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研究成果の概要（和文）：遺伝性葉酸吸収不全症(HFM)は、SLC46A1(PCFT責任遺伝子)遺伝子変異に起因した常染
色体劣性遺伝疾患で、原発性免疫不全症の一種である。過去に後遺症なく治療が奏効した例は殆どない。申請者
らは新規に報告した遺伝子変異について機能解析を進め、HFMに対する有効な治療基準の確立を目指した。
研究期間内に、患児の葉酸吸収不全が両親由来の遺伝子変異が組み合わせられたことによることを確認した。ま
た、患児由来EBV-LCL(ヒト不死化B細胞株)を樹立し、血球系への影響の有無の検討を行った。更に、HeLa細胞
(ヒト子宮頸癌由来細胞株)のPCFT発現解析や変異PCFTの葉酸取り込み能の解析を行った。

研究成果の概要（英文）：Hereditary folate malabsorption (HFM) is an autosomal recessive disease 
caused by mutations in SLC46A1 encoding the proton-coupled folate transporter (PCFT), a type of 
primary immunodeficiency. There are few cases in the past in which treatment has been successful 
without sequelae. We advanced functional analysis of the newly reported gene mutation and aimed to 
establish effective treatment standards for HFM.
During the study period, it was confirmed that folate malabsorption in the patient was due to a 
combination of genetic mutations from parents. And, EBV-LCL (human immortalized B cell line) derived
 from the patient was established, and the effect on the hematocyocyte system was examined. In 
addition, PCFT expression analysis of HeLa cells (human cervical cancer-derived cell lines) and 
folate transportant ability of mutant PCFT were analyzed.

研究分野： 小児・障害者歯科
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研究成果の学術的意義や社会的意義
申請者らが報告した遺伝子変異については日本人特有の創始者変異あるいは世界共通でみられるホットスポット
の可能性がある。国内外のゲノムデータベース検索でも該当はないが、今後情報が集積されるにつれて明らかに
なる可能性がある。また今後の新規HFM患者の遺伝子解析においては、当該変異をピンポイントで検索すること
でより早期の診断治療につながり得ると考えられる。葉酸取り込み能の解析はより安全かつ簡便に施行できるた
め、機能解析の一助となる。
本研究は、原因不明の原発性免疫不全症とされ早期に適切な治療に到達しない潜在的患者に対し、その早期診断
および治療に寄与するものである。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

 
葉酸は DNA 合成、アミノ酸合成に必須の補酵素であり、欠乏により巨先芽球性貧血、免

疫不全症状、神経症状などを来す。妊婦で葉酸が欠乏すると、胎児の神経管形成障害リスク
が上昇する。この葉酸を先天的に吸収できない遺伝性葉酸吸収不全症（Hereditary folate 
malabsorption, HFM）は 1961 年初報告され、2014 年現在全世界で 31 の報告がある。 
 
２．研究の目的 

 
2014 年申請者らは、本邦初となる HFM 患者について報告した。その患児について、申

請者らは葉酸輸送体 proton-coupled transporter （PCFT）のコード遺伝子 SLC46A1 に未
報告の変異があることを発見した。当該患児は重症免疫不全症状、神経症状を有していた。
過去の報告によれば、後遺症なく治療が奏功した例はほとんどない。本研究の目的は、当該
遺伝子変異について機能解析を進め、遺伝性葉酸吸収不全症に対する有効な治療基準を確
立することである。 
 
３．研究の方法 

 
国内非血縁患者 4 名において、SLC46A1 の DNA および cDNA レベルの遺伝子解析を行

なった。アミノ酸置換を生じる変異がタンパクの構造や機能に与える影響を分析した。各変
異がタンパク発現に及ぼす影響の評価については、HeLa 細胞に各変異体発現ベクターと
pEGFP ベクター（導入効率のマーカー）を共導入し、ウェスタンブロット法で PCFT 発現
を調べた。さらに各変異が葉酸輸送能に与える影響については、従来頻用されていたアイソ
トープを使用せずに、HeLa に各変異体と CD20 発現ベクター（導入効率のマーカー）を共
導入した。MTX-FITC を PCFT 好適活動環境下で取り込ませてから細胞を回収し、遺伝子
導入細胞における MTX-FITC 陽性細胞の比率を解析することで評価を行った。 
 
 
４．研究成果 
 
（１）患者 1 の SLC46A1 の DNA レベルの遺伝子解析では、患者と母にヘテロの塩基置換 
（c.566G > T, p.G189V）のみを認めた。さらに cDNA レベルの解析を行なったところ, 患
者1と父において, エキソン 3 の後ろにイントロン 3 の 168 bp が挿入されていることが示
された（図１）。この挿入配列によって、その途中で premature termination が生じていた 
（p.G389Afs*20）。挿入部位付近の DNA シークエンス解析によって挿入配列の 3’端の 
c.1166-285T > G の塩基置換が父と患者 1 のみでみられ、これは挿入配列を持たないコント
ロール 50 人の解析では認めなかった。スプラ
イス異常を予測するソフトウェア解析からは、
この変化によって、置換塩基の直後の塩基配列
が splice donor site に変化する可能性が高まる
ことが示唆された。 
このスプライス異常についてさらに詳細に

解析するために、挿入配列のみ増幅するプライ
マーと挿入のない配列のみを増幅するプライマー
を用いて RT-PCR を行い、増幅産物の遺伝子解
析を行なったところ、168 bp の挿入配列がある転写産物は父のアレルのみから由来、168 
bp の挿入配列のない転写産物は母のアレルのみから由来することが判明した。このことは，
c.1166-285T > G があると必ず 168 bp が挿入されること、c.1166-285T > G がないと 168 
bpの挿入は生じないことを示しており，168bpの挿入は transcriptional variantではなく、
c.1166-285T > G では必ず splice 異常が起こる、つまり leaky な splice 変異ではないこと
が示された。以上の結果から, 患者 1 は c.566G > T, p.G189V と c.1166-285T > G, 
p.G389Afs*20 の複合ヘテロ接合変異を有していると考えた。 
 
（２）患者 2 の SLC46A1 の DNA レベルの遺伝子解析では異常がみられず、RT-PCR 産
物の解 析を行なったところ、患者 1 と同一のイントロン 3 の 168 bp が挿入された産物の
みを認め た。DNA 配列を確認すると、患者 2 は両親由来の c.1166-285T > G, p.G389Afs*20
のホモ 変異と判明した。 
 
（３）ここまでの結果から、患者 3，4 はエキソン解析に加えて初めから患者 1,2 共通の

図１イントロン 3 の 168 bp 挿入配列 



c.1166-285T > G の有無についても解析した。すると、患者 3 は父由来の c.1166-285T > G，
p.G389Afs*20 と母由来の既報変異 c.954C > G, p.S318R がみられ、患者 4 は母由来の
c.1166-285T > G，p.G389Afs*20 と父由来の未報告の c.1174T > G, p.F392V がみられ、い
ずれも複合ヘテロ接合変異の可能性が考えられた。 
 
（４）次に患者 1，3，4 でみられたアミノ酸置換の与え
る影響について各種予測ソフトで検索したところ、いず
れも影響は大きいと予測された。それぞれの PCFT 変異
体発現ベクターを HeLa 細胞に一過性に導入し、ウェス
タンブロット法で解析したところ、168 bp 挿入変異体、
S318R 変異体では PCFT 発現が欠損しており、G189V 変
異体では減少していた。一方で F392V 変異体は野生型と
ほぼ同等の PCFT 発現を示した（図 2）。 
 
（５）また、MTX-FITC の取り込みをフローサイトメト
リー法で解析したところ、各変異体では MTX-FITC 陽性
細胞が著明に低下しており、MTX 輸送能がほぼ 欠如す
ることが示唆された（図 3）。 

 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
以上の結果より、4 患者に共通していた c.1166-285T > G については日本人特有の創始

者変異あるいは世界共通でみられるホットスポットの可能性がある。今後の新規 HFM 患
者の遺伝子解析においては、全エキソン検索に加えて c.1166-285T > G をピンポイントで
検索することで、より早期の診断治療につながり得る。 

図 2 各変異体の PCFT 発現 

図 3 各変異体の MTX-FITX 陽性細胞の割合 
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