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Ⅰ.は じ め に

骨や歯などの硬組織を研究する者にとって,アルカリ

ホスフアタ-ゼ(ALP)は特別な意味をもつ酵素である0
70年以上も前に石灰化に関するアルカリホスフアタ-ゼ

説がRobisonl)によって唱えられて以来,時代によって

その評価に変遷はあるものの現在まで基本的にはその仮

説は命脈を保っている｡今,手元に20年前に書かれた｢硬
組織のアルカリホスファターゼの生理的意義｣と題する

よくまとまった総説があ り,当時のALPの研究の状況
がうかがわれて興味深い2)｡この20年の間に(1)ヒトALP
の4種類のアイソザイムの遺伝子構造が決定された こ

と,(2)ALPが細胞表面で特殊な存在様式をしている事
実が明らかとなったことをはじめとして,ALP分子その
ものに関する生化学研究は飛躍的に進展した｡ところが,

invivo,invitroの系における石灰化の有用な指標とし

て,ALP活性の上昇がしばしば用いられているにも係わ
らず,では実際にどのような生化学的な横棒でALPが
石灰化に関与しているかとなると相変わらずはっきりし

ない｡まして,組織非特異的ALP以外の胎盤型,小腸塾
ALPの場合にはその生理学的な役割さえも明らかでは
ない｡本総説では,これまでに明らかとなっているALP
の分子像の紹介を中心にして,最近報告された組織非特

異的ALPのノックアウトマウスに関する研究について
もふれてみたい｡

ⅠⅠ.アルカリホスファターゼのアイソザイム

-般にリン酸モノエステル結合を加水分解する非特異

的な酵素をホスファターゼとよぶ｡アルカリ性で強い酵

素活性を発現するものがアルカリホスファターゼ(alka-

linephosphatase,orthophosphoric-monoesterphos-
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phorylase,[EC3.1.3.-1])で一般に細胞表面に存在して

いる｡これと対照的に酸性側に至適pHをもつことが知
られているのが酸性ホスファターゼで,細胞内の リソ

ゾ-ムに局在している.ALPの活性の測定には真の生理
的な基質が不明なため,活性測定が簡便な合成基質が用

いられており,図 1に示すようにp-ニトロフェニル リン

酸を用いたアッセイ法はその代表的なものである｡ALP
は一般 に生理的pHから大 きくほずれたアルカ リ側
(pH10-10.5)に至適pHが観察される｡しかし,この
pHでALPが機能しているとは考えにくく,あくまでも
人工基質を使ったことによるアーティファクトの可能性

が高い｡また,基質濃度もALPの至適pHに大きく影響
し,低濃度のホスホエタノールアミソ,ピ1)ドキサール

リソ酸を基質に用いた場合には,ALPは生理的pHに近
い至適pHを示すことが報告されている3)｡ちなみに,酸
性ホスファターゼの場合にはリソゾーム内腔が酸性に保

たれており,至適pH(pH4-5)と酵素が局在している環
境のpHとが一致している.
ALPは小腸粘膜,胎盤,乳腺,腎臓,骨,節,肝臓,
肺臓の順で多く,骨格筋や結合組織には少ない｡これま

でこれらの組織から部分精製,あるいは完全精製された

酵素

02N一秒 -.p'toH- 02N昏 oH･Pi

p-ニトロフェニルリン酸 p-ニトロフェノール

図1 アルカリホスファターゼの比色定量法

p-ニトロフェニルリン酸はいかなるpHでも無色である
が,酵素により加水分解されてできた生成物p-ニトロフェ

ノールはアルカリ溶液中で強い黄色を呈するので,その吸

光度を測定することにより酵素活性を定量することができ

る｡
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酵素標品を用いて生化学的及び免疫学的な検討が加えら

れて来た｡その結果,ヒトにはALP活性を示す酵素とし
て以下の4種叛のアイソザイムが確認されている4)O
(1) 組織非特異的ALP(tissuenonspecificALP,刺
名,肝臓 ･骨 ･腎臓塑)

(2) 小腸型ALP(intestinalALP)
(3) 胎盤型ALP(placentalALP)
(4) 生殖細胞型ALP(germcellALP,placenta-like
ALP)
なお,(2ト (4)はその局在が限られていることから組織

特異的ALPとよばれるのに対して,組織非特異的ALP
は肝臓,骨,腎臓,精巣,線維芽細胞,マクロファージ

など広範囲の組織,細胞で発現している｡

表 1, 2に示すように,酵素の温度安定性や阻害剤に

対する感受性に関しては,組織非特異的ALPと組織特
異的ALPとの間に大きな差がある｡これらの感受性の
差は酵素の活性部位あるいはその近傍のアミノ酸配列の

違いによる立体構造の差を反映していると考えられる｡

さらに,精製胎盤塾ALPに対するポ リクローナル抗体
が小腸型ALP,生殖細胞型ALPとは交差するが組織非
特異的ALPとは交差しないことから,免疫学的にも組
織非特異的ALPと組織特異的ALPとの間にはかなり
の違いがあることが知られていた｡さらに,抗ペプチ ド

抗体法,モノクローナル抗体法の導入により,組織非特

異的ALPと組織特異的ALPとの差はもとより,組織特
異的ALPグループ内での細かな差も明らかとなってい
た｡ このことは,酵素の温度安定性や阻害剤に対する感

受性の違いにも反映されている(表 1, 2)｡しかし,吹

の項で述べるように4種のアイソザイムの存在は遺伝子

のクローニングにより確定されたo

ⅠⅠⅠ.cDNA及び遺伝子構造

1980年代の中頃になって次々にALPのcDNAが単
離され,各アイソザイムのアミノ酸配列が決定された4)0

いずれのアイソザイムも20個前後のいわゆるシグナルペ

プチ ドをN末端に有し,その後に507-513個のア ミノ酸

残基が続いている (表 3)｡但し,V.で述べるように,
このうちC末端側の30前後のアミノ酸は合成直後に切断

される｡アミノ酸配列を比較すると,組織特異的ALPグ
ループ内のアイ ソザイムのホモ ロジーが非常 に高 く

(87%以上),特に胎盤型ALPと生殖細胞型ALPとで
は513ア ミノ酸のうち12アミノ酸だけに違いがあった(成

熟型 としてほ484残基中 7アミノ酸だけが異なる)5)｡一

方,組織特異的ALPと組織非特異的ALPのホモロジー
は50-60%であった｡この結果は,ⅠⅠ.で述べた酵素,蛋

白質レベルでの実験に基づ く結果とよく一致しているO

さらに,449個のアミノ酸からなる大腸菌ALPと組織非
特異的ALP,胎盤型ALPとのホモロジーは,全体では
それぞれ25%,29%と報告されている｡この数値は一見

低いように思われるが,活性部位を構成するアミノ酸(基

質や金属との結合に関与)では3着ではぼ一致しており,

大腸菌のALPがヒトのALPの原型 と考えられる｡とこ
ろで,胎盤塾ALPと生殖細胞型ALPとではわずかに7
個のアミノ酸の違いしかないにもかかわらず,阻害剤に

対する感受性にはかな りの差が観察され (例えば表 2の

表 la アルカリホスファターゼの7イソザイムの温度感受性

アイソザイム 56度b 65度

組織非特異塾 7.4

小腸型 >60.0

胎盤型 ･生殖細胞型

a 引用文献(4)より改変

b それぞれのアイソザイムを56度または65度で50%失活させるのに必要な時間 (分)

表2a アイソザイムに対する阻害剤の影響

阻 害 剤 アルカリホスファターゼ

組織非特異型 小腸型 胎盤塾 生殖細胞型

L-フェニルアラニン

L-ホモアルギニン

L-フェニルアラニルグ1)シグリシン

L-ロイシン

L-レバミソール

31

2.7

30.6

13.1

0.03

8

9

6

7

0

6

2

0

2

3

1

1

7

7

1

0

0

5

1

5>

8

7

6

8

0

0

3

3

6

4

a 引用文献(4)より改変

b 活性を50% 阻害するのに必要な阻害剤の濃度 (mM)
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ロイシソに対する感受性),これには429番 目のアミノ酸

が大きく関与していることがつきとめられている6㌔

また,各アイソザイムの遺伝子の構造を比較すると,

組織特異的ALPと組織非特異的ALPとではその構造

が大きく異なることがわかる(図2)｡組織非特異的ALP

の場合,2種の リーダーエクソン1(B,L)と11のエクソ
ソから構成されてお り,全長50Kb以上もある4･7)｡スプラ

イシソグにより,2つのエクソンのどちらかと11のコ-

ディソダニクソソか らな る 2種類の メッセ ソジャー

RNAを生じ,1L(liver)は肝臓に特異的に,1B(bone)

は肝臓,骨組織を含めて多 くの組織で発現している｡ こ

れに対し,組織特異的ALPはいずれも11のエクソンか

らなり全長は約 5Kb程である｡この差はイソ トロンの

長さに起因しており,組織特異的ALPのそれは非常に

小さく74-425bpである｡また,組織非特異的ALPは1

番染色体の短腕 (p34-p36.1)に位置するのに対して,各

組織特異的ALPはそろって2番染色体の長腕の末端に

(q34-q37)近接して存在する｡

これらの結果から,現在図3に示すように各アイソザ

イムの進化が想定されている｡つまり,遺伝子重複によ

りまず組織非特異的ALPができ,次に小腺型ALPが生

じたと考えられている｡ところで,ヒトの胎盤型 ALPに

相当する性質のアイソザイムは霊長額だけに見つかって

いることから,胎盤型ALPの出現は進化上比較的最近

になって起きたことが推定される｡ちなみにマウスでは,

組織非特異型

T4

小腸型.胎盤型.生殖細胞型
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組織非特異的ALP,小腸塾ALP,腔型 (embryotype)

ALPそして偽遺伝子の4種額の遺伝子が見つかってい

る8)｡ヒトでは鼠織特異的ALPが局在する胎盤および生

殖細胞にマウスでは組織非特異的ALPが発現 してお

り,ヒトとマウスではアイソザイムの種類や発現が異な

る｡

これまでに多 くの臨床研究によりALPの様々な ｢新

しいアイソザイム｣が報告されて来た｡しかし,現時点

ではそのほとんどが上記 4種類の遺伝子産物であるが,

遺伝子多型性 (polymorphism)や糖鎖などの翻訳後修飾

により電気泳動で異なる移動度を示した り,免疫学的な

反応性に変化が生じたものと考えられている｡例えば,

組織非特異的ALPでは5カ所,胎盤型ALPでは2カ所

のアスパラギソ型糖鎖結合部位が推定されることから,

臓器特異性や癌化にともな う糖鎖のプロセシソグの変化

により,いろいろな分･子種が出現する可能性がある｡ な

お,日本人によって発見された ｢Nagaoisozyme｣は其

の新しいアイソザイムであ り,その後の遺伝子クローエ

ソグの結果生殖細胞型 ALPと名付けられた5)｡一方,原

発性の肝臓病患者の血播中に発見 された ｢Kasahara

isoenzyme｣は,遺伝子クローニングの結果から小腸塾

ALPと同一であることがわかり,小腸塑ALPとの違い

は糖鎖修飾の差によるものと推定された9㌔

表3 アルカリホスファターゼのアミノ酸残基数とホモロジー

アイソザイム シグナルペプチド ポリペプチド

組織非特異型

小腸型

胎盤型

生殖細胞型

7
9

1

00

1

1

2

1

7

9

3

3

0

0

1

1

5

5

5

5

アイソザイム間のホモロジー

胎盤型vs生殖細胞型

小腸型vs胎盤塾,生殖細胞型

組織非特異型vs組織特異塾

lI

IL 2 3456 7 8 91012

＼ /

図2 アルカリホスファターゼの遺伝子構造

縦の縞はエクソンを表す｡組織非特異型遺伝子は,5′側に
エクソン1B,lL(ともに都訳されない)をもつO

引用文献(4),(7)より改変｡

組織非特異型 小腸型 生殖細胞型 胎盤型

アルカリホスファターゼの原型となる遺伝子

図3 アルカリホスファターゼのアイソザイムの進化
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H20 E･Pご E+Pi

2P.p * E R20Pご E十R20P

図4 アルカリホスファターゼの反応壊構

E-Pは酵素の活性中心 (SerlO2)が共有結合でリン酸と結

合していることをあらわし,加水分解(1)により非共有結合

性の複合体 (E･P)を経て酵素 (E)とPi(リン酸)にな

る｡一方,高濃度のアルコールが存在するとリン酸はアル

コールに転移され,結果としてRIOPからR20p-のtran-

sphosphorylationが起きる(2)0
引用文献(岬より改変｡

ⅠV.AIJPの触媒作用

ALPの触媒活性は図4のように進行すると推定され

ている｡まず最初に,酵素 (E)と基質であるリン酸モノ

エステル(RIOP)が反応すると,酵素 と基質 とが非共有

結合で複合体を一時的に形成 (E･RIOP)する.次にリ

ン酸モノエステルが加水分解を うけるとアルコールであ

るRIOHが酵素から遊離し,リン酸は共有結合で酵素の

活性部位のセ リソ残基に結合する(E-P)0E-Pは最終的

には非共有結合による複合体 (E･P)を経由して酵素と

リン酸に分離して触媒作用を完了する｡なお,酸性条件

下ではE-Pの加水分解の速度が遅 くなることが知 られ

てお り,放射性のリン酸を用いてALPを標識すること

も可能である10)｡アルカリ条件下ではE･Pの分解が律速

段階になっているO ところで,反応液中にエタノールア

ミンや ト1)スなどのアルコール (R2-OH)が高濃度で存

在すると,酵素はリン酸をR2-OHに転移してR2-Op数

生じ,結果としてRIOPからR2-0p-の リソ酸の転移
(transphosphorylation)が起きる｡

大腸菌のALPはホモダイマーでそのサブユニットは

449個のアミノ酸からなる｡活性には金属イオソが必要

で,サブユニットあた り2分子のZn2十が直接触媒作用に

関与 していることが Ⅹ線回折から明らかになってい

る11)｡一万,1分子のMg2十の作用は間接的で,20%の活

性の上昇をもたらすとされている｡ リン酸が結合するセ

リン(102),アルギニン(166)をはじめ2分子のZn2十に

配位するアスパラギソ酸(51,327,369),ヒスチジン(331,

370,412),とMg2+に配位するグルタミン酸 (322),ア

スパラギン酸 (51),スレオニン (155)などのアミノ酸

はⅠⅠⅠ.でもふれたようにヒトのALPでもほぼ完全に保

存されていることから,基本的には触媒機構はヒトと大

腸菌のALPで同じと考 えられている4,12)｡今後, ヒト

ALPのアイソザイム間でのみ保有されているア ミノ酸

辛,アイソザイムに特異的なア ミノ酸が酵素活性や酵素

の安定性などにどのように係わっているかを知る上で,

ヒトのALPの立体構造の解析が待たれる｡また,低ホス

ファターゼ症の項で言及するように,組織非特異的ALP

の ミスセンス突然変異の解析からその重要性が示唆され

たアミノ酸もある｡

V.特殊な翻訳後修飾

ALPはglycosylphosphatidylinositol(GPI)-ア ン

カー型の膜結合性酵素で,共有結合した脂質を介して形

質膜に存在している(図5)｡ リン脂質の1つであるホス

ファチジルイノシ トールに特異的なホスホ 1)パーゼC

で形質膜を消化するとALPが蓬離 されて くることか

ら,ALPがホスファチジルイノシ トールを介して膜に結

合している可能性が考えられていた13,14)｡その後胎盤型

ALPを中心に解析され,その詳細が明らかとなったのほ

1980年代の後半になってからである15~18)｡GP1-アンカー

型蛋白質の構造的な特徴は,ホスホエタノールアミン,

オ1)ゴ糖 (マンノース,グルコサ ミソ)とホスファチジ

ルイノシ トールからなるGPトアンカー部位で,ホス

ファチジルイノシ トールの脂肪酸が形質膜脂質二重層の

外層に,ちょうどアソカ-のように,埋め込まれている｡

そして蛋白質は,C末端のアミノ酸のカルボキシル基を
介してGPIアンカー部位のホスホエタノールア ミンに

アミド結合している｡現在までに全てのALPのアイソ

ザイムがGPIで細胞表面にアンカーされていることが

確認されてお り,その構造の特殊性から,ALPを含めた

GPIアソカー型蛋白質はホスホ リパーゼCで処理する

と図5の矢印の箇所で加水分解され酵素蛋白質が膜から

はずれて遊離される(但 し,イノシ トール環がアシル化さ

れているときには消化されない)｡その他,遊離型(血清

型)となる可能性としてほ,ホスホリパーゼDによりホ

スファチジルイノシトールから蛋白質部分が切 り離され

る場合,さらに,蛋白質部分のC末端近傍で蛋白分解酵

素が働 く場合にも考えられる｡また,以下でふれるように

GPIアンカー型蛋白質分子は形質膜上で脂質 と強 く会

令 (特殊なミクロドメイン)しているらしく,いわば膜

ごと剥がれてくる (shedding)可能性もある｡胆管結集

やコルヒチン投与により血中に出てくる非常に高分子量

のALPがそれに相当するかもしれない10)｡また,ラット

の場合には脂肪食を与えると,小腸型ALPが一過性に

血中で上昇する(血中ALPの70%にもなる)ことが知ら

れている｡この小腸塑ALPのかなりの活性は肺のサー

ファクタソト様のリン脂質に富む膜状構造に結合してい

る19)｡しかし,いずれにしても血中のALPは微量なため

そのC末端の構造の化学的な分析は進んでいない｡

- 4-



織田 公光 枝か

図6には胎盤型ALPの生合成の過程を示したO胎盤

型ALPの生合成はリボゾームで開始され,N末端のシ

グナルペプチドを介して新生ポリペプチ ドは小胞体内腔

へ導かれる｡N末端のシグナルペプチ ドが切断された

級,ポリペプチ ド鎖は小胞体内腔-と伸長をつづけ,同

時にポリペプチ ド鎖は糖鎖による修飾を受けるO全長513

個のアミノ酸からなるポ リペプチ ド鎖の合成が完了する

と, トランスアミダーゼの働きにより小胞体膜内腔側で

既に合成されていたGPIアンカー部位がアスパラギン
酸 (484)に結合される｡ この際,アスパラギン酸 (484)

より後の29個のアミノ酸からなるペプチドは同時に切断

されると考えられている｡従って成熟型の胎盤型ALP

は全長484個のアミノ酸からなり,成熟型ポリペプチ ド鎖

から切 り離されるC末端側の延長ペプチ ドはN末端の

シグナルペプチ ド (プレ配列)と区別してプロペプチド

と呼ばれるOまた詳細なタイミソグは不明だが,ポリペ

プチド鎖はホモダイマー (又はテ トラマ-)を形成し,

活性を獲得するようになると推測される｡さらに,酵素

を還元すると失活することから,サブユニット内でのジ

スルフィド結合が活性発現に必要 らしい｡まとめると,

胎盤塑ALPのmRNAはN末端 とC末端にそれぞれ21

個と29個のアミノ酸からなる疎水性の延長ペプチドを有

エタノールアミンl

165

する全長534個のアミノ酸からなる前駆体 (プレプロ型)

をコードしていることになる｡

ところで,C末端側の延長ペプチドはどのような働き

をするのであろ うか｡これまでに知られているGPIアソ
カー型の蛋白質のcDNAを検討してみると,いずれも胎

盤型ALPのプロペプチ ドに相当する領域を持ち,しか

も連続する疎水性ア ミノ酸からなる配列を含むことが

判っていた17) (最近例外的にこの特徴的な配列をもたな

い小腸型ALP-ⅠⅠも報告された19り｡そこで分泌蛋白質の

C末端に,胎盤型ALP由来のプロペプチドを連結した

キメラ蛋白質コードするプラスミドを構築してその発現

を検討したところ,本来可溶性の蛋白質がGPIアソカー
塾膜蛋白質として細胞表面に発現された20)｡このことか

ら蛋白質がGPIアンカーとい う特殊な修飾を受けるた
めには,プロペプチ ドが信号 (GPIアソカーシグナル)
の役割を果たしていることがわかった｡同様な方法で組.

織非特異的ALPの場合にも,C末端側の30アミノ酸が

GPIアンカーシグナルであることを確認しているが (栄
田寿信,未発表),現在までのところGPIアンカーが結合
するアミノ酸の同定までには至っていない｡

一方,GPIアンカー部位は蛋白質に転移される最終段
階までは蛋白質の合成とは独立して逐次的に合成され

○ リン酸

マンノース

グルコサミン

[コ ホスファチジル

イノシトール

GPトPLD,GPI特異的ホスホリバーセD

PトPLC,ホスファチジルイノシトール
特異的ホスホリパーゼC

脂質二重層の外層

図5GPI(glycosylphosphatidylinositol)-アンカ-型膜蛋白質の基本構造
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る｡図7に示す ように,今ではその過程 (少なくとも6 す る酵素の欠陥によりPNH (paroxysmalnocturnal

つのステップがある)が詳細に研究されている21)O特筆す hemoglobinuria,発作性夜間血色素尿症)が起きること

べき事 として,GPIアソカー合成の第 1ステ ップに関与 が,木下 タロウのグループによ り突 き止め られた22)0

此 ~エ タノT ルアミン A 7ミン

-■ト

脂質二重層

図6 胎盤塾アルカリホスファターゼの生合成

(1) (2) (3) (4) (5) (6)

図7 GPトアソカー部位の生合成

GPトアンカー部位は小胞体で(1)-(6)の過程を経ながら逐次的に合成されるo(3ト (6)のステップでイノシトール環アシレー

ションが起こる｡DOl,ドリコール ;PE,ホスファチジルエタノールアミン;DG,ジアシルグリセT,-ル

引用文献20より改変｡
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pNHは,単クローソ性造血幹細胞の突然変異により3

血球系細胞に共通の異常をを伴 う比較的稀な疾患であ

るoGPIアンカ-部位が合成されないた馴 こPNH患者

の血球では好中球ALP,赤血球コリンエステラーゼ,蘇

血球神体制御因子 (DAF)など複数のGPIアソカー型膜

酵素が欠損 している23)0

ALPを含めた GPIアンカー型蛋白質の興味深い性質

として,TritonX-100などの中性の界面活性剤で可溶化

されにくいことが知 られている｡その理由は,GPIアソ

カー塾蛋白質がコレステロール,スフイソゴミ- 1)ソ,

スフイソゴ糖脂質が濃縮されている膜上の ミクロドメイ

ソに存在していることによると考えられている｡胎盤型

ALPの細胞内輸送の実験 によるとALPはゴルジ装置

でTritonX-100不溶性となることから,ゴルジ装置で ミ

クロドメイソに組み込まれるらしい24)｡上皮細胞では

GPトアンカー

･

1

.:

.I.I

dII
I
I
J
L
I.
ll-I....
.h,..
..I

,,I.I
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GPIアソカー型蛋白質は主にapical側の形質膜で発現

されることが知られお り, ゴルジ装置内で ミクロドメイ

ン (いかだに例えられる)に組み込まれることにより,

ゴルジ装置から形質膜のapical側への選択的に輸送さ

れると考えられている25,26)｡また,骨芽細胞ではALPの

発現は擾性を示すことが以前より知られている｡すなわ

ち,側壁ならびに血管側細胞膜に強く,骨側細胞膜には

弱 くしか発現していない 27~29)｡このような骨芽細胞にお

ける痩性にもALPのGPIアンカー部位が関係してい

るのかもしれない｡~さらに,形質膜の ミクロドメイソに

はGPIアソカー型蛋白質や,caveolaeの構造蛋白質で

あるカべオ リソの他,情報伝達に係わる分子であるCD

-14,非 レセプター塾のチロシンキナーゼ(Srcfamily)

辛-テロ3量体 GTP結合蛋白質なども存在することが

報告されている(図8)30132)oGPI7ソカー型蛋白質が全

G3 白質
ェクノールアミンエタ

･

.,.

I"

..1

..｣

.
｡

j

-

(,:,:=;=i,
(,1,==.::D

t
.
I:

:

.
(
;

:
I,
t

了

非受容体型

チロシンキナーゼ

カベオリン

(ヘテロオlJ

ノールアミン

コレステロール

∪ ヘテロ三量体G蛋白質

図8 Caveolaeの構造 (引用文献31より改変)

- 7-



168 新潟歯学会誌 26(2):1996

て形質膜上のcaveolaeに局在するか否か, ミクロドメ

イソとcaveolaeとの関連などについてはいまだ議論が

続いているが33,34),caveolaeを介したpotocytosisや情

報伝達磯横へのGPIアソカー型蛋白質の関与も想定さ

れているOさらに,細胞表面のGPIアンカー部位が独自

に情報伝達物質の役割を果たす可能性35,36)やその他,

TNF-α,♂,IL-1βなどのサイトカインがその特異的受

容体以外にもGPIアンカ-の糖鎖部位を認識するとの

報告もあるが37),その生理的意義はまだ不明である｡

ⅤⅠ.低ホスファターゼ症

1948年,カナダの小児科医Rathbunは,てんかん様発

作及び体重の減少をともなって死亡した重篤なくる病棟

症状の小児では,その血中のアルカリホスファターゼ活

性が著しく低下していたことを報告し,これを低ホス

ファターゼ症 (hypophosphatasia)と名付けた38)｡混同

されがちなくる病や骨軟化症の原田がほとんど血中のカ

ルシウムやリン酸濃度の低下であるのに対して,低ホス

ファターゼ症ではそれらは正常かむしろ上昇している｡

低ホスフアタ-ゼ症は以下のようにに分瑛されているO

(1) perinatal(lethal),胎児塾 :子宮内死亡又は出生

後早期に死亡

(2) infantile,乳児塑 :生後半年以内に発症

(3) childhood,小児塾 :子供のころに発症

(4) adult,成人型 :大人になって発症

(5) odontophosphatasia

一般に,発症の時期が早いほど重い症状を呈し胎児型と

乳児型は重症型,その他は軽症型といえる｡いずれも,

骨や歯の低石灰化をともなうが,その症状は骨の石灰化

がほとんど見られない死産の例から,骨格異常,乳歯の

早期脱落,永久歯の脱落,成人での偽骨折 (pseudo-

fracture)まで様々であり,グループ内でも症状にかなり

の差 が見 られ るとされているOなお,Odontophos-

phatasiaは,低ホスファターゼ症のなかでも歯のみに異

常がみとめられる症例である｡歯の脱落については一般

にセメント質の形成不全,発育不全,形成異常が見られ,

切歯にもっとも影響があらわれやすいらしい｡また,少

数例ではエナメル質の形成不全も報告されている39)0

低ホスファターゼ症は組織非特異的ALPの活性の減
少に起因しており,組織非特異的ALPと硬組織の石灰
化との密接な関係を証拠立てた自然の実験系ともいえ

る｡1988年にWeissらによって初めて,低ホスファター

ゼ症の患者の組織非特異的ALPの遺伝子に先天的な変
異のあることが報告された40)｡この例では,患者は組織非

特異的ALPにミスセソス変異(Ala162-Thr)をもつホ
モ接合体であり,骨に著明な低石灰化が認められた重症

型で,生後3カ月で死亡している｡両親は病因遺伝子を

もつ-テロ接合体 (キャリアー)で臨床的には正常だっ

た｡従って,この症例は常染色体劣性遺伝疾患に分類さ

れ 重篤な症状はホモ接合体の子供に現れるo一般に,

同一変異遺伝子を有する-テ1,接合体どうLが結婚する

頻度は,集団の中に含まれる-テロ接合体の頻度に依存

しており,血族結婚やその集団構成員でのみ結婚を繰り

返してきたような閉鎖的な社会では,疾患が高い頻度で

出現することが知られている｡事実,カナダのマニトバ

州のキリスト教mennonite派のある集団では,25人に1

人が組織非特異的ALPに変異をもつキャリアーであ
り,新生児の2,500人に1人の頻度で重篤な症状があらわ

れた0-万,同じカナダのトロントでは,重症例は新生

児の100,000人に1人の頻度であるという39)｡表4に低ホ

スファターゼ症でみつかった組織非特異的ALP遺伝子
の変異を示した｡これまで報告された例は多くの場合ミ

スセソス突然変異によるものであったが40~44),その他

に,1塩基欠失によるフレームシフトの例45)辛,ごく最近

になってエクソン内3塩基リピートの欠失によりアミノ

酸が欠損した例46)などが相次いで報告されており,今後

さらに色々な変異が見つかる可能性がある｡これまでの

ところ,プロモーター領域の変異や欠損,スプライシン

グの異常などによるmRNAの欠損や異常の報告はな

い｡興味深い症例として,それぞれ小児型,成人型低ホ

スファターゼ症に分煤された患者がいずれも747Aと

1057C変異をもつことが報告されている42)｡この例は,特

定座位で2つの変異対立遺伝子をもつ,いわゆる複合ヘ

テロ接合体 (compoundheterozygote)とよばれるもの

であった｡重症型が常染色体劣性遺伝疾患であるのに対

して,軽症型の低ホスファターゼ症の場合には発症は常

染色体優勢のパターンを示すという報告もあるoいずれ

にしても軽症型の場合には,その発症は組織非特異的

ALPの遺伝子の変異に加えて環境因子や他の遺伝的な
素因もかかわっている可能性が大きい39)0

表4に示した組織非特異的ALPで検出されたアミノ
酸の変異が酵素蛋白質に与える影響は必ずしも明確では

ない｡しかし,進化上保存されているアミノ酸が多いこ

とから,第-にはアミノ酸の変異による酵素活性の影響

が考えられている｡今後,Ⅹ線回折等の物理化学的な方

法による組織非特異的ALPの立体構造の研究の進展か
ら,それぞれのアミノ酸の役割がより明らかになること

が期待される｡一方,ALPは形質膜に発現してはじめて
その機能を果たすと考えられることから,たとえ活性を

もつ酵素蛋白質が合成されたとしても,アミノ酸の変異

により細胞内輸送になんらかの障害が生じた場合には,

結果として低ホスファターゼ症を引き起こす可能性があ

る｡ 家族性高コレステロール血症患者のLDLレセプ

ターや α1-アンチトリプシンの突然変異型の例では,細

胞内輸送の障害が病気の原因とが知られている47)｡最近,
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表4 低ホスファターゼ症患者の組織非特異塾アルカ1)ホスフアタ-ゼに検出された突然変異

169

突 然 変 異 頻 度

塩基の位置 塩基の変異

274 C-T

387 C-T

388 G-C

711 G一十A

747 G一十A

796 A-C

1057 A-C

1309 A-T

1482 T-C

1177 G-A

IO68 G-A

1735 T-欠損

アミノ酸の位置 アミノ酸の変異 胎児 ･乳児型 小児型 成人型 odontO型 患

16 Ala-Va1

54 Arg-Cys

54 Arg-Pro

162 Ala-Thr

174 Glu-Lys

190 Gln-Pro

277 Asp-Ala

361 Asp-Va1

419 Tyr-His

317 Gly-Asp

281 Glu-Lys

503 フレームシフト

3 0
1 0
1 0
1 0
1 4

1 0
2 ~2

1 4

1 0
1

1

1

引用文献 (42-44)より改変

筆者らは突然変異塑組織非特異的 ALP(Ala162-Thr)

のcDNAをCOS細胞に発現してその生合成を野生型
と比較したところ,GPIアソカー化は起きるものの細胞

内輸送の速度に顕著な遅れることを兄いだした(柴田ら,

投稿準備中)｡この例では,低ホスファターゼ症は酵素自

体の活性の低下よりも,むしろ生合成後の蛋白質の細胞

内輸送の欠陥に起因すると思われる｡また,これは低ホ

スファターゼ症の例ではないが,(Glu218- Gly)に置き

換わった変異体では活性が全 く発現されないと同時に,

ALP分子自体の細胞内輸送が完全に阻害されて,小胞体

に貯留されることを兄い出した48)｡これらの限られた例

からも,ただ 1つのアミノ酸の変異が組織非特異的ALP

活性及びその細胞内輸送に大きく影響することがわか

る｡

ⅤⅠⅠ.石灰化と組織非特異的ALP

石灰化がどのようにして起きるのかその磯横は現在も

よくわかっていない｡石灰化は硬組織でのリン酸カルシ

ウムの析出とその後の-イドpキシアパタイト-の変換

と考えられ, ミネラル (-イドロキシアパタイト)の沈

着の機構を大別すると,(1)ブースタ一説(2)核形成説(3)阻

害説がある｡様々な検討がなされてきたが,これらの説

は必ずしも相互に排他的ではなく,それぞれ石灰化 とい

う複雑な現象の異なる側面を強調したものと捉えられよ

う49)｡ALPにより有機 リソ酸エステルが加水分解されて

局所のリソ酸濃度が高められる結果, リン酸カルシウム

の析出が促進されるいうのがブースター説だが,小腸や

胎盤はもとより,同じアイソザイムが局在しているいる

肝臓や腎臓では通常石灰化が起きないことはよく知られ

0 0
0 0
0 0
0 0
2 0
0 0
2 0
2 2

0 0

敬者

47

48

47

43

46

47

50

42

45

ている｡従って,組織非特異的ALPは石灰化には必要で

あるが,それだけでは十分ではなく,石灰化には阻害因

子を含めた複数の因子や ミネラル沈着の核となる硬組織

の特殊な環境 (細胞外基質,基質小胞)が複雑に係わっ

ていると想像されるo現在,動脈硬化における血管壁の

石灰化や異所性石灰化を含めて,生体内での石灰化は基

質小胞で開始されると考えられている50)｡基質小胞の形

成に関しては必ずしもはっきりしないが,分離された基

質小胞にはCa2十一ATPアーゼ,ピT=ホスフアタ-ゼ活性

とならんで強いALP活性が検出されており,組織非特

異的ALPは基質小胞 とい う限定された場でのみ石灰化

に関係しているかもしれない｡なお,基質小胞にはミネ

ラルの結晶構造がみられ,それが小胞の周囲に成長して

石灰化球を形成するが,重症型の低ホスファターゼ症患

者の肥大軟骨細胞層では基質小胞は小型で,しかも結晶

構造に乏しいという観察もなされている51)0

ヒトのALPは腸管では粘膜上皮徴繊毛に,胎盤では

栄養膜上皮の合胞体細胞に,腎では近位尿細管上皮細胞

の刷子縁に,また肝では毛細胆管徴繊毛に膜酵素として

局在している27-29)｡ いずれも物質輸送に関連した細胞の

形質膜に局在していることから,以前からALPと物質

輸送との関係が想定されていた｡大腸菌のALPはヒト

の場合と異なり可溶性であり,内膜と外膜との間のperi-

plasm に存在している｡ リソ酸を含まない培地で培養す

ると他の蛋白質とともに誘導されてくることから, リン

酸の取 り込みや輸送に関係していると考えられる｡しか

し,大腸菌のALPは可溶性であることを考慮すると,内

膜でのリソ酸の輸送は別の蛋白質が担っている可能性が

大きい｡同じように,ヒトのALPは大腸菌のALPのよ

うに可溶性ではないが,当初漠然と想像されていたよう
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な膜貫通型の酵素ではなく,その全てのアミノ酸は細胞

外へ霧出している(図5)｡そのため,細胞表面で局所的

にリン酸濃度を高めることはできても,それ自身はリン

酸あるいは他のイオン (例えばCa2十)の輸送体としては

働き得ない｡従って,ヒトのALPは他の輸送体と共役す

ることでリソ酸ないしは脱 リン酸された基質の輸送に間

凄的に関与している可能性がある｡

ところで,低ホスファターゼ症では尿や血中のホスホ

エタノールアミン,ど.,1)ソ酸, ピリドキサール リン酸

(PLP)が増加することが知られている｡ このことから,

組織非特異的ALPがこれらの化合物を天然の基質とし

ている可能性が考えられる39)(図9)｡特にピロリン酸は,

低濃度では非結晶性の不定形 リン酸カルシウムの生成を

促進するが,高濃度では-イド｡キシアパタイト表面に

吸着してその形成,成長を阻害し結晶毒のように働 く｡

そこで,ALPは阻害物質であるピロリン酸を加水分解す

ることで石灰化 を促す とい う仮説が唱えられていた

(FleischとNeuman52)｡石灰化 しつつある硬組織での

ピロリン酸のでき方やその濃度など未だに不明な点は多

いが,今後さらに検討されるべき仮説である｡

また,cDNAのホモロジー検索により,ALPには細胞

外基質の蛋白質 (cartilagematrixprotein,)やレセプ

ター (C3bireceptor,leukocyteadhesionrecepter),

complementfactorB,YonWillebrandfactorなどと高

いホモロジーを示す ドメインがあることが報告されてい

た53)O予想されたようにALPには他の蛋白質に結合す

る性質があり,特に基質小胞から抽出されたALPはコ

OH OIi
l 1
0-p-0-p-0
1 1
0H OH

ピロ1)ソ酸

OH
:i

NH2CH2CH2-0-p-01
0H

ホスホエタノ-ルアミソ

HH30cA cH2-0-PEHHo
ピリドキサールリソ酸

図 9 低ホスファターゼ症患者の

尿,または血中に増加するリン酸化

合物

ラーゲソ分子 (特にⅠⅠ型,Ⅹ型)に結合した54)｡さらに,

CHO細胞で発現された組織非特異的ALPを用いても

コラ-ゲソ分子と結合することが確かめられた55)oLか

ち,ⅠⅠ型 コラーゲン分子の存在下では組織非特異的ALP

の基質に対する親和性が増加するという55)｡これらの性

質はALPの新しい磯能として注 目に値する｡一方,胎盤

塑ALPではコラーゲン分子との結合力は弱いが,IgG

とより強 く結合することから,胎盤ではFcレセプター

として機能している可能性もあるらしい｡

†Ⅰ11.ノックアウトマウス

特定疾患の病体モデルとして,あるいは特定遺伝子の

焼能の解析のためにノックアウトマウスがしばしば使わ

れる｡ALPについては,組織非特異的ALPを欠損させ

たマウスが作出されてその性状がMacGregorらのグ

ル-プにより初めて報告された56)oLかし,出生後 9日目

のマウスには,重症例の低ホスファターゼ症の症例から

予測されたような,骨格異常や骨端部の軟骨組織の変性

などは全 く観察されなかった｡また,ホスホエタノール

ア ミソ,ピリドキサール1)ソ酸は正常マウスに比べその

血中濃度が20倍にも上昇したが,一方ピロリン酸濃度は

変わらなかったO 結果的には, ヒト低ホスファターゼ症

の病体モデルがマウスではできなかったことになる｡そ

の理由は不明だが,ピロリン酸濃度が上昇しなかったこ

とに関係しているのかもしれない0-万,ホスホエタノー

ルアミン,ピリドキサール リソ酸 (ビタミンB6) の代謝

や輸送に関しては,少なくともマウスでは組織非特異的

ALPが関与している可能性が高い.中でもピリドキサー

ル リン酸は細胞表面の組織非特異的ALPにより脱 リン

酸化されてはじめて細胞内に効率よく輸送され,細胞内

で再 リン酸化されて補酵素として働 くらしい｡ノックア

ウトマウスはほぼ生後 2週間後からてんかん様の重症の

発作をおこし,寿命は1カ月弱である｡著者によると,

発作の一国は神経伝達物質であるγ-aminobutyricacid

(GABA)の量の低下によるらしい｡脳内でのGABAの

生成にはグルタミソ酸脱炭酸酵素が関与しているが,捕

酵素であるピ1)ドキサール1)ソ酸が脳内で不足すること

で,グルタミソ酸脱炭酸酵素が うまく機能していない可

能性がある.これを支持する結果として,ピリドキサー

ルを腹腔内注入することで, 3分の2のノックアウトマ

ウスは延命されという｡しかも延命されたマウスの観察

から,切歯がもろくて折れやすいことや,エナメル質の

低石灰化が観察された｡このことは,少なくとも歯牙の

石灰化の維持には組織非特異的ALPが関与 しているこ

とを示している｡

ごく最近Millanらのグループにより,重症例の低ホ

スファターゼ症により近い症状を呈する組織非特異的
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ALPのノックアウトマウスの系が作出された57)｡ この

ノックアウトマウスは出生直後は見かけ上正常である

が,生後4-6日目から体重の増加が落ち,生後-10日

で死亡したOなお,その時点での体重はコントロール群

の30-50%であった｡死亡 1.2日前から激しいてんか

ん様の発作をおこすようになり,長時間の発作がもとで

死亡し,その際,胸郭,肺組織そして脳室内にしばしば

出血が見られることがあった｡その他,無呼吸,牌臓や

胸腺の異常,腸の機能障害,体温の低下などの自律神経

系の異常に関連 していると考えられる様々な症状を差

し,そして神経,特に自律神経の形態に異常が認められ

た.一方,骨に異常については,胎児及び出生直後では

認められなかったが,生後 8日目では頭蓋側壁,肩甲骨,

脊椎骨,肋骨に著明な低石灰化が観察され,骨端部の軟

骨組織に異常が観察された｡また,誹骨,肋骨の自然骨

折,切歯の破損の例もあったO但し,ホスホユタノ-ル

アミン,ピロリン酸,ピリドキサール リソ酸の血中濃度

については報告されていない｡以上のことから,Milはn

らは,組織非特異的ALPは(1)胎生期における神経管の

発生と(2)生後の骨代謝及び石灰化の維持に関与している

と考えている｡

以上組織非特異的ALPのノックアウトマウスについ

てやや詳しく紹介した｡MacGregorとMilはnのグルー

プが作出したノックアウトマウスは,同一の遺伝子が破

壊されたにもかかわらず,異なる症状を墓する理由はよ

くわからないが,Millanはノックアウトマウスの遺伝的

背景 (geneticbackground)の違いを可能性の1つにあ

げている｡但し,ヒトとマウスではALPのアイソザイム

の種類や分布が異なるため,ノックアウトマウスの結果

を直ちにヒトに適用することには問題がある｡少なくと

もマウスに関しては,組織非特異的ALPが生後の骨代

謝及び石灰化の維持に関与していると考えてよいであろ

うOでは,組織非特異的ALPは初期の ミネラルの沈着に

は関与していないのだろうか｡また,関与していると仮

定して,組織非特異的ALPはどのような役割を果たし

ているのだろうか｡依然 として未解決の問題である｡今

級,組織非特異的ALPの機能の解明のためにはノック

アウトマウスを含めたさらなる研究の進展が望まれる｡

ⅠX.あ と が き

総説を書きながらALPに関しては実に多 くの研究が

なされていることに改めて気付かされました｡他にも引

用すべき多数の論文がありましたが,紙面の都合で割愛

しました｡特にこの総説では,できるだけ生化学的な話

題に絞ったために大部分の形態学的,臨床研究の紹介を

省略しました｡この総説の題を ｢アルカリホスファター

ゼの生化学｣とした所以でもあります｡また,生化学の

171

面でも著者の不勉強,好みにより当然紹介すべき事項を

書き漏らし総説としてバラソスを欠いていることも充分

考えられますO個々について御指摘をいただければ幸い

です｡また,それぞれのアイソザイムの組織特異的な発

現歯帯の問題や酵素の誘導などに関しての話題は,別の

機会に譲 ります｡ノックアウトマウスに関する未発表論

文の内容を紹介することを許可 していただいたMilはn

博士 (UmeiUniversity),ALPの遺伝子構造に関して

教えていただいた折茂英生博士 (日本医科大学)に深く

感謝致します｡最後に御校閲いただいた星 和人博士に感

謝致します｡
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