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Abstract̄

Hypophosphatasiaiscausedbydeficiencyofactivityofthetissue-nonspecificalMine

phosphatase（TNSALP)，Ⅱ℃sultinginadefMofbonemineralizationEnzymereplacement

therapy(ERr)wasattemptedbutlittleclinicalimprovementwasachieved・

AttainingclinicaleffbctivenesswithERTfOrhypophosphatasiarequiresdelivermg

fmnctionalTNSAＬＰｅｎｚｙｍｅｔｏｂｏｎｅ･ＷｅｔａｇｇｅｄｔｈｅＣ~terminal-anchorlessTNSALPenzyme

withanacidicoligopeptide(asixoreight雁siduestⅡ℃tchofL-Asp),whichmarkedlymcreased

afTinityfbrhydroxyapatiteabundantinbone・Wecomparedthebiochemicalpmpertiesofthe

purifiedtaggedanduntaggedenzymesderivedfromChinesehamsteroVaHycelllines･

ThespecificactMtiesofthepurifiedenzymestaggedwiththeacidicoligopeptidewe正

tｈｅｓａｍｅａｓｔheuntaggedenzyme.〃ｐｊ筋maffinityexperimentsshowedthetaggedenzymeshad

lO-fbldhigherafTinitymphydroxyapatitethantheuntaggedenzyme・Lectinaffinity

chIUmatographyfbrcarbohydratestructureshowedUttledifferenceamongthethI℃eenzymes・

Biodistributionpatternfromsingleinf､sionofthenuorescence-labeledenｚｙｍｅｓｉｎｔｏｍｉｃｅ

ｓｈｏｗｅｄｔｈｅａｍｏｕｎｔｏｆtaggedenzymeretamedinbonewas4-fbldgreaterthantheuntagged

enzyｍｅ・Thetaggedenzymesdemonstratedlongerretentioninboneandwe正presentin

higherconcentrationcontinuouslyuptooneweek〃vjZmmineralizationassayｓｗｉｔｈｅａｃｈｏｆ

ｔｈｒｅｅｅｎｚｙｍｅｓｉｎｔｈｅｐｒesenceofhighconcentrationsofpyrophosphateprovidedevidenceof

bonemineralizationwiththebonemarrowfromahypophosphatasiapatient・

TheseresultsshoWtheanchorlessenzymestaggedwithanacidicoligopeptideare

deliveI℃defficientlyandfUnctionbioactivelyinbonemineralizatiom，suggestingthepotential

useofthesetaggedenzymesinERrfbrhypophosphatasia．
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緒言

Tissue-nonspecificalkalinephosphatase（TNSALP）は生体内に存在するalkaline

phosphatase(ALP）のアイソザイムの一つであり、主に肝臓、腎臓、骨にその局在が認めら

れている。HypophosphatasiaはTNSALP活性の欠損によって引き起こされる疾患であり、表

現型として主に骨の形成異常が見られ、その患者はくる病または骨軟化症の病態を示す。

また臨床的にその表現型は幅広く、重症の場合では脆弱な骨格形成により生後数日または

数週間で死亡してしまう。

TNSALPは骨芽細胞に膜結合型タンパク質として存在し､hypophosphatasia患者で見

られる骨の形成異常はTNSALPが骨の構築に重要な役割を持つことを示唆するものである。

骨芽細胞は骨において骨基質を産生し、そこにリン酸カルシウム結晶が沈着することによ

り石灰化が起こる。石灰化の開始は骨芽細胞が産生する基質小胞内で起こり、基質小胞は

リン酸カルシウム結晶の析出のために最適な環境を作り出している。基質小胞はその膜上

にTNSALPを有しており、TNSALPはpyrophophate(PPi）をmonophosphatePi）に分解する

活性を持つことから､TNSALPの生理的な役割は強い石灰化の阻害作用を持つPPiを分解し、

石灰化に必要な無機分子であるＰｉに変換することにより石灰化を促進することであると考

えられている。このように､hypophosphatasiaではTNSALP活性の欠損によりPPiが蓄積し、

骨の石灰化が抑制されることで骨の形成異常をきたす疾患である。

Hypophosphatasiaは酵素の欠損によって引き起こされる疾患であるので、その治療

方法として、欠損した酵素を補う酵素補充療法が試みられた。しかしながら、今まで行わ

れたhypophosphatasia患者に対する酵素補充療法はほとんど効果を示していない。この結果

は全身投与された酵素が骨において生理的に有効なレベルに達していないとの考察がなさ

れており、効果的な酵素の骨へのデリバリーがその酵素補充療法に有用であると考えられ

ている。近年、Kasugaiらが酸性アミノ酸から成るオリゴペプチドが全身投与後、選択的に

骨へ移行し、そこへ留まることを発見した。さらに、エストラジオールをこの酸性オリゴ

ペプチドで修飾することにより、エストラジオールの骨への選択的なデリバリーに成功し、

卵巣切除マウスの骨密度の改善と、子宮および肝臓に対するエストラジオールの副作用の

軽減が認められた。

本研究ではHypophosphatasiaの酵素補充療法を確立することを目的とし、酸性オリ

ゴペプチドを共役したTNSALPを精製し、その性質をみたものである。

方法・結果

TNSALPと酸性オリゴペプチド共役TNSALPを得るため、それらのＤＮＡコンスト

ラクトを構築した｡TNSALPはglycosylphosphatidylinositol(GPI）を介して細胞膜に結合して

おり、それにはTNSALPタンパク質のＣ末端に存在するGPIanchoringsignalpeptideが必要

である。まず､TNSALPを分泌型の酵素とするためTNSAIPcDNAからGPIanchoringsignal
peptideをコードする配列を除くこととした。また酸性オリゴペプチド共役TNSALPを得る

ため､６つあるいは８つのアスパラギン酸をコードするＤＮＡ配列をTNSALPのＣ末端に導

入した。これらの酵素を以下、IhTNSALP（分泌型遺伝子組み換えヒトTNSALP)、

CD6-TNSALP（６つのアスパラギン酸を共役した分泌型遺伝子組み換えヒトTNSALP)、

CD8-TNSALP（８つのアスパラギン酸を共役した分泌型遺伝子組み換えヒトTNSALP）と呼
ぶ。
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これら３つのcDNAをそれぞれ発現ベクターに組み込み､Chinesehamsterovaly細胞
で一過性に発現させたところ、それらの酵素の９５％以上がその培養上清中に分泌され、そ

の分泌量はすべての酵素においてほぼ等しかった。それぞれの安定発現株を作製し、その

培養上清を１２時間毎に回収して酵素を得た。その酵素はＤＥＡＥとSephaclylS-400-HRカラ
ムを用い精製され､rhTNSALP､CD6-TNSALP､CD8-TNSALPの収率はそれぞれ32％､６２％、

５６％であり、rhTNSALPの収率はカラムからの溶出ピークが低く、CD6-およびCD8-TNSALp

の収率に比べ低い値であった。

これらの精製された酵素はすべてほぼ同程度のSpecificactivityおよびMichaelｉｓ定
数を有しており、その酵素活性においては酸性オリゴペプチドの影響はほとんどみられな

かった。一方、酸性オリゴペプチド共役酵素のハイドロキシアパタイトとの親和性は非共

役酵素と比べ高く、Ｋｄ値として１/１０以下であった。

タンパク質中の糖鎖は生体内で重要な役割を持つことが知られており、TNSALPは

その糖鎖構造中の末端のほとんどがシアル酸で占められているという特徴を持つ。そこで

精製された酵素の糖鎖構造をみるため、lectinaffinitychromatographyを用いた。糖鎖構造中

の末端マンノースに高い親和性を持つconcanavalinA(ConA）を用い、酵素のＣｏｎＡに対す

る親和性を確認した。その結果、すべての酵素はＣｏｎＡカラムからほぼ等しい溶出パターン

を示し、一様に末端マンノースを含むことが示唆された。また､,糖鎖構造中の末端シアル

酸に高い親和性を持つwheatgermagglutmin(WGA）を用いて、酵素の末端シアル酸の含有

量を確認した。その結果、シアル酸含有量はrhTNSALP＞CD6-TNSALP＞CD8-TNSALPの

順であることが予想され、またいずれの酵素もその糖鎖構造中に多量の

N-acetyl-D-glucOsamine残基を持つことが示唆された。また、neuraminidaseで糖鎖の末端シ

アル酸を除去後、ＳＤＳ=PAGEにて分子量の変化をみると、いずれの酵素も同程度の分子量低

下が認められた。これらの結果から、酸性オリゴペプチド共役酵素は非共役酵素と比べわ

ずかな末端シアル酸の含有量の低下は認められるが、その程度は低いものであると考えら

れる。

酵素の骨への移行性を腕Ｗｖｏで確認するため、酵素を蛍光で標識し、マウスへ全身

投与した。そのマウスを６時間、２４時間、７２時間、１６８時間後に屠殺し、大腿骨切片を

得た。大腿骨骨端部への酵素分布を観察すると、成長板には酵素の分布は認められなかっ

たが､石灰化部分には酵素の分布を認めた｡酸性オリゴペプチド・共役酵素は投与６時間後、

非共役酵素と比べおよそ４倍の高い分布が石灰化部分に認められた。さらに酸性オリゴペ

プチド共役酵素は投与後１週間にわたり非共役酵素の２～３倍の量を石灰化部分に留めた。

またcD6-TNsALPとCD8-TNsALPの間で骨への分布に差は認められなかった。骨以外へ

の酵素分布をみると肝臓に比較的高い酵素分布が認められたが、３つの酵素間で差は認めら

れなかった。

Hypophosphatasia患者から得た骨髄細胞を用いて、それらの石灰化と酵素の及ぼす

影響を確認した。その骨髄細胞をp-glycerophosphate存在下で培養しても石灰化を認めるこ

とが出来なかったが、精製したいずれかの酵素を加えることによって６－glycerophosphate存

在下で石灰化を認めた。また、l3-glycerophosphateの代わりにＰｉを用いると、酵素非存在下

でも石灰化がみられた｡Ｐｉ存在下で酵素を加えてもその石灰化に相加的な効果は認められな

かった。これらの結果から、この骨髄細胞培養系においてTNSALPはl3-glycerophOsphateか
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らＰｉを遊離させることによって石灰化に寄与することが示唆された。これらの酵素が生理

的な石灰化の阻害物質であるPPiを加水分解することができるかを確認するため、Ｐｉ存在下

の骨髄細胞培養系にPPiを加えた。PPi添加により、Ｐｉ存在下における石灰化は完全に阻害

されたが､精製したいずれかの酵素を加えることによって石灰化はPPi無添加群の７０～80％

にまで回復した。上記の結果よりIhTNSALP、CD6-TNSALPおよびCD8-TNSALPのいずれ

もPPiを分解することによって骨の石灰化に対し寄与することが示唆された。

結論

この研究において以下のことを証明することができた。

LTNSALPcDNAからGPIanchoringsignalpeptideをコードする配列を除去することにより、

分泌型として９５％以上の酵素が培養上清中へ分泌された。このGPIanchorの除去は多量の

酵素を効果的に回収することを可能にした。

２．６つおよび８つの酸性アミノ酸から成る酸性オリゴペプチドをIhTNSALPのＣ末端に共

役させることにより、酵素の活性およびその糖鎖構造にほとんど影響を与えることなくハ

イドロキシアパタイトヘの親和性を非共役酵素の１０倍以上に高めることができた。

３．蛍光標識後、酸性オリゴペプチド共役および非共役酵素をマウスに投与した結果、酸性

オリゴペプチドは骨への酵素の分布を１週間にわたり２～４倍に高めた。また脳､肺､心臓、

肝臓、脾臓および腎臓への分布には酸性オリゴペプチド､共役酵素と非共役酵素間でその差
は認められなかった。

４．酸性オリゴペプチド共役酵素は非共役酵素と同様に、hypophosphatasia患者から得た骨

髄細胞を用いた培養系において、強い石灰化阻害作用を持つPPiを分解することにより石灰
化を誘導することが示された。

以上、本研究は、酸性オリゴペプチドを用いた骨へのdmgdeliveryに関する新たな可能性

を示すものである。つまり巨大な分子である酵素を骨へデリバリーできることは、

hypophosphatasiaにおける酵素補充療法の臨床的な応用を大いに期待させるものである。

-358-



学位論文審査結果の要旨

Hypophosphatasiaはtissue-nonspecificalkalinephosphatase（TNSALP）活性の欠損によって引き起こさ

れる疾患であり、表現型として主に骨の形成異常が見られる。Hypophosphatasiaに対する酵素補充療法が
試みられたが、その臨床的な有効性はほとんど認められていない。そこで本研究は、Miyamotoらが開発し
たハイドロキシアパタイトに高親和性を持つ酸性オリゴペプチドをTNSALPに結合して骨集積生が高めら
れないかを検討した。

まず、TNSALPを分泌型の酵素とするためTNSALPcDNAのＣ末端に位置するGPIanchoringsignal
peptideをコードする配列を除いた。また酸性オリゴペプチド共役TNSALPを得るため、６ケあるいは８

ケの連続するアスパラギン酸をコードするＤＮＡ配列をTNSALPのＣ末端に導入した。これらの酵素を

Chinesehamsterovalycellへトランスフェク卜し、培養上清中に分泌させた。酸性オリゴペプチドを共役

した酵素は、非共役酵素とほぼ同等の酵素活性を持ち、１ectinaffinitychromatographyによっていずれの酵
素もほぼ同様の糖鎖構造を持つだけでなく、非共役酵素の１０倍以上のハイドロキシアパタイト親和性を持

つことが示された。これらをマウスに全身投与して大腿骨への酵素の分布を観察すると、酸性オリゴペプチ

ド共役酵素は、非共役酵素と比較して投与６時間後で４倍が骨の石灰化部分へ分布し、投与後１週間にわ

たり２倍以上が滞留した。さらに、hypophosphatasia患者からの骨髄細胞に対してペプチド共役酵素はh
U7Zmで石灰化を引き起こすことを確認した｡

このように、本研究は、hypophosphatasiaに対する画期的な酵素補充療法に結びつく成果を示した労作

であり、博士（薬学）を授与するに値すると評価された。
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