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研究成果の概要（和文）：臨床的にHPMR症候群（高アルカリフォスファターゼ血症-発達遅滞症候群、Mabry症候群）と
診断された症例において、全エクソンシークエンスによりPIGL遺伝子に２つのフレームシフト変異を認めた。DAF、FLA
ER、CD24、CD16などのGPIアンカー蛋白の発現は、患者顆粒球細胞表面においても、また変異PIGL導入CHO細胞において
も低下していたことから、患者のPIGLの２つの変異はGPIアンカー生合成異常の原因であることが示唆された。
これまでPIGLの変異はCHIME症候群患者で見出されていたが、同遺伝子のフレームシフト変異はHPMR症候群の原因とも
なりうることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：We found two heterozygous frameshift mutations in PIGL gene in a patient with 
Mabry syndrome, or hyperphosphatasia mental retardation syndrome (HPMRS) by whole-exome sequencing. 
Surface expression of the glycosylphosphatidylinositol (GPI)-anchored proteins, such as DAF, FLARE, CD24 
and CD16, were decreased both in granulocytes from the patient and PIGL-deficient CHO cells expressing 
the mutated cDNA.
Nonsynonymous changes or frameshift mutations in PIGL have been identified in patients with CHIME 
syndrome. These results suggest that frameshift mutations that result in premature termination in PIGL 
cause a phenotype that is consistent with HPMRS.

研究分野： 小児内分泌学

キーワード： 高アルカリフォスファターゼ血症　GPI　発達遅滞　Mabry症候群　HPMR症候群　全エクソンシークエン
ス
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１．研究開始当初の背景 
(1)HPMR（hyperphosphatasia-mental retar- 

dation、高アルカリフォスファターゼ血症-

発達遅滞）症候群は新規に提唱された疾患群

であり、発達遅滞、数百〜数千 IU/L に及ぶ

高い血清アルカリフォスファターゼ値に加

え、特異的な顔貌（大きな眼裂、テント状の

上唇、広い鼻梁）、指の末節骨低形成を伴う①。

現在本疾患は、かつて Mabry らが報告した疾

患概念②と同じと考えられている。Krawitz

らは HPMR 症候群の原因が、GPI（Glycosyl 

Phosphatidyl Inositol）アンカー生合成に

関わる酵素の一つである PIGV 遺伝子異常で

あることを報告した③。 

 GPI アンカーは、フォスファチジルイノシ

トールにグルコサミン、マンノース、エタノ

ールアミンリン酸が結合した糖脂質の一種

であり、数多くのタンパク質（哺乳類では 100

以上）が GIP アンカーを介して細胞膜に結合

し、免疫系や細胞間情報伝達など、様々な生

体の重要な機能を果たしている。GIP アンカ

ーの生合成には 20 以上の遺伝子が関わって

おり、10 以上もの段階を経て合成される。 

(2)研究代表者らは、５歳の女児で著明な高

アルカリフォスファターゼ血症（3000〜5000 

IU/L）と高度の発達遅滞を伴う患者を経験し、

その児は HPMR 症候群様の特徴的な顔貌（大

きな眼裂、テント状上口唇）と両手指末節骨

の低形成を伴っていた。 

 HPMR症候群ではGPIアンカー生合成に障害

を来し、血液細胞（顆粒球や赤血球）の細胞

表面マーカーの発現が低下している。当該患

者でもFLAREなど細胞表面マーカーの発現を

検索したところ、明らかな異常パターンであ

ったことから、GPI アンカーの異常が強く疑

われた。そこで、本患者の PIGV 遺伝子の直

接シークエンスを行ったが、同遺伝子には変

異は認めなかった。  

＜引用文献＞ 

① Horn D, et al. Eur J Med Genet 2010, 

53:85.②Mabry CC, et al. J Pediatr 1970；

77:74. ③Krawitz PM, et al. Nat Genet 

2010;42:827. 
 
２．研究の目的 
(1)研究代表者は、本患者の臨床症状が HPMR

症候群に酷似していること、表面マーカー発

現が異常パターンであったこと、Krawitz ら

が報告した HPMR 症候群の患者の中にも PIGV

遺伝子異常を認めなかった者がいたことな

どから、本患者の疾患原因が PIGV 遺伝子以

外のGPIアンカーの生合成に関わる因子の異

常であると推察した。そこで、本研究では

HPMR 症候群の新たな原因を明らかにし、本疾

患の病態解明を目的とする。 

(2) GPI アンカー関連因子は 20 種以上あり、

それら全ての遺伝子解析を従来の直接シー

クエンス法で実施するには膨大な時間と手

間を要する。そこで本研究では、次世代シー

クエンサーを用いた全エクソームシークエ

ンスで遺伝子解析を行う。また全エクソーム

シークエンスでは、通常数十個以上の変異遺

伝子が発見されることが多く、解析する患者

数が少ない場合にはその変異が真の疾患原

因であるかどうかの判断は、しばしば難しい。

しかし本患者の場合は、GPI アンカー関連因

子の何れかに遺伝子変異が発見されれば、そ

れが HPMR 症候群の新たな病因遺伝子である

可能性が非常に高くなる。本研究開始時点に

おいて PIGV 遺伝子以外に HPMR 症候群の原因

として同定された因子は報告されておらず、

当該患者の原因遺伝子変異を明らかにする

ことは、非常に有意義である。また当該患者

の原因を明らかにすることにより、HPMR 症候

群の病態解明およびGPIアンカー型タンパク

質の機能解析につながることが期待される。 
 
３．研究の方法 
(1)次世代シークエンシングによる GPI アン

カー関連因子の遺伝子解析 

 患者より採血、DNA 抽出を行った後、患者

ゲノム DNA を断片化し、GPI 生合成に関わる

PIG-V 以外の蛋白の遺伝子（PIG-A、PIG-C、

PIG-H、PIG-P、PIG-Q、PIG-Y、DPM2、PIG-L、

PIG-W、PIG-M、PIG-X、PIG-N、PIG-B、PIG-O、

PIG-F、PIG-G、PIG-Z、PIG-K、GAA1、PIG-S、

PIG-T、PIG-U）および GPI アンカーの小胞体

からゴルジ体への移動に関わる蛋白の遺伝

子（PGAP1、PGAP5、PGAP3、PGAP2）について

プライマー設定を行い、次世代シークエンサ

ー（illumina HiSeq2000）にて解析を行う。 

 上記にてGPIアンカー関連因子のいずれか

に変異を認めた場合、キャピラリーシークエ

ンス法（ABI-7500 システム）により、患者ゲ

ノム DNA における遺伝子変異を確認する。こ

の際患者の両親についても同様にキャピラ

リーシークエンス法にて遺伝子解析を行い、



常染色体劣性遺伝かどうかを確認する。 

(2)CHO 細胞への変異遺伝子導入および表面

マーカー解析 

 上記(1)で当該患者の原因遺伝子を明らか

に出来た場合、CHO（チャイニーズハムスタ

ー卵巣）細胞を使用して、変異遺伝子導入実

験を行う。CHO 細胞は通常 GPI アンカーを有

し て いるた め 、細胞 毒 の一種 で あ る

aerolysin で CHO 細胞を処理する。具体的に

は 3nM の proaerolysin 存在下で CHO 細胞を

培養、proaerolysin は aerolysin となり GPI

アンカー蛋白と結合、CHO 細胞から GPI アン

カーは消失する。 

 上記で作成した CHO 細胞にプラスミド

（SRプロモーターを有する）を用いて正常

あるいは変異遺伝子を導入した後、CHO 細胞

にそれぞれGPIアンカー蛋白である各種の細

胞表面マーカー（CD59、CD16、FLAER など）

に対する抗体を用い、フローサイトメーター

（FACSCANTO2）にて FACScan を行う。変異遺

伝子導入細胞で、各種細胞表面マーカーの発

現が低下していることを確認する。これら表

面マーカーの発現が低下していることは、す

なわちGPIアンカーの細胞膜への結合が障害

されていることを示す。 

 同様の表面マーカー解析は、患者より採取

した顆粒球でも実施する。 

(3) 変異遺伝子導入CHO細胞における当該因

子の蛋白発現  

 遺伝子変異が認められた因子に対する抗

体を用いて、変異遺伝子導入した CHO 細胞に

おいてウェスタンブロットを行い、その因子

の蛋白発現を確認する。 
 
４．研究成果 

(1) GPI アンカー関連因子の遺伝子解析 

 患者 DNA のエクソーム解析により、8,883

個の変異（非同義, ナンセンス,スプライス

異常、挿入、欠失）を認めた。これらを３種

類の変異データベース（dbSNP123、1,000 

Genome Project、ESP 5,400）を用いてフィ

ルタリングを行ったところ、216 個の変異が

存在することが分かった。 

 これら216変異の中に、これまで報告のない

PIGLにおけるフレームシフト変異を２種類認

めた（c.36_48del [p.Leu13Alafs*11]、 c. 

254_255del [p.Glu86Aspfs*2]）。PIGL以外の

GPI生合成に関わる他の因子やGPIアンカーの

細胞内移動に関わる各蛋白の遺伝子には、い

ずれも変異を認めなかった。直接シークエン

スにより、患者では２つの変異をそれぞれヘ

テロ接合性に有することが確定され、また両

親の解析によりc.36_48del変異は父由来、c. 

254_255del変異は母由来であることが判明し

た。PIGLのc.36_48del変異及びc.254_255del

変異は、いずれもdbSNP123、1,000 Genome 

Project、ESP 5,400のデータベースでは報告

されていないが、c.254_255del変異は日本人

1,000エクソーム（http://www.genome.med. 

kyoto-u.ac.jp/SnpDB/）に１つ、さらに当研

究室の日本人対照192人のうち１人に認めら

れた。これは、本変異（c.254_255del）が日

本人200〜1,000人に一人の頻度で存在するこ

とを示唆する。 

(2)変異 PIGL 遺伝子の機能解析 

①患者顆粒球における表面マーカー解析 

 患者より採取した末梢血の顆粒球で

FACScan を行ったところ、各種表面マーカー

（DAF、FLAER、CD24、CD16）の発現は正常対

照の 2％〜51％と明らかに低下していた（図

１；CD24、CD16 のみ提示）。これらの結果は、

患者細胞においてGPIアンカー蛋白が減少し

ていることを示唆する。 

図１．患者顆粒球におけるGPIアンカー蛋白の

発現（実線：患者、点線：正常対照、淡色範

囲はコントロール） 

 

②CHO細胞への変異PIGL遺伝子導入及び同細

胞における表面マーカー解析 

 PIGL を 欠 損 さ せ た CHO 細 胞 に PIGL の

c.36_48del変異及びc.254_255del変異をそれ

ぞれ導入し、FACScanにより表面マーカーの発

現 を 検 討 し た 。 c.36_48del 変 異 及 び

c.254_255del変異いずれを導入したCHO細胞

においても、GPIアンカー蛋白である各種表面

マーカー（CD59、DAF、FLAER）の発現は、野

生型PIGLを導入した細胞に比べて著明に低下
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していた。以上より、PIGLのc.36_48del変異

及びc.254_255del変異によってGPIアンカー

蛋白の発現が障害されることが明らかとなっ

た。 

(3) 変異遺伝子導入 CHO 細胞における PIGL

蛋白発現  

 (2)②で作成した変異PIGL導入CHO細胞を破

砕し、SDS-PAGEで泳動した後PIGL蛋白のウェ

スタンブロットを行った。c.254_255del変異

を導入した細胞では、PIGL蛋白の発現は認め

なかったが、c.36_48del変異を導入した細胞

では、微かな２本のバンドを認めた（図２、

２レーンの*印及び**印）。 

図２．CHO細胞破砕後のSDS-PAGE及びウェスタ

ンブロット（Quantityの数値はGAPDHに対する

PIGL蛋白の発現強度を表す） 

 

 PIGLでは、c.36_48del変異の下流にメチオ

ニン残基が２ヶ所あり、それらを転写開始点

とするisoformが存在すると考えられる。図２

で見られた２本の微かなバンドは、それらに

相当すると思われ、PIGLの活性が残存してい

ることが予想される。 

(4)本研究の成果は、PIGLの変異でもHPMR症候

群を来たしうることを示したことである。こ

れまでPIGV、PIGO、PGAP2、PGAP3、PIGWの遺

伝子変異がHPMR症候群患者で報告されていた

が、今回新たな原因遺伝子が判明したことに

なる。またPIGLはCHIME症候群（眼コロボーマ、

心奇形、魚鱗せん様皮膚病変、発達遅延、耳

奇形を特徴とする）の原因遺伝子として2012

年に報告されており、本症例の症状とは異な

る④。(3)で示されたように、本症例では

c.36_48del変異で僅かながら活性の残存した

変異PIGL蛋白が発現しているため、CHIME症候

群ではなくHPMR症候群と同様の臨床徴候を示

したものと考えられる。 
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