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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。
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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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