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研究成果の概要（和文）：低ホスファターゼ症は組織非特異型アルカリホスファターゼ遺伝子の

突然変異に起因する先天的な代謝異常症である。しかし、遺伝子上の変異がどのように本疾患

の発症に係わっているのかに関してはよくわかっていない。本研究では、 重症の低ホスファタ

ーゼ症で報告されたジスルフィド結合に関わる 2 例の変異と、優性遺伝することが知られてい

るミスセンス変異の解析を分子レベルで行い、その発症メカニズムを示した。 

 
研究成果の概要（英文）：Hypophosphatasia(HPP), an inborn error of metabolism, is caused 
by various loss-in-function mutations in the tissue-nonspecific alkaline phosphatase 
gene. However, little has been known as to how these mutations lead to development of 
HPP. In this study we have examined two missense mutations related with disulfide bond 
linkage and one mutation involved in dominantly transmitted HPP at the molecular level. 
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１． 研究開始当初の背景 

低フォスファターゼ症（HPP）は 1948年に
はじめて報告された先天性常染色体遺伝疾
患で、血清アルカリホスファターゼ（ALP）
活性の低下を伴うことにその名を由来して
いる。くる病とは異なり血中のカルシウムや
リン酸の濃度は患者では減少しない。1988年
に最初の変異が組織非特異型 ALP（TNSALP）
の遺伝子上に報告されて以来、全世界で約
200例が知られており、そのうち約 80％はア
ミノ酸が置き換ったミスセンス突然変異で

ある。HPP は重症型の周産期型、乳児型、軽
症例の小児型、成人型、そして歯にだけ症状
が限定される odonto（歯限局）型の五つに分
類されるが、骨の石灰化がほとんど起こらな
い致死型から乳歯の早期脱落、成人の偽骨折
まで様々な症状が知られており、変異の場所、
置換されるアミノ酸の種類により多様な臨
床症状を呈することが考えられる。また、主
として劣性形式で遺伝するが、優性遺伝する
例も知られている。 しかし、アミノ酸の置
換に代表される突然変異により TNSALP 分子
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の構造と機能にどのような分子欠陥を生じ、
さらには変異型 TNSALP を発現する細胞の分
化、増殖がどのように影響され、最終的に組
織、身体レベルでどのような臨床症状として
表れるのか、その分子機序は不明のままであ
る。本研究は野生型および変異型酵素を発現
した哺乳類細胞を対象に、酵素学ならびに生
合成を含めた細胞生物学的な多角的な解析
を遂行することにその研究の特色と独創性
があり、研究を通して HPP の特徴である軽度
から重度に渡る広範囲の石灰化不全の分子
機構を理解することで、病気の診断あるいは
病気の進行を予測し、さらには治療法を開発
する上でも多大な貢献が期待できる。 
 

２． 研究の目的 

石灰化は骨や歯などの硬組織を特徴づ

ける構造である。しかし、歯科領域におい

ても形態学を中心に多くの研究がなされ

ているにも係らず、その形成、維持に関す

る分子機構に関しては現在でもなお不明

な点が多い。ヒトの 4 種類の ALP の中で、

TNSALP は古くから石灰化の指標として知

られて来たが、その遺伝子の突然変異に起

因する HPP患者の主症状が石灰化不全で

ある事実は、本酵素と石灰化を結びつける

直接的な証拠である。石灰化の本体である

ヒドロキシアパタイトはカルシウムイオ

ンとリン酸イオンから数段階を経て形成

されると推測されており、基質小胞内で形

成された結晶が小胞膜をつき破って成長

する過程で、無機ピロリン酸がその形成を

阻害する結晶毒の役割をはたすと考えら

れている。基質小胞膜上の TNSALP はこの

無機ピロリン酸を加水分解することで石

灰化を促進するというのが現在の有力な

仮説である。従って、その遺伝子の突然変

異により基質小胞膜上の TNSALP 活性/分

子数が減少する HPPでは、石灰化部位での

無機ピロリン酸濃度が上昇するために石

灰化の過程が障害を受けると考えられる。

本研究の最終目的は、様々な突然変異が

TNSALP 分子に及ぼす影響を細胞生物学的

に詳細に解析することを通して HPP の発

症機構の解明に迫ることにある。 

 
 

３． 研究の方法 

(1) 変異酵素の発現とその解析 

① 変異型酵素を発現するために野生型酵
素をコードするプラスミドに部位特異
的突然変異法を用いて変異を導入後、変

異の有無並びに全コード領域の塩基配
列を確認した。TNSALP (C184T)、TNSALP 
(C472S)、TNSALP（C184T C472S）、TNSALP
（A116T) 

② COS-1 細胞を用いた一過性の発現系での
解析： ｐSG5-TNSALP のトランスフェク
ション 

 
③ Tet-On CHO 細胞を用いた誘導発現系で

の解析： 変異型酵素のｃDNA をｐ- 
TRE-hygro ベクターにサブクローニング
した後、Tet-On CHOにトランスフェクシ
ョン後にプラスミドを保持する細胞の
選択。酵素の発現は培地中にドキシサイ
クリンを加えて行った。 

④ 実験項目 
1. 蛍光抗体法による細胞内局在の観

察 
2. 放射性メチオニンを用いたパルス

ーチェイス実験/免疫沈降（細胞内
輸送の速度の決定） 

3. パルスーチェイス実験/低温での中
性界面活性剤での抽出（ラフト構造
への会合速度の解析） 

4. ホスファチジルイノシトール特異
的ホスホリパーゼCによる消化実験
（GPI 修飾の有無） 

5. ショ糖密度勾配遠心法による分子
サイズの決定 

6. ウエスタンブロティングによる分
子サイズの解析 

 
 (2) 変異酵素 TNALP（D289V)の認識機構

の解析 
 
本変異酵素は一過性の発現系で急速に分
解される。申請者はすでにこの分解には変
異酵素がポリユビキチン化を受けたのちに
プロテアソームで分解されるいわゆる小胞
体分解機構の関与を示す結果を得ていた
（Ishida etal. J.Biochem.134, 63-70, 
2003).そこでヒト肝細胞由来の HepG2 細胞
にプラスミドを一過性にトランスフェクト
し、24時間後に細胞を回収して mRNA 
を抽出後に DNA マイクロアレイにより 
変異酵素の発現に伴って発現量が増加す
るタンパク質の網羅的な解析を行った。 
 
４． 研究成果 

本研究では重症例で報告されたミスセン

ス突然変異および軽症例（優性遺伝）関連

した変異に着目してその影響を詳細に解析

した。 

（１）いずれも変異により、201番目あるい

は497番目のシステインが他のアミノ酸に

置換されたためにサブユニット内でジスル

フィド結合ができない症例について。一過



性及び条件発現株化細胞を用いて細胞生物

学的な解析を行った。その結果、野生型に

比べて各変異酵素は活性を保持した酵素分

子がわずかに細胞表面に発現するだけであ

ることが明らかとなり、その原因はジスル

フィド結合が形成されないためにサブユニ

ットが適切な構造をとれないないこと、従

い活性発現に必須な2量体構造を獲得でき

ないことが判明した。この研究はTNSALP分

子の形成におけるジスルフィド結合の重要

性を示したことによりで当該分野の雑誌に

採択された（雑誌論文 2）。 

 
（２）小児型あるいは歯限局型HPPで報告さ
れたTNSALPの116番目（非標準命名法）の
アラニン残基がトレオニンに置換された
ミスセンス変異［TNSALP(A116T)］を解析
するために変異型酵素を一過性あるいは
樹立細胞に発現して細胞生物学的な詳し
い解析を行った。特に、野生型酵素がホモ
２量体を形成するのに対して変異酵素は
ホモ2量体の形成できずに単量体あるいは
それがジスルフィド結合で架橋された高
分子量の凝集体として細胞に存在するこ
とが明らかになった。興味深いことに、こ
の単量体あるいは凝集体は細胞表面に到
達できることも分かった。さらには野生型
と変異酵素を共発現させると野生型酵素
の一部が高分子量の凝集体に取り込まれ
ることも明らかにした。本変異は優性遺伝
することが家系の調査から明らかになっ
ており、野生型と共発現すると野生型酵素
を阻害する、いわゆるドミナントネガチブ
作用を有することが知られているが、本研
究からその分子メカニズムの一端が明ら
かとなった(雑誌報告 11)。 

 
（３）DNAマイクロアレイ実験から
TNSALP(D306V)の発現により著しく転写が
亢進するF-boxタンパク質の一種をすでに
見出した。このF-boxタンパク質はロイシン
リピートを有するFBXLに分類されるが、細
胞内ではSkp、Cullinと結合してSCF-E3複合
体を形成して、変異酵素の分解に働いてい
ると考えられる(未発表）。 
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