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Ⅰ . 育 景

低ホス フ ァ タ - ゼ 症は硬組織の低石灰化や
,
血清並び

に組織中の alk ali n e p h o s p h a t a s e 活性 の 低下 によ っ て特

徴付けられる稀な先天性代謝異常疾患で ある｡ R at h b a n

に よ っ て 1 9 48 年 に初めて報告され , 常染色体劣性遺伝

あるい はまれ に優性により遺伝し, そ の 原因は組織非特

異型ア ル カリ ホ ス フ ァ タ - ゼ 遺伝子 (tis s u e - n o n s p e ci丘c

alk alin e p h o s p h at a s e , T N S A L P) の 変異によ る こ とが既

に知 られ て い る ｡ 低 ホ ス フ ァ タ
- ゼ 症 の重篤度は血清中

の ア ル カリ ホ ス フ ァ タ - ゼ 活性 レ ベ ル に密ヨ妾な関係が あ

り, 血清中の酵素 レ ベ ル が低 い ほ ど発症時期が早く, し

かも重篤な症状と なり しば しば致死性である｡ 発症 の時

期により周産期型, 乳幼児型
,
小児型

,
成人型

,
歯限局

型に分類され
,
歯科学的には乳歯の 早期脱落を特徴と し

ており, 時折 これ が主た る現症とな っ て い る｡ 本症にお

ける乳歯の早期脱落はかなり高 い 原皮 で発現 し, 幼児型

の 患児の 7 5 % 以上 にみ られ ると いう報告もある｡ 骨疾

患の 顕著で ない もの では ,
こ の 歯科的所見が 唯

一

の 特徴

的な症状となるた め
,
歯科医が本疾患を最初に発見する

こ とも稀で はな い 1 ｡ しか し
, 歯科で は

一

般的に血液検

査は行わ な い の で
,
T N S A L P の 変異によ る歯牙 に限局

した症例は見過 ごされて い る可能性がある ｡

組織非特異塑 ア ル カリ ホ ス フ ァ タ
- ゼ ( T N S A L P)

は骨 の 形成に重要な役割を果た して い る こ と が以前か ら

推測され て い た が , 1 9 88 年 に骨 の 石灰化不全を主症状

289

と する低ホ ス フ ァ タ - ゼ 症 の 原因遺伝子が T N S A L P 遺

伝子である こ とが明らかと なり, 石灰化 におけるその 重

要性が確立 した ｡ ま た , 患者や T N S A L P ノ ッ ク ア ウ ト

マ ウス の 体液中でホ ス ホ エ タ ノ
ー

ル ア ミ ン , 無機ピ ロ リ

ン酸, ビリ ドキサ
ー

ル リ ン酸が著 しく増加する こ とが報

告され , それ らは T N S A L P の 天然 で の基質 で ある可能

性が高 い ｡ 3 種 の リ ン酸化合物の 中で も ハ イ ドロ キ シア

パ タイ ト形成の結晶毒と して知られ る無機 ピ ロ リ ン酸を

T N S A L P が 分解す る こ とで石灰化を促進 して い ると い

う説が本酵素の生理的な機能として有力にな っ てきて い

る ｡

Ⅱ . 目 的

ヒ ト T N S A L P は名前 の通り他 の組織特異型 アイ ソザ

イム (小腸型, 胎盤型, 生殖細胞型) とは異なり , 肝臓 , 骨 ,

腎臓 , 精巣, 線維芽細胞 ,
マ ク ロ フ ァ ー ジ など の 細胞

に広く発現 しており, 別名肝 / 骨 / 腎型酵素と も呼ばれ

る｡ 現在まで 1 8 4 もの 変異が同定されて い るが ,
その 突

然変異の 8 0 % は ミ ス セ ン ス 変異で あり, そ の 他ナ ン セ

ン ス 変異, フ レ
ー ム シ フ ト変異な ども知られて い る ｡ そ

の 中で も 4 06 番 目の バ リ ン ( Ⅴ) が アラ ニ ン ( A ) に置

換され た突然変異 は複合 ヘ テ ロ 接合体 ( v 4 06 A / A 99 T )

と し て, 2 0 01 年 に周産期型症例 で報告され た症例の 変

異で ある｡ 4 06 番目 の ア ミ ノ 酸は T N S A L P 構造 の ク ラ

ウ ン領域 に位置する が ,
こ の ク ラ ウ ン領域 は晴乳類以

外の ア ル カリ ホ ス フ ァ ク
ー ゼ に は存在 しな い 領域 であ

り, コ ラ
ー ゲ ン と相互作用す る部位であると考えられ て

い る ｡ ま た基質小胞か ら抽出された T N S A L P は こ の コ

ラ
ー

ゲ ン分子と の結合 によ っ て有機性基質に対する親和

性が増加す るこ とも報告されて い る｡ 従 っ て , 本変異

は T N S A L P 分子構造と機能 に何らか の 影響を引き起 こ

すと想定され る｡ 本研究では低 ホ ス フ ァ タ
- ゼ 症 の分子

病態機序の 解明を目的と して, こ の 変異酵素 T N S A L P

( v 4 0 6 A) (以下 V 4 0 6 A と 略す) に注目 し, 細胞及び酵

素 レ ベ ル で の 検討を行 っ た｡

Ⅲ . 方 法

一野生型酵素の c D N A を鋳型に, 変異酵素 v 4 0 6 A を部

位特異的突然変異法を用 い て作製 した 2 ｡ 始め に C O S -1

細胞を用 い た
一

過性 の 過剰発現 の実験系 にお い て解析を

行 い
,
さらに

,
より正常に近 い 発現系である条件発現細

胞株 (以 下 T e t- O n 細胞と略す) を樹立 した ｡ 方法と し
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て
, p- ニ ト ロ フ ェ ノ

ー ル を基質と して用い た酵素の 定量,

ア ゾ色素法に よる定性的な組織化学的染色 , 蛍光抗体染

色, 放射性アミ ノ酸標識 一 免疫沈降法, ウ エ ス タ ン ブ ロ ツ

テ ィ ン グ法を用い た ｡ ま た , 野生型と変異酵素を酵素学

的に厳密に比較検討する目的で野生型酵素と V 40 6 A の

両酵素を分泌型の 酵素と して C O S-1 細胞 に大量 に発現

させ た後 ,
精製 してその酵素学的な性格付 けを行 っ た ｡

Ⅳ . 結果 と考察

アル カリ ホ ス フ ァ タ
- ゼ 活性 の 定性的な組織化学的染

色に より V 40 6 A は野生型と 同様に細胞膜表面 に局在す

るこ とが観察され たが , 但 し, そ の染色 は野生型に比 べ

て弱か っ た ( 図 1 A ) ｡ さ ら に放射性 の アミ ノ 酸を用 い

た生合成実験(免疫沈降/ S D S -P A G E) お よ び P I - P L C ( ホ

ス フ ァ チ ジ ル イ ノ シ ト
ー

ル 特異的ホ ス ホリ パ
ー ゼ C) 潤

化実験 によ っ て ,
V 4 06 A は 8 0 k D a の 成熟型酵素と して

細胞表面に G P I ( グ リ コ シ ル ホ ス フ ァ チ ジ ル イ ノ シ ト
ー

ル) ア ン カ ー を介 して結合 して い る こ とが 明らか にな っ

た ｡
⊥

方, p
- ニ ト ロ フ ェ ノ ー

ル を基質と して用 い た 酵

素の 定量 ,
ウ エ ス タ ン ブ ロ ツ テ ィ ン グによる発現される

分子種の量比の検討か ら, 野生型を発現する細胞に比 べ

て変異酵素を発現する細胞は ア ル カリ ホ ス フ ァ タ
- ゼ 活

性が低 い こ とが 明らか にな っ た ( 図1 B) ｡

U rli t/ m g p r ot ei n
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W ild ty p e V 4 0 6 A

図 1 野 生 型酵素と変異酵素 V 40 6 A に お け る ア ル カ

リ ホ ス フ ァ タ -

ゼ 活性

培 地 中 の ドキ シ サ イ ク リ ン に 依 存 して T N S A L P

( v 4 0 6 A ) を発現する C H O - K l 細胞を樹立 し, ドキ シサ

イ ク リ ン の 存在, 非存在下の 条件で培養 した際の 発現

の 比較を蛍光抗体染色及び ア ル カリ ホ ス フ ァ タ
- ゼ 活性

染色にて行 っ た ｡ ドキ シサイ クリ ン を添加 した細胞で は

T N S A L P ( V 40 6 A ) は細胞膜表面に局在が認め られた(図

2 , 左 上) ｡ 同様 に, ア ル カリ ホ ス フ ァ タ - ゼ 活性染色

にお い て も
,
蛍光抗体染色の結果と

一

致 し て , 細胞膜表

面に活性が発現 して い た ( 図 2 , 左下) ｡ 一

方 , ドキ シ

サイク リ ンを添加 しな い で培養 した細胞 は どちらの 染色

法によ っ ても染まらなか っ た ( 図 2 , 右上下) ｡ こ の 樹

立細胞で の パ ル ス ー チ ェ イ ス 実験 / E n d o H 処理により,

新生分子の 大半は野生型とほぼ 同じ速度で細胞内を移動

するこ とが判明したが ,
その ごく

一

部 は小胞体か ら ゴ ル

ジ装置 へ の 移行が野生型に比 べ て遅延して い る こ とが明

らか にな っ た ( 図 3 ) ｡ こ れ ら の分子はチ ェ イ ス 2 時間

が経過 して も未熟型の 分子種と して存在する こ とか ら,

適正な立体構造を保持 して い な い ため に小胞体か らゴ ル

ジ装置 - 運ばれな い 可能性が あり, ア ミ ノ酸 の置換がわ

ずかではあるが フ ォ
ー ル デイ ン グに影響する こ とを示唆

して い る｡ さらに
,
ア ル カリ ホ スラ ァ タ - ゼ の比活性を

比較 した と こ ろ ,
V 40 6 A を発 現する T e トO n 細胞 の 比

活性は野生型 の それ の 約 7 % にすぎなか っ た ｡ 従 っ て,

4 06 番目 の バ リ ン か らアラ ニ ン へ の置換が酵素の触媒活

性に強く影響 して い る可能性が大き い と考えられた ｡
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図 2 T e t- O n 樹立細胞で の V 40 6 A の 発現
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図3 E n d o H 酵素消化実験
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酵 素学的な比較検討で は, K m 備 に大きな差 は認めら

れなか っ た が ,
K c at 値 は野生型 に比 べ て著 しく低 い値

をとり
,
ま た K c a t/ K m 値 か らも V 4 06 A の 触 媒作用の

効率は1 0 分 の 1 以下に低下 して い る ことが判明した( 図

4 ) ｡

以 上 の こ とか ら, 本 ミ ス セ ン ス 変異で は他 の重症例の

低ホ ス フ ァ タ
- ゼ 症で報告さ れ た変異 ( R 54 C , N 1 53 D ,
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A 1 62 T
,
E 21 8 G

,
D 2 89 V) に比較 してそ の生合成 へ の 影響

は軽微であり, む しろ触媒活性を強く低下させ る ことが

明らか にな っ た ｡ 従 っ て
,
こ の患者の 骨芽細胞や軟骨細

胞で は細胞 の表面に酵素分子 は存在するもの の その触媒

活性は著 しく低下して い るため に
,
ハ イ ド ロ キ シ ア パ タ

イ ト形成の 阻害物質で ある無機の ピ ロ リ ン酸を分解でき

ずに石灰化が抑制され ると推測される ｡

V 4 0 6 A

W T

5 - 5 5 1- 1

図 4 酵素反応速度の解析

W T V 4 0 6 A

･K m 0 .2 1 0 .0 8

K c at 9 .7 × 1 0 2 3 2 .1

K c at/K m 4 .6 × 1 0 3 4 .1 × 1 0 2
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