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研究要旨 

遺伝性葉酸吸収不全症 (HFM) は、消化管での葉酸吸収障害と中枢神経系への輸送障害により生後 1〜3 ヶ

月頃より巨赤芽球性貧血、易感染性や神経症状を生じる先天性疾患である。常染色体劣性遺伝形式を示し、

proton-coupled folate transporter（PCFT）をコードする SLC46A1 遺伝子の異常が報告されているが、本

邦からは未報告である。今回、臨床的に HFM が疑われた患者において SLC46A1 解析を行ったところ、母由

来で Gly189Val アミノ酸置換を生じるミスセンス変異 c.566G>T と、父由来の deep intronic mutation, 

c1166-285T>G のヘテロ接合体であることが判明した。後者は exon 3 と exon 4 の間に 168 bp の intron 3 の

挿入配列を生じ、挿入配列内で premature termination を来していると考えられた。いずれも発現が著明に

低下することによる機能喪失型変異であると考えられた。 

 

A. 研究目的 

遺伝性葉酸吸収不全症（HFM）では、生後早期よ

り巨赤芽球性貧血に加えて易感染性や神経症状で発

症し、迅速な診断・治療開始と適切な治療の継続が

なければ致死的感染症で死亡したり、不可逆的な神

経学的後遺症を来す可能性の高い遺伝性疾患である。

proton-coupled folate transporter（PCFT）をコー

ドする SLC46A1 遺伝子の異常が報告されているが、

世界的にみても 23 例の報告のみで（図 1）本邦から

の報告はない。また、IUIS による原発性免疫不全症 

（PID）分類には含まれておらず、PID を専門とす

る施設においても診断されずに見逃されている可能

性は否定できない。今回、臨床的に HFM と診断さ

れた患者において、HFM の責任遺伝子として報告さ

れている SLC46A1 遺伝子に加え、葉酸 transport

に関わる reduced folate carrier（RFC）をコードす

る SLC19A1 遺伝子についても遺伝子レベルで検討

し、さらには蛋白レベルでの発現や葉酸 transport 

 

機能について解析を行い、疾患の原因、病態を明ら

かにすることを目的とした。 

 

B. 症例と研究方法 

（症例） 

４ヶ月女児。 

在胎 37 週体重 2,272g で出生。1 ヶ月健診で異常

を指摘されず、新生児期より人工栄養が開始になっ

た。家族歴に特記事項なく、血族婚なし。同胞は兄 2

人で健康であった。生後 3 ヶ月より咳嗽持続、哺乳

不良、体重減少、貧血、血小板減少があり、前医入

院。体重は 4,042g と 1 ヶ月で 300g の減少がみられ

た。SpO2 83%（room air）と酸素濃度の低下を認め

た。皮膚は蒼白で追視、頚定はみられず、表情に乏

しかった。胸部 X 線写真ではすりガラス様で喀痰

PCR で Pneumocystis jiroveci が 検 出 さ れ 、

Pneumocystis 肺炎と診断した。血液検査では白血球

数、好中球数、リンパ球数の減少はなく、リンパ球



分画も naïve T 細胞分画を含めて大きな異常はみら

れなかったが、PHA, ConA 刺激下のリンパ球幼若化

反応は著明に低下し、ほぼ無反応であった。高度の

貧血と血小板減少がみられた。血清 IgG は 97 mg/dl

と著減し、葉酸は<0.5 ng/ml と感度以下であったが、

ビタミン B12 は正常範囲であった。 

 

（研究方法） 

正常コントロール、患者、患者両親より採取した

ヘパリン血より比重遠心法で末梢血単核球（PBMC） 

を分離した。 

DNA 解析：PBMC より genomic DNA を抽出し、か

ずさDNA研究所において SLC46A1と SLC19A1の

各 exon とその近傍 intron について direct sequence

法で遺伝子解析を行った。SLC46A1 についてはさら

に intron 3 配列の解析を行った。 

cDNA 解析：PBMC から抽出した total RNA より

cDNA を作成し、SLC46A1 RT-PCR を行った。 

さらに TA cloning を行い、各 clone の配列を解析し

た。 

Transient transfection による両親由来変異体の

PCFT 発 現 の 解 析 : 全 長 の SLC46A1 cDNA 

Wild-type (Wt), +168 bp（父 mutant）, Gly189Val 

（母 mutant）を作成し、pcDNA3-His vector に乗

せかえることにより標識部位に対する抗体でも認識

できるようにした。細胞は HeLa を用い、Wt, 

mutants 間で導入効率が同程度であることを

EGFP-V の cotransfection で確認した。whole cell 

lysate を抽出し、Western blot 解析を行った。C 端

を認識する抗 PCFT 抗体に加え、N 端の標識部位に

対する抗 Xpress 抗体でも発現を解析した。 

コントロールと患者の Epstein-Barr virus 不死化 B 

（EBV-B）細胞株を樹立し、葉酸欠乏培地で 7 日間

培養後 0、6、12、30、3000nM の葉酸を加え、細胞

増殖を解析した。 

（倫理面への配慮） 

患者の個人情報ならびに臨床データの全ては、北

海道大学大学院医学研究科小児科学分野（以下、本

講座）の主治医が厳重に管理する。特に遺伝情報に

ついては、その守秘義務を厳格に遂行し、研究結果

を発表する場合は個人を識別できないように患者名

等を符号化し、本講座において患者連結を行う。 

 

C. 研究結果 

遺伝子レベルの解析： 

DNAレベルの解析でSLC19A1遺伝子には異常が

みられなかったが、SLC46A1 遺伝子には Gly189Val

アミノ酸置換を生じる塩基置換 c.566G>T をヘテ

ロで認め、母由来であった。Gly189 は種を超えて保

存されていた。Gly189Val は SNP としても疾患に関

連した変異としても未報告で、健常人 300 人にもみ

られなかった。SIFT、及び Polyphen-2 software を

用いた解析からも疾患に関連した変異である可能性

が考えられた。一方父由来の allele を確認するため

に患者 SLC46A1 cDNA の TA cloning を行ったとこ

ろ、exon 3 と exon 4 の間に 168 bp が挿入されてい

た（図 2）。この挿入配列を挟むような primer を作

成して RT-PCR を行ったところ、患者と父のみに

168 bp が挿入された産物を認めた（図 3）。この 168 

bp 挿入が生じると、アミノ酸レベルでは Ala389 以

降異常アミノ酸配列が続き、20 番目で stop codon に

より翻訳が停止すると考えられた。挿入配列は

intron 3 由来であることが判明した。次に、なぜこ

の挿入配列を生じるのかを明らかにするために挿入

配列とその近傍の DNA 配列を解析したところ、挿

入配列の 3’端の塩基 T が G に置換されていた

（c.1166-285T>G）（図 4A）。Splice site prediction 

software 

（http://www.fruitfly.org/seq_tools/splice.html）を

用いた解析からは、塩基置換部位の 3’側に隣接した
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血球系への葉酸吸収については主に RFC が機能

すると考えられるが、今回の研究で、葉酸欠乏下に

おいては PCFT も重要な役割を果たしている可能性

が示唆され、今後さらに検討を行っていく必要があ

る。 

 

E. 結論 

今回報告した症例は、SLC46A1 新規遺伝子変異に

よる本邦初の HFM 症例である。世界的にみても稀

な疾患であり、IUIS の PID 疾患に分類されていな

いことからも馴染みがなく見逃されている可能性が

ある。貧血や神経症状を呈する免疫不全症患者にお

いては本疾患も念頭に置く必要がある。迅速な診断

と効果的な治療の開始とその維持が重要と考えられ

る。 

 

F. 研究危険情報 

特になし。 

 

G. 研究発表 

1. 学会発表 

第 7 回日本免疫不全症研究会（2014 年 1 月 25 日） 

複合免疫不全を呈した SLC46A1 新規変異による先

天性葉酸吸収不全症  

千田奈津子、山田雅文、岸本健治、小林良二、小林

邦彦、小原收、有賀正 

 

H. 知的財産権の出願・登録状況 

特になし。 
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