によるウェスタンブロッティン

グで検出を試みた｡また,同じくカルシウムイオンの配

位に関係する218番 目のグルタミン酸がグリシンに置換

した Glu218-Gly変異酵素 (E218G)についても解析

を行った｡

W.結果と考察

変異酵素 D289Vは,野生型のような分子量 80kDaの

成熟型 タンパク質がみ られず,66kDaの未熟型タンパ

ク質のみを発現 していた｡未熟型タンパクは,高分子凝

集体を形成しており,酵素活性をまったく示 さなかった

(図 1A,B)｡蛍光抗体染色では,野生型が細胞表面に発

現するのに対 して,大部分が小胞体に局在していた (図

2)｡ さらに,パルス/チェイス実験により,変異酵素

はチェイス中を通して酵素エ ンドH (エン ドーβ-N-ア
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セテルグルコサミニダーゼH)に感受性であることから,

中間ゴルジ嚢に到達できないことが示唆された｡

また,変異酵素 D289Vは, 3時間以上経過すると,

半分以上が分解されていた｡その分解経路を知るために

プロテアソーム阻害剤であるLLnLを添加すると,分解

が顕著に阻害された (図3)｡さらに,プロテアソーム

での分解に先んじて起こるとされている,ユビキチン化

を免疫沈降/ウェスタンブロッティング法にて解析 した

ところ,変異酵素 D289Vには多数のユビキチンが結合

していることが明らかとなった (図4)｡
これ らのことより,変異酵素 D289Vは,生合成後,

適切な成熟化を受けず,次々とユ ビキチン/プロテア

ソーム分解系へ と送られることが示された｡組織非特異

型アルカリホスファターゼ遺伝子に本変異を有すると,

骨芽細胞に発現されないことから,硬組織石灰化に対 し

酵素の正 しい機能が発揮されないと考えられる｡

また変異酵素 E218Gについても,やはりポリユビキ

チン化を受けプロテアソームで分解 されることを示 し

た｡これらの結果から,本酵素分子のフォールデイング

や会合においてカルシウムイオン結合が必須であり,結

合能を喪失した変異酵素は正常な立体構造の構築による

触媒能の獲得ができずに異常タンパク質として細胞内で

分解されるために (図5),低ホスファターゼ症を引き

起こすものと考察された｡

図1.野生型酵素と変異酵素D289Vにおける

アルカリホスファターゼ活性

図2.蛍光抗体染色法による酵素の細胞内局在

細胞表面 (界面活性剤(-)),細胞内 (界面活性剤(+))
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図3.変異酵素D289Vはプロテアソーム阻害剤に

より分解が抑制される

図4.変異酵素D289Vはポリユビキチン化を

受ける

図5.野生型酵素と変異酵素D289Vの細胞内

輸送の違いを示した模式図 r
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