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はしがき

　低ボスファターゼ症は・血液中のアルカリホスファターゼ活性の減少を伴う

先天性の骨代謝異常症で、骨や歯の石灰化不全がその主症状である。本疾患の

原因は組織非特異型アルカリホスファターゼ（tissue－nonspecific　alkaline

phosphatase，　TNSAL　P，　EC　3．1．3．1）遺伝子上の突然変異であり、2007年12月現在

191例の変異が世界中で報告されている。低ホスファダーゼ症はその症状により

5型に分類されている。周産期型、乳幼児型は重症例でしばしば致死的であり劣

性遺伝形式で遺伝するが、一方幼児型、成人型そして歯限局型は軽症例で優性

ならびに劣性形式で遺伝する事が知られている。当研究室は10年間前から本疾

患・中でも重症例の疾患の発症メカニズムの解明に従事して来ている。多くの

場合、遺伝子の突然変異によりアミノ酸に置換が起きた変異型酵素が細胞内に

合成されるが、報告者のグループは分子細胞生物学の手法を用いて病気の原因

となる変異酵素の分子欠陥を次々に明らかにして来ており、本研究はその一環
として行われた。

研究組織

研究代表者：　織田公光（新潟大学医歯学系教授）

研究協力者： 石田　陽子（新潟大学医歯学系助手）

那須真紀子（新潟大学大学院医歯学総合研究科）

沼　奈津子（新潟大学大学院医歯学総合研究科）

小丸　圭一（北里大学保健衛生専門学院）

相田　美和（新潟大学医歯学系助教）

交付決定額（配分額）

｛金額単位：千円）

直接経費 間接経費 合計

平成18年度 2，100 0 2，100

平成19年度 1，300 390 1，690

総計 3，400 390 3，790

一一
@1　一一



研究発表

1． Nasu　M，　ito，　M，　I　shida　Y，　Nurna　N，　Komaru　K，　Nomura　S，　O　da　K：Aberrant

interchain　disulfide　bridge　of　tissue－nonspecific　alkaline　phosphatase　With　an

Arg433－一＞Cys　substitution　associated　With　severe　hypephosphatasia・

FEBS　J．273（4），5612－5624，2006．

2． Kondo　N，　Tokunaga　K，　lto　T，　Arai　K．　Amizuka　N，　L　i　M，　Kitahara　H，　Ito　M，

Naito　M，　Shu－Ymg　J，　Oda　K，　Murai　T，　Takano　R．　Ogose　A，　Endo　N：High　dose

glucoconicoid　hampers　bone　formation　and　resorption　after　bone　marrow

ablation　in　rat．

Microsc．　Res．Tech，69（10）：839－46，2006．

3． Li　M，　Sasaki　T，　Ono　K，　Paulo　Henrique　Luiz　de　Freitas，　Sobhan　Ubaidus，

Koj　ima　T，　S　himomura　J，　O　d　a　K，　AmiZuka　N：　Distribution　of　rnacrophages，

osteoclasts　and　the　B－lymphocyte　lineage　in　osteolytic　metastasi　s　of　mouse

m㎜町蹴Clnoma・
BioMed　Res．28，127－137，2007

4． Hocchi　K，　Ohashi　T．，　Miura　T，　Sasagawa　K　Sato　Y，1Nomura　F，　Tomonaga　T，

S硫aga　M，　K｛’」正1a　R，　K且tayama　K。　Kato　T，　Sato　T，　Komoda　T，　Oda　K

』、C1i1i．La董｝．　Aiia　l．21，322－329，2007

5． de　Freitas田，　K｛）j　ima　T，　Ubaidus　S，　L　i　M，　Shang　G，　Takagi　R．　Maeda　T，

Od印K，　Ozawa　H，　Amizuka　M．：　Histologica1　assessments　on血e　abnormalities

of　mouse　epiphyseal　chondrocytes　With　short　term　centrifUgal　loa（五ng

Biomed　Res．28，219－229，2007

6． K（項ma　T．　Freitasa　PH，　Ubaidus　S．，　Suzuki　A，　Li　M，　YOshizawa　M，　Oda　K，

Maeda　T，　Kudo　A，　Saito　C，　Amizuka　N：　Histochemical　examinations皿cortical

bone　regeneration　induced　by　thermoplastic　bioresorbable　plates　apPlied　to　bone

defects　of　rat　calvariae．

Biomed　Res．28，191－203，　2007

7．
Hirose　S，　Li　M，　K（）j　ima　T，　de　Freitas　PH，　Ubaidus　S，　Oda　K　Saito　C，　ArnizUka

N：A　hiStological　asse　ssment　on　the　distribution　of　the　osteocytoc　lacnar　canalicular

SyStemS　USing　SilVer　Staining・

」．Bone　Miner．　Metab．25，374－382，2007

一2一



8． OhashiエSunaga　M・Miura　T，　Sasagawa　K，　Sat・Y，　Ohashi　W，　Ka伍giri　K，

Katano　Y・　Kiyokawa　I・Kcj　ima］R，　Tomonaga　T，　Nomura　F，　Amizuka　N，

Oda　K・Sat・T・Katayama　K：Generati・n・faM・n・c1・nal　Antibody　Specific　for

Tissue－N・nspeci五c繊line　Ph・sph』紐d　lts　Use　in　a　Clinical　Diagn・stic　Study

Hybridoma．26：401－406，2007

9． Suzuki　H・Amizuka　N，　Oda　K，　Noda　M，　Ohshima　H，　Maeda　T：Involvement　of

the　Klotho　protein　in　dentin　formation　and　mineralization．

Anat　Rec．291，183－190，2008

10． Nakadate　M・　Amizuka　N，　Li　M，　Freitas　PH，　Oda　K　N・mura　S，　U。shima・K，

Maedat　T：HiSto　iogical　evaluation　on　bone　regeneration　of　dental　implant　placement

site　s　grafted　with　a　self－setting　alpha・tricalcium　phosphate　cement．

Mcrosc．　Res．　Tech．71，93－104，2008

11． Sumki　H，　Ami　uuka　N，　Oda　K，　Noda　M，　Ohsh㎞a　H，　Maeda　T：Histological

and　elemental　analyses　of　impaired　bone　minera　lization　in　klotho－deficient

nlice．　J　Anat．212，275－285，2008

12． Numa，　N，　l　shida　Y，　Nasu　M，　Sohda　M，　Misumi　Y，　Noda　T，　Oda　K：Molecular

basis　of　perinatal　hypOPhosphatasia　with　tissue－nonspeci6c　alkaline

phosphatase　bearing　a　conservative　replacement　ofvaline　by　alanine　at　position

of　406：Implication　for　structural　importance　of　the　crown　domain

FEBS　J．　in　press　2008

L 鈴木啓展、大島勇人、織田公光、李　敏啓、網塚憲生、吉江弘正、野田政樹、

前田健康、小澤英浩：rKlotho遺伝子欠損が骨の細胞および骨気質に及ぼす
影響」

THE　BONEグラビア、メディカルレビュー社、　Vol．20，　No．4，p3－7．2006．

一3一



International　Alkal　ine　Phosphatase　Symposium（May　I　6－19，2007，　Huningue，

France）Abstract　p23

9． Numa　N，　l　shida　Y，　Nasu　M，　Oda　K：Molecular　basis　of　hypophosphatasia：

Analysis　of　tissue－nonspecifsc　alkaline　phsophatase　with　a　V406A

substitution．5th　lnternational　Alkaline　Phosphatase　Symposium（May　16－19，

2007，Huningue，　France）Abstract　p22

10． Poncin　G，　Humblet　C，　Beaid　Z，　Thiry　A，　Oda民Boniver　J，　Defresne　MP：

Possible　role　of　bone　marrow　allcali皿e　phosphatase　positiΨe　reticular　cells　in

the　control　of　haematopoiesis：In　vivo　and　in　vitro　studies　in　a　model　of

murine　aplasia．5th　lnternational　Alkal　ine　Phosphatase　Symposium（May

l6－19，2007，　Huningue，　France）Abstract　p31

11． Goseki－Sone　M，　Sogabe　N，　Oda　K，　Nakamura　H，　Or廿no　H，　Hosoi　T：Effects　of

fUnctional　single皿ucleotide　polymorphism　in　the　tissue－nonspecific　alk瓠ine

phosphatase　gene（787T＞C）associated　with　BMD．　ASBMR　29th　Annual

Meeting　in　Hawaii，　abstract，　S342，　S　ep　19，2007

12． Am皿ka　N，　Komori　T，　Oda　K，　Henderson　JE，　Go正tzman　D，　Karaplis　A，　Li　Ml

Mice　overexpressing皿ucleolar　PTHrP　driven　by　type　II　collagen　promoter　show

di　sarranged　distribution　of　chondrocytes　in　the　epiphyseal　cartilage

ASBMR　29th　A皿ual　Meeting　in　Hawaii，　abstract，　Mll6，　Sep　19，　2007

13． Sobhan　U，　Li　M，　Oda　K，　Maeda　T，　Takagi　R，　Amizuka　N：Histochemical

assessments　on　the　distribution　of　osteocyte－lacunar　canalicUlar　system

ASBMR　29th　Annual　Meeting　in　Hawaii，　abstract，　WO59，　S　ep　19，　2007

14． FTeitas　PHL，　Li　M，　Ninomiya　T，Nakamura　M，　Oda　K，Takagi　R，　Udagawa　N，

Maeda　T，Amizuka　N：Intermittent　PTH　stimulates　cells　of血e　osteopoietic

㎞eage　even　in　the　absence　of　osteoclasts

ASBMR　29th　Annual　Meeting　in　Hawaii，　abs官act，　S　239　Sep　19，2007

15． Freitas　P，　L　i　M，　Ubaidus　S，　Od　a　K　Takagi　R，　Maeda　T，　Amizuka　N：Histological

assessments　on　the　abnormalities　of　mouse　epiphyseal　chondrocytes　wuth　short

term　centrifUgal　loading．平成19年度新潟歯学会第2回例会・新潟・2007・

11．10、抄録集　p21

16． Freitas　P，　Li　M，　Ubaidus　S，　Oda　K　Takagi　R．　Maeda　T，　Amizuka　N：　Ful　l

oSteoblastic　differentiation　induced　by　interrnitte皿t　parathyroid　hormone（PTH）

treatment　is　mediated　by　oSteoclastic　presence．平成19年度新潟歯学会

一4一



1・　那須真樹子・石田陽子，沼奈津子，織田公光．野村修一：低ボスファタ＿

　　　ゼ症における突然変異型アルカリホスファターゼR433Cの細胞生物学的
　　　解析．　　　　　　第48回歯科基礎医学会大会鶴見、9月21－23日、抄録集pl38
　　　（160），2006年

2・　五関一曽根正江・曽我部夏子、織田公光、折茂英生、細井孝之：

　　　骨密度と関連する臓器非特異型アルカリホスファターゼ遺伝子多型に

　　　おける酵素化学的性質，生合成および三次元モデルの比較．第24回日本

　　　骨代謝学会学術集会　プログラム抄録集199ページ、演題番号：O＿117

　　　（2006年7月8日　於東京ファッションタウン）

3． 那須真樹子，石田陽子，沼奈津子，織田公光，野村修一：突然変異型

アルカリホスファターゼR433Cの細胞生物学的解析．日本補綴歯科学

会第115回学術大会，札幌，2007年7月8－9日，日本補綴歯科学会雑誌，

50（特別号），168頁，2006年．

4・　Ali・M－N・脳，　S，　K・bayashi　T，　Oda　K，　Ohshima　H，　Sait・C．：Hist・1・gical

　　　analysis　of　a　rat　model　of　manibUlar　distraction　osteogenesis．平成18年度新潟

　　　歯学会第2回例会、新潟、2006．1LIL新潟歯学会誌p315（32）．

5． 那須真樹子、石田陽子、沼奈津子、野村修一、織田公光：ジスルフィ

ド結合で架橋された組織非特異型アルカリホスファターゼR433Cの解析．
平成18年度新潟歯学会第2回例会、新潟、2006．11．11、新潟歯学会誌
p316（36）．

6．　広瀬　聡、李　敏啓、坂上直子、小島　拓、織田公光、網塚憲生、齊藤力：

　　　骨リモデリングと骨細胞・骨細管系の再構築に関する形態学的検索、平18

　　　年度新潟歯学会第2回例会、新潟、2006．11．11、新潟歯学会誌p318（40〕．

7． 坂上直子、李　敏啓、Ubaidus　Sobhan　，　PaU　lo　Henrique、小島　拓、

織畔公光・小澤英浩・網塚憲生：カップリングとリモデリングのどちら

が骨細胞・骨細管系の構築を規定するか、平成18年度新潟歯学会第2回
例会、新潟、2006．11．11、新潟歯学会P319（41）．

8． Goseki－Sone　M，　Sogabe　N．，　Oda　K．，Nakamura　H．，　Orimo　H．Hosoi　T．：

Molecular　analysis　of　the　single　nucleotide　polymorPhi　sm（787T＞C）in　the

tissue－nonspecific　aEkaline　phosphatase　gene　associated　with　BDM．5th

一5一



第2回例会、新潟、2006．11．10、抄録集　P22

17．　Ubaidus　S，　LI　M，　Freitas　P，　Oda　K，　Takagi　R。　Maeda　T，　Ai　nizuka　N：

　　　HLi　Stochernical　assessments　on　the　di　stribution　of　oSteocytes／lacunar　canalicular

　　　system．平成19年度新潟歯学会第2回例会、新潟、2007．11．10、

　　　抄録集p22

1． Numa　N，　I　shida　Y，　Nasu　M，　Oda　K：Characterization　of　tissue－nonspecific

alkal　ine　phosphatase　with　valine（406）－alani皿e　substitUtion・ALPS（All（aine

phosphatase　s）研究会（平成19年7月28日）兵庫　抄録　GP－8

2． Goseki－Sone　M，　Sogabe　N，　Oda　K，　Naka皿1ra　H，　Orimo　H，　Hosoi　T：Study

of　the　single　nucleotide　polymorphism（787T＞C）in　the　tissue－nonspecific

alkaline　phosphatase　gene　associated　With　bone　mi皿eral　density・・A工PS

（Alkaine　phosphatases）研究会（平成19年7月28日）兵庫抄録　GP－6

蜘 に　る工 の 　　n日、s、■

該当無し

一6一

已



研究成果の要約

1． ’・スフ “でthれ1　TNSALP　Ar　433C　sの

ミスセンス変異（R433C）がTNSALPに及ぼす影響を検討する目的でCOS－1を

用いた一過性の発現系とTet・On　CHO　KI細胞を用いた条件安定株を用いた発

現系で解析を行った・その結果、野生型酵素が非共有結合で会合した2量体を

形成しているのに対して・変異型酵素は433番目のシステイン残基間が架橋さ

れている事が判った・この架橋は小胞体で形成されるが、パルスーチェイス実

験によると変異型酵素の細胞内の輸送速度は野生型とほぼ同じであり、ともに

細胞表面に発現された・しかし、一方、その触媒効率は変異型で著しく低下し

ていた。また、トリプシンあるいはプロテイナーゼKによる消化実験により、

野生型に比べて変異型酵素は分解されやすいことが判った。変異型酵素はサブ

ユニット間の架橋により活性部位、あるいはその周囲の立体構造にひずみを生

じているために効率のよい触媒作用を発揮出来ないことが推測された。従って、

本変異酵素を有するホモ型の患者では、変異酵素が骨芽細胞の表面に発現する

にも係わらずその触媒活性が低いために低ボスファターゼ症を発症すると考

えられた（業績1）。

2．　血　　ル　1mスフ　　ーゼ　’ る　　≠ 、の

骨病変、肝臓病、癌、自己免疫疾患等の患者の血液中にTNSALP（組織非特異

型アルカリホスファターゼ）とIgGとの複合体が存在することが知られている。

本研究ではこの複合体の簡便な測定系としてTNSALPに対するモノクローナ

ル抗体を用いたELISAを開発した（業績4）。

3．
口 の　」・スフ　　ーゼ　で　2H　れZ・MSALP　Val406Alaの

本変異は複合ヘテロ接合体（V406A／A99T）の患者で報告され、　A99T変異に

ついては酵素活性が完全に失われることが既に報告されており、本研究ではミ
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スセンス変異（V406A）に着目し、変異がTNSALPに及ぼす影響を検討する目

的で哺乳動物細胞を用いた発現系で解析を行った。その結果、他のいくつかの

重症型の症例で報告された変異酵素とは異なり、本変異酵素はその細胞内輸送

速度は野生型とほぼ同じで細胞表面に発現されることが判った。次に、野生型

あるいは変異型酵素の触媒能を定量的に比較検討するために、
GPI（glycosylphosphatidylinositol）を欠いた分泌型酵素として両変異酵素を発現

精製を行った。その酵素学的なパラメーターの解析により、変異酵素はKcati

Km値が野生型の10分の1であることが確認された。従って、触媒能の低下

が本変異を有する患者が低ボスファターゼ症を発症した原因と考えられた。ま

た、406番目のアミノ酸をロイシン，イソロイシンに置換してもバリンと同等

の活性を発現したのに対して、フェニルアラニンに置換した場合はアラニンと

同等の低い活性しか発現しなかった。このことからクラウンドメインに位置す

る406番目のアミノ酸側鎖は単にその疎水性よりも長さが重要であって、サプ

ユニット間で相互作用する事により2量体の保持に働いて触媒効率を高める

可能性を示唆した（業re　12）。

4．　卿匪究
　　　学内の他の研究グループ（2，3，5・・7，9－11）や学外の研究グループ（業績4、

　　　8）と共同で、組織非特異型アルカリホスファターゼおよび骨や歯組織の形成

　　　と維持に関連して共同研究を実施した。
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